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Résumé

Le carcinome du rein a cellules claires (ccRCC), I'un des cancers les plus représentés dans le
monde, est fréquemment associé a une altération du géne Von Hippel-Lindau (VHL), entrainant un
état de pseudo-hypoxie, qui favorise la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules
épithéliales, I'invasion tumorale, le remodelage matriciel et I’hypervascularisation. De nombreuses
études alimentent une controverse concernant une potentielle corrélation entre densité
microvasculaire et pronostic des patients du ccRCC. En paralléle, quelques travaux rapportent une
architecture vasculaire complexe et aberrante, distincte de la vasculature physiologique rénale. Mon
travail de doctorat repose sur I’hypothése que la complexité du réseau vasculaire pourrait constituer
un indice plus pertinent de la biologie et des réponses aux traitements du cRCC que sa densité.

Depuis une vingtaine d’années, les traitements anti-angiogéniques constituent un pilier de
la prise en charge du ccRCC, bien que de nombreuses résistances et échappements aux traitements
soient décrits. L’absence de modeles in vitro 3D pertinents reconstituant la vascularisation du ccRCC
est aujourd’hui un écueil dans I’étude de ce cancer.

Mon projet de these a eu pour objectif d’étudier : i) - la vascularisation aberrante du ccRCC
en interaction avec des cellules tumorales invasives; ii) la sensibilité de ces structures vasculaires aux
traitements anti-angiogéniques; iii) le réle des propriétés du microenvironnement tumoral sur les
stratégies d’invasion et sur la formation de la vascularisation aberrante.

Utilisant un modeéle de xénogreffes implantées en sous-cutané chez la souris, j’ai réalisé la
premiére caractérisation 3D de la vascularisation du ccRCC composée de structures longues et fines
appelées feuillets ou de structures larges et dilatées appelées étangs. Pour étudier les mécanismes
cellulaires de formation de ces structures aberrantes ainsi que leur sensibilité aux traitements, j’ai
développé un modéle de micro-tumeurs vascularisées impliquant l'inclusion de sphéroides d’une
lignée cellulaire tumorale du ccRCC, présentant une mutation perte de fonction pour VHL et des
cellules endothéliales en hydrogel de collagene |. Cette co-culture induit la formation d'étang
vasculaire au sein du sphéroide, semblable a ceux observés dans le ccRCC. De maniére innovante, j’ai
démontré que ces structures vasculaires aberrantes sont résistanctes aux thérapies anti-
angiogéniques telles que le sunitinib. Ces travaux ont également suggéré un lien fort entre formation
de I'’étang vasculaire et invasion des cellules tumorales, associé a un remodelage matriciel dans le
microenvironnement tumoral.

Dans un second temps, jai donc analysé I'impact de la modulation de l'invasion du
sphéroide et du remodelage matriciel sur la formation des étangs vasculaires. Je me suis appuyée sur
des travaux antérieurs de |I‘équipe ayant permis la caractérisation des propriétés mécaniques et
structurales d’hydrogels de collagene I, formés sous différentes conditions de pH. Nos travaux
démontrent que les stratégies d’invasion des cellules tumorales mutées pour VHL sont régulées par
les propriétés mécaniques de la matrice extracellulaire et associées a l'activation de voies de
mécanotransduction relayées par YAP. En co-culture, un lien fonctionnel réciproque s’établit entre
cellules tumorales invasives et cellules endothéliales, associé a un remodelage matriciel local, les
cellules tumorales invasives favorisant la formation de I’étang vasculaire et les cellules endothéliales
induisant la migration individuelle des cellules tumorales. L’altération des propriétés de
mécanotransduction des cellules tumorales m’a permis de démontrer que la formation de I'étang
vasculaire nécessite le remodelage matriciel induit par les cellules tumorales invasives. L’ensemble
de ces travaux suggerent que les cellules tumorales invasives remodeélent une niche favorable a la
formation de I’étang vasculaire. En retour, les cellules endothéliales participent a la malignité
tumorale en maintenant une invasion tumorale individuelle.
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Synthese bibliographique
|.  Le microenvironnement tumoral

Le cancer est initié par un ensemble de changements génétiques, héréditaires ou
pouvant étre acquis au cours de la vie, conduisant a la prolifération cellulaire non contrblée
et aboutissant ainsi a la formation d’'une masse tumorale indifférenciée envahissant les
tissus voisins. Les cancers sont donc des maladies multi-étapes nécessitant I'acquisition de
capacités fonctionnelles par les cellules tumorales. S’appuyant sur ce constat, Douglas
Hanahan a défini 8 a 10 marqueurs du cancer dans le but de regrouper les phénotypes
complexes de diverses tumeurs en un ensemble commun de parametres cellulaires
(Rodrigues et al., 2021). Les huit caractéristiques comprennent les capacités acquises pour : -
maintenir la signalisation proliférative, - échapper aux suppresseurs de croissance, - résister
a la mort cellulaire, - permettre l'immortalité réplicative, - induire/accéder a la
vascularisation, - activer l'invasion et les métastases, - reprogrammer le métabolisme
cellulaire, - éviter la destruction par le systeme immunitaire (Figure 1). L'ensemble de ces

réponses biologiques réquisitionne tous les acteurs du microenvironnement tumoral.
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Figure 1 : Les marqueurs du cancer en 2022 (Hanahan, 2022)



Synthése bibliographique — . Le microenvironnement tumoral

A. Le compartiment stromal cellulaire

Il est aujourd’hui largement reconnu que le microenvironnement ou stroma
tumoral, en étroit contact avec les cellules tumorales, joue un rbéle déterminant dans la
progression du cancer. |l est constitué d’une population hétérogene de cellules souches
tumorales et d’une multitude de cellules stromales comprenant des cellules endothéliales,
immunitaires et des fibroblastes associés au cancer (CAF) inclus dans une matrice

extracellulaire (MEC) remodelée (Rodrigues et al., 2021) (Figure 2).
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Figure 2 : Le microenvironnement tumoral (Rodrigues et al., 2021)

Les cellules tumorales ont la capacité de modifier profondément I'architecture et les
réponses fonctionnelles du microenvironnement par lintermédiaire du remodelage
matriciel et de la sécrétion d’une grande variété de cytokines, chimiokines et autres facteurs
résultant en la reprogrammation des cellules du stroma, jouant un réle déterminant dans la
progression du cancer (Hinshaw and Shevde, 2019). Ces effets biologiques majeurs

impliqguent donc les grands compartiments cellulaires stromaux.



a. Les cellules endothéliales et les capillaires sanguins

Comme tous les organes, les tumeurs ont besoin de s’approvisionner en sang pour
satisfaire leurs besoins en oxygeéne et nutriments afin d’accomplir toutes leurs fonctions
métaboliques. Cet apport se fait principalement par les capillaires sanguins, les plus petits
vaisseaux de I'organisme, composé d’'une monocouche de cellules endothéliales, d’'une lame
basale et d’'une couverture péricytaire. Les morphologies particulieres de ces vaisseaux et
leur spécificité en fonction des cancers seront discutées dans la partie lll. Au sein du
microenvironnement tumoral, I"hypoxie induit un commutateur (switch) angiogénique,
stimulant I'angiogenése, processus qui sera discuté dans la partie Ill. Dans ce présent
paragraphe, je m’intéresse aux particularités de ces cellules endothéliales tumorales,
décrites comme présentant une forte hétérogénéité génétique et moléculaire (Aird, 2012;
Hida et al., 2016). Il a été identifié de nombreux sous-types de cellules endothéliales en
fonction du type tumoral. Au sein du microenvironnement tumoral, I'acquisition des
mutations génétiques est induite par une forte exposition a I'hypoxie et aux espéeces
réactives de I'oxygene (ROS), réprimant ainsi la machinerie de réparation de I’ADN (De
Palma et al., 2017). De plus, la forte prolifération des cellules endothéliales promeut leur
instabilité génétique. Il a récemment été décrit que les cellules endothéliales peuvent étre «
instruites » par le microenvironnement tumoral. De plus, il a été reporté que les cellules
endothéliales tumorales sont plus résistantes aux traitements cytotoxiques que les cellules
endothéliales saines. Ainsi, les cellules endothéliales tumorales acquiérent une résistance
aux agents cytotoxiques paclitaxel par la surexpression de la pompe ATP-dépendante, P-
glycoprotéine 1 (PGY1 ou ABCB1), qui est induite par la signalisation du Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF-A). Le métabolisme des cellules endothéliales tumorales est aussi
modifié : hyper-glycolytiques, elles utilisent largement la glycolyse aérobie pour répondre a
leurs besoins énergétiques (De Palma et al., 2017).

Il en résulte une augmentation de leurs capacités prolifératives, migratoires et
angiogéniques en réponse a des facteurs de croissance et des cytokines en comparaison
avec des cellules endothéliales saines (Potente et al., 2011; Aird, 2012). Elles montrent aussi
une activation constitutive de la signalisation PI3K-AKT, qui promeut la survie cellulaire et la

résistance a I'apoptose (De Palma et al., 2017).



b. Les cellules immunitaires et les structures lymphoides tertiaires (TLS)

Les cellules immunitaires constituent des acteurs majeurs du microenvironnement

tumoral dont le réle a été largement reporté dans la littérature ses derniéres années
(Hinshaw and Shevde, 2019). Mon travail de these ne se focalisant pas sur ce compartiment
stromal, il ne sera que tres brievement présenté dans ce manuscrit. Des preuves
grandissantes de la littérature suggerent que le systéme immunitaire inné (macrophages,
neutrophiles, cellules dendritiques, cellules lymphoides innées, cellules suppresseurs
dérivées de la myéloide et les cellules Natural Killer (NK)) aussi bien que les cellules
immunitaires adaptatives (lymphocytes T et B) contribuent a la progression tumorale et
I'angiogenese (De Palma et al, 2017) lorsqu’elles sont présentent dans le
microenvironnement (Hinshaw and Shevde, 2019).
Dans la littérature, il est décrit que les macrophages sécretent des facteurs comme I'EGF
induisant I'invasion des cellules tumorales (Goswami et al., 2005). De plus, il est reporté un
role des neutrophiles dans : - le remodelage de la MEC par la sécrétion d’élastase
neutrophile et de métalloprotéinases (MMP 8 et 9), - la progression tumorale par la
sécrétion de prostaglandine (PGE2); - I'invasion tumorale par le relargage de ROS et MMP-9
(Hinshaw and Shevde, 2019). Les échanges interactifs entre cellules tumorales et cellules
immunitaires favorisent un microenvironnement propice a la croissance tumorale et la
dissémination métastatique. La présence de cellules immunitaires comme les macrophages
corréle avec un mauvais pronostic, dans le cancer du sein, de I'estomac, du poumon (...),
suggérant leur role dans la progression du cancer (Cardoso et al., 2014; Zhao et al., 2017;
Wang et al., 2018). A contrario, une faible activité des cellules NK corréle avec une
augmentation du risque de cancer, illustrant leur réle de surveillance tumorale (Imai et al.,
2000). Ces cellules immunitaires peuvent soit adopter un phénotype tolérogene, permettant
ainsi a la tumeur de ne pas étre reconnue par le systeme immunitaire ou au contraire un
phénotype immunogéene entretenant un état inflammatoire chronique.

Les cellules dendritiques, en réponse a des facteurs de croissance (Transforming
Growth Factor beta (TGF-B), VEGF...) sécrétées par les cellules tumorales, adoptent un
phénotype tolérogéne (Hinshaw and Shevde, 2019), leur différenciation en cellules
immunogenes étant inhibée. En parallele, les neutrophiles se révelent inflammatoires lors

des



stades précoces du développement tumoral mais adoptent un phénotype
immunosuppresseur avec la progression de la maladie (Fridlender and Albelda, 2012).

Il a récemment été identifié que les lymphocytes peuvent former des agrégats
lymphoides appelés structures lymphoides tertiaires (TLS) dans le microenvironnement
stromal (Masuda et al., 2022). Ces structures constituent une organisation spatiale et
fonctionnelle spécifique, dans laquelle les lymphocytes B sont entourés par des lymphocytes
T. Les lymphocytes B et les TLS sont associés a un pronostic favorable dans de nombreux
types de cancer (Fridman et al., 2022). De maniére intéressante, I'association de la présence
des TLS dans le carcinome du rein a cellules claires (ccRCC) a un pronostic clairement établi
est plus controversée. En effet, les études tres récentes ont rapporté d’une part que les TLS
sont associées a une altération de la voie de signalisation mTOR et a un mauvais pronostic
(Masuda et al.,, 2022) et d’autre part que la présence de lymphocytes B et de TLS est
associée a une inhibition de la progression tumorale et une bonne réponse aux
immunothérapies, en fonction de la signature transcriptomique (Meylan et al., 2022).

De facon générale, I'environnement tumoral est finement contr6lé afin de
promouvoir la croissance, la survie et I'expansion. Reprogrammer les cellules immunitaires
innées participe a I'affaiblissement des défenses immunitaires des patients et est ainsi

souvent associé a un mauvais pronostic (Hinshaw and Shevde, 2019).

c. Les fibroblastes associés au cancer

Les CAF sont les cellules majoritaires du stroma tumoral. Ils sécretent des facteurs
de croissance, des ligands inflammatoires et des protéines de la MEC promouvant ainsi la
prolifération et la migration tumorale, la résistance aux thérapies et I'exclusion immunitaire
(Kalluri, 2016). 1l a récemment été décrit, par des approches de séquencage d’ARNs (RNA
seq), une forte hétérogénéité des CAF au sein du microenvironnement de tumeurs
mammaires et du pancréatiques. Cette hétérogénéité explique pourquoi ces cellules sont
parfois associées a la limitation ou a la promotion des tumeurs (Hartmann et al., 2014). Les
CAF sont recrutés au sein du stroma tumoral principalement par I'action de facteurs de
croissance, comme le TGF- beta, le Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), le Fibroblast
Growth Factor 2 (FGF-2) (Figure 3). Le TGF-beta induit la prolifération, I'expansion et la
différenciation myofibroblastiques des CAF ainsi que la transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM). Plusieurs types cellulaires ont été proposés comme précurseurs



des CAF incluant les cellules étoilées pancréatiques (Bachem et al., 1998; Apte et al., 1999;
Yin et al., 2013), les fibroblastes résidents (Orimo et al., 2005; Kojima et al., 2010; Arina et
al., 2016), les cellules souches mésenchymateuses (Mishra et al., 2008; Lee et al., 2010;
Quante et al., 2011; Kidd et al., 2012), les adipocytes (Kidd et al., 2012; Bochet et al., 2013;
Gao et al.,, 2018), les cellules mésothéliales (Tian et al., 2019), les cellules endothéliales
(Zeisberg et al., 2007), les cellules myéloides (Ogawa et al., 2006), les péricytes (Hosaka et
al., 2016), les cellules épithéliales (Ilwano et al., 2002), les cellules souches hématopoiétiques
et les cellules circulantes de la moélle osseuse (Direkze et al., 2003). De plus, les CAF
présentent une hétérogénéité fonctionnelle et moléculaire. Ainsi, une forte expression de
I'alpha-SMA (smooth muscle actin) a longtemps été considérée comme un marqueur distinct
de [l'activation des CAF par rapport aux fibroblastes normaux (Lazard et al., 1993).
Cependant, de nombreuses équipes ont récemment identifié la présence de CAF exprimant
faiblement I'alpha-SMA, soulignant le besoin de considérer de multiples parametres pour
I'analyse de [I'activation des CAF (Biffi and Tuveson, 2021). La présence de CAF
myofibroblastiques et non-myofibroblastiques semble étre I'observation la plus cohérente
entre les différents types de cancers (Biffi and Tuveson, 2021). Parmi une variété de types de
cancers, les CAF myofibroblastiques présentent une signature de cellules synthétisant les
composants de la MEC, alors que les CAF non myofibroblastiques sont généralement
caractérisés par un phénotype inflammatoire, sécrétoire. Alors que les fibroblastes normaux
ont été rapportés comme inhibant la progression du cancer, plusieurs études ont démontré
que les CAF peuvent promouvoir la croissance tumorale de multiples facons, incluant : la
sécrétion de protéines matricielles (Olive et al., 2009; Provenzano et al., 2012; Jacobetz et
al., 2013); I'inflammation et la néovascularisation; I'augmentation de I'angiogeneése (Kaur et
al., 2016); 'augmentation de I'incidence des cellules initiant les tumeurs (Lau et al., 2016); la
perturbation de la signalisation tumorale par la voie KRAS (Tape et al., 2016); le changement
du métabolisme et de I'épigénome des cellules; I'établissement d’un microenvironnement
tumoral immunosuppressif (Kraman et al., 2010; Lakins et al., 2018); |'acquistion d’une
résistance aux thérapies (Straussman et al., 2012; Ireland et al., 2016; Kaur et al., 2016;
Hessmann et al., 2018) ou d’une radioprotection (Mantoni et al., 2011); 'invasion tumorale,
la formation de métastases et la TEM (Gaggioli et al., 2007; Duda et al., 2010; Grugan et al.,
2010; Goetz et al., 2011; Calon et al., 2012; Zhang et al., 2013; Kaur et al., 2016; Nielsen et

al., 2016; Waghray et al., 2016; Labernadie et al., 2017); la sécrétion de ligands pro-



tumorigenes; la promotion de I’état souche des cellules tumorales (Biffi and Tuveson, 2021);
la contribution a un effet systémique comme la cachexie, I'anémie, I'immunosuppression
(Figure 3).

Les CAF présentent une prévalence élevée dans le microenvironnement tumoral du
ccRCC et sont impliqués dans la prolifération des cellules tumorales, I'angiogenese, les
métastases, et 'acquisition d’une résistance aux thérapies (Chakiryan et al., 2021). Plusieurs
propriétés pro-tumorales des CAF sont médiées par le facteur de transcription Hypoxia-
inducible factor 1 (HIF1), surexprimé dans la majorité des ccRCC via l'altération du géne
codant pour la protéine Von Hippel Lindau (VHL) et stimulant une voie qui conduit a
I'oncogenese dans le cancer du rein. Cette voie sera détaillée dans la partie Ill. De récentes
études ont démontré que I'augmentation de la densité des CAF dans les tumeurs du ccRCC
est associée avec une mauvaise survie globale (Chakiryan et al., 2021). Des résultats de
cohortes et d’investigations in silico ont montré que les inhibiteurs des tyrosines kinases
(TKI) ciblant les récepteurs au VEGF (VEGFR) augmentaient significativement le nombre de
CAF dans les ccRCC (Ambrosetti et al., 2022). Dans cette méme population de patients, la
proportion de CAF intra-tumoraux corréle avec une plus courte survie sans progression et
survie globale. Les CAF diminuent |’effet cytotoxique des TKI ciblant les VEGFR sur les cellules
cancéreuses et augmentent la migration tumorale (Ambrosetti et al., 2022) (Figure 3). Ces
résultats montrent que les TKI ciblant les VEGFR promeuvent le développement des CAF, qui
favorisent alors I'agressivité, la dissémination métastatique et la résistance aux traitements
dans le ccRCC. Les auteurs suggerent que les CAF représentent une cible thérapeutique pour
combattre la résistance aux traitements dans le ccRCC et plus généralement releve la
pertinence d’une combinaison de traitement ciblant les CAF avec une immunothérapie

(Ambrosetti et al., 2022).
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B. La matrice extracellulaire tumorale
a. Composition de la matrice extracellulaire interstitielle

La MEC joue un roéle crucial dans la prolifération, la différentiation cellulaire et le
maintien de I'homéostasie tissulaire (Mohan et al., 2019). Elle est majoritairement
composée d’eau, de protéines et de polysaccharides. Le collagéne, présentant une
composition et une structure variable en fonction du tissu, est le composant matriciel le plus
abondant. La matrice interstitielle est majoritairement composée de collagenes fibrillaires
de type |, Il et lll. Les collagénes jouent un role crucial dans une large variété de maladies et
constituent des cibles thérapeutiques. La fibronectine est un autre constituant matriciel
majeur. Cette glycoprotéine possédant un motif unique appelé arginine-glycine-aspartate
(RGD) se lie aux intégrines avp1 et avB3 et forment ainsi des assemblages supramoléculaires
fibrillaires dans la MEC (Salajegheh, 2016). Ces interactions moléculaires régulent la
formation et I'organisation des points focaux d’adhésion et les propriétés mécaniques des
cellules. La polymérisation de la fibronectine augmente la capacité de rétention de plusieurs
protéines comme la thrombospondine-1 et le collagene | dans la MEC (Aziz-Seible, 2011). La
matrice interstitielle est aussi composée de molécules riches en carbohydrate, incluant
principalement des protéoglycanes et leurs dérivés. Les protéoglycanes sont constitués
d’une structure protéique et d’une ou plusieurs chaines de glycosaminoglycanes, chaines de
polysaccharides avec une configuration primaire constituée de sucres aminés ou d’acide
uroniques (Sarrazin et al., 2011; lozzo and Gubbiotti, 2018). Les protéoglycanes matriciels
contiennent les glycosaminoglycanes de type chondroitine sulfates, dermatane sulfates, et
héparane sulfates (HSPG), dans les membranes basales (Conrad et al., 2010; Derler et al.,
2017). Ces chaines sulfatées a différentes positions sont chargées négativement et les
groupes d’acides uroniques sont en interaction avec d’autres protéines matricielles et avec
des facteurs de croissance (Miller et al., 2014). Dans un environnement tumoral dérégulé, la
MEC fournit un support pathologique, conduisant a des signalisations aberrantes et

entrainant la formation de structures désorganisées.

e Les collagenes fibrillaires

Les collagenes constituent les protéines les plus représentées chez les
mammiféres. Cette partie sur la caractérisation des collagénes reprend des notions

exposées dans le mémoire de these de Yoann Atlas, ancien étudiant en doctorat de mon
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équipe (http://www.theses.fr/2019SORUS497). Ils procurent la plus grande partie de la
rigidité structurale de I'’échafaudage de la MEC. Contrairement aux autres protéines, les
collagénes présentent une structure moléculaire réguliere et ils sont décrits comme
composés de trois brins polypeptidiques (Wyckoff et al., 1935; Pauling and Corey, 1951). La
nature et la taille des triple hélices a du collagene permet de distinguer 28 membres
collagéniques différents (Ricard- Blum, 2011). En fonction du tissu, la synthése de
nombreuses isoformes des chaines a résulte d’épissages alternatifs différents. Au niveau
post-traductionnel, le clivage protéolytique des collagenes leur donne une fonction
biologique propre. Les collagenes sont classés en quatre groupes en fonction de leur
assemblage supramoléculaire : - les collagénes fibrillaires, - les collagénes associés aux
collagenes fibrillaires, - les collagénes s’associant en réseaux, - les autres ayant diverses
fonctions d’ancrage et de maintien.

Les collagenes fibrillaires, comprenant les collagénes |, Il et lll, conferent les
propriétés mécaniques de la MEC. Leur proportion est variable selon les tissus. Le collagéene
|, s’assemblant en hétérotrimere alala2 et chaque chaine a est composée de la répétition
de trois acides aminés Gly-X-Y, ou X et Y sont une proline/arginine/lysine et 4-
hydroxyproline/hydroxylysine, respectivement, précédée d’une glycine (Figure 4). Les
collagenes s’assemblent alors pour former une triple hélice nommée procollagene. Cette
triple hélice du procollagene possede des résidus lysines et des résidus hydroxylés, riches en
liaisons électrostatiques conférant ainsi une grande stabilité (Persikov et al., 2005). De plus,
cette structure possede des domaines globulaires aux extrémités C- et N-terminales qui sont
ensuite clivés en tropocollagéne apres transport dans 'appareil de Golgi, juste avant la

sécrétion (Canty and Kadler, 2005). Les tropocollagenes s’auto-assemblent au niveau de la
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surface cellulaire avec un décalage les unes par rapport aux autres de 67 nm (Yamauchi et

al., 2018). Ce décalage, classiquement observé pour les collagénes fibrillaires, est visible par

la présence de bandes striées en microscopie électronique (Figure 4A). D’abord, de courtes

fibres sont formées par I'assemblage de fibrilles puis fusionnent en un réseau 3D de fibres de

collagéne. La maturation des fibres de collagénes est assurée par des enzymes de

réticulation nommeées les lysyl oxydases (LOX) catalysant la formation de ponts covalents

intramoléculaires et intermoléculaires entre monoméres (Lucero and Kagan, 2006;

Yamauchi et al., 2018) (Figure 4). La maturation des fibres de collagénes renforce alors la

stabilité au niveau fibrillaire et macromoléculaire. Le pontage des collagénes module les

caractéristiques mécaniques matricielles pouvant avoir des conséquences dans le

microenvironnement tumoral.
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Figure 4 : Réticulation du collagéne | par les LOX
dans le cancer

(A) Image de microscopie électronique a
transmission du tissu tumoral montrant des
fibrilles denses de collagéne I. Le rectangle indique
une seule fibrille. Ci-dessous, schématisation
d’une molécule de collagene | contenue dans une
fibrille. Ces molécules sont paralléles et décalées
les unes par rapport aux autres de 67 nm.

(B) Sites de réticulation des molécules de
collagénes adjacentes. Deux aldéhydes de
télopeptidyl lysine (O = CH) peuvent se réticuler au
sein  d'une méme molécule (réticulation
intramoléculaire). Le télopeptidyl lysine- et
I'nydroxylysine-aldéhyde (O=CH) peuvent se
condenser avec des groupes g-amino (NH2) de
résidus lysine ou hydroxylysine hélicoidaux
juxtaposés pour former des réticulations
intermoléculaires.

Q) Principales voies de réticulation
caractérisées dans les tissus tumoraux. Les LOX
initient la réticulation en convertissant les résidus
de lysine ou d'hydroxylysine dans les télopeptides
en aldéhyde (t-Lysald et t-Hylald, respectivement).
Puis I'aldéhyde se condense avec un autre t-Lysald
dans la méme molécule ou Lys hélicoidal
juxtaposé (h-Lys) ou Hyl (h-Hyl) sur une molécule
voisine. Ces réticulations divalentes peuvent
ensuite mdrir en réticulations trivalentes et
tétravalentes (Yamauchi et al., 2018).
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e La fibronectine

La fibronectine est une glycoprotéine composée de plusieurs domaines
s’assemblant en structures fibrillaires au sein de la MEC. Elle participe a I'organisation de la
MEC en liant des composants matriciels entre eux ainsi qu’en liant les intégrines a des
composants matriciels comme le collagene IV (Pankov and Yamada, 2002; Kostourou and
Papalazarou, 2014). La fibronectine régule la migration et I'adhésion cellulaire par sa liaison
aux intégrines via son motif RGD induisant ainsi le remodelage du cytosquelette d’actine
(Hynes and Destree, 1978). Ainsi, un certain nombre de sites de liaisons aux intégrines
régulent l'invasion collective de cellules cancéreuses au sein de matrices riches en
fibronectine (Gopal et al., 2017). Les interactions fibronectine-collagene sont régulées par
des forces mécaniques (Kubow et al., 2015). La fibronectine joue un roéle dans la

morphogeneése vasculaire et I'invasion tumorale (Van Obberghen-Schilling et al., 2011).

b. Propriétés physiques de la matrice extracellulaire

Les collagenes et autres protéines, conférant une géométrie 3D fibrillaire et
poreuse, déterminent ainsi I’architecture de la MEC (Pedersen and Swartz, 2005). La MEC est
alors définie par les propriétés physiques suivantes: la densité, la taille, la porosité et
I'orientation des fibres (Figure 5). De plus, par I'action de forces cellulaires, la MEC subit des
contraintes de déformation (Engler et al., 2006; Martino et al., 2018).

La composition d’un tissu varie en fonction des organes, chacun d’entre eux
présentant des spécificités au niveau des quantités de protéines fibrillaires et des propriétés
mécaniques. In vitro, la concentration de collagene, la température et le pH régulent la
porosité et la densité du collagene I. L'ensemble de ces facteurs modulent la fibrillogenése
du collagéne et ainsi changent les propriétés structurales de la MEC (Doyle et al., 2015;
Sapudom et al., 2015). Comme décrit par van Helvert et coll., la porosité varie extrémement

en fonction du tissu : elle peut étre de 100 um” dans un tissu conjonctif
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lache a des dimensions inferieures a 1 um” dans des fibres denses de collagéne (van Helvert
et al., 2018). L'orientation et la taille des fibres varient également en fonction des tissus
évoluant entre une orientation fibrillaire aléatoire et des structures fortement alignées
(Provenzano et al., 2006). Cet aspect sera abordé dans le contexte tumoral, dans la partie
suivante.

Des forces extérieures peuvent déformer la MEC impactant alors la réponse
cellulaire en fonction de sa capacité de déformation élastique caractérisée par son module
de Young. Ce principe est aussi appelé rigidité. De maniere générale, la MEC est caractérisée
par une déformation élastique non linéaire (Storm et al., 2005). Les tissus humains
présentent une grande variabilité de rigidité pouvant aller de tissus trés mous comme le
cerveau présentant une rigidité inférieure a 100 Pa a des tissus beaucoup plus durs tels que

les os présentant une rigidité supérieure a 1 GPa (Madsen and Cox, 2017).
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Figure 5 : Les propriétés physiques et mécaniques de la MEC

Les propriétés physiques et mécaniques concernent la topologie de la MEC, la composition moléculaire, la concentration des
composants matriciels, la réticulation de la MEC, les gradients de rigidité et molécules, la taille des pores, le remodelage de
la MEC par des protéases ou des forces, la rigidité, les propriétés élastiques, le confinement (Yamada and Sixt, 2019).

c. Altération de la matrice extracellulaire tumorale

Au sein du microenvironnement tumoral, la MEC présente des anomalies tant au
niveau de son abondance que de sa composition et son architecture. Les propriétés
biophysiques de la MEC telles que la topographie, la rigidité et la tension changent donc

également.

e Altération de la composition matricielle

Le microenvironnement tumoral contient des collagenes fibrillaires en forte
abondance; les tenascines (dont la C et la W) et la laminine 332 (Micke and Ostman, 2005;
Hirata and Sahai, 2017; Ramamonjisoa and Ackerstaff, 2017); la fibronectine, en particulier,
les variants d’épissage ED-A et ED-B (Hirata and Sahai, 2017; Ramamonjisoa and Ackerstaff,
2017). De plus, cette forte accumulation peut étre corrélée a un faible pronostic, comme
dans le cas de la laminine 332 (Guess and Quaranta, 2009; Guess et al., 2009; Chen et al.,

2015; Katayama et al., 2019).

e Remodelages structuraux matriciels

L’accumulation du collagene fibrillaire dans le stroma crée un réseau dense de
protéines fibrillaires, qui conduit graduellement a I'augmentation de la rigidité tissulaire.

L’augmentation de la rigidité matricielle associée a I'alignement des fibres est un marqueur
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de mauvais pronostic dans le cancer du sein, du pancréas et de la prostate (Gkretsi and
Stylianopoulos, 2018). Plus précisément, I'orientation des fibres de collagene peut
correspondre a une signature structurale, appelée TACS (tumor-associated collagen
signature) (Provenzano et al., 2006; Conklin et al., 2011). Les TACS sont observées in vivo par
génération de seconde harmonique. Ainsi, il est possible d’établir une corrélation entre la
signature et le grade de la tumeur (Conklin and Keely, 2012). En effet, dans le stroma normal,
les fibres de collagéne apparaissent « bouclées » et anisotropiques (TACS 1) (Egeblad et al.,
2010; Malik et al., 2015) (Figure 6). Lors de la progression tumorale, la quantité de collagéne
dans le stroma augmente, les fibres de collagéne apparaissent plus droites et alignées par
rapport au bord de la tumeur (TACS 2) (Egeblad et al., 2010; Malik et al., 2015). Dans les
stades invasifs, les fibres de collagene forment des paquets et deviennent perpendiculaires a
la membrane basale, fournissant des voies (« tracks ») empruntées par les cellules tumorales
(TACS 3). Des motifs similaires ont été trouvés dans un modeéle murin de cancer du sein
(Conklin et al., 2011; Malik et al., 2015). De plus, la forte accumulation de collagene
fibrillaire dans le stroma conduit a des connexions intermoléculaires covalentes spécifiques
entre les fibres de collagénes au sein du stroma masquant les sites actifs pour I'activité des
MMP, renforcant ainsi I'accumulation de fibres de collagéne résistantes aux enzymes

protéolytiques.

W Figure 6 : Remodelage de la MEC dans e

Normal ECM Predisposed Desmoplastic ECM microenvironnement tumoral
Wavy collagen Prealigned collagen Aligned collagen (A) Schematlse.ltlon du re‘mOdeIage
(TACS-1) (TACS-2) (TACS-3) progressif des fibres de collagéne de Ia

MEC au cours de la progression tumorale.
(B) La signature TACS est visualisée in vivo
par SHG dans un modeéle de cancer du sein
chez la souris Wnt-1.

(C) Visualisation du dépoét in vitro de
collagéne | par des fibroblastes dérivés de
la  MEC d’un carcinome épidermoide
murin (Malik et al., 2015).
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e Remodelage enzymatique

Deux familles d’enzymes remodelent la MEC dans le stroma tumoral : les LOX dont
la lysyl oxydase like-2 (LOXL2) intervenant dans la réticulation (Cox et al., 2013; Moon et al.,
2014) et les MMP intervenant dans la dégradation (Jodele et al., 2006; Kessenbrock et al.,
2010).

D’une part, des analyses protéomiques d’échantillons de patients ont révélé que les
enzymes de réticulation étaient surexprimées dans de nombreux cancers incluant le cancer
du sein, de la prostate et pancréatique. LOXL2 est surexprimée dans le stroma tumoral du
ccRCC (Barry-Hamilton et al., 2010). Barker et coll. ont démontré que le remodelage de la
MEC par LOXL2 augmente la rigidité du microenvironnement (Barker et al., 2011). Ainsi, la
réticulation induite par les LOX entraine l'altération de la topologie de la MEC, de son
orientation et de ses propriétés mécaniques. Plusieurs travaux ont révélé le role de LOX et
LOXL2 sécrété par les cellules tumorales dans le développement d’'une niche pré-
métastatique par I'intermédiaire du remodelage et de la rigidification matricielle en utilisant
des modeéles in vivo et in vitro (Barker et al., 2013; Cox et al., 2013, Di Stefano et al., 2016).
En effet, la rigidification de la MEC par LOX stimule le recrutement d’adhésions focales et
ainsi induit I'invasion tumorale (Levental et al., 2009). D’autres études reportent que dans
les cancers du sein et pancréatiques, la réticulation de la MEC promeut sa rigidification, les
métastases et linfiltration de cellules immunitaires. Indépendamment de son réle
extracellulaire sur la modification des propriétés mécaniques de la MEC, LOXL2
intracellulaire stimule la dissémination métastatique du cancer mammaire (Salvador et al.,
2017). Aujourd’hui, I'effet de déamination oxydative par les lysyl oxidases sécrétées par les
cellules cancéreuses sur la réticulation du collagene et de I'élastine n’est pas connu.

Cependant, au sein de notre équipe, les travaux de Laurent Bidault et Yoann Atlas
(Atlas, Bidault et al., en préparation) ont révélé I'effet in vitro de LOXL2 exogéne sur la
modification des propriétés mécaniques matricielles par la modulation de la fibrillogenese
du collagene 1.

En plus de la réticulation enzymatique par les LOX, il existe des preuves de la
présence d'un mécanisme de réticulation non enzymatique de la MEC, principalement
médiée par la glycation et la transglutamination (Mohan et al., 2019). Ce processus de

réticulation, que je ne détaillerai pas, conduit a un dépot excessif de protéoglycanes dans le
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stroma, associé a une rigidification matricielle et conduit progressivement a une fibrose
(Mohan et al., 2019). Ce phénoméne est prédictif du développement de la tumeur.

D’autre part, la sécrétion de protéases comme les MMP par les cellules tumorales
participent activement au remodelage de la MEC par sa dégradation. Ces enzymes jouent un
réle dans : - la libération de facteurs de croissance séquestrés dans la MEC (Bergers et al.,
2000; Cowden Dahl et al., 2008); - la régulation de signaux de croissance cellulaire par
I'activation du TGF-B (Mu et al., 2002); - 'invasion cellulaire par la dégradation protéolytique
de la MEC (Poincloux et al., 2009; Sabeh et al., 2009). La dérégulation de leur activité altere
I’'homéostasie tissulaire participant alors au commutateur angiogénique, processus décrit
dans la partie Il (Bergers et al., 2000).

Bien que la MEC subisse un renouvellement constant, ces altérations se
maintiennent dans le temps et peuvent donc étre considérées comme la « mémoire » ou la
« signature » du stroma tumoral. Comme nous venons de I'aborder, les cellules tumorales et
stromales participent activement au remodelage de cette niche. En retour, les cellules
tumorales sont sensibles aux propriétés physiques et biochimiques de cet environnement
par leurs propriétés de mécanotransduction, stimulant notamment leurs capacités
d’invasion, que nous aborderont dans la partie ci-dessous : c’est le principe de réciprocité
fonctionnelle des interactions cellule-matrice (Friedl and Alexander, 2011; Martino et al.,

2018; Simi et al., 2018).
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Il.  Invasion tumorale et plasticité

La dissémination métastatique est considérée comme un marqueur clé de la
progression tumorale (Figure 1) et elle constitue la premiére cause de mortalité par cancer.
L’invasion est définie comme le processus permettant aux cellules tumorales de pénétrer les
tissus voisins et représente donc un aspect essentiel du développement des métastases
(Vilchez Mercedes et al., 2021). Lors de ces vingt dernieres années, I'apport de I'imagerie
intravitale et des modeles in vitro 3D a changé notre compréhension des mécanismes de
migration cellulaire, antérieurement étudiés sur des substrats en 2D. La migration dans des
environnements 3D est difficile car elle nécessite le passage a travers des structures
extracellulaires complexes et denses (Yamada and Sixt, 2019) (Figure 7). La migration des
cellules tumorales résulte en un cycle d’étapes interdépendantes (Lauffenburger and
Horwitz, 1996; Friedl and Brocker, 2000; Friedl and Wolf, 2003). Premiérement, la cellule en
mouvement se polarise et s’allonge. Un pseudopode est ensuite formé, via |'extension du
front de migration de la cellule, qui se fixe aux substrats matriciels. Puis, la contraction du
corps cellulaire génere une force de traction qui conduit au glissement progressif vers I'avant
du corps cellulaire et de son bord de fuite. Les extensions cellulaires jouent un réle dans la
reconnaissance et la liaison a la MEC et peuvent étre tres diverses en termes de morphologie
et fonctionnement : lamelipodes, filopodes, pseudopodes ou invadopodes (Adams, 2001).
Leur point commun est de contenir des filaments d’actine et de mettre en place des points
focaux d’adhésion avec les protéines matricielles. La migration des cellules tumorale est
considérée comme un processus flexible et multi-factoriel (Clark and Vignjevic, 2015). En
effet, des études menées sur des échantillons de patients ou par imagerie intravitale chez la
souris ont révélé une grande diversité concernant les morphologies des cellules cancéreuses

invasives.

A. Transition épithélio-mésenchymateuse

La TEM est décrite depuis de nombreuses années pour jouer un réle déterminant
dans l'invasion et la dissémination métastatique (Thiery, 2002; Brabletz et al., 2018). Elle est
caractérisée par une perte de la polarité apico-basale et des adhésions cellule-cellule ainsi
que l'acquisition des caractéristiques mésenchymateuses comme la polarité

antéro/postérieure. Les cellules mésenchymateuses présentent de fortes interactions avec la
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MEC, des capacités de migration importante et une augmentation fréquente de la résistance
aux chimiothérapies, ce qui représente des caractéristiques essentielles a la dissémination
tumorale (Vilchez Mercedes et al., 2021). La TEM est principalement une réponse a des
signaux extracellulaires dont les cytokines, des facteurs de croissance ou un stress
métabolique (Thiery, 2002). Des signaux mécaniques comme la rigidité du
microenvironnement peuvent déclencher ou renforcer la TEM, selon un processus reporté

dans les cellules tumorales (Wei et al., 2015; Rice et al., 2017).

a. Marqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuse

Lors de la TEM, les cellules acquiérent un ensemble de marqueurs tels que des
effecteurs biomécaniques comme la vimentine et la N-cadhérine, des facteurs de
transcription régulant la TEM incluant TWIST1, SNAIL et ZEB1, des enzymes de remodelage
/dégradation de la MEC comme LOXL2 et les MMP (Thiery, 2002; Vilchez Mercedes et al.,
2021).

b. La transition épithélio-mésenchymateuse partielle

Cependant, une TEM compléete n’est pas nécessairement requise pour induire
I'invasion tumorale. Il est aujourd’hui reconnu que la TEM, a l'instar d’étre deux états
exclusifs, est en fait un processus de transition réversible avec de multiples étapes
intermédiaires (Wei et al., 2015, Nieto et al., 2016, Brabletz et al., 2018; Kréger et al., 2019;
Vilchez Mercedes et al., 2021). Cet état hybride confére une plasticité aux cellules tumorales,
leur permettant de passer d’un état a un autre lors de la progression tumorale (Williams et
al., 2019). Cette plasticité permet de comprendre que les Iésions métastatiques des sites
secondaires présentent des caractéristiques épithéliales plutét que mésenchymateuses. Les
cellules subissant la TEM partielle acquierent la combinaison de caractéristiques épithéliales
et mésenchymateuses et les analyses in vivo révelent des sous-populations de cellules
tumorales exprimant faiblement des marqueurs épithéliaux et plus fortement des

marqueurs mésenchymateux (Yu et al., 2013; Pastushenko et al., 2018).

B. Les différentes stratégies de migration

Lors de la progression tumorale et de la dissémination métastatique des tumeurs

solides, différentes stratégies de migration cellulaire sont mises en place, se définissant par
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la migration individuelle et la migration collective, avec la possibilité de passer d’une
stratégie de migration a une autre (Odenthal et al., 2016). Cette plasticité congére aux
tumorales une capacité unique a s’adapter aux conditions environnementales (Clark and

Vignjevic, 2015).

a. Migration individuelle

La migration individuelle est caractérisée par une perte des interactions cellule-
cellule et une faible coordination de migration avec les cellules voisines. Deux phénotypes
sont caractérisés : amiboide et mésenchymateuse (Clark and Vignjevic, 2015).

Dans le cas de la migration de type amiboide, les cellules présentent une
morphologie arrondie et ellipsoide, une perte des adhésions focales et des complexes
protéiques reliant les intégrines au cytosquelette d’actine : elles se déplacent donc avec une
faible force d’adhésion et une déformabilité cellulaire importante (Odenthal et al., 2016)
(Figure 7). Plusieurs types de migration amiboide ont été observés sur les cellules : 1) se
déplagant a des vitesses élevées (0,45 mm/min) et changeant rapidement de morphologie,
présentant de courtes et fines protrusions, dépourvues de « blebs »; 2) se déplagant plus
lentement avec une morphologie « blebbing » et des mouvements chaotiques; 3) se
déplacant a faible vitesse (0,1 mm/min), présentant de courtes extensions cytoplasmiques
associées a une activité protéolytique (Clark and Vignjevic, 2015).

La migration mésenchymateuse est caractérisée par des cellules allongées, en
forme de fuseau et émettant de longues extensions cytoplasmiques, de nombreuses
interactions cellule-MEC et des forces de tractions élevées sur les deux poles cellulaires
(Friedl and Wolf, 2003) (Figure 7). Alors que les protrusions de ces cellules avancent
relativement rapidement (0,4 mm/min), dans certains cas, l'arriere de la cellule reste
immobile, ce qui entraine une translocation nette relativement lente (0,2 mm/min) (Clark
and Vignjevic, 2015). Dans un modeéle 3D, il a été démontré que les points focaux se forment
et se dissocient, expliquant cette vitesse réduite de migration. Ce type de migration est
principalement observée dans les tumeurs du tissu conjonctif, telles que les fibrosarcomes,
les gliomes et dans les cancers épithéliaux suite a une dédifférenciation progressive, par la
TEM notamment. Cette migration représente en effet un mécanisme efficace de
dissémination des cellules tumorales et de métastases. Des études comparatives ont
identifié les cellules tumorales migrant individuellement, observées lors de la différenciation
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néoplasique et dans les néoplasies hématologiques, comme la principale cause de dissémination

systémique et de métastases (Friedl and Wolf, 2003).

b. Migration collective

La migration cellulaire collective permet des réarrangements tissulaires efficaces
nécessitant une translocation et une réorganisation cohérente d’un grand nombre de
cellules (Yamada and Sixt, 2019). Ce processus est impliqué dans la dissémination des
cellules tumorales. Elle est définie par un groupe de cellules qui conservent des adhésions
cellule-cellule et des adhésions cellule-MEC pendant la migration et présentent ainsi une
forte corrélation de direction avec les cellules jointives (Yamada and Sixt, 2019) (Figure 7).

Des analyses histologiques réalisées sur des échantillons de patients révelent que la
migration collective de cellules tumorales peut prendre la forme de bourgeons, protrusions,
amas et de structures luminales, vides (Friedl and Alexander, 2011; Weigelin et al., 2012;
Alexander et al., 2013; Vilchez Mercedes et al., 2021). Les cellules migrant collectivement
présentent des phénotypes mésenchymateux ou épithéliaux, qui peuvent différer entre les
cellules meneuses « leader », se trouvant au front d’invasion et suiveuses « follower », se
trouvant a l'arrieére (Khalil and Friedl, 2010; Clark and Vignjevic, 2015). Dans les tumeurs, le
groupe de cellules peut garder un contact avec le site primaire, générant ainsi une invasion
locale. Ces caractéristiques ont été histologiquement détectées dans les cancers épithéliaux
invasifs tels que le carcinome épidermoide oral, mammaire, colorectal et d’autres
précédemment reportés dans la revue de Friedl and Wolf publiée en 2003. Par exemple, il a
été observé dans des carcinomes invasifs présentant une structure glandulaire désorganisée,
des protrusions multicellulaires s’étendant dans le stroma a partir de ces glandes
néoplasiques (Brabletz et al., 2001; Prall, 2007). Dans d’autres cas, des amas cellulaires se
détachent totalement du site primaire, colonisant notamment le tissu interstitiel et des voies
de moindre résistance (Friedl and Wolf, 2003). En effet, des amas composés d’environ 5-6
cellules appelés
« tumor buds » ont déja été observés in vivo (Clark and Vignjevic, 2015). Plus récemment, il a
aussi été identifié dans la circulation sanguine de patients atteints d’un cancer du rein, du
poumon ou du mélanome, la présence d’amas de cellules tumorales circulantes (CTC) aussi
appelés micro-emboles tumorales (Hou et al., 2012). La présence de ces amas pourrait étre
due a I'agrégation de cellules dans la circulation ou a I'intravasation d’un groupe de cellules.

De maniére intéressante, une étude réalisée sur un modeéle du cancer mammaire chez la
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souris propose que ces micro-emboles tumorales sont le résultat de la transmigration
d’amas de cellules tumorales et que ceux-ci peuvent efficacement coloniser des organes
secondaires (Aceto et al., 2014).

Bien que la migration collective soit la plus lente (0,01 a 0,05 mm/min) (Clark and
Vignjevic, 2015), celle-ci confére certains avantages comme une concentration importante
de facteurs autocrines et de protéases matricielles ainsi qu’une protection des cellules
internes contre les cellules immunitaires (Friedl and Wolf, 2003). De plus, elle permet le
déplacement de cellules hétérogénes en une seule unité fonctionnelle et ainsi favorise
I'invasion de clones moins mobiles mais portant d’autres caractéristiques essentielles
comme la résistance a I'apoptose (Friedl and Wolf, 2003). Il a été démontré que des amas
cellulaires peuvent présenter un potentiel métastatique davantage élevé que les cellules

tumorales individuelles (Vilchez Mercedes et al., 2021).
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Figure 7 : Les stratégies de migration des cellules tumorales

(A) Schématisation de différentes stratégies de migration dans un environnement 3D incluant la migration individuelle
(amiboide, mésenchymateuse) et collective.

(B) Ces différentes stratégies d’invasion nécessite la mise en place d’extensions cytoplasmiques riches en actine
interagissant avec la MEC impliquant : les podosomes sondant le substrat verticalement, les invadopodes dégradant
localement le substrat dans le sens vertical en libérant des protéases, les adhésions focales générant des forces d’adhésion
et de traction et les filopodes s'étendant le long de la MEC et générant une force de traction paralléle (Van Helvert, 2018).

e Mécanisme meneur-suiveur

De nombreuses études soutiennent désormais la notion que les fronts d’invasion
des structures tumorales collectives sont composés de cellules agressives avec des
extensions cytoplasmiques riches en actine et une activité de remodelage de la matrice
importante. Ce mécanisme particulier est appelé « migration meneur-suiveur » (Figure 8).

Les cellules du front d'invasion, appelées cellules meneuses, prennent en charge divers
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aspects du processus d’invasion collective (Chen et al.,, 2020). Bien qu’il n’existe pas
aujourd’hui de définition précise de ces cellules meneuses, Vilchez-Mercedes et coll.
proposent qu’elles rassemblent un ensemble de capacités clés (Figure 8) :

i) Elles sont responsables de la création de voies de migration a faible résistance a
travers la MEC (Winkler et al., 2020). De telles voies peuvent étre créées par le dépbt de
protéines matricielles, le remodelage de la MEC ou la dégradation de celle-ci;

ii) Elles interagissent avec les cellules suiveuses, par I'intermédiaire de mécanismes
biochimiques et biomécaniques, afin de coordonner le mouvement de migration (van
Helvert et al., 2018; Chen et al., 2020). Ces interactions agissent sur la machinerie de la
motilité cellulaire, mais peuvent également modeler des aspects tels que le métabolisme;

iii) Elles possédent souvent des propriétés complémentaires aux cellules suiveuses
telles que I'état souche ou la résistance aux traitements permettant ainsi d’améliorer la

survie de la tumeur.
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Figure 8 : Mécanisme meneur-suiveur, la création d’une voie de migration

Les cellules meneuses remodelent la MEC pour créer une voie d'invasion a faible résistance pour les cellules suiveuses. Les

cellules meneuses peuvent déposer des protéines matricielles pour faciliter l'invasion des cellules suiveuses (chemin de

migration indiqué par un gradient sombre dans I'environnement), sécréter des MMP pour réorganiser et dégrader la matrice dans

I'environnement. La stratégie spécifique de remodelage de la matrice utilisée dépend a la fois des propriétés de la cellule
leader et de la MEC (Vilchez Mercedes et al., 2021).

Sur la base de la définition fonctionnelle évoquée ci-dessus, plusieurs types de

cellules du microenvironnement tumoral peuvent jouer le role de cellules meneuses. Quatre

grandes catégories de cellules meneuses ont été identifiées en fonction de leurs
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origines et des caractéristiques décrites : les cellules tumorales basales, les cellules
tumorales mésenchymateuses ou hybrides, les macrophages et les CAF (Vilchez Mercedes et
al.,, 2021).
Dans mon travail de these, je m’intéresse tout particulierement aux cellules meneuses
dérivées de cellules tumorales mésenchymateuses ou hybrides. Il est en effet décrit que les
cellules meneuses peuvent étre des cellules tumorales ayant réalisé une TEM compléte ou
partielle. Cela a déja été observé dans des modeles 3D d’invasion de sphéroides, des
modeles murins et des analyses histologiques chez le patient (Wu et al., 2019; Quan et al.,
2020). Dans des sphéroides 3D de cancer du sein, les cellules meneuses se trouvant au front
d’invasion expriment la E- et la N-cadhérine ainsi que d’autres marqueurs mésenchymateux
comme la vimentine, ZEB1, SNAIL et TWIST alors que les cellules suiveuses expriment
uniquement des marqueurs épithéliaux (Quan et al., 2020). |l est important de noter que les
cellules cancéreuses a I'état hybride EM affichent une capacité de croissance accrue sur les
sites métastatiques. Par conséquent, ce type d'invasion collective reflete un phénotype
agressif (Pastushenko et al., 2018; Quan et al., 2020; Vilchez Mercedes et al., 2021).

Durant mon travail de these, je me suis intéressée a la migration individuelle
mésenchymateuse et collective des cellules tumorales et tout particulierement aux capacités
des cellules tumorales a s’adapter a leur environnement matriciel en réponse a des stimuli

biochimiques ou mécaniques.

C. Mécanotransduction et invasion tumorale

La mécanotransduction se définie par la conversion d’un stimulus mécanique en un
signal moléculaire. Dans leur microenvironnement, les cellules sont soumises a des forces
mécaniques, provenant - du microenvironnement relayées par les points d’adhésions focaux
et - des cellules adjacentes relayées par les adhésions cellule-cellule. En plus d’une
déformation passive induite par une contrainte mécanique, avec les temps, les cellules
tendent soit a retrouver leur forme initiale ou alors a s’adapter au changement
d’environnement. Des voies de signalisation bien décrites dans la littérature sont alors
activées par les forces appliquées et modulent ainsi le comportement des cellules (DuFort et
al., 2011). Comme décrit dans la partie I, la MEC au sein du microenvironnement tumoral est
fortement remodelée, modifiant ainsi ses propriétés physiques. Ce remodelage affecte alors

les fonctions cellulaires par les mécanismes de mécanotransduction et régule la migration
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Syntheése bibliographique — Il. Invasion tumorale et plasticité

des cellules tumorales. Il convient donc d’apporter une meilleure compréhension des
différents mécanismes de mécanotransduction pouvant jouer un réle dans la progression

tumorale (Figure 9).
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Figure 9 : Mécanotransduction et invasion tumorale

(A) Régulation de l'adhésion cellule-matrice, y compris I'assemblage et le désassemblage de I'adhésion focale (1),
le recyclage des intégrines (2), l'activation des intégrines via la signalisation de « inside-out signaling » (3) et
I'expression des intégrines (4).

(B) Régulation des jonctions cellule-cellule par les caténines associées a la cadhérine (1), I'endocytose et
dégradation de la cadhérine (2), le clivage protéolytique des cadhérines par les protéases (3) et I'expression des
cadhérines (4).

(C) Organisation du cytosquelette, par la polarisation cellulaire et la polymérisation de I'actine conduisant a la
formation de filopodes ou lamellipodes (1), la contraction de I'actomyosine (2), I'organisation, I'extension et le
trafic des microtubules (3) et I'expression de filaments intermédiaires (4).

(D) Régulation de la composition et de I'organisation de la MEC par les cellules tumorales via la sécrétion (1) et
I'expression (2) de facteurs de croissance et de cytokines activant les cellules stromales et les protéases dégradant
la matrice. Régulation par les cellules stromales via la sécrétion (3) et I'expression (4) principalement de facteurs
de croissance et de cytokines guidant la migration des cellules tumorales par haptotaxie/chimiotaxie, ainsi que la
libération de protéines de la MEC, d'enzymes de réticulation matricielle et de protéines inhibant les protéases
conduisant au remodelage, a 'alignement et a la rigidification de la MEC (D’aprés Odenthal et al., 2016).
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a. Les adhésions cellule-matrice extracellulaire

La migration des cellules tumorales est régulée par les interactions intégrine-MEC. ||
a été démontré que la migration en 3D nécessitait un nombre important et robuste
d’adhésions focales (Hakkinen et al., 2011; Doyle et al., 2015; Kubow et al., 2015) (Figure 9).
La dynamique sous-jacente des intégrines dépend de I'activation, du regroupement et du
recyclage de celles- ci, qui sont des processus étroitement régulés. Lors de I'activation, les
intégrines fournissent des informations sur I'emplacement, I'environnement et I'adhésion
des cellules en signalant via FAK et les kinases de la famille Src, suivies de I'engagement des
Rho GTPases, Akt et ERK, et transmettent en outre le mécanocouplage et la signalisation des
réponses cellulaires sous- jacentes, telles que la migration, la prolifération, la survie ou la
différenciation (Harburger et al., 2009). Dans le cancer, il a été montré que le stromal cell-
derived factor 1 (SDF-1) induit la surexpression des intégrines, dont les avp3, avp6 and
a5B1, qui stimulent I'agressivité et l'invasion in vitro et in vivo dans différents modeles
tumoraux (Sun et al., 2007). De facon similaire, le TGF-f induit I'expression de I'intégrine B3
dans des cellules du cancer du sein qui stimule la migration collective et individuelle sur un
substrat de collagene I. De nombreux travaux ont montré le role des intégrines dont
I'intégrine B1 dans le processus d’extravasation physiologique (leucocyte, neutrophile) et
tumorale (Sékeland and Schumacher, 2019). La surexpression conjointe d’intégrines et de
composants matriciels, telle que I'intégrine a5B1 et la fibronectine, favorise principalement
la progression tumorale (Roman et al., 2010; Gopal et al., 2017). Une corrélation positive
entre la fonction des intégrines et l'invasion a été démontrée dans les cas du cancer de
I'ovaire (intégrines B1 et avB3), du carcinome colorectal (intégrine a6p4), du mélanome
(intégrines a2B1 et B3), des cellules de carcinome mammaire, prostatique et le gliome

(intégrine a6B1) (Friedl and Wolf, 2003).

b. Lesjonctions cellule-cellule

Les jonctions cellule-cellule sont impliquées dans la coordination de la migration
collective (Yamada and Sixt, 2019). Dans le cas des cellules tumorales épithéliales, les
interactions cellule-cellule sont principalement assurées par les jonctions adhérentes
consistant en des interactions cadhérine-cadhérine qui sont dynamiquement connectées aux
microtubules et aux filaments d’actine (Odenthal et al., 2016) (Figure 9). Les jonctions
adhérentes sont contrélées par au moins quatre mécanismes complémentaires : -
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L'expression de la cadhérine; - la fonction des adaptatrices p120-caténines et a/B-caténine
qui relient les cadhérines au cytosquelette d'actine et contrélent la stabilité de la jonction; -
la délivrance et le recyclage de la cadhérine au niveau de la membrane plasmique; - le
traitement protéolytique des cadhérines par des protéases extracellulaires et intracellulaires

(Odenthal et al., 2016) (Figure 9).

c. Dynamique du cytosquelette et polarisation cellulaire

La polarisation et le couplage des forces mécaniques des cellules tumorales par le
biais d'interactions cellule-cellule et cellule-matrice sont tous deux assurés par le
cytosquelette d'actine (Odenthal et al., 2016) (Figure 9). Pour la génération de force, le
cytosquelette coopéere avec les complexes d'adhésion pour définir le type, la force et la
durée de l'interaction cellulaire avec la MEC, la polarité cellulaire et la migration. Les petites
GTPases Cdc42 et Rac induisent la polymérisation de I'actine pour former des protrusions
cellulaires, notamment des lamellipodes et des filopodes, qui poussent le front d’invasion
vers l'avant (Figure 9). La contraction de I'actomyosine, sous le contrble de la petite GTPase
RhoA, permet la maturation de ['adhésion focale et la contraction cellulaire. Les
microtubules maintiennent la polarité cellulaire, régulent le trafic des vésicules et la livraison
de protéines fonctionnelles aux sites d'interaction cellule-matrice, et soutiennent ainsi la
régulation de I'adhésion et la migration cellulaire (Etienne-Manneville, 2013; Akhshi et al.,
2014). Les filaments intermédiaires, y compris les cytokératines et la vimentine, régulent la
forme cellulaire, I'adhésion cellule- cellule via les desmosomes, la polarité et la protrusion
cellulaire (Leduc and Etienne- Manneville, 2015). Les signaux extracellulaires, y compris les
voies des récepteurs des facteurs de croissance et des cytokines, via les facteurs d'échange
de nucléotides PI3K/Akt, et MAPK régulant les petites Rho GTPases Cdc42, Racl et RhoA,
dirigent la dynamique du cytosquelette et contrblent ainsi la forme, l'adhésion et le

mouvement des cellules lors des processus d’invasion tumorale (Odenthal et al., 2016).

d. Lenoyau

Bien qu'il soit généralement un obstacle a une migration 3D efficace, le noyau peut,
dans certains cas, également participer activement a la conduite et a la direction de la
locomotion dans des environnements 3D (Yamada and Sixt, 2019). Quelques travaux

révelent que les cellules mésenchymateuses invasives utilisent dans certains cas leur noyau
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pour se propulser vers I'avant. Dans ce mécanisme de migration a « piston nucléaire », la
contractilité assurée par la myosine Il tire activement le noyau en amont pour pressuriser
I'avant de la cellule et fournir un mécanisme de protrusion lobopodiale qui ne nécessite pas
de machinerie classique impliquée dans la génération d’une protrusions lamellipodiale

(Yamada and Sixt, 2019).

D. La plasticité cellulaire lors de I'invasion tumorale

Il est décrit que les cellules invasives dans un environnement 3D montrent un fort
degré de plasticité, signifiant qu’elles peuvent changer de stratégie de migration de maniere
dépendant du contexte (Yamada et al., 2019). En effet, lorsque les cellules rencontrent de
nouvelles conditions environnementales, elles doivent adapter leur stratégie d’invasion
(Figure 10). Les principaux parameétres qu'une cellule régule pour adapter son mode de
migration sont les adhérences cellule-cellule et cellule-MEC, le type de protrusions, la
contractilité, la déformabilité interne (principalement nucléaire) et la capacité protéolytique
(Yamada and Sixt, 2019) (Figure 10). |l a été démontré que ces facteurs varient ensemble ou
séparément dans différents contextes, entrainant différents modes de migration cellulaire. Il
est décrit que les propriétés mécaniques et structurales de la MEC comme la taille des pores,
la densité des fibres ou la réticulation, présentés dans la partie | (Figure 5) influencent les
stratégies de migration. En effet, une forte densité de collagene | favorise la migration
collective dans des cultures de cellules de mélanome et de fibrosarcome (Haeger et al.,
2014). Par des études in vivo d’imagerie intravitale, il a été décrit dans le cancer du sein la
présence de zones a faible densité de collagéne |, systématiquement associées a des cellules
immobiles, alors que des cellules mobiles ont été observées a proximité de gros faisceaux de
collagene | (Giampieri et al., 2009). De plus, les cellules tumorales a migration rapide,
présentant un phénotype amiboide ou mésenchymateux, orientent leurs protrusions
parallelement aux faisceaux de collagene. Ces cellules semblent donc utiliser ces faisceaux
comme des « autoroutes » pour une migration directionnelle efficace (Sidani et al., 2006;
Geraldo et al., 2012). 1| a été suggéré que la vitesse de migration des cellules mammaires est
influencée par I'organisation des fibres de collagene, de la présence de macrophages et de la
proximité des vaisseaux sanguins (Gligorijevic et al., 2014). Les régions présentant des fibres
de collagéne mal organisées, plus courtes et bouclées, associées a la signature TASC1

mentionnée dans la partie |, contiennent des cellules tumorales isolées (Gligorijevic et al.,
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2014). Cela renforce I'hypothése selon laquelle I'alignement de la MEC peut favoriser la
migration collective.

De plus, il est aussi décrit que la taille des pores influence la vitesse de migration
(Harley et al., 2008; Wolf et al., 2013). En effet, une taille de pore inférieure au diamétre
nucléaire peut physiqguement empécher la migration cellulaire. De plus, une taille de pore
supérieure a la taille de la cellule ralentit drastiquement la migration cellulaire car les
cellules perdent un contact continu avec la MEC.

Dans des expériences in vitro 3D, la nature et la composition de la MEC semblent
aussi moduler les stratégies d’invasion : Les cellules obtenues a partir de fragments de
carcinomes primaires du sein (modele murin de MMTV-PyMT) présentent une migration
collective dans le collagene | et une migration individuelle dans le matrigel, constitué de
composants de membrane basale partiellement protéolysés (Nguyen-Ngoc and Ewald,
2013).

Enfin, I'augmentation de la rigidité d’'une matrice favorise la formation d’adhésions
focales et la contraction du cytosquelette d’actine régulée par la signalisation Rho/ROCK.
Ainsi, les forces de traction générées sont plus nombreuses que sur un substrat peu rigidide
(Peyton et al., 2008). Sur un substrat rigide, les cellules sont davantage étalées et ont donc
tendance a migrer plus rapidement (Ulrich et al., 2009). Ce principe est nommé durotaxis: les
gradients de rigidité déterminent ainsi la stratégie et l'intensité de migration cellulaire
(DuChez et al., 2019). Ces gradients peuvent étre induit par un remodelage de la MEC par les

cellules dans certaines tumeurs.
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Figure 10 : Régulation de la migration en réponse aux propriétés du microenvironnement

(A) Les interactions cellule-cellule et les interactions cellule-matrice agissent simultanément sur le groupe
cellulaire. (B) Intégration et la hiérarchisation des signaux permettant une prise de décision (C) En
conséquence, la cellule modifie sa polarité, ses interactions cellule-cellule, sa croissance et sa différenciation,

modulant ainsi la direction de la migration, son altération ou son arrét (Haeger et al., 2015).
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lll.  Angiogenese et morphogenése vasculaire

Le développement des vaisseaux sanguins joue un rble déterminant dans les
processus physiologiques et pathologiques comme le cancer. Les vaisseaux sanguins
participent a I’homéostasie de I'organisme en fournissant aux tissus en croissance de
I'oxygéne et des nutriments. Chez les mammiferes, ils s'organisent en une structure
arborescente, qui existe sous la forme de deux arbres artériels et veineux distincts, reliés I'un
a l'autre a leurs extrémités par un lit de capillaires. Les artéres transportent le sang a
distance du coeur et se ramifient dans des vaisseaux plus petits appelés artérioles, qui
distribuent le sang aux capillaires. Les capillaires rameénent le sang vers de petits vaisseaux
appelés veinules qui se transforment en veines plus grosses et remontent jusqu'au ceceur.
Tous les types de vaisseaux présentent des spécificités structurelles nécessaires a leur
fonction, illustrées sur le schéma ci-dessous et que je ne détaillerai pas (Torres-Vazquez et

al., 2003) (Figure 11).
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Figure 11 : Artéres, veines et capillaires (Torres-Vazquez et al., 2003)
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Nous portons un intérét tout particulier aux capillaires, constituant des sites
uniques d’échange avec les tissus. Ce sont les plus petites structures vasculaires de
I'organisme, formées d’une monocouche de cellules endothéliales polarisées de maniere
luminale/abluminale et orientées selon le flux sanguin. Dépourvus de cellules musculaires
lisses, les capillaires sont couverts de péricytes de fagon éparse (Figure 11). Ces cellules
peuvent communiquer avec les cellules endothéliales par I'intermédiaire de signalisations
paracrines ou de contacts mécaniques. Au pdle luminal, ces petits vaisseaux possedent une
membrane basale, une MEC spécialisée permettant de séparer I'endothélium du tissu
stromal. Celle-ci enrobe la monocouche endothéliale et les cellules périvasculaires, qui
participent également a sa synthése et a son organisation.

Lors du développement embryonnaire, la vasculogenese constitue la premiere
étape de la formation de I'arbre vasculaire, processus de formation d’un plexus primaire a
partir d’ilots sanguins composés de cellules précurseurs hématopoiétiques. Puis, les tubes
vasculaires se connectent les uns aux autres et le plexus primaire se différencie en vaisseau
artériel ou veineux en réponse a un ensemble de stimuli hémodynamiques. Ce plexus
primaire ainsi formé est ensuite remodelé par angiogenese constituant en la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants. Ce processus intervient non
seulement au cours du développement mais également tout au long de la vie dans des
situations physiologiques comme pathologiques (Potente et al., 2011). Deux mécanismes
d’angiogeneése sont décrits dans la littérature : le clivage de vaisseaux préexistants par
angiogenéese intussusceptive, qui concerne principalement les arteres et les veines, et
I'angiogenese par bourgeonnement, impliquée dans la croissance des capillaires.
L'angiogenése par bourgeonnement se produit dans des conditions qui nécessitent une
augmentation de I'apport de sang et d'oxygene, et survient dans diverses circonstances
pathologiques, dont les pathologies ischémiques cardiovasculaires, les rétinopathies et les

cancers. Celle-ci comprend une succession d’étapes détaillées dans la partie ci-dessous.
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A. Angiogenese physiologique

L'angiogenese est régulée par des facteurs de croissance pro-angiogéniques
exprimés dans les tissus en hypoxie. L'angiogenése par bourgeonnement se déroule en
plusieurs étapes définies : bourgeonnement, élongation et branchements, formation de la
lumiére, anastomose, maturation du vaisseau et stabilisation ou régression (Logsdon et al.,

2014) (Figure 12). Ces mécanismes sont décrits ci-dessous.

Figure 12 : Les étapes clefs de
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endothélial; 3 : Elongation et
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Formation de la lumiere et
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membrane basale (Logsdon et al.,
2014).
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L’angiogenese est principalement induite par des facteurs de croissance exprimés
dans les tissus hypoxiques, le plus important étant le VEGF. L’hypoxie, se traduisant comme
le manque d’oxygene au sein d’un tissu, est la résultante de processus physiologique ou
pathologique comme le développement embryonnaire ou le cancer. L’hypoxie stimule
I’angiogenese principalement par la voie de signalisation impliquant HIF. Composée d’une
sous-unité alpha et beta, HIF est une protéine constitutivement exprimée. Il existe 3 sous-
unités alpha différentes (HIF-1a, HIF2a et HIF-3a) ayant pour propriété commune d’avoir
une demi- vie régulée par la teneur en oxygene. |l est décrit que la modulation de la fonction
vasculaire et de I'angiogenése en réponse a des stimuli hypoxiques est principalement
régulée par HIF- 2a, surexprimé dans les cellules endothéliales. Les senseurs de I'oxygéne

sont des prolyl hydroxylases (PHD), impliquées dans des modifications post-traductionnelles
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d’HIFa. En normoxie, I’hydroxylation d’HIFa par les PHD entraine sa reconnaissance et sa
liaison par l'ubiquitinase-ligase VHL, entrainant ainsi sa dégradation dans le protéasome
(Figure 13). A contrario, en hypoxie, I'absence d’hydroxylation de la sous-unité alpha par les
prolyl hydroxylases empéche sa liaison a VHL et sa dégradation dans le protéasome. Ainsi,
HIFa s’accumule, est transloquée dans le noyau et se lie a la sous-unité Beta. Les
hétérodimeres HIF a/beta se lient alors aux éléments de la réponse hypoxique et active la
transcription d’un large spectre de genes cibles incluant des génes régulant I'angiogenése et

le remodelage vasculaire, la composition de la MEC et la TEM (Germain et al., 2010; Rahimi,

2012).
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Figure 13 : Induction de I'angiogenése par I’hypoxie

A : En normoxie, pVHL se lie a HIFa qui est hydroxylée, causant son ubiquitination et donc sa dégradation. B : En hypoxie, pVHL
est s-nytrosylée et HIFa n’est pas hydroxylé, empéchant la liaison de ces deux protéines. HIFa s’accumule, transloque dans le
noyau et s’associe a la sous-unité Beta. Ainsi, ce dimére permet I'expression de genes codant pour des facteurs pro-

angiogéniques (Rahimi et al., 2012).
e Laréponse au VEGF

La famille de protéines VEGF inclut les VEGF-A VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E et
le PIGF (Figure 14). Les VEGF-C et D sont principalement impliqués dans la régulation de la
lymphangiogenése. Le VEGF-A joue un role déterminant dans la régulation de I'angiogenéese
physiologique et pathologique, c’est pourquoi il est considéré comme le membre de
référence et je ne considérerai que celui-ci dans cette synthése bibliographique. Le VEGF
présente des épissages alternatifs conduisant a de multiples isoformes. Celles-ci incluent le
VEGF121, VEGF165, VEGF189 et le VEGF206. Le VEGF165 est également I'isoforme la plus

physiologiquement pertinente, ayant des caractéristiques intermédiaires entre celles
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démontrées par le VEGF121 hautement diffusible et le VEGF189 se liant a la MEC. En effet,
une fraction du VEGF165 se lie a la MEC et a la surface cellulaire par son domaine de liaison
a ’héparine. De maniere générale, les formes plus longues interagissent fortement avec la
MEC alors que les formes plus courtes, qui ne possedent pas les domaines C-terminaux de
liaison a I'héparine, du fait d’épissages alternatifs, sont plus diffusibles. En 1992, le récepteur
VEGF 1 (R1) a été identifié comme un récepteur a activité tyrosine kinase présentant une
forte affinité pour le VEGF (de Vries et al., 1992). Son homologue, le VEGFR2 a été identifié
comme le principale récepteur de signalisation du VEGF (Terman et al., 1994). Le VEGFR1 est
considéré comme un piege du VEGF-A car il a une affinité élevée pour le ligand et une faible
activité kinase, tandis que l'activation du VEGFR2 pilote la plupart des voies de signalisation
dépendantes du VEGF impliquées dans I'angiogenése.

Les VEGFR1 et VEGFR2 sont principalement exprimés par les cellules endothéliales.
Le VEGF-A se lie aux VEGFR1 et VEGFR2, le VEGF-B et le PIGF se lient a VEGFR1, et le VEGF-C
et VEGF-D se lient au VEGFR3 (impliqué dans la lymphangiogenése) mais peuvent se lier au
VEGFR2 aprés clivage protéolytique (Figure 14) (Pajusola et al., 1992). Comme indiqué ci-
dessus, VEGFR2 est le principal récepteur de signalisation dont I'activation favorise Ila
prolifération et la perméabilité des cellules endothéliales vasculaires (Apte et al., 2019). Son
activation est initiée par la liaison du VEGF a la partie N-terminale du domaine
extracellulaire, par diffusion ou par présentation par des co-récepteurs tels que les HSPG et
les intégrines. Cette liaison est responsable de I'homo ou de |'hétéro-dimérisation et de
I'activation des récepteurs, entrainant des changements conformationnels du domaine
intracellulaire et I'auto-phosphorylation des résidus tyrosine dans le dimere du récepteur qui
déclenchent l'activation des voies de signalisation en aval impliquées dans I'homéostasie

vasculaire.
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Figure 14 : Activation du VEGF et voies de signalisation (Apte et al., 2019)

e La spécification tip/stalk cell

En hypoxie, les cellules sécretent des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF
qui se lie a son récepteur le VEGFR2 et active certaines cellules endothéliales en leur
conférant un phénotype motile et invasif. Ces cellules, émettant de longs filopodes et
conduisant le processus de bourgeonnement, sont appelées tip cells. Derriere ces cellules en
migration, les stalk cells constituent le bourgeon. Les stalk cells proliferent activement
permettant ainsi I’élongation du bourgeon endothélial. Les mécanismes moléculaires de la
spécification tip/stalk cells ont été largement étudiés, dans des modeéles d’angiogenése in
vivo comme la rétine postnatale de souris ou I'embryon de poisson zébre (Ferndndez-Chacon
etal., 2021).

Le couple VEGF/VEGFR2 stimule les voies de signalisation MAPK et ERK et induit
I'expression de Delta-like 4 (Dll4) dans les tip cells (Figure 15). Ces tip cells activent la
signalisation Notch par l'intermédiaire de la liaison de DIl4 au récepteur Notchl présent a la
surface des cellules endothéliales adjacentes. En conséquence, cela impose une
différenciation en stalk cells pour ces cellules adjacentes en bloquant une potentielle
différenciation en tip cells. Ainsi, la signalisation Notch dans les stalk cells adjacentes régule
a la baisse la signalisation ERK et par conséquent, empéche I'arrét du cycle cellulaire et

permet de maintenir leur prolifération et donc I’élongation du capillaire en
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bourgeonnement. Il a été démontré que la délétion de I'un des alleéles de DII4 est suffisante
pour induire des branchements et un bourgeonnement excessif causé par la formation
excessive de tip cells. La spécification des cellules endothéliales en tip cells est également
régulée par la glycosylation des récepteurs Notch par une glycosyltransférase de la famille
Fringe nommée Jaggedl (Figure 15). De maniere intéressante, il a été démontré par
imagerie en temps réel dans le poisson zébre que la spécification en tip cells est

extrémement transitoire et oscillatoire.

Mitogenic stimuli Figure 15 : Signalisation du bourgeonnement endothélial
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En effet, une méme cellule endothéliale peut passer d’un état de stalk a tip cell au
cours de processus de bourgeonnement. Ce processus dynamique est régulé par la
signalisation Notch, conduisant a un brassage continu entre tip et stalk cells (Ferndndez-

Chacon et al., 2021).

e Formation de la lumiere

L’établissement d’une lumiere ininterrompue est une étape décisive pour la
formation de vaisseaux sanguins (Potente et al., 2011). Cependant, le processus par lequel la
lumiere se forme dans les bourgeons endothéliaux reste un sujet trés débattu dans la
communauté scientifique (Betz et al., 2016). Cela s’explique notamment par la difficulté
d’analyser les premiéres étapes de la formation d'un espace luminal (Betz et al., 2016). La
formation de la lumiere, appelée tubulogeneése, incluent différentes étapes dont la fusion de

vacuoles, un réarrangement des protéines de jonction, la définition de la polarité apico-
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basale, I'invagination des membranes et enfin la formation d’'une lumiére extracellulaire
(Logsdon et al., 2014). Les mécanismes impliqués dépendent du lit vasculaire ou du type de
vaisseaux formés (Potente et al., 2011; Betz et al., 2016). Des observations des vaisseaux
intersomitiques d’embryons de poisson zebre, notamment par des approches d’imagerie en
temps réel, indiquent que les cellules endothéliales forment une lumiére par la fusion de
vacuoles intracellulaires, qui se connectent avec les vacuoles des cellules voisines (processus
appelé « cell hollowing ») (Figure 16). Dans ce cas, la lumiére se forme par invagination
membranaire au sein de cellules (Herwig et al., 2011; Lenard et al., 2013; Gebala et al., 2016;
Szymborska and Gerhardt, 2018). D’autres études menées sur de larges vaisseaux axiaux,
suggerent que les cellules endothéliales ajustent leurs formes et réarrangent leurs jonctions
pour ouvrir une lumiere (processus appelé « cord hollowing ») (Figure 16).

Dans ce second cas, la lumiére se forme dans I'espace entre les cellules (Herwig et
al., 2011; Lenard et al., 2013; Gebala et al., 2016; Szymborska and Gerhardt, 2018). Dans les
deux cas, la différence de pression entre un compartiment avec lumiere et sans lumiere
provoque des déformations locales de la membrane plasmique, qui poussent la lumiére soit
a l'intérieur d'une seule cellule, soit dans l'espace entre deux cellules adjacentes (Gebala et
al., 2016). Beaucoup d’acteurs moléculaires impliqués dans les étapes précoces de
I’'angiogeneése interviennent dans les mécanismes de formation de la lumiére comme les VE-
cadhérines, le VEGFA, le VEGFR2 et les intégrines (Logsdon et al., 2014). Dans le processus
de « cord hollowing », des glycoprotéines chargées négativement sont exprimées a la
membrane apicale des cellules endothéliales et leur conferent un signal répulsif, ouvrant
ainsi la lumiére (Potente et al., 2011). Puis, des changements sous-jacents dans la forme des
cellules endothéliales, conduites par le VEGF et ROCK, participent a I'agrandissement de
cette lumiere. La morphogenese tubulaire requiere aussi la Ras-interacting protein 1
(RASIP1), un régulateur de la signalisation GTPase contrélant le réarrangement du
cytosquelette, 'adhésion cellulaire et la polarité des cellules endothéliales (Potente et al.,
2011). Il a été décrit que I'inactivation des protéines apicales moesin et podocalyxin conduit
a un échec de la formation de la lumiéere soulignant I'importance de la mise en place de la
polarité apico-basale dans ce processus (Strili¢ et al. 2009). De plus, les jonctions jouent un
role central dans le renforcement de la polarité car I'inactivation de la VE-cadhérine conduit
a une localisation défectueuse de ces marqueurs apicaux (Strili¢ et al., 2009). D’autre part,
I'invalidation de la B-caténine conduit aussi a un défaut de formation de la lumiére et de son
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maintien (Cattelino et al., 2003). Le réarrangement du cytosquelette joue un réle dans la
formation de la lumiére. En effet, il est décrit une accumulation des filaments d’actine aux
jonctions cellulaires peu avant la formation de la lumiere (Phng et al., 2015). Inhiber
I’accumulation de ces fuseaux d’actine aux jonctions induit un défaut de formation de la
lumiere vasculaire (Szymborska and Gerhardt, 2018). De plus, la signalisation transmise par
la MEC peut aussi apporter un signal spatial pour I'organisation de la polarité cellulaire. Par
exemple, la perte de I'intégrine B1 dans les cellules endothéliales augmente I'expression de
protéines présentent aux jonctions cellule-cellule comme la VE-cadhérine et PECAM-1 et
perturbe leur polarité, conduisant a la désorganisation des contacts cellule-cellule et
inhibant la formation de la lumiére (Zovein et al., 2010). Ces résultats suggerent que les
forces établies entre les cellules endothéliales mais aussi entre les cellules endothéliales et
la MEC doivent étre coordonnées pour former la Ilumiére. Enfin, au cours du
développement, la formation des premieres lumieres vasculaires précede le début de
I'activité cardiaque, leur formation est donc indépendante du flux sanguin. A contrario, des
études plus récentes indiquent que les lumiéres se propagent des vaisseaux pré-existants
aux vaisseaux en formation par des forces hémodynamiques (Gebala et al., 2016). Ces
résultats démontrent que dans certains contextes, le flux sanguin est un parameéetre

supplémentaire régulant la formation de la lumiére pendant I'angiogenese.

a Unicallular lumen formator Multicadular lumen formation

Apical membrane
J Basal membtrana

‘l | | | ol junction

Figure 16 : La formation de la lumiére lors de I'angiogenése par bourgeonnement

La formation de la lumiére se fait selon deux processus : unicellulaire aussi appelé « cell hollowing » ou
multicellulaire aussi appelé « cord hollowing » (Gebala et al., 2016).
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e Anastomose vasculaire

L’anastomose, se définissant comme la formation de nouvelles connexions entre
deux vaisseaux sanguins, est une étape cruciale de I'angiogenése par bourgeonnement.
Lorsqu’elle implique deux bourgeons endothéliaux et donc deux tip cells, on parle
d’anastomose « head- to-head » alors que lorsqu’elle concerne un bourgeon endothélial et
un vaisseau sanguin mature, impliquant donc une seule tip cell, elle est appelée anastomose
« head-to-side » (Betz et al., 2016).

Tout d’abord, I'anastomose implique la formation d’un contact stable entre deux
cellules endothéliales. Les tip cells établissent des contacts labiles par I'intermédiaire de
leurs filopodes jusqu’a la stabilisation de cette connexion renforcée par le dépdt de
protéines des jonctions adhérentes, telles que Cdh5/VE-cadhérine, au site de contact
(Lenard et al., 2013). Puis, au niveau de ces sites d'adhésion, les cellules déposent une
membrane apicale de novo, ce qui conduit finalement a la formation de jonctions
adhérentes en forme d'anneau avec une membrane apicale. Ce processus se produisant
dans les deux cellules anastomosées, une petite poche luminale est alors générée a ce site.
Ces sites de contact polarisés se nomment AMIS (apical membrane initiation site) (Figure
17). Comme représenté sur le schéma ci- dessous, aprées ces premiéres étapes de contact et
de polarisation des cellules endothéliales, deux mécanismes cellulaires différents
(anastomose de type | et de type Il) conduisent a la formation d'un espace luminal
interconnecté et a la formation d'un espace multicellulaire perfusé (Figure 17) (Betz et al.,

2016).
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Synthése bibliographique — lll. Angiogenése et morphogenése vasculaire
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Figure 17 : Morphogenése lors de I'anastomose

Les différentes étapes de I'anastomose pour des vaisseaux sanguins avec lumiere
(gauche) ou sans lumiére (droite) (Betz et al., 2016).

L'anastomose de type |, observée dans le cas de bourgeons endothéliaux, se produit
en présence de pression sanguine sur la membrane apicale proximale de la tip cell et
implique la croissance et l'invagination rapide de cette membrane dans le corps cellulaire
(Figure 17). Dans ce cas, la pression artérielle pousse I'espace luminal des tip cells (Lenard et
al., 2013; Gebala et al., 2016). Finalement, la lumiére en expansion atteint le site
nouvellement anastomosé. La fusion des deux membranes apicales génere un tube
unicellulaire avec une lumiére transcellulaire. La transition ultérieure d’un tube unicellulaire

a un tube multicellulaire implique des réarrangements cellulaires et une division des cellules
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spécifiques (Betz et al.,2016).

L'anastomose de type Il, qui est observée dans le cas d'un bourgeon ne contenant
pas de lumiere, se produit en I'absence de pression artérielle et s'initie également par
contact ou formation d'AMIS et génération d'une poche luminale apicale (Herwig et al.,
2011) (Figure 17). Des réarrangements cellulaires similaires a ceux observés dans la
deuxieme phase de I'anastomose de type | se produisent et conduisent finalement a Ila
formation de nouveaux contacts cellulaires entre les tip cells anastomosées et les stalk cells.
L'établissement de nouveaux contacts entre les cellules endothéliales voisines conduit a la
fusion des poches luminales isolées en un seul espace luminal, qui peut ensuite étre ouvert
pour le flux sanguin (Herwig et al., 2011). Ainsi, |'anastomose de type Il est caractérisée par
la formation d'un tube multicellulaire sans passer par une étape intermédiaire unicellulaire
(Figure 17).

Dans différents lits vasculaires, ces deux mécanismes semblent se produire a des
fréquences différentes, tres probablement en fonction du degré de pression artérielle et de

la présence ou de I'absence d'une lumiere dans les tip cells participantes (Betz et al., 2016).

e Stabilisation et maturation

La formation d’un vaisseau fonctionnel implique différents niveaux de maturation
de I'endothélium, de la paroi vasculaire et du réseau (Potente et al., 2011). Au niveau du
réseau, la maturation permet le remodelage en un réseau hiérarchiguement ramifié et
I'adaptation de ce réseau vasculaire aux besoins des tissus locaux.

Cela implique le recrutement de cellules murales et le dép6t de matrice
extracellulaire (Jain, 2005; Potente et al., 2011). Les péricytes établissent un contact direct
avec les cellules endothéliales dans les capillaires, artérioles et veinules, tandis que les
cellules musculaires lisses vasculaires recouvrent les artéres et les veines (Gaengel et al.,
2009; Potente et al., 2011). Le rble des péricytes dans la fonction des capillaires et
I'angiogenése comprend la régulation de la prolifération et de la migration des cellules
endothéliales, ainsi que dans le dép6t de la membrane basale vasculaire (Potente, Gerhardit,
Carmeliet, 2011).

Bien que la présence des péricytes soit essentielle pour la stabilisation des
capillaires, la dissociation de ceux-ci est également indispensable pour permettre Ia

naissance de nouveaux bourgeons (Logsdon et al., 2014). Le recrutement des péricytes est
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controlé par le récepteur-3 du PDGF (PDGFR-B) (Gerhardt and Betsholtz, 2003; Gaengel et et
al., 2009; Potente et al., 2011). Lors du recrutement péricytaire, le PDGF-BB est exprimé par
les cellules endothéliales et tout particulierement par les tip cells. Le PDGFR 3 est exprimé
par les cellules murales. Le PDGF-BB se lie préférentiellement aux HSPG, établissant ainsi un
gradient dans la MEC qui permet le recrutement des péricytes (Armulik et al., 2011).
Benjamin et coll. ont démontré que I'injection de PDGF-BB ectopique dans la rétine de souris
interfere avec la protéine endogene, causant ainsi le détachement des péricytes des
vaisseaux nouvellement formés. De maniere intéressante, en résulte une régression
vasculaire excessive et un remodelage anormal soulignant I'importance de l'association
péricyte-endothélium dans la stabilisation des vaisseaux néo-formés (Benjamin et al., 1998).
Quelques années plus tard, il fut décrit que l'inactivation du gene Pdgfb ou Pdgfrb chez la
souris induit un déficit en péricytes, un dysfonctionnement vasculaire, la formation de
micro-anévrismes et des saignements (Gaengel et al., 2009; Potente et al., 2011).

De plus, des travaux de la littérature ont révélé que des souris HSPG-déficientes ou
présentant une mutation sur le motif de liaison HSPG en C- terminal du PDGF-b, possedent
une réduction de la couverture péricytaire (Abramsson et al., 2002; Kurup et al., 2006). De
plus, la corrélation avec la rétention in vitro du PDGF-BB par les HSPG révele I'importance de
la rétention du PDGF-BB a la surface des cellules endothéliales dans le recrutement des
péricytes. Cette signalisation entre les péricytes et les cellules endothéliales induit
I’activation de protéines en aval du PDGFRP notamment MAPK, Rac et NF-kB, stimulant ainsi
la migration, la survie, la prolifération et la différenciation des péricytes (Evrova and
Buschmann, 2017). Une expression adéquate, la liaison a la MEC et la présentation spatiale

de PDGF-BB au PDGFR-f3 sont donc indispensables a la maturation vasculaire.

b. Remodelage de la matrice extracellulaire lors de I'angiogenése
e Dégradation de la matrice extracellulaire

Lors de l'angiogenese, l'initiation du bourgeonnement nécessite la dégradation
locale de la MEC (Heissig et al., 2003; Page-McCaw et al., 2007). Ceci est assuré par I'action
conjointe de la famille des MMP et de leurs inhibiteurs, les TIMP. La dégradation de la MEC
permet de : - dissocier les barrieres physiques afin de permettre la migration cellulaire; -
jouer un role dans le relargage de facteurs de croissance séquestrés dans la MEC; - activer

certaines enzymes par clivage protéolytique (van Hinsbergh and Koolwijk, 2008). Il existe 23
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membres de MMP connus chez I'homme rassemblés au sein de la famille des
endopeptidases a zinc. On distingue les MMP sécrétées et les MMP transmembranaires
(MT-MMP, membrane-type matrix metalloproteinase). Les MMP sont composées de trois
domaines : un domaine pro-peptide, un domaine catalytique et un domaine hemopexine
like-C-terminal permettant la reconnaissance du substrat. Il est décrit que les cellules
endothéliales expriment les MMP-2, -9, -19 ainsi que la MT1-MMP. Des études in vitro
révelent par l'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques ou biologiques de MMP que la
dégradation de la MEC induit la migration cellulaire et I'angiogenése (Davis and Saunders,
2006; Trappmann et al., 2017). Comme précédemment décrit, les MMP participent au
relarguage de facteurs de croissance. En effet, comme mentionné dans les paragraphes
précédents, les facteurs de croissances tels que le VEGF, le PDGF-BB et le FGF-2
interagissent avec les protéines matricielles via les HSPG. Ces facteurs peuvent étre libérés
par clivage des HSPG, effectué par les MMP. La biodisponibilité du VEGF165 (Houck et al.,
1992) et son effet pro-angiogénique sont régulés ainsi dans des modéles in vivo (Hashimoto

etal., 2002; Lee et al., 2005; Ebrahem et al., 2010).

e Synthése d’une membrane basale vasculaire

La membrane basale vasculaire constitue une fine structure séparant les cellules
endothéliales et les péricytes de la MEC interstitielle. Elle permet de soutenir I'intégrité
vasculaire, constitue un réservoir de facteurs de croissance et assure le premier support
mécanique du capillaire. La composition de la MEC comprend du collagene IV, des laminines,
du perlécan, du nidogene et de la fibronectine (Marchand et al., 2019) (Figure 18).
L'assemblage de ces protéines selon un ordre bien défini dans le temps et I'espace abouti
donc a la formation d’une superstructure polarisée (Figure 18). En effet, la membrane basale
est constituée de deux réseaux de collagene IV et de laminine connectés par une
glycoprotéine nidogéne/entactin et par des HSPG tels que le perlécan et I'agrine. Les
intégrines constituent I'intermédiaire entre le réseau de laminine et les cellules
endothéliales. Tous les composants de la membrane basale sont essentiels au maintien de sa
structure finale c’est pourquoi sont assemblage est un processus finement régulé.

Le collagene IV, possédant la propriété de s’auto-assembler en super-structure

constitue le composant majoritaire de la membrane basale. Dans la littérature, il est décrit
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six chaines a distinctes (al a a6) s’organisant en 3 hétérotrimeres différents : a3ada5,
alala2 et a5a5a6 (Khoshnoodi et al., 2008). L'hétérotrimere alala2 est la forme
prédominante dans la membrane basale des vaisseaux sanguins. Sans détailler ce
mécanisme, I'association de ces hétérotrimeres aboutit a la formation d’un échafaudage
supramoléculaire et d’'un maillage de collagéne IV (Timpl et al., 1981; Khoshnoodi et al.,
2008) (Figure 18). Le dép6t de collageéne IV joue un role fonctionnel déterminant au cours du
processus d’angiogenese. En effet, la double délétion des chaines al et a2 chez la souris
conduit a une mortalité embryonnaire causée par des anomalies vasculaires ainsi que de
nombreuses hémorragies (Péschl et al., 2004).

La membrane basale est également constituée de laminine. Les laminines sont
composées de chaines a, B et y s’assemblant en hétérotriméres et forment ainsi leur propre
famille de glycoprotéines. Les chaines B et y permettent I'adhésion du nidogene alors que la
chaine a portent des sites d’adhésion cellulaire permettant I'interaction avec les intégrines
(Hohenester and Yurchenco, 2013). Les laminines 511 et 411 constituent les isoformes
majoritaires retrouvées dans la membrane basale vasculaire. L'invalidation de la chaine a4
de la laminine conduit a des anomalies vasculaires et des hémorragies survenant lors du
développement embryonnaire chez la souris. De plus, les dép6ts de collagene IV et de
nidogene sont diminués et retardés (Thyboll et al., 2002).

Comme précédemment évoqué, lors de I'assemblage de la membrane basale, les
deux principaux réseaux de laminine et de collagéne IV sont liés entre eux par d’autres
protéines : les nidogenes, le perlecan et l'agrine dont je ne détaillerai pas les
caractéristiques. Le perlécan et le nidogenes consolident la membrane basale participant

ainsi au maintien de I'intégrité vasculaire.
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Figure 18 : Organisation structurale de la membrane basale vasculaire

L’assemblage de la membrane basale est polarisé : le réseau de laminine est connecté a I’endothélium directement et par
des ponts agrine et perlécan, le réseau de collagéne IV est connecté a celui de laminine via le perlécan, le nidogéne et
I'agrine. La fibronectine se lie au réseau de collagéne IV et est associée a I'endothélium via les intégrines. Le réservoir de
facteurs de croissance est régulé par les HSPG (Marchand et al., 2019).

B. Angiogenese tumorale
a. Les caractéristiques

Le développement de la masse tumorale nécessite un apport accru en oxygene et
nutriments (Cantelmo et al., 2017; Eelen et al., 2020). Pour répondre a ces besoins, les
tumeurs sont vascularisées soit par co-option du systéme vasculaire préexistant, soit en
induisant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins par une variété de mécanismes
moléculaires et cellulaires brievement décrits plus bas. L’hypoxie et I'acidose au sein du
microenvironnement tumoral sont responsables d’une stimulation de la voie de signalisation
du facteur de transcription HIF, mentionné dans divers paragraphes antérieurs. HIF
augmente la transcription de genes pro-angiogéniques codant notamment pour le VEGF, le
PDGF-BB, la NO synthase (NOS), les angiopoiétines (Lugano et al., 2020) conduisant a un fort
déséquilibre de la balance entre facteurs pro- et anti-angiogéniques en faveur d’une
accumulation massive de molécules induisant la formation de néo vaisseaux (Carmeliet and
Jain, 2000). Largement décrit dans le cancer, ce processus est appelé le commutateur

angiogénique (angiogenic switch) (Hanahan and Folkman, 1996; Lugano et al., 2020)
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(Figure 19).

Bien que l'angiogenése soutienne cette croissance tumorale importante,
I"augmentation du flux sanguin est généralement moindre que I'accroissement du réseau
vasculaire (Baluk et al., 2005). Ce phénomene s’explique par les multiples anomalies
structurales portées par les vaisseaux tumoraux (Carmeliet and Jain, 2000; Baluk et al., 2005;
Cantelmo et al., 2017; Eelen et al., 2020). Depuis le début des années 2000, les avancées
majeures réalisées dans le domaine de l'imagerie de pointe ont transformé notre
compréhension des anomalies cellulaires et moléculaires de la vascularisation tumorale
(McDonald and Choyke, 2003). Ces défauts interviennent a plusieurs niveaux : le réseau

vasculaire et I'endothélium, la membrane basale et la couverture péricytaire.
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Figure 19 : Role de I'hypoxie dans I'angiogenése tumorale

Les cellules tumorales localisées a plus de 100 um (la limite de diffusion de I'oxygéne) des vaisseaux sanguins et deviennent
hypoxiques (le gradient rouge et bleu indique la progression de I’hypoxie). Les cellules tumorales survivent aux fluctuations
de l'oxygéne, notamment parce que les clones sélectionnés dans les régions hypoxiques ont un phénotype pro-
angiogénique. HIF augmente la transcription de génes codant pour des facteurs pro-angiogéniques (comme le VEGF, le
PDGF-BB et NOS). HIF affecte aussi les voies de survie et d’apoptose cellulaire. Relation entre la distance des cellules
tumorales des vaisseaux et leur degré d’hypoxie (symbole bleu) et d’acidose (symbole rouge) (Carmeliet and Jain, 2000).
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e le réseau vasculaire et I'’endothélium

Le réseau de vaisseaux tumoraux, composé de ramifications excessives et
nombreux shunts ne présente pas une hiérarchie vasculaire dite « normale » (Figure 19) : les
caractéristiques largement décrites des artérioles, capillaires ou veinules ne sont pas
retrouvées. En effet, ces vaisseaux sont tortueux, dilatés, en impasse et perméables
(Carmeliet and Jain, 2000; Baluk et al., 2005; Eelen et al., 2020). L'endothélium vasculaire
présente des jonctions cellule-cellule plus laches et de nombreuses fenestrations (Carmeliet
and Jain, 2000; Hashizume et al., 2000). De plus, les cellules endothéliales ont une forme
anormale et se multiplient de facon excessive, en s’accumulant puis en se superposant
(Hashizume et al., 2000 ; Carmeliet and Jain, 2000), pouvant ainsi obstruer le flux sanguin
(Cantelmo et al., 2017). Comme mentionné dans la partie |, les cellules endothéliales
tumorales présentent un profil transcriptomique particulier. Notamment, elles surexpriment
I'intégrine asPB;, récepteur de la fibronectine (Magnussen et al., 2005; Parsons-Wingerter et

al., 2005).

Figure 20 : Anomalies structurales des vaisseaux tumoraux

(A) Imagerie au microscope électronique a balayage d'un moulage en polymére d'une microvascularisation normale,
montrant une disposition simple et organisée des artérioles, des capillaires et des veinules. Vasa vasorum du sinus carotidien du
rat (gauche). Image au microscope électronique a balayage du moulage de la microvascularisation tumorale, montrant la
désorganisation et I'absence de hiérarchie conventionnelle des vaisseaux sanguins. Les artérioles, les capillaires et les
veinules ne sont pas identifiables en tant que tels. Image d'une xénogreffe de tumeur humaine chez la souris (droite).

(B) Microscopie électronique montrant des péricytes a la surface d’un capillaire tumoral dans un modéle de souris RIP-Tag2.

Comme le reflet de leur faible association avec les vaisseaux tumoraux, le corps cellulaire du péricytes n’est pas localisé sur

la paroi vasculaire (Baluk, Hashizume et McDonald, 2005).
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e Les péricytes

Les vaisseaux tumoraux présentent des défauts de couverture péricytaire. En effet,
ceux- ci sont faiblement associés a 'endothélium vasculaire et dans certains cas sont absents
(Cantelmo et al., 2017). Morikawa et coll. décrivent dans 3 modeéles tumoraux murins, que
73 a 92 % des vaisseaux sanguins présentent une couverture péricytaire. Cependant, ces
péricytes sont faiblement associés aux cellules endothéliales et présentent des extensions
cytoplasmiques dans le stroma, ne couvrant pas I'endothélium (Morikawa et al., 2002)
(Figure 20). Les anomalies de la couverture péricytaire dans les tumeurs semblent dues a des
sources endothéliales et non-endothéliales de PDGF-B, qui influence le recrutement

péricytaire et la morphologie des vaisseaux (Abramsson et al., 2002).

e La membrane basale

Les travaux princeps de Baluk et coll. ont apporté une caractérisation fine de Ila
composition, de I'étendue et de I'intégrité structurale de la membrane basale dans le cancer
(Baluk et al., 2003). En s’appuyant sur I'étude de 3 modéles murins spontanés ou induits de
cancers du pancréas, sein ou poumon (spontaneous RIP-Tag2 pancreatic islet tumors, MCa-
IV - mammary carcinomas, and Lewis lung carcinomas), ils ont démontré que 99,9 % des
vaisseaux tumoraux sont couverts d’une membrane basale. Cependant, cette membrane
basale présente de nombreuses anomalies structurales (Figure 21), présentant une
association lache avec I'endothélium vasculaire et de larges extensions dans le stroma
tumoral. Elle peut étre composée de plusieurs couches, d’épaisseur irréguliere, parfois
excessivement épaisse ou au contraire tres fine. Dans la plupart des cas, celle-ci est
discontinue voire absente (Baluk et al., 2003; Cantelmo et al., 2017). Dans le
microenvironnement tumoral, la membrane basale est loin d’étre inerte puisque, liant des
facteurs de croissance, elle est une source majeure de présentation de molécules pro et

anti-angiogéniques.
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Figure 21 : La membrane basale des vaisseaux tumoraux présente des anomalies structurales

Sections optiques réalisées au microscope confocal montrant les parois de vaisseaux murins normaux (A-C) ou tumoraux
(dans un modéle murin du carcinome pulmonaire Lewis) (D-F). Un triple marquage pour le CD31 (blanc), I'alpha-SMA (rouge)
et le collagene IV (vert) a été réalisé (Baluk et al., 2003).

L’ensemble des anomalies structurales décrites ci-dessous fragilise les vaisseaux
tumoraux et entraine des défauts fonctionnels (Figure 22). Les vaisseaux tumoraux
présentent une forte perméabilité vasculaire responsable de nombreuses fuites et
hémorragies (Carmeliet and Jain, 2000; Baluk et al., 2005; Cantelmo et al., 2017). Cette
perméabilité vasculaire accrue favorise I'extravasation des protéines du plasma (Baluk et al.,
2005) participant ainsi a I'augmentation de la pression interstitielle et perturbant le flux
sanguin. Celui-ci est chaotique et fluctuant : il peut étre tres rapide dans certains vaisseaux
et stagner dans d’autres (Carmeliet and Jain, 2000; Cantelmo et al.,, 2017). De plus, la
perméabilité vasculaire accrue est responsable d’une forte extravasation de cellules
immunitaires comme les leucocytes et les monocytes pouvant contribuer a la progression
tumorale par la production de cytokines proinflamatoires, de facteurs de croissance et
d’enzymes (Baluk et al., 2005). En parallele, cette perméabilité importante favorise
I'intravasation des cellules tumorales et donc la dissémination métastatique (Baluk et al.,
2005). La combinaison d’une faible perfusion et I'augmentation de la pression du fluide
interstitiel entretient la présence de régions hypoxiques et acides dans les tumeurs créant
des environnements qualifiés « d’hostiles » favorisant la sélection de cellules tumorales

invasives (Carmeliet and Jain, 2000; Cantelmo et al., 2017). Enfin, I'altération du flux sanguin
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et de la perméabilité altérent la délivrance optimale des traitements (Baluk et al., 2005). La

combinaison de ces caractéristiques participe largement a la malignité globale des tumeurs.
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Figure 22 : Les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des vaisseaux tumoraux
par rapport aux vaisseaux "normaux"

(a) La vascularisation normale présente un schéma de ramifications organisées et hiérarchisées composé d’artéres, de
veines et de capillaires. Dans les vaisseaux sains, les cellules endothéliales, étroitement liées entre-elles par des jonctions
cellule-cellule, sont soutenues par une couverture péricytaire et une membrane basale continue.

(b) Les vaisseaux tumoraux sont morphologiquement et fonctionnellement différents des vaisseaux normaux. lls
présentent une organisation anarchique, une perturbation des jonctions endothéliales, une couverture péryctaire et une
membrane basale anormales. Ces anomalies s’"accompagnent d’une diminution du flux sanguin et d’une fuite accrue
entrainant notamment une intravasation des cellules tumorales (Lugano et al., 2020).

b. Les mécanismes cellulaires

Les mécanismes cellulaires et moléculaires aboutissant a la formation d’un réseau
vasculaire chaotique sont multiples et dépendent fortement du type de tumeur. Il est décrit
que I'angiogeneése par bourgeonnement ou par intussusception, la co-option, le mimétisme
vasculaire et enfin I'activation de progéniteurs endothéliaux sont des processus participant a
la formation d’un réseau vasculaire tumoral, de maniére concomitante ou séquentielle. Dans
la littérature, I'étude de la plupart de ces processus a été négligée, au profit des
connaissances de l’'angiogenése par bourgeonnement, qui est le mécanisme majoritaire
(Kuczynski et al., 2019; Lugano et al., 2020). Cependant, la pluralité de ces mécanismes peut
étre une premiere explication a la grande diversité des vascularisations tumorales observée

dans les microenvironnements tumoraux.
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e Angiogenése par intussusception

L'angiogenese par intussusception implique le développement de piliers tissulaires
transluminaux au sein de vaisseaux matures et leur fusion aboutit au remodelage du plexus
vasculaire et a la naissance de néo-vaisseaux (Lugano et al., 2020) (Figure 23). En 1996,
I'angiogenese par intussusception est identifiée pour la premiere fois dans le cancer par
I'observation de la croissance in vivo d’un adénocarcinome colique humain (Patan et al.,
1996). Aujourd’hui, les mécanismes moléculaires impliqués demeurent méconnus, mais le
processus peut étre induit par des facteurs de croissance tels que le VEGF, le PDGF et
I'érythropoiétine (Crivellato et al., 2004; Lugano et al.,, 2020). La méconnaissance des
mécanismes sous-jacents s’explique par le manque de modeles pertinents pour étudier

I'intussusception (Vimalraj et al., 2019). Ce phénomene n’a jamais été reporté dans le ccRCC.

e La co-option vasculaire

La co-option vasculaire se définit comme un processus non-angiogénique par lequel
les cellules tumorales utilisent directement le systeme vasculaire pré-existant, qu’elles
colonisent (Kuczynski et al., 2019; Kuczynski and Reynolds, 2020; Latacz et al., 2020) (Figure
23). Les cellules cancéreuses migrent le long de la surface abluminale des vaisseaux
préexistants, et/ou infiltrent I'espace tissulaire entre les vaisseaux préexistants, conduisant
finalement a l'incorporation de ces vaisseaux dans la tumeur (Kuczynski et al., 2019). Bien
que la distinction entre angiogenése et co-option vasculaire soit établie uniquement sur des
caractéristiques morphologiques, des propriétés spécifiques des cellules tumorales ont été
proposées dans le contexte de la co-option : 1 - Elles remplacent les cellules épithéliales
normales; 2 - Elles envahissent le stroma qui entoure les vaisseaux sanguins (Lactacz et al.,
2020). Les cellules endothéliales dans les vaisseaux co-optés présentent une prolifération
limitée par rapport aux cellules endothéliales des tumeurs angiogéniques et les vaisseaux co-
optées expriment faiblement les marqueurs angiogéniques tels que l'intégrine avp3, pour
les vaisseaux co-optés du poumon ou CD34 pour les vaisseaux co-optés du foie. La co-option
vasculaire se produit dans un large éventail de tumeurs humaines a divers sites anatomiques
et détermine [’évolution du cancer. Notamment, des études histologiques décrivent
I'incorporation de structures vasculaires pré-existantes, incluant des vaisseaux recouverts de
péricytes dans des tumeurs primaires de ccRCC suggérant un processus de co-option
vasculaire (Kuczynski and Reynolds, 2020). De plus, la co-option vasculaire a été plus
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largement décrite dans les métastases pulmonaires de ccRCC; en effet, 62 % des métastases
pulmonaires de ccRCC conservent I'architecture vasculaire des alvéoles (Bridgeman et al.,
2017). La co-option reste aujourd’hui un phénoméne peu connu et controversé dans la

littérature.

e Le mimétisme vasculaire

Le mimétisme vasculaire implique 3 caractéristiques : 1 - L'augmentation de la
plasticité des cellules tumorales caractérisée par la TEM et I'acquisition d’un comportement
similaire aux cellules souches, permettant ainsi aux cellules tumorales d’adopter le
phénotype de cellules endothéliales; 2 - La formation par les cellules tumorales similaires
aux cellules endothéliales de réseaux tubulaires riches en protéines matricielles; 3 - La
connexion du réseau tumoral local a la microcirculation alentour résultant en une
vascularisation mosaique constituée de cellules endothéliales et non endothéliales (Eelen et
al., 2020) (Figure 23). Silvestri et coll. ont récemment développé un modele in vitro 3D avec
flux permettant d’étudier la formation de vaisseaux mosaiques, c’est-a-dire composés a la
fois de cellules tumorales et endothéliales. Ils ont démontré que les cellules tumorales
mammaires peuvent rapidement remodeler et s’intégrer au sein de I'endothélium vasculaire
(Silvestri et al., 2020). Enfin, en plus de I'ensemble de ces phénomenes, il a été reporté que
les cellules souches tumorales peuvent se différencier en cellules endothéliales (Eelen et al.,

2020).
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Syntheése bibliographique — lll. Angiogenése et morphogenése vasculaire
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Figure 23 : La vascularisation tumorale implique différents processus cellulaires

Schématisation de I'angiogenése par bourgeonnement et par intussusception, de la co-option vasculaire, de la
transdifférention des cellules endothéliales et du mimétisme vasculaire (Eelen et al., 2020)
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V. Le carcinome du rein a cellules claires

Les carcinomes rénaux (RCC), comptant parmi les 10 cancers les plus fréquents
dans le monde, regroupent un ensemble de sous-types dérivés des cellules tubulaires
rénales. Ces deux derniéres décennies, des avancées majeures dans la caractérisation
histopathologique et moléculaire de ce cancer ont permis de proposer de nouvelles
classifications et de nouvelles stratégies thérapeutiques que nous aborderons au sein de

cette partie.

A. Epidémiologie
a. Incidence et mortalité

Le carcinome du rein touche environ 400 000 personnes par an dans le monde
(Sung et al., 2021). L’age du diagnostic est approximativement de 60 ans et les hommes sont
deux fois plus touchés que les femmes (Sung et al., 2021). Parmi les personnes touchées,
environ 70 % d’entre elles sont diagnostiquées pour un carcinome du rein a cellules claires
(ccRCC). Bien que le ccRCC soit une maladie détectée tOt et traitée avec succes par des
stratégies chirurgicales ou ablatives, un tiers des cas diagnostiqués présenteront des

métastases.

b. Facteurs de risque

Le risque de contracter le RCC comporte une dimension multifactorielle, avec des
causes génétiques et environnementales. Les personnes ayant des antécédents familiaux de
cancer du rein ont un risque deux fois plus élevé de développer un RCC. Des études menées
sur ces RCC familiaux ont permis d’identifier des mutations sur 11 génes appelés VHL, BAP1,
FLCN, FH, ME, PTEN, SDHB, SDHC, SDHD, TSC1 et TSC2 et certains d’entre eux sont impliqués
dans le développement sporadique du ccRCC. Je reviendrai plus en détail sur ces
évenements mutationnels dans la sous-partie « Genes et voies de signalisation ». L’age et le
sexe sont aussi des facteurs de risque puisque l'incidence du RCC augmente avec I'dge et
celle-ci est plus élevée pour les hommes que pour les femmes. Le surpoids, I’hypertension
ainsi que les comportements tels que la consommation excessive de tabac et d’alcool
constituent des facteurs de risque du ccRCC. En effet, 50 % des patients diagnostiqués dans
une étude américaine présentaient I'un de ces facteurs. De plus, une autre étude américaine

conclut que 9 % des cas de RCC pourraient étre évités par une augmentation de 'activité
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physique. Enfin, les kystique rénales acquises, les maladies rénales chroniques, le diabete,
I’hémodialyse, et les transplantations rénales sont également des facteurs de risque du

ccRCC.

B. Les différents carcinomes rénaux et leurs caractéristiques histologiques

Les carcinomes rénaux majoritaires, avec une incidence supérieure a 5 % sont les
carcinomes du rein a cellules claires (ccRCC), papillaires (pRCC) et chromophobes (chRCC)
(Hsieh et al., 2017). La communauté scientifique dans ce domaine évite délibérément le
terme
« sous-type », qui fait référence a un groupement subordonné au sein d’une classification
générale. Il désigne plutdt ces cancers comme des entités indépendantes (Jonasch et al.,
2014). Leur classification repose sur des critéres histologiques. Le RCC papillaire est
caractérisé par des cellules tumorales au cytoplasme basophile et la présence d’histiocytes
mousseux. Le RCC chromophobe posséde des cellules tumorales au cytoplasme largement
vide, présentant généralement une clairance périnucléaire et un faible taux de mitose. Le
RCC a cellules claires est défini par des cellules tumorales au cytoplasme claire causée par la
forte accumulation de glycogéne (Jonasch et al., 2014). Ces cellules tumorales sont
organisées en amas imbriqués entourés d’un réseau dense de vaisseaux sanguins (Hsieh et
al.,, 2017).

Mes travaux de theése portent exclusivement sur le ccRCC, le sous-type le plus
mortel et le plus représenté du cancer du rein. Des études génomiques ont révélé une
hétérogénéité intra- et inter-tumorale dans le ccRCC, qui contribueraient a des différences
entre les patients dans I'évolution de la maladie et la réponse aux traitements (Hsieh et al.,

2017).

C. Genes et voies de signalisation
a. Mutation du géne suppresseur de tumeur VHL

Dans le ccRCC, l'inactivation du gene suppresseur de tumeur Von Hippel-Lindau
(VHL) constitue un événement initiateur fondamental dans le développement de la maladie.
Pour les cas familiaux de la maladie de Von Hippel-Lindau, I'altération du gene VHL se
transmet de maniere autosomale dominante et les individus touchés développent, le plus

souvent, des ccRCC bilatéraux et multifocaux (Jonasch et al., 2021). Pour les cas de ccRCC
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sporadiques, I'altération du géne VHL est observée chez 80 % des patients et survient le plus
souvent dans I'adolescence (Jonasch et al., 2021). Pour le ccRCC sporadique, I'altération du
gene est causée dans 91 % des cas par des mutations intragéniques, la perte compléete du
fragment chromosomique 3p et/ou des événements épigénétiques comme la méthylation
du promoteur (Elias et al., 2020; Jonasch et al., 2021).

La perte du fragment chromosomique 3p, identifiée en 1987, a longtemps été
considérée comme I'événement initiateur du ccRCC. Cependant, il a récemment été reporté,
pour un sous-ensemble de cas, que le remaniement massif du fragment chromosomique 3p
par chromothrypsis est I’événement initiateur du ccRCC, suivi par des mutations et/ou des
modifications épigénétiques sur le second allele de VHL (Elias et al., 2020). lLa
chromothrypsis ne se caractérise pas par une perte du chromosome mais par de multiples
réarrangements aboutissant a la formation d’un chromosome fortement remanié. Le gene
VHL code pour une petite protéine de 213 acides aminés, pVHL, qui est un régulateur clef de
la réponse cellulaire a I’hypoxie. En effet, pVHL est le principal régulateur de la dégradation
d’HIF-a en normoxie. pVHL appartient au complexe E3 de type ubiquitine-ligase responsable
de l'ubiquitination d’HIF-1la et HIF-2a et, par conséquent, de leur dégradation par le
protéasome, selon un mécanisme décrit dans la partie Ill. En I'absence de pVHL, HIF-1a et
HIF-2a s’accumulent en normoxie induisant ainsi I'expression constitutive des genes cibles
d’HIF régulant I'angiogenése, la glycolyse et le remodelage de la MEC. Il en résulte la
formation de tumeurs riches en glycogenes et trés vascularisées. Il a été décrit que la
réintroduction de I'expression de VHL sauvage dans la lignée du ccRCC, 786-0 invalidée pour
VHL diminue la formation de tumeurs chez la souris (Elias et al., 2020). Cependant, la perte
de VHL seule est insuffisante pour induire le ccRCC. En effet, chez certains patients, le ccRCC
se développe uniquement une trentaine d’année apres I'altération des deux alleles du gene
Vhl et la perte de cette protéine a été observée dans des kystes prénéoplasiques,
constituant des lésions bégnines (Elias et al., 2020; Jonasch et al., 2021). De plus,
I'invalidation de Vh/ chez la souris n’est pas suffisante pour induire le ccRCC, méme lorsque
les deux alleles de Vhl sont inactivés spécifiquement dans les cellules rénales (Elias et al.,
2020). Ces résultats démontrent donc sans équivoque que d’autres évenements génétiques

et épigénétiques sont nécessaires au développement du ccRCC.

58



b. Evenements additionnels génétiques ou épigénétiques

Ces dernieres années, de nombreuses études transcriptomiques ont permis de
révéler 3 autres génes nommés PBRM1, SETD2 et BAP1 comme étant délétés a une forte
fréquence dans le ccRCC (Jonasch et al., 2021). Ces 3 genes présentent une forte promiscuité
puisqu’ils sont tous localisés sur le fragment chromosomique 3p et ils jouent un réle dans la

régulation épigénétique de I'expression des genes (Elias et al., 2020) (Figure 24).

PBRM1 est le gene le plus fréguemment muté dans le ccRCC apres VHL, avec une
incidence de 30 a 40 % (Jonasch et al., 2021). Ce gene code pour la protéine PBRM1
(Polybromo 1), composante du complexe de remodelage de la chromatine nommé PBAF
(polybromo- associated BRG1-associated factor). PBAF régule la structure et le
positionnement des nucléosomes ainsi que la transcription des genes. La perte de PBRM1 et
de I'activité de PBAF alterent significativement la structure de la chromatine et perturbe Ia
transcription des génes. Le plus souvent, la mutation de PBRM1 précéde la mutation de
SETD2 (SET domain containing 1A/B), impliqué dans la modification des histones, suggérant
que ces mutations séquentielles participent a I’évolution tumorale sous-clonale. Plusieurs
études révelent les conséquences de la perte de PBRM1/ PBAF dans le ccRCC. En effet, Gao
et coll. démontrent que le déficit en PBRM1 est associé a I'augmentation de la croissance
cellulaire et a la signature transcriptionnelle d’HIF (Jonasch et al., 2021). Une étude menée
par Nargund et coll. révele que le déficit en PBRM1 induit I'accumulation d’HIF1alpha et de
STAT3, de fagon dépendante de VHL, et augmente la signalisation mTOR induisant le
développement de lésions rénales dans un modeéle transgénique murin (Jonasch et al.,
2021). La double invalidation de Pbrm1 et Vhl spécifiquement dans les cellules du tubule
rénal d’'un modele murin abouti au développement d’'un ccRCC possédant des
caractéristiques de bas grade, y compris une taille modérée du cytoplasme, une faible
accumulation de lipides et de glycogénes et I'absence d’atypie nucléaire. La perte de Pbrm1
induit donc I'augmentation de la signalisation de I'hypoxie, la modulation du stress de
réplication, I'altération de la régulation du cycle cellulaire par p53, I'inhibition de la réponse
aux interferons et linstabilité génétique. Cependant, dans le RCC, en absence d’une
mutation additionnelle sur SETD2, ces changements résultent uniquement en le
développement de tumeurs faiblement agressives, présentant un potentiel angiogénique

élevé et I'absence d’un infiltrat immunitaire (tumeur froide) (Jonasch et al., 2021).
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Bap 1 code pour la BRCAl-associated protein 1 (BAP1), une déubiquinase agissant sur la
lysine 119 des histones H2A afin d’inverser la répression génique réalisée par le complexe
protéique Polycomb (PcG) (Elias et al., 2020). BAP1 est mutée dans 10 a 20 % des ccRCC
(Turajlic et al., 2018). Comme pour PBRMI1, la perte de BAPI1 entraine une instabilité
chromosomique accrue (Peng et al., 2015). Cependant, la survie des patients présentant une
mutation BAP1 est plus faible que pour ceux possédant une mutation PBRM1 (Elias et al.,
2020). La souris invalidée spécifiquement dans les cellules des tubules rénaux par une
stratégie Cre-LoxP (Pax8-Cre) pour Vhl (F/F) et Bapl (F/+) produit des lésions rénales
néoplasiques avec du pléomorphisme nucléaire, une proéminence nucléolaire, une atypie et
I’expression élevée de phospho-S6. Chez les patients traités avec des thérapies ciblées, la
présence de la mutation BAP1 est associée a un résultat plus défavorable.

SETD2 est mutée dans 10 a 20 % des cas de ccRCC. SETD2 code pour une
méthyltransférase agissant sur la lysine 36 des histones H3. Dans le ccRCC, la mutation
SETD2 peut survenir de maniere indépendante ou en conjugaison avec la mutation PBRM1
(Turajlic et al., 2018). Aujourd’hui, il n’existe aucune modele expérimental animal connu
d’inactivation de SETD2 dans le ccRCC (Jonasch et al., 2021).

De par leurs fonctions, les pertes de PBRM1, BAP1 ou SETD2 résultent en une
instabilité génomique accrue et une aneuploidie (Brownlee et al., 2014). D’autres mutations
additionnelles et des altérations somatiques du nombre de copie (somatic copy number
alterations, SCNA) ont été identifiées dans le ccRCC et comprennent : 1 - des mutations
activatrices dans des protéines de la voie mTOR; 2 - des mutations inactivatrices dans des
genes modifiant la conformation de la chromatine; 3 - la perte de TP53 (tumor protein p53);
4 - les délétions de fragments des chromosome 14 et 9 (Elias et al., 2020). Puisque les
mutations BAP1 et PBRM1 sont associées a des résultats cliniques distincts (différences de
phénotypes, survie et réponses aux thérapies), ces observations constituent une premiere

preuve de la présence de sous-groupes moléculaires distincts au sein des ccRCC.
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Syntheése bibliographique — IV. Le carcinome du rein a cellules claires

PI3K pathway
activation

PBRM1/SETD2/
BAP1 mutations

9p, 14qloss, 8q gain

DNA repair
defects

Other oncogenic
drivers

Defects in mitosis

Tumor Initiators Drivers of Evolution Lethal Events

Figure 24 : Les événements moléculaires clefs dans le ccRCC

Les événements initiateurs impliquent la perte du fragment chromosomique 3p et les mutations VHL. L’évolution est
conduite par les défauts de réparation de ’ADN et des erreurs dans la mitose créant une aneuploidie additionnelle. La
perte ou le gain de fragments chromosomiques clefs, des mutations dans la voie de signalisation PI3K conférent un
potentiel Iétal aux clones intratumoraux et augmentent la probabilité de développer des métastases (Jonasch et al.,

2021).



c. Classifications et spécificités du ccRCC : les critéres moléculaires

Une étude prospective multi-centrique anglaise, nommée TRACERx Renal,
rassemblant 101 patients et réalisée sur 1206 régions de ccRCC primaires, a permis
d’identifier les caractéristiques déterministes de I’évolution de ce cancer (Turagjlic et al.,
2018). En effet, cette étude a permis de définir 7 sous-types clonaux évolutifs rassemblant
les divers phénotypes cliniques dans le ccRCC : VHL monodriver (1), PBRM1-SETD2 (2),
PBRM1-somatic copy number alteration (SCNA) (3), PBRM1-PI3K (4), VHL wildtype (5),
multiple clonal driver (6), and BAP1 driven (7). Ces sous-types présentent des distinctions
génomiques et une hétérogénéité de pronostic. L'ensemble de ces sous-groupes possede
une altération du gene VHL a I'exception du sous-groupe « VHL wildtype ».

Plusieurs déterminants ont été évalués au sein de ces sous-groupes :

- L'indice pondéré d'instabilité génomique (wGll), qui est une mesure de la fraction du
génome tumoral affectée par SCNA;

- Le pourcentage de cellules prolifératives, positives pour Ki67;

- L'indice d'hétérogénéité intratumorale (ITH) se définissant comme le nombre de
sous- clones divisé par le nombre de clones;

- Lastructure clonale;

- Les parametres cliniques.

Le sous-groupe (1) « VHL monodriver » concerne de petites tumeurs, associées a
un faible niveau d’ITH, de wGll et de ki67. Elle représente des tumeurs temporellement plus
précoces ou des tumeurs qui ne présenteront pas d’évenements létaux additionnels. Au
contraire, le sous-groupe (6) « multiple clonal driver » a été caractérisé par la co-occurrence
de deux mutations conductrices qui sont mutuellement exclusives (BAP1 et PBRM1; BAP1 et
SETD?2). Ce sous-groupe présente des niveaux élevés de wGll et de Ki67 mais des niveaux
relativement faibles d'ITH montrant ainsi que I'apparition simultanée d'un petit nombre de
clones est suffisante pour créer un fort avantage sélectif dans le ccRCC. Le sous-groupe (7)

« BAP1 driven » présente exclusivement une mutation dans les genes VHL et BAPI1. La
majorité des tumeurs n’ont aucune autre mutation conductrice détectable suggérant que les
mutations BAP1 combinées a des SCNA entrainent une expansion clonale robuste. A I'autre
extrémité du spectre évolutif, les tumeurs du sous-groupe (2) "PBRM1/SETD2" présentent
une ramification étendue, un ITH élevé et une prépondérance pour I'évolution parallele. Le

regroupement
62



spatial des mutations SETD2 suggere un rOle potentiel pour la sélection spécifique a une
niche, voire la construction de niches par les sous-clones mutants SETD2.

Les mutations PBRM1 sont fortement enrichies en tant qu'événement précoce
dans le ccRCC, comme en témoignent leur caractere clonal dans 74 % des cas, mais aussi les
sous- groupes évolutifs « PBRM1 / PI3K » et « PBRM1 / SCNA ».

Cette étude a donc permis d’identifier pour la premiere fois jusqu'a 30 événements
pilotes par tumeur et de montrer que la diversification sous-clonale est associée a des
parametres pronostiques connus. Ainsi, la diversité génétique et la complexité
chromosomique constituent des éléments déterminants de la réponse des patients. En effet,
la survie sans progression est plus élevée pour les patients présentant un indice pondéré
d’instabilité génomique (wGll) faible. Le potentiel évolutif est donc proposé par les auteurs
comme biomarqueur pour la réponse aux traitements et la surveillance thérapeutique.

D’autre part, afin d’identifier des marqueurs moléculaires prédictifs de la réponse
des patients au sunitinib, inhibiteur des récepteurs a activité tyrosine kinase (TKI) qui sera
détaillé ultérieurement, une étude clinique francaise a été menée sur 53 individus atteints
d’un ccRCC primaire présentant des métastases et traités en premiere ligne par ce
traitement anti-angiogénique (Beuselinck et al., 2015). Ces travaux ont consisté en une
analyse transcriptomique globale ainsi qu’en la détermination des aberrations du nombre de
copies des chromosomes, le statut de méthylation et les mutations dans les genes VHL et
PBRM1. Les données moléculaires ont été corrélées avec les taux de réponse, la survie sans
progression et la survie globale. Cette analyse a permis I'identification de 4 sous-groupes du
ccRCC nommeés ccrccl (MYC.UP), ccrcc2 (Classical), ccrcc3 (Normal like) et ccrccd

(Immun.UP/MYC.UP).
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Tableau 1 : Résumé des caractéristiques des sous-groupes moléculaires du ccRCC (Beuselinck et al., 2015)

Subgroup (frequency)

cerecl (33%)

ccrec2 (41%)

ccree3 (11%)

ccrecd (15%)

Outcome under sunitinib

Early PD 22.22% 2.78% 0.00% 26.67%
PR 40.74% 52.78% 70.00% 20.00%
Median OS (month) 24 35 50 14
Median PFS (month) 13 19 24 8
Clinical characteristics
IMDC
Good prognosis 6% 21% 18% 7%
Intermediate prognosis 69% 60% 64% 60%
Poor prognosis 25% 18% 18% 33%
MSKCC
Good prognosis 10% 24% 27% 0%
Intermediate prognosis 58% 50% 63% 93%
Poor prognosis 32% 26% 9% 7%
Molecular characteristics
Pathology characteristics
Mean inflammation intensity (scale 0-3) 13 12 08 22
Mean sarcomatoid differentiation (%) 75 37 17 246
Mutations
VHL 46.67% 62.50% 20.00% 20.00%
PBRMI 46.67% 37.50% 20.00% 0.00%
Upregulated pathways MYC targets Glycolysis Immunity
Glycolysis Hypoxia Apoptosis
Hypoxia Chemotaxis
MYC targets
Glycolysis
Hypoxia
MYC expression level ot + - ++
Methylation status Hypermethylated + Hypermethylated ++
Polycomb stem-cell phenotype ++ - +++
Copy number amplification 2p12/2p22.3/802113
Proposal for names MYC.UP Classical Normal like Immun.UP/MYC.UP

Comme récapitulé dans le tableau 1, ces 4 sous-groupes présentent des différences
dans les caractéristiques pathologiques, le statut mutationnel de VHL et PBRM1, le niveau
d’expression de MYC, le statut de méthylation et dans la régulation a la hausse de voies de
signalisation. Le sous-groupe ccrcc3 rassemble des tumeurs ne présentant que dans 20 %
des cas une mutation VHL ou PBRM1, caractérisées par I'absence de la surexpression de
voies de signalisation et ne montrant aucune caractéristique pathologique particuliere.
D’aprés une analyse OMIC, ce sous-groupe correspondrait a un stade précoce de la maladie.
Le sous- groupe le plus représenté est le ccrcc2 ayant une mutation dans les génes VHL et
PBRM1 ainsi qu’une régulation a la hausse des voies de signalisation de I'hypoxie et de la
glycolyse. Ces deux sous-groupes (ccrcc2 et ccrce3) présentent les plus grandes proportions
de répondeurs au sunitinib et la survie globale et sans progression la plus importante
(Tableau 1).

Le sous-groupe ccrccd se distingue par la surexpression de genes impliqués dans la
réponse immunitaire, la chimiotaxie et I'apoptose. Ces résultats sont associés a une forte
expression des marqueurs de I'inflammation comme les membres de la famille TNF ainsi que

par un infiltrat immunitaire riche en lymphocytes B et T. Ces tumeurs présentent donc des
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caractéristiques pathologiques spécifiques se traduisant par un phénotype sarcomatoide et
inflammatoire. Ce sous-groupe est associé a une faible réponse au sunitinib.

Ces découvertes sont en accord avec plusieurs publications rapportant I'impact
négatif d’'un niveau élevé de la protéine C-réactive (CRP), marqueur de I'inflammation, et de
la présence de la différenciation sarcomatoide dans les mccRCC traités avec un traitement
anti-angiogénique. Les sous-groupes ccrccl et 4 sont décrits comme non-répondeurs au
sunitinib et sont caractérisés par une faible survie globale et sans progression. Ils partagent
comme caractéristiques communes la surexpression des cibles de MYC, un statut
d’hyperméthylation et la présence de cellules souches.

Ce travail correspond non seulement a la premiere étude génomique intégrative du
ccRCC métastatique mais a aussi permis I'identification des caractéristiques moléculaires des
tumeurs résistantes au sunitinib et associées a une faible survie. Cette classification est donc
un outil puissant pour la prise en charge des patients. En effet, puisque les patients dont les
tumeurs sont classées dans le sous-groupe ccrcc4 ont une survie sans progression courte
sous traitement par sunitinib, les agents hypométhylants ciblant les défauts épigénétiques

ou les anticorps immunomodulateurs doivent étre proposés préférentiellement.

D. EMT et invasion des cellules tumorales

L'inactivation de VHL est responsable d’un changement phénotypique des cellules
épithéliales rénales se traduisant par la TEM (Kaelin, 2007) (Figure 25). La réexpression de
pVHL sauvage dans les cellules du ccRCC présentant une mutation perte de fonction pour
VHL (786-0) injectées en sous-cutanée chez la souris induit une inhibition de la croissance
tumorale (lliopoulos et al., 1995). Dans la littérature, il existe de nombreuses preuves que la
voie de signalisation de I'"hypoxie VHL-HIF régule I'expression de I’E-cadhérine qui est la
protéine majoritaire des jonctions cellulaires épithéliales. En effet, I'altération du gene VHL
ou I’hypoxie réduit fortement I'expression de la E-cadhérine (Esteban et al., 2006). En
m’appuyant sur les données de la littérature, répertoriées dans un tableau en Annexe 1, j’ai
pu montrer que la perte de VHL dans 3 lignées du ccRCC était associée a I'acquisition de
marqueurs de la TEM comme : - 'augmentation de I'expression de facteurs de transcription
Snail et SIP1; - une diminution de I'expression de I'E- cadhérine; - une augmentation de
I’expression de la vimentine; - une augmentation de I'expression d’enzymes de remodelage

matricielle TG2 (transglutaminase 2) et LOXL2; - une augmentation de I'expression de
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protéines matricielles comme le collagene | (chaine ol); - une augmentation de
I’expression des MMP-2 et -9; - une augmentation des intégrines a5, a3 B1 et avB1; - une
diminution de l'expression de protéines pro-apoptotiques Bax/Bcl-2 (Annexe 1). Ainsi,
I’ensemble de ces modifications induites par la perte d’expression de VHL confere aux

cellules tumorales du ccRCC des capacités invasives importantes (Figure 25) (Annexe 1).

P = e oy

Cell morphology Epithelial " Mesenchymal

Extracellular matrix Organized Disorganized
E-cadherin Positive Negative
Cytoskeleton Stable Unstable
Adhesion Increased Decreased
Motility Decreased Increased

Figure 25 : Induction de la transition épithéliale/mésenchymateuse par la perte d’expression de pVHL dans le ccRCC

Les cellules tumorales n’exprimant plus la protéine VHL passent d’un phénotype épithélial a un phénotype mésenchymateux
dont les caractéristiques sont : une matrice désorganisée, la perte de jonctions épithéliales, le remodelage du cytosquelette,

une perte d’adhésion et 'augmentation de la migration (Kaelin, 2007).

E. Vascularisation dans le ccRCC
a. Densité microvasculaire (MVD)

L’hypervascularisation a été démontrée comme un facteur de pronostic pertinent
dans de nombreux cancers. D’apres les bases de données de « THE HUMAN PROTEIN ATLAS
» (https://www.proteinatlas.org), I'expression du CD31 est un marqueur de mauvais
pronostic dans le cancer du rein. De plus, I'observation de coupes marquées au CD31 permet
de constater une forte concentration de structure CD31+ dans le ccRCC par rapport au rein
controle (Figure 26). L’hypervascularisation est évaluée par la mesure de la densité
microvasculaire (MVD) correspondant au rapport de la surface vasculaire par unité de
volume de tissu de la tumeur. En 1996, pour la premiere fois, ce parameétre est évalué
comme marqueur de pronostic dans le ccRCC (Kohler et al., 1996). Dans cette premiére

étude, Kbhler et coll. démontrent que la densité vasculaire diminue avec I'augmentation du
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grade de Fuhrman (Kohler et al., 1996). Depuis, de nombreuses études cliniques
contradictoires, portant sur le lien entre la survie, le grade et la densité vasculaire ont été
publiées. En effet, des études montrent une corrélation positive entre la survie et la densité
microvasculaire (Rioux-Leclercq et al., 2001; Schraml et al., 2002; Imao et al., 2004; Sabo et
al., 2001). D’autres études montrent au contraire une corrélation négative entre le grade et
la densité microvasculaire (Yoshino et al., 1995; Nativ et al., 1998). Enfin, certaines études
montrent I'absence d’une quelconque corrélation (MacLennan and Bostwick, 1995; Minardi
et al., 2005).

La contradiction de ces données souligne [Iinsuffisance de la densité
microvasculaire pour étre utilisée comme un outil pronostic dans le ccRCC. En effet, le
parametre de densité vasculaire ne permet pas de rendre compte de la complexité de la
vascularisation observée dans le ccRCC. La dimension fractale du micro-vaisseau («
microvessel fractal dimension (MFD) ») est un autre parameétre qui a été utilisé pour
caractériser la vascularisation dans le ccRCC, permettant de rendre compte de la complexité
de I'architecture microvasculaire. Un article montre en effet une corrélation positive entre

cette MFD et la survie du patient (Sabo et al., 2001).
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Figure 26 : Vascularisation du ccRCC par rapport a un rein sain

Le ccRCC présente une hypervascularisation par rapport au rein contréle. De plus, son réseau vasculaire est composé de
structures longues et fines ou grande et dilatées (D’aprés Yao et al., 2007).
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b. Classification actuelle des types de vaisseaux
e Critéres morphologiques

D’aprés une étude publiée dans Clinical Cancer Research en 2007, il existe deux
types distincts de vaisseaux identifiés dans le ccRCC : indifférenciés (CD31+/CD34-) et
différenciés (CD34+) (Yao et al., 2007). Une augmentation de la densité microvasculaire de
vaisseaux indifférenciés correle significativement avec un grade élevé et une diminution de
la survie des patients. Au contraire, 'augmentation de la densité vasculaire des vaisseaux
différenciés est corrélée avec une tumeur de bas grade et une augmentation de la survie
(Yao et al., 2007). Une classification plus récente, basée sur la morphologie des vaisseaux a
été proposée (Ruiz- Sauri et al., 2018). Celle-ci implique I'utilisation de parameétres comme le
diametre maximum et minimum, I'axe majeur et mineur, le périmetre, le ratio du rayon et la
circularité. Cette étude a permis l'identification de 4 motifs vasculaires dont deux sont
majoritairement représentés dans le ccRCC, pseudoacinaire et fasciculaire (Figure 27). Le
motif pseudoacinaire est formé par des vaisseaux ronds et allongés présentant une lumiere
qui occasionnellement peut étre obstruée ou collapsée. Les connexions entre les capillaires
sont abondantes et s’organisent autour des masses tumorales évoquant une structure
glomérulaire ou acinaire. Ces morphologies vasculaires sont associées a une densité
vasculaire élevée, un stade peu avancé du développement de la tumeur et donc un bon
pronostic (Ruiz-Sauri et al., 2018). Le pattern fasciculaire présente des vaisseaux allongés
avec une lumiere collapsée ou bouchée, présentant de nombreuses connexions (Figure 27).
Ce motif est associé a une densité vasculaire élevée, a un stade plus avancé du
développement de la tumeur et donc a un mauvais pronostic.

La présence de ces structures vasculaires aberrantes, associées a une faible ou forte
densité vasculaire, pourrait expliquer pourquoi le parametre de densité vasculaire n’est pas
un bon marqueur de pronostic dans le ccRCC. De plus, en utilisant la base de données en
ligne
« THE HUMAN PROTEIN ATLAS », j’ai réalisé une comparaison de coupes marquées pour le
CD31 d’une douzaine de carcinomes différents et constaté que ces structures vasculaires
longues et fines ou larges et dilatées sont spécifiques du ccRCC. Cependant, malgré ces
travaux, l'architecture tridimensionnelle de ces structures vasculaires uniques restent

inconnues.
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Figure 27 : Masques représentatifs des différents patterns vasculaires dans le ccRCC

(a) Pattern pseudoacinaire; (b) Pattern fasciculaire (Ruiz-Sauri et al., 2018).

e Criteres moléculaires

Une récente étude consistant en des analyses transcriptomiques sur cellule unique
de ccRCC a permis pour la premiere fois d’identifier deux sous-populations de cellules
endothéliales dans ce cancer (Su et al., 2021) (Figure 28). Malgré I'expression des marqueurs
classiques endothéliaux comme PECAM1, Cdh5/VE-cadhérine et VEGFR2/KDR dans ces deux
types de cellules endothéliales, une certaine hétérogénéité a été observée. Un des deux
types présente des caractéristiques de fibroblastes, exprimant le collagéne 11l (COL3A1) et la
périostine (POSTN) (Figure 28). Il est a noter aussi qu’il exprime un niveau plus faible de
VEGFR2 que 'autre type. Bien que la TEM dans les CAF ait été reportée dans de précédentes
études, ces cellules n’expriment pas de marqueurs de CAF. Ces cellules endothéliales n’ont
jamais été observées précédemment et pourraient donc étre spécifiques du

microenvironnement du ccRCC.
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Figure 28 : 2 sous-populations de cellules endothéliales identifiées dans le ccRCC par RNAseq

Représentation UMAP de 2 types de cellules endothéliales dans le ccRCC (gauche). Genes exprimés de maniere
différentielle par ces 2 types de cellules endothéliales (droite) (Adapté d’aprés Su et al., 2021).

F. Les traitements

Le ccRCC avancé s'est avéré résistant a la radiothérapie, a I'hnormonothérapie et
aux chimiothérapies conventionnelles. Ces vingt dernieres années, les agents ciblant
I'angiogenése sont apparus comme des options de premiere intention efficaces et sont

devenus le pilier du traitement des patients atteints de ccRCC (Zarrabi and Wu, 2018).

a. Lesthérapies anti-angiogéniques

Ce carcinome richement vascularisé a été pris en charge par les thérapies anti-
angiogéniques ciblant la voie de signalisation du VEGF. Ces thérapies incluent les inhibiteurs
des récepteurs a activité tyrosine kinase (TKI) de premiére, deuxieme et troisieme
génération démontrant une forte affinité pour VEGFR2. Le r6le prometteur du sunitinib dans
le RCC métastatique a conduit a un essai clinique historique de phase Il débutant en 2006
(Motzer et al., 2009). Motzer et coll. ont étudié le réle du sunitinib chez les patients non
traités par rapport aux patients traités par I'interféron-a (IFN-a) qui était alors la thérapie
standard et historique du RCC. Cet essai a révélé une survie globale supérieure de 26,4 mois
ainsi gqu’une survie sans progression de 11 mois pour les patients traités au sunitinib. Un
deuxieme TKI, ciblant aussi le VEGF, le pazopanib, a été examiné chez des patients non

traités dans une étude de 2010 (VEG105192) (Sternberg et al., 2010). Dans cet essai
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clinique de phase lll, le pazopanib a démontré une survie sans progression et une survie
globale prolongée chez les patients lorsqu’il était utilisé comme traitement de premiere
ligne. En 2013, a été mené un essai randomisé de phase Il nommé COMPARZ dans lequel le
sunitinib ou le pazopanib était utilisé comme agent de premiere intention dans le RCC
métastatique (Motzer et al, 2013). Les deux agents ont démontré une survie sans
progression médiane (mPFS) prolongée ainsi que la survie globale mais I'efficacité globale de
I"'un de ces deux agents n’était pas perceptible. Des 2014, ces deux thérapies, le sunitinib et
le pazopanib, ont donc été approuvées par le National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) et I'association européenne d’urologie comme premiére ligne thérapeutique dans le
traitement du ccRCC avancé (Ljungberg et al., 2015). Pendant plusieurs années, le sunitinib a
été largement utilisé chez les patients non traités antérieurement en tant qu’agent de
premiére ligne selon un schéma d’alternance 4/2 (4 semaines de traitement/2 semaines de
repos) (Zarrabi and Wu, 2018).

Le bevacizumab, anticorps monoclonal recombinant dirigé contre le VEGF-A, a aussi
été proposé comme traitement anti-angiogénique dans le ccRCC. Son efficacité a été évaluée
dans I'essai clinique AVOREN (Escudier et al., 2010) suivie de CALBG (Rini et al., 2010). Ces
deux études cliniques ont consisté a traiter des patients avec I'IFN-a associé a un placebo ou
au bevacizumab. Il a été démontré une meilleure survie globale et survie sans progression
chez les patients traités par la combinaison bevacizumab et IFN-a (Escudier et al., 2010; Rini
et al., 2010). Ces résultats encourageants ont conduit la NCCN a proposer cette combinaison
bevacizumab/IFN-a comme premiére ligne thérapeutique au méme titre que le sunitinib et
le pazopanib. Cependant, cette thérapie combinée a rapidement perdu de sa popularité
parmi les cliniciens, car les toxicités de I'lFN-a sont importantes et I'administration, par
injection intramusculaire, plus délicate que celles des TKI oraux (Zarrabi and Wu, 2018).

Le cabozantinib est un inhibiteur oral ciblant plusieurs récepteurs a activité tyrosine
kinase, dont le VEGFR, c-MET et AXL (Atkins and Tannir, 2018). Les récepteurs MET et AXL
sont surexprimés au méme titre que le VEGFR en conséquence de I'inactivation de VHL et de
maniére intéressante, leur expression est corrélée a I'agressivité et a la faible survie dans le
RCC. De plus, cibler ces récepteurs constitue une stratégie pour outrepasser la résistance liée
a linhibition du VEGFR. L’essai clinique de phase Il CABOSUN a permis de comparer le
cabozantinib au sunitinib chez des patients atteints d’un RCC métastatique présentant des
signes pronostiques défavorables selon I'IMDC (International Metastatic Renal Cell
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Carcinoma Database Consortium) (Choueiri et al., 2017). Cet essai a démontré une réduction
de 31 % du taux médian de la progression et du déces pour les patients traités au
cabozantinib par rapport au groupe recevant le sunitinib. De plus, cette étude a révélé que
la survie sans progression était significativement plus importante pour un traitement
cabozantinib en comparaison avec le sunitinib et qu’une réduction de 31 % était observé
pour le taux médian de progression et de déces (Choueiri et al., 2017). Aprés des analyses
complémentaires, le cabozantinib se révele donc plus favorable que le sunitinib au sein des
sous-groupes présentant un intérét clinique incluant le risque IMDC, la charge tumorale, les
sites métastatiques et le statut d’expression de MET. De maniere intéressante, I'analyse de
I’expression de MET par les cellules tumorales révelent un bénéfice plus important du
cabozantinib chez les patients MET+ par rapport aux patients MET- (Atkins and Tannir,
2018). Le sorafenib et I'axitinib, deux TKI plus spécifiques du VEGFR que le sunitinib ont été
proposés comme seconde ligne dans le traitement du RCC métastatique dans les essais

cliniques TARGERT, INTORESECT et AXIS.

b. Les thérapies ciblant la voie de signalisation mTOR

Des stratégies thérapeutiques ciblant a la fois les cellules tumorales et
I'angiogenese ont aussi été proposées. Le temsirolimus, un inhibiteur de la voie de
signalisation mTOR, ciblant mTORC1, a été approuvé pour le traitement de premiere
intention du ccRCC avancé. Comme discuté dans la partie précédente, certains ccRCC
présentent une mutation dans des protéines de la voie de signalisation mTOR. Cette
approbation par la Food and Drug Administration (FDA) était fondée sur une étude clinique
de phase Il dans laquelle le temsirolimus administré en monothérapie a été comparé a I'lFN-
a sur des patients présentant un RCC métastatique (Hudes et al., 2007). Dans cette étude, le
temsirolimus a montré un prolongement de la survie globale (10,9 a 7,3 mois,
respectivement) et de la survie sans progression par rapport a I'lFN- a (3,8 a 1,9 mois,
respectivement). Cependant, le temsirolimus, présentant une toxicité systématique, et
nécessitant une administration intraveineuse contraignante, n’a jamais été largement utilisé
dans la prise en charge de la premiére ligne du RCC métastatique et du ccRCC (Zarrabi and

Wu, 2018).
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c. Lesimmunothérapies

Les inhibiteurs de checkpoint ciblent spécifiquement les récepteurs ou ligands des
checkpoints immunitaires, perturbant ainsi les mécanismes utilisés par les cellules tumorales
pour échapper a la réponse immunitaire et restaurent la capacité des lymphocyte T
cytotoxiques a établir une réponse anti-tumorale (Jalalvand et al., 2021). Les cibles
comprennent le récepteur PD-1 (programmed cell death 1) et ses ligands PD-L1/L2 et le
récepteur CTLA-4 (cytolytic T-lymphocyte-associated protein 4) et ses ligands CD80/86
(Jalalvand et al., 2021). La liaison des ligands PD-L1/L2, exprimés par les cellules tumorales
au récepteur PD-1 présent sur les lymphocytes T inhibe la prolifération des lymphocytes T et
la production de cytokines par les lymphocytes auxiliaires Th1l. La régulation positive de PD-
L1/L2 se produit dans de nombreuses tumeurs et peut contribuer a I'inhibition de la
surveillance actives des lymphocytes T. Il a été démontré que le blocage de ces interactions
augmente ['activation et la prolifération y compris des cellules effectrices infiltrant les
tumeurs (Atkins and Tannir, 2018). En parallele, I'activation de CTLA-4 par ses ligands a la
surface des Ilymphocytes T régulateurs entraine [I'acquisition des fonctions
immunosuppressives de ce dernier.

Le nivolumab et l'ipilimumab sont respectivement des inhibiteurs des checkpoints
PD-1 et CTLA-4. L’efficacité du nivolumab dans le traitement du RCC avancé a été évaluée
par une étude clinique de phase Il CheckMate 025 publiée en 2015 et complétée en 2020
(Motzer et al., 2015, 2020). Cette étude démontre une efficacité supérieure du nivolumab
par rapport a I’everolimus, inhibiteur de la voie mTOR, avec une amélioration significative de
la survie globale (25,8 mois vs 19,7 mois), de la survie sans progression et du taux de
réponse (94 (23 %) sur 410 vs 17 (4 %) sur 411) (Motzer et al., 2020). Le nivolumab a donc
démontré sa supériorité sur I'everolimus comme seconde ligne thérapeutique pour les
patients atteints du ccRCC (Atkins and Tannir, 2018). Dans un essai clinique de phase II,
Iipilimumab n’a démontré qu’une efficacité modeste dans le traitement du ccRCC avancé
(Yang et al., 2007). U'efficacité d’un traitement combiné nivolumab et ipilimumab a été
évaluée dans I'essai clinique de phase Ill ChekMate 214 ou des patients atteints d’'un ccRCC
avancé ont été traités soit par cette nouvelle combinaison soit par du sunitinib (Motzer et
al., 2018, 2020). Dans la population des RCC avancés a faible ou risque intermédiaire, ce

traitement combiné augmente la survie globale des patients en comparaison avec le
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sunitinib (HR 0,63, 99,8 % Cl 0,44-0,89; P < 0.001) (Motzer et al., 2018, 2020). D’autres
inhibiteurs sont apparus dans les différentes études de combinaisons dont le

pembrolizumab (anti-PD1), avelumab (anti-PD-L1), décrites ci-dessous.
d. Lesthérapies combinées : La premiéere ligne thérapeutique actuelle

Ces dernieres années, les traitements de premiere ligne du ccRCC ont fortement
évolués, avec l'ajout récent du cabozantinib et du nivolumab/ipilimumab. De récentes
études proposent des traitements combinés entre inhibiteurs de checkpoint et agents anti-
angiogéniques (Song et al., 2020). La pertinence de ces combinaisons repose sur la
réciprocité des mécanismes impliqués. En effet, les traitements anti-angiogéniques
modifient fortement le microenvironnement tumoral en le rendant plus permissif au
systeme immunitaire. De plus, les inhibiteurs de checkpoint ont des effets anti-
angiogéniques par la diminution de I'expression du VEGF et de I’hypoxie (Song et al., 2020).

Le succes de l'essai clinique CheckMate 214 a conduit a de nombreuses autres
études cliniques afin d’évaluer I'effet de combinaisons entre inhibiteurs de checkpoints ou
inhibiteurs de checkpoint et TKI. Parmi celles-ci, on remarque notamment les études
JAVELIN Renal 101 (axitinib (TKI) et avelumab (PD-L1) versus sunitinib), KEYNOTE-426
(axitinib et pembrolizumab (PD-1) versus. sunitinib), CheckMate 9ER (nivolumab et
ipilimumab versus sunitinib) et CLEAR (lenvatinib (TKI) et pembrolizumab) (Motzer et al.,
2019, 2021; Rini et al., 2019; Choueiri et al., 2020, 2021; Powles et al., 2020). Les résultats de
ces essais cliniques se sont avérés positifs, montrant la supériorité des combinaisons de deux
immunothérapies ou d’'une immunothérapie et une thérapie ciblée TKI par rapport au
sunitinib administré en monothérapie. Selon une mise a jour récente, des directives
européennes, la combinaison lenvatinib et pembrolizumab rejoint d’autre combinaisons
ciblées par un inhibiteur du VEGFR et PD-1, tels que axitinib et pembrolizumab ou
cabozantinib et nivolumab, a recommander pour le traitement de premiere ligne du ccRCC
avancé (Vano et al., 2021) (Figure 29). Cependant, selon la figure 29, ces recommandations
varient en fonction du risque, la combinaison d’'immunothérapies n’étant recommandée que
pour les patients a risque pauvre ou intermédiaire, ce qui constitue environ 80 % des
patients atteints d’un ccRCC avancé (Vano et al., 2021).

Face a cette multitude de traitements et combinaisons, un article récent propose

un algorithme permettant de choisir la meilleure option pour le traitement du ccRCC avancé
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Synthése bibliographique — IV. Le carcinome du rein a cellules claires

patients présentant un ccRCC métastatique. Il est donc recommandé, pour tous ces patients,
les combinaisons pembrolizumab et axitinib (ou lenvatinib), nivolumab et cabozantinib,

nivolumab et ipilimumab (Vano et al., 2021).

Advanced ccRCC
|

I

Good risk

Intermediate and
poor risk

Ipilimumab-nivolumab [I, A; MCBS 4)°
Lenvatinib-pembrolizumab [I, A; MCBS 4]*#
Axitinib-pembrolizumab [I, A; MCBS 4)°
Cabozantinib—nivolumab [I, A; MCBS 4)*

Lenvatinib - pembrolizumab + [I, A; MCBS 4)*
Axitinib - pembrolizumab + [I, A; MCBS 4)°
Cabozantinib - nivolumab + [I, A; MCBS 4]

Figure 29 : Nouvelles recommandations pour la premiére ligne thérapeutique du ccRCC

EMA, Agence européenne des médicaments ; ESMOMCBS, European Society for Medical Oncology-Magnitude of Clinical
Benefit Scale; FDA, Food and Drug Administration; IMDC, consortium international de bases de données RCC métastatiques;
MCBS, ESMO- v1.1 pour une nouvelle thérapie/indication approuvée par I'EMA ou la FDA. Le score a été calculé par le
groupe de travail ESMO-MCBS et validé par le comité des lignes directrices de I'ESMO; b Approuvé par la FDA; pas
actuellement approuvé par I'EMA (Vano et al., 2021).

G. Les modeles d’étude du ccRCC
a. Leslignées cellulaires du ccRCC

Les lignées cellulaires tumorales immortalisées sont les plus fréquemment utilisées
pour étudier la biologie du cancer (Wolf et al., 2020). Celles-ci ont permis |'acquisition de
nombreuses connaissances génétiques et moléculaires sur le ccRCC, notamment sur le role
de I'axe VHL-HIF. En effet, le faible co(t, la facilité pour maintenir ces cellules en culture et
leur capacité de réplication infinie les ont rendues tres attractives. L'ensemble des lignées
utilisées dans I'étude du ccRCC ainsi que leurs caractéristiques phénotypiques et
moléculaires sont synthétisées dans le tableau 2. Avec des caractéristiques plus ou moins
proches, celles-ci s’élevent au nombre de 9 (Tableau 2). La lignée du ccRCC la plus largement

rapportée dans la littérature est la lignée 786-0. Elle figure parmi les premiéres générées et
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demeurent la plus fréquemment citée. Les COSMIC Cell Lines Project
(https://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines) et CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia,
https://sites.broadinstitute.org/ccle) reportent une délétion p.G104fs dans I'exon 1 du géne
codant pour VHL entrainant un décalage du cadre de lecture, associée a une augmentation
de I'expression d’HIF-2a et de I'expression du VEGF (Tate et al., 2019). De plus, cette lignée
posséde une mutation sur PTEN et TP53 (Tableau 2). Histologiquement, les cellules 786-0 ne
présentent pas de cytoplasme clair dans les modeéles de xénogreffe de souris. En culture,
elles possedent des caractéristiques sarcomatoides : des cellules mal différenciées en forme
de fuseau (Sinha et al., 2017).

Le role de régulateur négatif de 'laxe VHL HIF a été démontré pour la premiere fois
dans les cellules 786-0. La restauration de VHL sauvage entraine une inhibition de Ia
croissance tumorale in vivo. Par la suite, ce résultat a été démontré avec de nombreuses
autres lignées du ccRCC dont la lignée RCC4, largement rapportée aujourd’hui dans la
littérature. Plus récemment, des cellules 786-0 ont été utilisées pour déterminer le role de la
résistance induite par I'hypoxie au TKI spécifique des VEGFR, le sorafenib, par I'intermédiaire
de la voie HIF-2a-Cox2, illustrant ainsi un mécanisme potentiel de résistance aux
médicaments (Wolf et al., 2020). A498 et ACHN sont les deux autres lignées du ccRCC les
plus citées dans la littérature.

Dans mon travail de these, j'ai utilisé la lignée cellulaire RCC4 (Cell Line Passport:
SIDM01851; Cellosaurus RRID: CVCL_0498; NCIT C4033; Maxwell et al., 1999) pour le
développement de micro-tumeurs rénales vascularisées. Cette lignée est un don de Patrick
H. Maxwell et Peter Radcliffe (prix Nobel de médecine 2019 avec Gregg L. Semenza et
William Kaelin Jr.). Isolée a partir d’'une tumeur primaire du ccRCC, elle présente une
mutation homozygote perte de fonction a la position ¢.194C4G p.Ser65Trp sur le gene VHL
(Perier et al., 2011). Cette mutation est a une position fréquemment mutée dans le cancer
du rein, et correspond au domaine Beta de VHL, requis pour la liaison a HIF (Perier et al.,
2011). Il en résulte une augmentation de I'expression d’HIF1o et HIF2a. Dans la littérature

aucune donnée n’est publiée sur d’autres possibles mutations portées par cette lignée.
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Tableau 2 : Les lignées du ccRCC les plus citées dans la littérature et leurs principales caractéristiques (Wolf et al., 2020)

Cell line

786-0

A-498

ACHN

CAKI-1

RCC-4

A-T04

SNi2C

CAKI-2

769-P
TK-10
UMRC-2

0OS-RC-2

CAL-54

Classification

ccRCC

ccRCC

pRCC

ccRCC

ccRCC

ccRCC

Unknown

ccRCC

ccRCC
Unknown

ccRCC

ccRCC

pRCC

Sub
classification’®

(Sinha et al.,
2017)

Unknown

Unknown

ccB

cCA
Unknown

cCA

ccB

Unknown

Histological features

Poor differentiation with
sarcomatoid features’

(Sinhactal., 2017)

Compact nests of tumor cells
with clear cytoplasm!’

(Sinhactal., 2017)

Poor differentiation with
sarcomatoid features'’

(Sinhact al., 2017)
Poor differentiation”!
(Korhonen et al., 1994)
Unknown

Not tumorigenic in
immunocompromised mice ™

(Giard ct al., 1973)

Clear cell combined with
granular morphology ™

{Sanchez ct al., 1994)
Well differentiated clear cell™
(Korhonen et al., 1994)
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Well differentiated with

papillary structures™
(Gioanni et al., 1996)

VHL
10 .
3p status status®57
(Sinha et (Barretina et
al., 2017) al., 2012)
Deleted Null
Deleted Null
Deleted Wildtype
Not Deleted Wildtype
Deleted Null
Deleted Null
Not Deleted Wildtype
Deleted Wildtype
Deleted Null
Deleted Wildtype
Deleted Null
Deleted Null
Deleted Wildtype

CCLE
mutations®® %7

(Barretina et al.,
2012)

PTEN, TFP33.

TSC2, MLL3

MLL3, SETD2

PBRMI,NF2

MET, MLL3,
SETD2
NA
MLL3, TP53,
PBRMI, SETD2
TP53, BAP!,

NF2

FPBRM!

BAPI, TSC2
PIK3CA, TP53
NA
PTEN, TP53.
PBRM!

FH MLL3

b. Les modeles murins pré-cliniques

Jusqu’a récemment, les modeles murins du ccRCC étaient limités aux xénogreffes

dérivées de lignées cellulaires (cell-derived xenograft, CDX) ou dérivés de tumeurs humaines

(patient- derived xenograft, PDX) (Wolf et al., 2020). Les nouvelles avancées dans le

développement des modeles murins génétiquement modifiés (GEMM) ont permis de

générer des souris présentant une invalidation conditionnelle pour VHL spécifique des

cellules rénales associés a au moins une autre invalidation dans un gene co-driver (Wolf et

al., 2020).
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e Les modeles de xénogreffes

Les modeles murins du ccRCC (PDX ou CDX) sont établis dans des souris, par
implantation orthotopique dans la région sous-capsulaire du rein ou par implantation
hétérotopique dans les régions sous-cutanée, intra-péritonéale ou intramusculaire. Le fort
taux du rejet de greffe peut étre diminué par l'utilisation de souris immunodéficientes
(Bousquet and Janin, 2016). Les modeles de xénogreffes ont montré un maintien de
I’histologie du patient, de I'expression de genes, des altérations dans le nombre de copies de
I’ADN, dans le profil mutationnel et dans la réponse aux traitements (Grisanzio et al., 2011;
Pavia-Jiménez et al., 2014). De plus, il a été démontré une forte densité vasculaire associé a
ces xénogreffes (Rojas et al., 2019). Les modéles de xénogreffe du ccRCC sont utilisés comme
outils pré-cliniques pour la découverte et le développement de nouvelles thérapies. Par
exemple, il a été testé |'efficacité d’un nouvel inhibiteur d’HIF2o0 (PT2399) en comparaison
avec le sunitinib sur des modeles PDX issus de 22 patients. Grace a ce modele, il a été
montré que PT2399 diminue la croissance tumorale de 60 % en moyenne alors que le
sunitinib ne la diminue que de 40 % (Lee and Motzer, 2017). Plus récemment, Wang et coll.
démontrent que l'inhibition de PRMT1 (protein arginine methyltransferase 1), régulateur
épigénétique surexprimé dans le ccRCC, par un inhibiteur spécifique DCPT1061 inhibe non
seulement la croissance tumorale mais a aussi sensibilisé les cellules du ccRCC au sunitinib
par I'atténuation de la surexpression induite par le sunitinib de la voie de signalisation
Lipocaline 2-AKT-protéine du rétinoblastome (rb) (Wang et al., 2021). Les modéles PDX ont
aussi permis de proposer de nouvelles méthodes d’analyses de la vascularisation dans le
ccRCC en réponse aux traitements. Il a notamment été proposé une méthode de
quantification par ultrason de la densité vasculaire pour évaluer la réponse au traitement
anti-angiogénique (Rojas et al., 2019). Ainsi, la diminution de cette densité vasculaire a

permis de prédire une diminution du volume tumoral en réponse au sunitinib une
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semaine avant qu’il ne soit visible (Rojas et al., 2019). Grace a ces modeles PDX et CDX, il est
aussi possible d’explorer les caractéristiques hémodynamiques de néovaisseaux par
résonance magnétique (RM) a marquage de spin artériel (ASL) (Schor-Bardach et al., 2009).
Une étude a notamment permis de montrer, sur des modeles CDX utilisant des lignées
cellulaires 786-0, A498 et CAKI-1, des changements dans les débits sanguins tumoraux en
corrélation avec la résistance au traitement anti-angiogénique sorafenib (Schor-Bardach et
al., 2009). Les modeéles PDX ont aussi été utilisés pour étudier la résistance aux traitements
anti- angiogéniques, pour en comprendre les mécanismes sous-jacents et pour proposer de
nouveaux schémas thérapeutiques. Adelaiye et coll. ont démontré que la résistance au
sunitinib est associée a une augmentation transitoire de la vascularisation tumorale malgré
I’accumulation du sunitinib a forte dose dans la tumeur (Adelaiye et al., 2015). lls ont montré
que cette résistance est associée a |'expression de la méthyltransférase EZH2. De plus,
I'augmentation progressive des doses de sunitinib, dans des gammes tolérables par les
patients, a permis d’obtenir a nouveau une sensibilité (Adelaiye et al., 2015). Une autre
approche de xénogreffes de RCC métastatique a mis en évidence la génération de
mécanismes de résistance au sunitinib, induite par I’hypoxie dans les zones périnécrotiques,
ou résident un grand nombre de cellules souches tumorales (Varna et al., 2015). Des
analyses transcriptomiques ont été menées sur des modéles PDX du ccRCC afin de proposer
des candidats impliqués dans les mécanismes de résistance au temsirolimus (Sakamoto et
al.,, 2021). Les auteurs ont pu associer a cette résistance certaines mutations génétiques
comme ANKRD12 et DNMT1, associées a un profil d’hypométhylation de certains
promoteurs induisant la surexpression de plusieurs molécules de la voie de signalisation
mTOR (Sakamoto et al., 2020). De fagon générale, les études menées sur les modeles PDX

ont permis de fournir des informations diagnostiques et mécanistiques précieuses.

e Les modeles génétiqguement modifiés

De nombreuses études ont montré qu’une altération du gene Vhl n’était pas
suffisante pour induire des Iésions du ccRCC chez la souris. En effet, comme discuté dans la
partie précédente, I'altération du gene Vhl est indispensable pour induire le développement
du ccRCC mais celle-ci n’est pas suffisante (Jonasch et al., 2021). Ainsi, en 2001, est publiée
pour la premiere fois une souris invalidée hétérozygote pour Vhl, développant des

hémangiomes caverneux correspondant a des tumeurs bégnines du foie associées a une
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stéatose et a une accumulation locale de petits vaisseaux (Haase et al., 2001). Cependant,
ces souris ne développent aucune affection rénale. De plus, les efforts pour créer des souris
portant une invalidation homozygote pour Vh/ n’ont pas non plus permis de reproduire les
Iésions du ccRCC en dépit de la grande variété de promoteurs spécifiques du rein utilisés,
incluant une Actb-Cre (Ma et al., 2003), Pepck-Cre (Rankin et al., 2012), Pax8-Cre (Schietke et
al., 2012; Mathia et al., 2013) ou Thp-Cre (Schley et al., 2004). A la suite de ces travaux,
I'invalidation du gene Vhl/ a été combinée avec l'invalidation d'autres genes conducteurs
potentiels de RCC.

Plusieurs modeéles animaux transgéniques utilisant la serine/threonine-protein
kinase Kspl.3 spécifique du tubule proximal ont été utilisés pour piloter une CRE
recombinase et inactiver des genes appariés ou multiples d'une maniere spécifique du rein.
L'inactivation combinée du suppresseur de tumeur Pten et de Vhl a généré des kystes (Frew
et al., 2008) tandis que l'inactivation combinée de Trp53 et Vhl a induit des kystes simples,
des kystes atypiques et des néoplasmes présentant I'activation de mTORC1 et une
expression élevée de Myc (Albers et al., 2013). En 2017, une souris doublement invalidée
pour Vhl et Pbrml dans les cellules tubules rénales a été générée, développant des
carcinomes multifocaux, mimant le ccRCC humain (Espana-Agusti, 2017). Cependant, de
facon étonnante, dans I’'ensemble de ces articles, la vascularisation de ces Iésions tumorales
n’est pas abordée, bien que ce soit 'une des caractéristiques majeures de ce cancer. Un des
modeles murins du ccRCC le plus récemment généré implique une inactivation conduite par
Ksp1-3-Cre de Trp53, Vhl et de la protéine du rétinoblastome (Rb1) qui produit des lésions
néoplasiques, démontrant des caractéristiques histologiques et transcriptomiques du ccRCC
humain (Harlander et al., 2017). En effet, il est observé dans ce modele une activation de la
voie de signalisation HIF-1 et mTORC1. 60 % des tumeurs générées sont composées de
cellules tumorales présentant un phénotype de cellules claires, spécifique du ccRCC. De
maniere intéressante, I'ensemble des tumeurs générées présentent un réseau vasculaire
riche composé de cellules endothéliales exprimant CD31 et le facteur de von Willbrand
(VWF). Les vaisseaux composant ce réseau présentent une organisation particuliére qualifiée
de pseudoacinaire puisqu’ils enveloppent des amas de cellules tumorales (Harlander et al.,
2017). Comme discuté dans la partie précédente, ces morphologies vasculaires sont
caractéristiques du ccRCC. Enfin, ce modele ne démontre pas de potentiels métastatiques.
Actuellement, aucun modeéle murin du ccRCC génétiquement induit ne développe de
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métastase. Les récentes découvertes sur les mutations dans les génes de remodelage de la
chromatine comme Bapl ou Prmb1 (voir partie précédente) ont conduit a la création de
nouveaux modeles fondés sur des approches polygéniques qui miment davantage les
caractéristiques du ccRCC (Gu et al., 2017; Nargund et al., 2017). Le double mutant murin
Pax8-Cre;Vhl F/F;Pbrm1 F/F spécifique des cellules rénales induit la formation de petites
tumeurs rénales, composées de petites cellules cancéreuses imbriquées les unes avec les
autres, formant de petits amas entouré d’un fin réseau vasculaire (Gu et al.,, 2017). Le
double mutant Pax8-Cre;Vhl F/F;Bapl F/+ présente des lésions tumorales rénales
caractérisées telles que des masses kystiques expansible avec une prolifération épithéliale et
une cavité centrale incluant dans certains cas du liquide séreux. Entre ces masses kystiques,
se présente un réseau vasculaire au motif caractéristiques du ccRCC humain (Gu et al.,
2017).

Bien que I'ensemble de ces modeles aient permis une meilleure compréhension de
la biologie du ccRCC, ceux-ci ont apportés peu d’informations sur Iarchitecture

tridimensionnelle du réseau vasculaire spécifique de ce cancer.
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V. Les modeéles in vitro 3D d’étude des interactions entre cellules
tumorales et capillaires

Au cours de mon doctorat, jai eu I'opportunité d’écrire une revue intitulée « In
vitro 3D systems to model tumor angiogenesis and interactions with stromal cells » publiée
en novembre 2020 dans Frontiers in Cell and Developmental Biology (Annexe 2). Ce travail
bibliographique m’a offert une vision globale des avancées dans le développement des
modeles in vitro 3D d’angiogeneése tumorale. Ainsi, j’ai pu situer et orienter le
développement de mon propre modele en fonction de I'état de I'art. Dans cette derniere
partie de l'introduction, une grande majorité des points discutés sont abordés dans cette

revue (Brassard-Jollive et al., 2020) (Annexe 2).

A. Les limites des modeles actuels

L'angiogenese, physiologique ou tumorale, a longtemps été évaluée in vitro par
Iutilisation du « tube formation assay ». Ce test, rapide et peu onéreux, consiste en
I'ensemencement de cellules endothéliales a la surface d’un revétement de Matrigel™
extrait de membrane basale de cellules tumorales murines Engelbreth-Holm-Swarm (EHS).
Longtemps considéré comme le test in vitro de référence pour évaluer I'angiogenese, il est
aujourd’hui reconnu par la communauté scientifique spécialiste dans ce domaine, son
insuffisance a mimer la morphologie des capillaires et leurs mécanismes de formation
(Simons et al., 2015; Nowak-Sliwinska et al., 2018). De plus, de nombreuses cellules
mésenchymateuses, incluant les cellules musculaires lisses ou les fibroblastes, s’organisent
en des réseaux similaires en réponse a des alignements de matrice prouvant ainsi que cette
organisation particuliére n’est pas un processus vasculaire (Vernon et al., 1992). Malgré le
succes commercial, face a linsuffisance de ces tests pour mimer la complexité de
I'angiogenese, il a été indispensable de développer des modeles in vitro tridimensionnels
plus pertinents. Comme discuté dans la partie lll, 'angiogenéese se découpe en multiples
étapes pouvant étre individuellement évaluées et quantifiées par un grand nombre de tests
in vitro, ex vivo comme les anneaux aortiques (Suarez-Carmona et al., 2015) et in vivo
adéquats présentés dans Nowak-Sliwinska et al., 2018. Je ne reviendrai pas sur ces différents
tests puisque durant mon travail de these, je me suis concentrée sur les modeles in vitro 3D
permettant de mimer les interactions entre les cellules tumorales et les capillaires.
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Afin d’étre des outils pertinents, ces modeles doivent récapituler toutes les étapes de
I'angiogenese en incluant la migration et la prolifération des cellules endothéliales, la
formation de la lumiere, I'anastomose et les branchements (Nakatsu et al., 2003; Nakatsu
and Hughes, 2008). Aujourd’hui, il existe un besoin crucial de développer ces technologies
3D afin de combler le manque entre des modeles in vitro 2D trop simplistes et des modeles
in vivo couteux, compliqués et ne reflétant parfois que trop peu la physiopathologie
humaine. Ainsi, ces modeles in vitro 3D constituent des outils indispensables dans
I’élucidation de mécanismes cellulaires, dans la découverte de nouveaux traitements et dans
la transition vers la médecine personnalisée (Brassard-Jollive et al., 2021). La diversification
des méthodes de culture in vitro 3D incluant le support de culture, les cellules ainsi que les
méthodes d’imagerie et de quantification ont conduit a une grande diversité de modéles.
Les méthodes fondées sur I'angiogenése ou la vasculogenese permettent la formation de
capillaires fonctionnels révélant des jonctions adhérentes et serrées contenant le complexe
de VE-cadhérine/B-caténine et ZO-1, respectivement ainsi qu’une polarité apico-basale
caractérisée par le dépdt en position abluminale de constituants de la membrane basale
incluant la laminine et le collagene IV (Nowak-Sliwinska et al., 2018; Marchand et al., 2019).
De plus, dans le contexte de I'angiogenese tumorale, il semble primordial que ces modeles
reproduisent la morphologie aberrante qui caractérise les capillaires tumoraux. Le
développement de ce modele a nécessité de nombreux choix sur les cellules tumorales ou
endothéliales, le polymere, le processus de formation de capillaire, le support de culture, le

milieu, les méthodes d’acquisition et de quantification des résultats.

B. Les cellules endothéliales

L'utilisation de cellules endothéliales pour la formation de capillaires in vitro
demeure encore aujourd’hui un défi expérimental. En effet, aucune cellule endothéliale
tumorale, d’origine humaine ou murine, n’a été rapportée comme capable de générer des
capillaires in vitro, en co-culture avec des cellules tumorales ou non. De plus, I'origine de ces
cellules a une importance capitale puisque seules les cellules endothéliales d’origine
humaine sont utilisées pour former des capillaires en 3D. En effet, bien que I'isolation et la
culture des cellules endothéliales murines aient été développées depuis plusieurs années,

leur capacité a former des capillaires in vitro reste a prouver (Nowak-Sliwinska et al., 2018).
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Face a I'ensemble de ces contraintes, les cellules les plus communément utilisées, et que
nous avons également choisies, sont les cultures primaires de cellules endothéliales
humaines issues de veine cordon ombilical (HUVEC) (Nowak-Sliwinska et al., 2018). D’autres
sources primaires de cellules endothéliales notamment artérielles, issues de cordons
ombilicaux, et microvasculaires, dérivées le plus souvent de la peau, définies comme des
cellules endothéliales microvasculaires humaines du derme (HDMEC) ont aussi été
largement rapportées dans la littérature comme capables de s’engager dans un processus de
morphogenéese vasculaire in vitro. Plus rarement, des progéniteurs endothéliaux (EPC)
obtenues a partir de cellules formant des colonies endothéliales a partir du sang de cordon
ombilical sont aussi utilisées dans le développement de modeles d’angiogeneése tumorale.
Cependant, les EPC isolées a partir du sang périphérique adulte présentent un potentiel de

prolifération limité (Ferratge et al., 2017).

C. Les méthodes impliquant angiogenése par bourgeonnement et vasculogenése

Les expériences de billes de Cytodex et de sphéroides endothéliaux constituent des
modeles in vitro 3D pertinents pour étudier I'angiogenése par bourgeonnement. Dans le
premier essai, les cellules endothéliales sont ensemencées sur des billes de polysaccharides
(Cytodex) avant l'inclusion en hydrogel et la co-culture avec des fibroblastes ou en présence
de leur milieu conditionné, aboutissant au bourgeonnement et a la formation de capillaires
possédant une lumiere en quelques jours (Nowak-Sliwinska et al., 2018). Ces capillaires sont
conduits par des tip cells, alors que les stalk cells sont polarisées et organisent la membrane
basale. Dans le second test, les sphéroides de cellules endothéliales sont inclus en hydrogel,
cultivés en présence de VEGF et développent des capillaires bourgeonnants, présentant une
lumiere parfois irréguliere. Ces modeles ont été utilisés pour étudier I'implication des
facteurs sécrétés par les cellules tumorales et stromales sur la formation ou la stabilisation
des capillaires mais aussi I'impact de traitements anti-angiogéniques (Welti et al., 2011;
Ramer et al., 2014; Hernandez-Fernaud et al., 2017). Ces modeéles ont été utilisés par notre
équipe pour étudier le réle de protéines matricielles, régulées par I’hypoxie, telles que
LOXL2, TG2 ou ANGPTL4 (angiopoietin-like 4) dans le bourgeonnement endothélial (Bignon
et al., 2011; Beckouche et al., 2015; Liabotis et al., 2022) (Figure 30). De plus, nous avons de
plus développé des outils de quantification 3D de ces réseaux vasculaires (Figure 30). Ces
modeles, bien que pertinents pour évaluer I'effet des facteurs paracrines et des traitements
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anti-angiogéniques ne constituent pas les méthodes les plus adaptées pour étudier les

interactions entre les cellules tumorales et les capillaires.

3D reconstruction == 3D mask =—p 3D morphometric image

Figure 30 : Analyse morphométrique d'un réseau de capillaires 3D bourgeonnant
a partir d’une bille de cytodex en hydrogel de fibrine

A partir d’'une image en 3D (représentée en vue 2D sur I'image de gauche), un masque 3D (image centrale) est généré apres
I'ajout d’une sphére centrale recouvrant la bille et la dépassant de 25 um. Une image morphométrique des capillaires est
générée a partir du masque 3D (panneau de droite). Plusieurs parametres pour chaque perle sont quantifiés a partir de
I'image morphométrique 3D, nombre de points terminaux (voxel avec moins de deux voisins), nombre de points de
branchements (voxel avec plus de deux voisins), nombre de capillaires, longueur totale des capillaires et diameétre des
capillaires. Barre d'échelle : 100 um (Liabotis et al., 2022).

Un modele de morphogenése vasculaire récapitulant le processus de vasculogenese
repose sur la capacité des cellules endothéliales a s’auto-assembler en un réseau vasculaire
3D, dans un microenvironnement favorable. Par exemple, des cellules endothéliales sont
ensemencées en hydrogel de collagene | et cultivées en présence de VEGF, FGF-2 ou de
milieu conditionné de fibroblastes permettant ainsi la formation de capillaires possédant
une lumiere en 4 a 5 jours (Nowak-Sliwinska et al., 2018) (Figure 31). Contrairement aux
modeles de Cytodex ou sphéroides endothéliaux, les modéles de vasculogenese 3D sont
appropriés pour étudier les interactions entre cellules tumorales et capillaires ainsi que pour
développer des micro-tumeurs vascularisées (Chen et al., 2013a; Kim et al., 2013a; Bray et
al., 2015; Jeon et al., 2015; Chen et al., 2016; Sobrino et al., 2016a; Taubenberger et al.,
2016q).

De plus, la co-culture avec des péricytes en hydrogel mime les étapes clefs du
recrutement périvasculaire lors de la morphogeneése vasculaire (Baudino, 2013). Ce modéle
est adapté a I'étude de l'angiogenese tumorale lorsque les cellules tumorales ou les
sphéroides sont co-inclus avec des cellules endothéliales isolées en hydrogel. De manieére
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intéressante, le nombre et la forme des capillaires peuvent étre régulés par la modulation de

la densité du microenvironnement en collagéne ou en fibrine (Ghajar et al., 2008).

A B

Self-assembly of endothelial cells :

Fibroblast
conditioned medium
Endothelial cells
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- - section

Collagen | hydrogel 3 {Gorin et al, Stem Cells Trans). Med, 2016)
{Atlas et al, Biomaterials, 2021)

Figure 31 : Formation d'un réseau de capillaires in vitro 3D par vasculogenése en hydrogel de collagéne |
A : Schématisation du protocole expérimental de 'auto-assemblage de cellules endothéliales en capillaires. Les cellules
endothéliales sont incluses en hydrogel de collagéne | et cultivées pendant 5 jours en présence de milieu conditionné par les
fibroblastes (MC NHDF).
B : Exemple de capillaires formés par cette approche. Les contacts cellule-cellule sont visualisées par un marquage CD31, la
maturation des jonctions par un marquage B-caténine, la polarité des cellules endothéliales par un marquage podocalyxine
et une vue orthogonale permet d’apprécier la présence d’une lumiére. Echelle= 20 um (Adapté a partir de Gorin et al., 2016).

D. Les cellules tumorales

Les cellules tumorales utilisées dans les modéles 3D sont principalement des lignées
issues de cancers mammaire, pancréatique, colorectal, cutané, pulmonaire ou hépatique
cultivées seules ou en sphéroides. Bien que l'isolation et le maintien en culture de cellules
tumorales primaires restent un défi, Miller et coll. ont développé un systéeme de culture a
flux dirigé incorporant des cellules primaires humaines de ccRCC isolées a partir de 6
patients afin d’étudier la signalisation angiogénique entre cellules de ccRCC et cellules
endothéliales (Miller et al., 2018). Les lignées tumorales, bien que présentant une moindre
pertinence physiopathologique que les cultures primaires, permettent de développer un
modele calibré, standardisé et reproductible dans lequel il est ensuite possible d’incorporer

des cultures primaires voire des explants de tumeurs.

E. Les propriétés biophysiques et biochimiques du microenvironnement tumoral
contrdlées en hydrogel 3D

Afin de mimer le microenvironnement tumoral in vitro, une variété de matériaux

naturels ou synthétiques a été utilisée pour former des échafaudages 3D (Song et al., 2014).
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Un point important de ces structures est leur capacité a supporter simultanément la
prolifération et l'invasion des cellules tumorales ainsi que la formation de capillaires
endothéliaux. De nombreux hydrogels ont la capacité de reproduire beaucoup de
parametres de la MEC native concernant leur composition (simple ou composée), leurs
propriétés physiques (rigidité, taille des pores, longueur des fibres), leurs fonctions
biologiques (biodisponibilité des facteurs de croissance, machinerie de I'adhésion cellulaire)
(Li and Kumacheva, 2018). La modulation de ces parametres n’induit pas seulement des
changements globaux de I’échafaudage 3D mais aussi des modifications locales de Ia
topologie du microenvironnement cellulaire (Yamada and Sixt, 2019). La sélection des
structures et I'association avec le milieu de culture adéquat est une étape cruciale dans la

conception de micro-tumeurs in vitro et de leur vascularisation.

a. Les polymeéres naturels pour hydrogel

Les hydrogels naturels reposent sur des composants simples purifiés de protéines
matricielles, incluant la fibrine ou le collagene | ou des extraits de matrices naturelles (Song
et al, 2014; Li and Kumacheva, 2018). Les extraits de membrane basale comme le
Matrigel™ ont été largement utilisés ces derniéres années, permettant la croissance de
nombreuses lignées tumorales (Song et al., 2014). Les tests combinant la culture 3D de
sphéroides tumoraux en hydrogel avec des cellules endothéliales a la surface ont aussi été
réalisés mais ne reproduisent pas I'angiogenése (Benton et al., 2015). De plus, le Matrigel™ a
été rapporté comme induisant la formation de tubes multicellulaires qui présentent une
polarité luminale et abluminale inversée avec un dépot de membrane basale représentée
par la laminine a4 dans la lumiére (Kucera et al., 2009). De maniére surprenante, |'utilisation
d’un mélange de Matrigel™ et de polymeéres naturels comme la fibrine semble notablement
améliorer la formation de capillaires et résulte en une anastomose avec la vascularisation de
I’'hote et la perfusion sanguine dans le cas d’implantation dans la souris (Laib et al., 2009).

La polymérisation de la fibrine survient lors du clivage du fibrinogene par Ia
thrombine et est contrélée par les ions calciques, la température et la concentration en
fibrinogene. Les hydrogels de fibrine ont été largement utilisé pour évaluer I'angiogenése en
3D puisque l'architecture nano- et microscopique des fibres mime la MEC native. lls
apportent un support robuste pour I'angiogenése et la vasculogenese. Ghajar et coll. ont

montré que les hydrogels de fibrine, a la concentration de 2,5 mg/ml induisent la formation
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d'un réseau de capillaires. En utilisant le modele de Cytodex, les mémes auteurs ont
démontré que l'augmentation de la densité de la fibrine de 2,5 a 10 mg/ml altére la
formation de capillaires. Les hydrogels de fibrine a une densité de 1 mg/ml et présentant
une rigidité de 90 Pa, sont optimaux pour la formation de sphéroides et la prolifération des
cellules tumorales en comparaison a des gels plus rigides (Liu et al., 2012). Certaines études
indiquent que les hydrogels de fibrine apportent un échafaudage 3D pertinent pour étudier
les micro-tumeurs in vitro et leur vascularisation.

Le collagene |, constituant protéique majeur de la MEC interstitiel, comme cela a
été abordé dans la premiere partie de ce manuscrit, est un matériel biocompatible et
biodégradable qui possede des capacités intrinseques a s’auto-assembler en hydrogels sous
certaines conditions physiologiques (Sorushanova et al., 2019). Les gels de collagéne |
peuvent aussi étre produits en utilisant de multiples méthodes de réticulation résultant en la
formation d’une architecture fibrillaire similaire a la MEC native. Les études in vitro ont
démontré que la densité des gels de collagéne | et leur porosité sont modulées par le pH, la
température et la concentration en collagene par la modulation de la fibrillogenése, offrant
des méthodes pour controler les propriétés structurales (Doyle et al., 2015; Sapudom et al.,
2015) (Figure 32). Les hydrogels de collagénes fournissent un microenvironnement bioactif
soutenant les processus cellulaires, contenant les sites d’adhésion cellulaires, les sites
protéolytiques dégradables et de réticulation de la MEC (Laib et al., 2009). Plusieurs études
in vitro ont démontré que les hydrogels de collagene | permettent la formation d’un réseau
de capillaires en utilisant les modeles de vasculogenese 3D ou de sphéroides endothéliaux
(Heiss et al., 2015; Blache and Ehrbar, 2017). Le collagene | supporte l'invasion et la
croissance d’un grand nombre de lignées (Jeong et al., 2016). Les cellules du cancer du sein
MDA-MB 231 cultivées dans les hydrogels de collagene | sous la forme de sphéroides
présentent un coeur hypoxique et nécrotique (Szot et al., 2011; Song et al., 2014). En
utilisant le collagéne | de diverses origines (bovine, humaine ou de rat), Wolf et coll. ont
démontré que la migration des cellules tumorales indépendante des MMP dépend a la fois
de la déformation des noyaux et de la porosité de I’échafaudage en réponse aux contraintes

spatiales sans corrélation avec la rigidité (Wolf et al., 2013).
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Figure 32 : Les propriétés structurales des hydrogels de collagéne | sont modulées par la température et le pH

Les propriétés structurales des hydrogels de collagéne | (2 mg/ml) sont évaluées par émission de seconde harmonique (SHG)
en utilisant un microscope bi-photon. Les hydrogels ont été préparés dans les mémes conditions et incubés a la température
indiquée pour 60 minutes avant d’étre incubés a 37 °C en ECBM2. La longueur et le diamétre des fibres augmentent aux pH
plus élevés. A pH équivalent, les hydrogels formés a 37 °C (Atlas, Bidault et al., article en préparation).

b. Les polymeres synthétiques

Parmi les biomatériaux synthétiques reportés pour la culture de cellules en 3D, le
polyéthylene glycol-héparine (PEG) est I'un des plus communément utilisés pour le
développement de micro-tumeurs (Bray et al., 2015; Chwalek et al., 2015; Roudsari et al.,
2016; Taubenberger et al., 2016a). Les hydrogels de PEG ont pour but de mimer la MEC
naturelle et de fournir un contréle de sa synthése et de sa conception (Lutolf, 2005, Blache
and Ehrbar, 2017). Les échafaudages sont générés en utilisant du PEG et de I'"héparine par
addition cytocompatible de type Michael et sont capables d’inclure des cellules en 3D
(Chwalek et al., 2015). Un avantage majeur de ces échafaudages synthétiques est la
possibilité de découpler les propriétés biochimiques des propriétés biomécaniques. En effet,
I"augmentation de la concentration en PEG permet de contréler les propriétés mécaniques
sur une large gamme, tout en maintenant la concentration constante en héparine. De plus,
les gels de PEG peuvent étre fonctionnalisés pour : - permettre la liaison réversible de
multiples facteurs de croissance (VEGF, FGF-2, SDF-1), - permettre la conjugaison covalente
de ligands d’adhésion cellulaire (motifs RGD par exemple), - ajouter des site protéolytiques
(Kraehenbuehl et al., 2008; Bray et al., 2015; Chwalek et al., 2015; Blache et al., 2016;
Taubenberger et al., 2016; Blache and Ehrbar, 2017). Les hydrogels de PEG permettent la
formation d’un réseau de capillaires in vitro. En effet, dans plusieurs études, la co-culture de
cellules endothéliales et mésenchymateuses conduit a la formation de capillaires présentant

une lumiére, le dép6t de membrane basale (laminine ou collagéne 1V) et la localisation
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périvasculaire de cellules mésenchymteuses (Blache et al., 2016; Blache and Ehrbar, 2017b).
Les vaisseaux récapitulent les principales caractéristiques de I'angiogenése et sont similaires
a ceux formés dans les hydrogels naturels. De plus, les hydrogels de PEG permettent Ila
formation de sphéroides en 3D et la croissance de lignées cellulaires d’hépatocarcinomes
(HCC) (Liang et al., 2011) et d’une variété d’autres lignées tumorales, par exemple du sein,
de la prostate ou du poumon (Bray et al., 2015; Roudsari et al., 2016; Taubenberger et al.,
2016a). Cet échafaudage 3D est donc compatible avec la réalisation de micro-tumeurs 3D et

de leur vascularisation.

F. Les modeles statiques de co-culture 3D

Dans la littérature, deux types d’approches sont le plus souvent décrites, reposant
sur des sphéroides vascularisés en hydrogels 3D (Figure 33) ou des constructions tissulaires
vascularisées. Dans cette introduction, je n’aborderai que les stratégies permettant la

formation des sphéroides vascularisés, les autres méthodes étant reportées en Annexe 2.

a. Lessphéroides vascularisés en hydrogel pour étudier :
e Lesinteractions cellulaires

Pour mimer les interactions entre cellules tumorales et les capillaires, des
sphéroides multicellulaires sont composés de cellules tumorales et endothéliales. Une
grande variété de lignées cellulaires de cancer du poumon, du colon (Ehsan et al., 2014) et
de glioblastome (Tatla et al., 2021) ont été utilisées. De fagon intéressante, Eshan et coll.
montrent que ce modele récapitule les capacités pro-angiogéniques spécifiques de chaque
type de cellules tumorales. En effet, les lignées cellulaires du cancer du sein présentent un
plus grand nombre de capillaires que les lignées tumorales du poumon ou du colon. Des
cellules de glioblastome isolées a partir de patients ont été utilisés pour former des
sphéroides multicellulaires tumoraux/endothéliaux (Tatla et al., 2021). En hypoxie, les
cellules primaires de glioblastomes co-localisent fortement avec les cellules endothéliales
pour former un réseau vasculaire par bourgeonnement, évenement qui a aussi été
rapportée in vivo.

Bray et coll. s’intéressent aussi aux interactions entre cellules tumorales et Ila
vascularisation par une autre approche (Bray et al., 2015). La premiére phase consiste en la

croissance de sphéroides tumoraux en hydrogel pendant 7 jours de culture. Les sphéroides
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sont ensuite extraits par traitement a la collagénase et ensemencés dans un hydrogel
contenant des cellules endothéliales et des cellules souches mésenchymateuses isolées. Ce
protocole récapitule les premieres étapes de la croissance tumorale. Contrairement au
modele décrit par Eshan et coll. ou Tatla et coll., les capillaires bourgeonnent vers le
sphéroide mais établissent seulement quelques contacts a la surface du sphéroide. Dans ce
cas, on ne peut donc pas vraiment assimiler ce phénomeéne a une vascularisation de la masse

tumorale.

e Lesinteractions avec la MEC

Les modeles de sphéroides vascularisés en hydrogel naturel récapitulent
efficacement les interactions cellulaires dans un environnement 3D mais sont limités pour
étudier les interactions entre les cellules tumorales et des protéines spécifiques de la MEC.
Les interactions entre les cellules et la MEC jouent un réle dans la croissance tumorale,
I'invasion et I’'angiogenese. Les protéines matricielles comme le collagene |, la fibronectine et
les laminines sont des composants majeurs du microenvironnement stromal, comme cela a
été abordé dans la partie | (Provenzano et al., 2006; Schedin and Keely, 2011). Comme
mentionné précédemment, les hydrogels synthétiques fonctionnalisés comprenant des
domaines d’adhésion cellulaire spécifique des protéines matricielles sont des outils tres
utiles pour reproduire les interactions avec la MEC. Taubenberger et coll. s’intéressent a
I'implication des domaines d’adhésion cellulaire sur les interactions entre les sphéroides
tumoraux et les capillaires (Taubenberger et al., 2016). Pour cela, un domaine de liaison aux
intégrines (RGD) présent sur la fibronectine et la vitronectine, le peptide 111 dérivé de la
laminine (IKVAV) ou le domaine de liaison aux intégrines présent sur le collagéene | (GFOGER)
sont conjugués a I’hydrogel de PEG. La formation de sphéroides tumoraux ainsi que leur co-
inclusion avec des cellules endothéliales et des cellules souches mésenchymateuses dans des
hydrogels fonctionnalisés ont été effectuées comme dans I'étude de Bray et coll. (Bray et al.,
2015). Bien que des interactions entre cellules tumorales et capillaires aient été observées
dans toutes les conditions, I'invasion des cellules tumorales et les interactions entre cellules
tumorales et endothéliales au centre du sphéroide sont plus importantes dans les hydrogels
fonctionnalisés avec IKVAV et GFOGER. Ce modele de co-culture constitue donc un outil
intéressant pour disséquer I'effet des interactions avec la MEC sur la croissance et I'invasion

tumorale et sur I'angiogenese. La composition mais aussi la densité de la MEC sont des
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parametres cruciaux pouvant réguler la prolifération cellulaire, I'invasion et I'angiogenése.

Pour moduler la densité de la MEC, une stratégie nommée « compression plastique »
consiste a retirer I'eau de I’hydrogel de collagéne contenant les cellules tumorales
(Magdeldin et al., 2017; Pape et al., 2019). Cette masse tumorale dense artificielle (ACM,
artificial cancer mass) est ensuite ensemencée en hydrogel de collagéne supplémenté en
laminine et contenant des fibroblastes et des cellules endothéliales, mimant le
compartiment stromal, suivi d’'une nouvelle compression. L’invasion est ainsi régulée par la
compression plastique modulant la densité de la MEC et différentes concentrations de
laminine changeant la composition de la MEC. Une forte densité de collagene | est associée a
I'augmentation de l'invasion tumorale. De plus, la présence de laminine stimule a la fois
I'invasion tumorale et la formation d’un réseau vasculaire. Les auteurs ont montré que les
cellules endothéliales ensemencées dans le compartiment stromal forment un réseau
vasculaire « sain » ou « tumorigene » en absence ou en présence de cellules tumorales du

cancer colorectal.

b. Conclusion sur les modéles statiques de co-culture

La culture de sphéroides vascularisés en hydrogel est adaptée pour mimer les
interactions entre les cellules tumorales et les capillaires. De plus, en utilisant des
échafaudages synthétiques fonctionnalisés, les co-cultures en hydrogel 3D permettent
d’étudier I'impact des protéines matricielles sur 'angiogenése tumorale. L’amélioration de
ces modeles consistera a I'inclusion de différents types de cellules stromales. En effet, alors
que les fibroblastes jouent un r6le majeur dans ces modeles, beaucoup d’autres types de
cellules stromales comme les macrophages, les cellules souches ou les fibroblastes associés
au cancer pourraient également étre utilisés pour mimer des propriétés plus complexes du
microenvironnement tumoral. De plus, I'un des intéréts majeurs d’inclure des péricytes dans
les sphéroides tumoraux vascularisés est de mimer les défauts de la couverture péricytaire
observée dans les cancers. Un autre facteur majeur impliqué dans le processus de
vascularisation provient du flux sanguin et des forces de cisaillement. Ces parametres
requierent ['utilisation de systemes micro-fluidiques, que je n’aborderai pas dans cette

introduction mais qui sont décrites en Annexe 2.
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Figure 33 : Protocoles expérimentaux pour la formation de capillaires et la croissance tumorale

Ces systémes de co-culture sont réalisés a 7 jours (A), 7-10 jours (B), et 10-21 jours (C). (A) Les sphéroides contenant des
cellules endothéliales et tumorales sont inclus en hydrogel de fibrine contenant des fibroblastes en suspension. Les
capillaires sont formés par un processus mimant I'angiogenése par bourgeonnement et croient loin de la masse tumorale
(Ehsan et al., 2014; Tatla et al., 2021). (B) Les sphéroides sont inclus au sein d’un hydrogel fonctionnalisé dérivé du PEG
contenant des cellules endothéliales et fibroblastes en suspension. Les capillaires sont formés par vasculogenese a proximité
de la masse tumorale mais ne la vascularise pas (Bray et al., 2015; Taubenberger et al., 2016). (C) Une masse cancéreuse
dense artificielle (ACM) est obtenue par une compression plastique des hydrogels de collagéne | contenant les cellules
tumorales. L’ACM est ensuite inclus dans un hydrogel de collagéne contenant des cellules endothéliales et fibroblastes en
suspension. Ce systéme est de nouveau compressé. Les capillaires sont formés par vasculogenése (Magdelin et al., 2017;
Pape et al., 2019). (Brassard- Jollive et al., 2020).

G. Défis et futures applications

Depuis 50 ans, la culture 2D de lignées tumorales a été largement utilisée pour
permettre le screening de nouveaux traitements. Cependant, des études réalisées a partir
des années 2000 ont mis en évidence une plus grande fiabilité des modeles cellulaires 3D
pour prédire la réponse aux traitements. En effet, les sphéroides tumoraux cultivés en
suspension ou inclus en hydrogel de collagéne | ont été proposés pour combler le manque
entre la culture 2D considérée comme trop simpliste et les expérimentations in vivo. De plus,
la vascularisation aussi bien que la co-culture avec les cellules stromales conferent un grand
intérét pour évaluer la délivrance des traitements. Comme décrit dans Brassard-Jollive et
coll., les micro-tumeurs vascularisées cultivées dans des hydrogels, les constructions

tissulaires ainsi que les systemes microfluidiques sont des plateformes puissantes pour la
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découverte de nouveaux traitements et le screening (Brassard-Jollive et al., 2020).
Cependant, dans la plupart des cas, elles mettent en évidence des preuves de concept et ne
sont pas congues pour le screening haut débit. Le groupe de Christopher Hugues a
développé un modele de micro-tumeurs vascularisées en plaques 96 puits, compatible avec
des lecteurs de fluorescence et robotique permettant de créer des essais reproductibles et
standardisés (Sobrino et al., 2016b; Phan et al., 2017). Comme une preuve de concept, les
auteurs ont évalué I'efficacité, en aveugle, de 10 molécules anti-tumorales approuvées par la
FDA sur les micro-tumeurs vascularisées. Les anti-angiogéniques, les anti-tumoraux et les
placebo ont été discriminés selon leurs effets respectifs sur les cellules tumorales et/ou la
vascularisation. Plus récemment, conscients du besoin de développer des essais
standardisés, d’autres groupes ont mis au point une plateforme microfluidique compatible
avec le screening de traitements haut débit d’anti- tumoraux sur des micro-tumeurs
vascularisés (Ko et al., 2019; Meng et al., 2019). De maniére intéressante, Meng et coll. ont
exploité les avantages de la bioimpression 3D pour positionner de maniere extrémement
précise des amas de cellules tumorales, stromales et endothéliales dans leur systeme (Meng
etal., 2019).

Les modeles 3D constituent des plateformes intéressantes pour évaluer I'effet, la
cinétique et la localisation d’agents nanothérapeutiques. En effet, Goodarzi et coll.
développent un modele 3D de micro-puits d’agarose permettant la formation d’une
centaine de sphéroides de maniere reproductible, associée a une microscopie optique a
haute résolution in situ (Goodarzi et al., 2021). Pour preuve de concept, ils étudient la
pénétration et la distribution des nanoparticules AGulX®, senseurs de radiothérapie, au sein
de sphéroides de cancers colorectaux. Contrairement aux modeles in vivo, cette approche
permet de déterminer, de maniére précise, une localisation subcellulaire au sein des
lysosomes et des mitochondries (Goodarzi et al., 2021). Ces nouvelles plateformes partagent
des caractéristiques similaires telles qu’une fabrication simple et rapide, un format

miniature, un seul sphéroide vascularisé par puits et une imagerie automatisée.
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Objectifs du travail de these

Notre équipe de recherche étudie le réle de I’hypoxie et des protéines matricielles
au cours de l'angiogenese physiologique et associée a des pathologies ischémiques ou
tumorales, ainsi que dans le cadre de travaux d’ingénierie tissulaire a des fins d’application
en médecine régénératrice. L'équipe conduit depuis de nombreuses années des études sur :
i) le ccRCC, identifiant notamment la protéine ANGPTL4, induite par I’hypoxie et associée a la
matrice extracellulaire, comme un marqueur diagnostic de cette tumeur primaire (Le Jan et
al., 2003; Verine et al., 2010; Varna et al., 2015);

ii) les modeles in vitro 3D d’étude de I'impact du microenvironnement sur les processus
d’angiogenése (Cazes et al., 2006; Bignon et al., 2011; Beckouche et al., 2015; Gorin et al.,
2016; Umana-Diaz et al., 2020; Atlas et al., 2021; Liabotis et al., 2022);

iii) la contribution de LOXL2 a la régulation de I'angiogenese (Bignon et al., 2011, Umana-
Diaz et al., 2020), au remodelage matriciel dans la progression tumorale (Vallet et al., 2020)
et de facon plus générale aux modifications des propriétés mécaniques et structurales du
microenvironnement.

Dans ce contexte, mon travail de thése a eu pour objectifs d’étudier : i) la
vascularisation aberrante du ccRCC en interaction avec des cellules tumorales invasives; ii) la
sensibilité de ces structures vasculaires aux traitements anti-angiogéniques; iii) le réle des
propriétés du microenvironnement tumoral sur les stratégies d’invasion et sur la formation
de la vascularisation aberrante.

Pour atteindre ces objectifs et fort de I'expertise de I'équipe, j’ai mis au point un

modele in vitro 3D de micro-tumeurs vascularisées. Mes travaux s’articulent donc autour

de 2 axes :

- Les micro-tumeurs du ccRCC révelent une vascularisation aberrante résistante aux
traitements anti-angiogéniques.

L’objectif de ce travail a été d’étudier I'architecture 3D des structures vasculaires
spécifiques du ccRCC, leur formation au sein de la masse tumorale et leur réponse aux
traitements. Ce travail a été réalisé en collaboration avec I'équipe du Pr. Guilhem Bousquet,
oncologue a I'hdpital Avicenne a Bobigny et le Pr. Mathilde Sibony, anatomo-cyto-
pathologiste au département de pathologie de I’"h6pital Cochin a Paris. Nous avons effectué
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une caractérisation tridimensionnelle de la vascularisation du ccRCC fondée sur des criteres
morphologiques, a partir d'échantillons de patients et de xénogreffes issues d’un modele
PDX en souris. Ces travaux ont permis de mettre en évidence la présence de structures
vasculaires aux formes et dimensions aberrantes. Par le développement de micro-tumeurs in
vitro 3D, nous avons reproduit cette vascularisation spécifique du ccRCC afin d’en étudier sa
formation et sa réponse aux traitements. Comme preuve de concept, les micro-tumeurs
vascularisées ont révélé la spécificité de traitements de premiere ligne du ccRCC, ciblant
avec une plus forte affinité I'invasion tumorale ou la morphogenese vasculaire, selon le
traitement appliqué. De plus, nous avons mis en évidence pour la premiére fois la résistance
de ces structures vasculaires aberrantes au traitement anti-angiogénique par le sunitinib.

Dans le ccRCC, cette vascularisation aberrante entoure les flots tumoraux, révélant
d’étroites interactions entre cellules endothéliales et tumorales invasives. De plus, les
propriétés physiques et mécaniques de la MEC sont fortement altérées, j'ai notamment
observé la présence d’une forte accumulation de fibres de collagéne | au contact des
structures vasculaires aberrantes. Dans ce contexte, les micro-tumeurs in vitro 3D
constituent un outil puissant pour aborder le deuxieme axe de ce travail :

- Les stratégies d’invasion et la vascularisation spécifique du ccRCC sont
déterminées par les propriétés de la MEC

Par des approches de sphéroides tumoraux inclus en hydrogels de collagéne | peu
ou fortement fibrillés, ce travail a permis de mettre en évidence que les propriétés
physiques et mécaniques de la MEC déterminent les stratégies d’invasion des cellules
tumorales du ccRCC pouvant étre individuelle ou collective. De plus, par des interactions
cellulaires hétérotypiques, des cellules du ccRCC non invasives sont capables de migrer par
un mécanisme meneur-suiveur, processus également régulé par les propriétés de la MEC.
Ces changements de stratégies d’invasion sont associés a l'activation de la voie de
signalisation YAP. Ce travail souligne la capacité des cellules tumorales du ccRCC a s’adapter
a leur microenvironnement par 'activation de voies de mechanotransduction relayées par
YAP.

Au sein de micro-tumeurs, nous avons démontré que l'invasion tumorale et la
formation de la vascularisation aberrante sont réciproquement dépendantes. En effet, au
contact de la vascularisation du ccRCC, les cellules tumorales changent leur stratégie
d’invasion. De plus, I'altération de la mechanotransduction des cellules tumorales inhibe la
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formation des structures vasculaires aberrantes. La formation de cette vascularisation
spécifigue du ccRCC semble donc déterminée par le remodelage de la MEC associé a
I'invasion des cellules tumorales. Ces travaux de thése sont présentés ci-apres sous forme de
deux articles en préparation dont je suis respectivement co-premier auteur et premier

auteur.
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Les résultats - Article « ccRCC Micro-Tumors Reveal Aberrant Vasculature Resistant
to Anti-Angiogenic Treatment »

Résultats

|.  Les micro-tumeurs du ccRCC révelent une vascularisation
aberrante résistante aux traitements anti-angiogéniques
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ABSTRACT

Within the tumor microenvironment, hypoxia-induced vascular endothelial growth factor
(VEGF) triggers the formation of a chaotic vascular network. Clear cell renal cell carcinoma
(ccRCC) is mainly caused by alterations of the Von Hippel Lindau protein, leading to the
epithelial-mesenchymal transition, tumor invasion and hypervascularization characterized by
an aberrant vascular architecture partially described in the literature. Previous conflicting
studies on the potential correlation between the ccRCC grade and the microvascular density
unveil the inadequacy of the parameter to characterize these vascular structures.
Furthermore, first-line therapy of metastatic ccRCC targeting the VEGF axis increases
progression-free survival but also shows patient resistance.

The goal of this study is to investigate the tridimensional architecture of the ccRCC-specific
vascular structures, their formation into the tumor mass and their responses to treatments.
For this purpose, we analyzed the vascular architecture of human ccRCC samples and
patients- derived xenografts in mouse. Using 3D microscopy and reconstruction on clarified
samples, we identified the specific features of the ccRCC vascular structures, presenting
peculiar dimensions and shapes. Using innovative approaches, we engineered 3D in vitro
vascularized spheroids, which recapitulated these aberrant vascular structures, provided
determinant clues of their formation process and revealed event-time course between
invasion and capillary formation by dynamic analysis. Sensitivity of the 3D vascularized
spheroids to first- line treatments was assessed and revealed resistance to anti-angiogenic
therapy. The 3D in vitro model highlights the specific features of the ccRCC vasculature, its
formation process and the resistance mechanism. This model holds great promise for
relevant assessment of each patient response to accurate therapy.

Significance: A co-culture-engineered model integrating the tumor spheroid invasion and
the vascular morphogenesis recapitulates the ccRCC-specific endothelial structures and their

responses to treatments.

Key-words: ccRCC, tumor vascularization, 3D models, anti-angiogenic therapy.



Introduction

The hypoxic microenvironment of solid tumors is composed of heterogeneous cell
populations in a remodeled extracellular matrix (ECM) and constitutes a niche for tumor cell
invasion (Polyak et al., 2009; Dvorak et al. 2011; Kai, Drain, and Weaver, 2019). Hypoxia-
induced expression of angiogenic factors including vascular endothelial growth factor (VEGF)
strongly stimulates endothelial cells and results in the formation of a chaotic vascular
network displaying tortuous and dead-end capillaries (Baluk et al., 2005, Mcintyre and
Harris, 2015). Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC), the most prevalent subtype of the renal
carcinomas, constituting approximately 80% of all cases is highly aggressive, can rapidly lead
to metastasis and poor clinical prognosis. The ccRCC is mainly caused by alteration of the
von Hippel-Lindau (VHL) tumor suppressor gene (The Cancer Genome Atlas Research
Network, 2013), inducing persistent high levels of the Hypoxia-Inducible Factors (HIF) and
subsequent elevated transcription of many genes such as vascular endothelial growth factor
(VEGF), hepatocyte growth factor (HGF), mesenchymal-epithelial transition factor (MET)
(Ciamporcero et al., 2015; Hsieh et al., 2017). The HIF-induced pseudo-hypoxia leads on one
hand to epithelial- mesenchymal transition (EMT), facilitating tumor cell migration and
invasion, therefore supporting the aggressive tumor progression and metastasis (Thiery and
Sleeman, 2006) and on the other hand to hypervascularization revealed by the high
intratumoral microvessel density (MVD) (Hlatky, Hahnfeldt, Folkman, 2002). However, ccRCC
vasculature seems complex and distinct from the vascular network reported in other solid
tumors. Indeed, many conflicting studies report controversial correlation between MVD and
the Furhman grade or the clinical outcome of ccRCC patient structures (Anastassiou et al.,
1996; Sabo et al., 2001; Rioux-Leclercq et al., 2001; Baldewijns et al., 2007; Minardi et al.,
2005). Interestingly, Qian and coll. described differentiated and undifferentiated features of
blood vessels in ccRCC and reported that tumors with a high density of the latter type have a
poor prognosis (Qian et al, 2009). However, there are growing evidences that the
microvessel architectural complexity would be behind the mismatch between the MVD and
ccRCC clinical assessment. Consistent with this hypothesis, the microvessel fractal dimension
has been proposed as a parameter of microvascular complexity and positively correlated
with RCC patient survival (Sabo et al., 2001). More recently, a study based on the
quantification of morphometric parameters revealed two distinct vascular patterns in ccRCC
(Ruiz-Sauri et al., 2018).

Despite these intriguing reports on the pattern specificity of the ccRCC microvessels,
the tridimensional morphology of these structures remains unknown. This is all the more
necessary as the ccRCC treatments are still defective in many cases. Indeed, therapies
targeting the VEGF or mTOR signaling axis such as sunitinib and temsirolimus, respectively,
were approved as the first-line setting for the treatment of metastatic RCC for many years
(Hsieh et al., 2017). However, whereas approximatively 50% of the patients responded to
sunitinib and 43% displayed a disease stabilization, 7% had progressive disease at first
evaluation due to intrinsic resistance. Moreover, most of the patients with clinical benefit
acquired resistance and relapse (Motzer et al., 2007). However, the anti-angiogenic



treatments preserve an important part in the clinical care of ccRCC, even when associated
with immunotherapy (Motzer et al., 2022).

The goal of this study was to engineer a pertinent and innovative 3D in vitro model
mimicking the ccRCC-specific vasculature and providing a platform for assessing its
sensitivity to current and future treatments (Brassard-Jollive et al.,, 2020). Since the
fibroblasts constitute an active cell compartment in ccRCC and abundantly secrete collagen |
(Bond et al, Cancers, 2021; Meylan et al, 2022), we recapitulated the tumor
microenvironment by embedding tumor and endothelial cells in collagen | hydrogel and
culturing them in fibroblast-conditioned medium. We used a human invasive ccRCC cell line,
RCC4 defective for VHL, displaying EMT features or its corresponding VHL-restored line,
RCC4-VHL, displaying epithelial-like hallmarks and the primary culture of human umbilical
vein endothelial cells (HUVEC). The model relevancy proceeds from the concomitant events
occurring during the invasive growth of the ccRCC and the morphogenesis of the endothelial
network. In our model, capillaries form and converge towards the spheroid mass which
invades the collagen I-containing microenvironment.

Interestingly, based on a 3D morphological analysis, we identified and characterized
specific-ccRCC endothelial structures, named ponds and occasionally connected to sheets, in
human samples and in a xenograft model. For the first time, we mimic these aberrant
vascular structures in vitro and we demonstrated the low sensitivity of this vasculature to
sunitinib.



Materials and Methods

Human and mouse samples

Human ccRCC sample engraftment, growth and CD31 immunohistostaining were
performed as previously described (Varna et al., 2015). For 3D reconstruction, xenografts
were fixed with 4% paraformaldehyde solution and sectioned into 500 um slices using
vibratome (HM 650 V, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Sections were then washed 3
times with PBS and permeabilized for 2 days in PBS containing 2% triton-X-100 (Sigma-
Aldrich, Saint-Louis, Mo, USA). Immunostaining and fluorescent labeling were performed in
PBS-Triton-X-100 0.01%. Endothelial structures were stained with CD31 antibody (550274,
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) for 1 day, followed for some sections by Collagen IV
staining. Nuclei were stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Invitrogen,
Carlsbad, Ca, USA). Stained sections were then clarified using RapiClear®1.52 solution
(Sunlin Lab, Taiwan). Acquisitions of 3D tiles were performed using a LSM 980 confocal-
Airyscan 2. Tiles were stitched in Zen software and 3D reconstructions were performed with
Imaris software.

Cell lines and culture

pVHL-defective cell lines derived from sporadic ccRCC (RCC4) and corresponding cell lines
in which wild-type pVHL was stably expressed (RCC4-VHL) were a gift from Patrick H.
Maxwell (Cambridge Institute for Medical, UK). Fluorescent RCC4 and RCC4-VHL clones were
generated by stably expressing cytosolic fluorescent protein GFP or fluorescent reporter of
filamentous actin LifeAct-Ruby (LAR), respectively and sorted by FACS analysis. Among many
clones growing from single cell culture and characterized, two were routinely used for 3D
studies, i.e. GFP-1, GFP-2 for RCC4 cells and LAR-1, LAR-2 for RCC4-VHL cells. Cells were
cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen) supplemented with fetal
bovine serum (Invitrogen). Adult normal human dermal fibroblasts (NHDF, Promocell,
Heidelberg, Germany) were grown in fibroblast growth medium 2 (FGM2, PromoCell).
Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were prepared from cords provided by AP-
HP, Hopital Saint- Louis, Unité de Thérapie Cellulaire, CRB-Banque de Sang de Cordon, Paris,
France (authorization number AC-2016-2759) (Liabotis et al., 2022) and grown as previously
described (Bignon et al., 2011) in endothelial cell growth medium 2 (ECGM2, PromoCell).
Experiments were performed between passages 1 and 5 for each primary cell culture.

Conditioned media (CM) of RCC4, RCC4-VHL and NHDF cells were prepared in ECGM2
depleted of VEGFy¢5 (hereafter called VEGF) with confluent cells. After two days, media were
refreshed and then collected every day.

Immunoblotting and ELISA assay

Confluent ccRCC cell lines grown for 3 days were lysed in 25 mM Tris pH 7.5, 100 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% DOC, 0.5% NP40, and protease inhibitor cocktail, centrifuged for 30
minutes at 15 000g. Supernatants were treated with Laemmli buffer. Proteins were
separated by SDS- PAGE and transferred to PVDF membranes. As primary antibody, anti-
SNAIL monoclonal antibody (1/1000, Merck Millipore, Darmstadt, Allemagne), anti-LOX
monoclonal antibody (1/1000, Abcam), anti-LOXL2 monoclonal antibody (1/500, Cell
Signaling) and anti-



actin polyclonal antibody (1/5000, Abcam, Cambridge, UK) were used. Immunologic
detection was performed with alkaline phosphatase—conjugated secondary antibodies
(Jackson ImmunoResearch, Ely, Cambridgeshire, UK), using Pierce ECL Western (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) as a substrate. According to similar culture conditions,
cell- derived CM were centrifuged at 4°C for 10 minutes at 0.9 rpm to eliminate cellular
debris. The VEGF concentration was determined by ELISA according to the manufacturer's
instructions (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Total proteins were used as control. The
experiment was performed in duplicate.

Collective migration and proliferation assays

Collective migration of ccRCC cell lines or HUVEC were monitored by live-cell imaging
system (IncuCyte Zoom, Essen BioScience, Ann Harbor, MI, USA). Cells (15000 cells/well for
RCC4 and 20000 cells/well for HUVEC) were seeded in a 96 well-plate (Corning, NY, USA)
containing Oris stoppers (Platypus Technologies, Madison, WI, USA). Stoppers were removed
the day after and complete growth medium was replaced by serum-depleted medium (2%
FBS) for ccRCC cell lines or by ccRCC cell line-CM for HUVEC. The assay was monitored for 24
hours with acquisition every 6 hours for ccRCC cell lines or every 2 hours for HUVEC, under
4x magnification. Data were analyzed using the IncuCyte analysis software, which quantified
cell surface area coverage as confluence values. For ccRCC cell lines and HUVEC, migration
rate was calculated using IncuCyte analysis software and ImagelJ respectively.

Proliferative behaviors of ccRCC cell lines were monitored by live cell imaging system
(IncuCyte Zoom). Cells (1000 cells/well) were seeded in a 96 well-plate (Corning) in DMEM
supplemented with 7.5% FBS. The assay was monitored for 72 hours with acquisition every 3
hours, under 20x magnification. Data were analyzed using the IncuCyte analysis software,
which quantified cell surface area coverage as confluence values. The growth curve
f(t)=In(confluence mask %) was drawn and a linear regression was established. The
generation time (G) which is the time interval required for the cells to divide have been
determined from the slope (pexpo) of this linear regression and from this formula: G =

In(2)/pexpo.

Spheroid formation and invasion assay

Spheroids were formed using the hanging drop assay. Briefly, cells were seeded at 250,
500 or 1000 cells per 25 pL drop of DMEM medium containing 0.06% of methylcellulose
(Sigma-Aldrich) and supplemented with 17.5% of fetal bovine serum (Invitrogen). Drops
were led onto the inner side of petri dish lid, turned upside down on top of the petri dish
filled with PBS and then placed into incubator during 48 hours.

Spheroid invasion assays were performed using the fluorescent clones RCC4-GFP and
RCC4-VHL-LAR. Spheroids (500 cells) were embedded in 2 mg/mL home-made collagen |
solution (Gobeaux et al., 2008), mixed with M199 10x solution (Sigma-Aldrich) buffered at
pH6.5 at 20°C by NaHCOO3 solution. Spheroids were grown in FB96 phenoplates
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA) for 3 days in various media: either DMEM, or in
endothelial medium depleted (ECGM2) in epidermal growth factor (EGF), basic fibroblast
growth factor,



insulin-like growth factor, VEGF and hydrocortisone (A5) or containing EGF (A5+EGF) or
depleted in VEGF only (AVEGF) or in NHDF-CM.

Capillary formation assays

3D angiogenesis assays were performed using two different approaches. Conditioned
media were changed every day in both models. The first approach consists in encapsulating
HUVEC at 1.5*%10° cells/mL in 2 mg/mL pH 7 collagen hydrogel, as for the spheroid invasion
assay. Cells were cultured for 5 days in presence of different conditioned media (Atlas et al.,
2021). For capillary stabilization assay, capillary network was formed for 5 days in presence
of NHDF-CM supplemented with VEGF at 10 ng/mL and further cultured for 4 days in
presence of different conditioned media.

The second approach, using angiogenesis assay from Cytodex beads has been previously
described (Liabotis et al., 2022). Capillary sprouts were cultured for 4 days in different
conditioned media supplemented with 5 ng/mL VEGF.

Vascularized spheroid model

HUVEC were co-encapsulated at 1.5%10° cells/mL with RCC4or RCC4-VHL spheroids (500
cells) in 2 mg/ml collagen hydrogel. Collagen hydrogel is formed as described above. Cells
were cultured for 4 to 7 days in presence of fibroblast-conditioned medium (NHDF-CM).

To assess the drug responses, RCC4 spheroids, HUVEC cells or both were treated by
temsirolimus (5, 10 or 25 uM), crizotinib (0.05 or 0.5 uM) or sunitinib (0.05, 0.5 or 5 uM).
Drugs were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO). For drug effects on tumor invasion and
capillary formation, vehicle (DMSO), temsirolimus, crizotinib or sunitinib were added into
the cell- containing hydrogels before polymerization. The medium containing the same drugs
was changed after one day culture. Hydrogels were fixed at 2 days culture.

For sensitivity of the pre-existing structures, vascularization of spheroids was promoted
for 5 days in presence of NHDF-CM before the sunitinib treatment (0.05 or 0.5 uM). Medium
was changed every day.

For kinetic analysis, fluorescent HUVEC-LAR or HUVEC-GFP were respectively co-
encapsulated at 1.5*10° cells/mL with RCC4-GFP or RCC4-VHL-LAR spheroids (500 cells) in 2
mg/mL collagen | hydrogel. Cells were cultured for 6 days in presence of NHDF-CM and
confocal acquisitions of the same spheroid were performed every 10 or 12 hours.

Immunostaining

Hydrogels were fixed with 4% paraformaldehyde for 30 minutes, washed 3 times with
PBS and permeabilized for 30 minutes in PBS containing 0.5% triton-X-100 (Sigma-Aldrich).
Immunostaining and fluorescent labeling were performed in PBS-Triton-X-100 0.01%. Actin
was stained with Phalloidin coupled to Alexa Fluor 488 or Alexa Fluor 555 (1/200,
Invitrogen). Nuclei were stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Invitrogen). In
the vascularized spheroid model, endothelial cells were stained with primary antibody
directed against CD31 coupled to Alexa Fluor 647 (1/200, 215912, Abcam).



Image acquisition and quantifications

Capillary network formation and stabilization were investigated by a Zeiss Observer
Apotome Il using 10x/0.45 and 40x/1.1 objective lenses. Basement membrane deposition
and multicellular spheroid invasion were investigated by a Zeiss spinning-disk confocal W1
using 25x/0.8 and 40x/1.1 objective lenses.

2-dimension time-lapse acquisitions were performed using the Incucyte device placed in
a CO2 incubator. RCC4 cells (3000 cells/cm?) were seeded in a u-Slide 8 Well (ibidi,
Grafelfing, Germany). The assay was monitored for 72 hours with acquisition every 30
minutes, under 20x magnification.

For capillary network quantification, image segmentation and masks quantification were
process with home-made software developed on Matlab (Matworks, Natick MA USA) and
using MU (http://bigwww.epfl.ch/sage/soft/mij/) to interact with Imagel (NIH, Bethesda
MD, USA) (http://www.imagej.nih.gov/ij). The software is based on the Matlab function
Skel2Graph3D (Kerschnitzki et al., 2013) and Image) functions Skeletonized and Analyze
Skeleton (Arganda-Carreras et al., 2010) to create and analyze the 3-dimensional vessel
skeleton parameters. Connectivity index is adapted from the graph theory and calculated by
the following formula: (branch number — skeleton number)/ branch number.

Statistical Analysis

Statistical analyses were conducted using Prism software version 8.0 (GraphPad Prism).
All data provide from at least three independent experiments (n=3). Numerical variables are
expressed as the mean = SEM. The normality of the distribution was tested with the
D’Agostino-Pearson Normality test and Shapiro Wilks Normality test. When the distribution
of the data for each group respected the normality law and the variance of the group was
homogeneous, a one-way ANOVA were performed to compare two group means. When the
distribution of at least one of the groups did not follow the normality law or is too small to
be tested, comparison between groups were performed with the nonparametric Kruskal-
Wallis test. Differences were considered significant at p<0.05.



RESULTS
Aberrant endothelial structures infiltrate the ccRCC microenvironment

The c¢cRCC samples are characterized by specific features revealed by
immunohistological analysis. Tumor cells displayed clear cytoplasm due to loss of
cytoplasmic lipid and glycogen during the tissue processing and were organized in compact
nests or large columns delimited by an abundant microvasculature, revealed by the CD31
immunostaining (Fig.1A). Although the high level of intra-tumoral microvascular density
(MVD) in ccRCC provides a matter for conflicting debate, our precise analysis highlighted
some peculiar microvascular patterns that have rarely been studied up to now. Indeed,
samples revealed very long CD31" structures extending over several hundred micrometers
through tissue section and containing narrow or collapsed lumen as revealed by high
magnification (Fig.1A, left panels) as well as large and irregular CD31+ structures presenting
a lumen diameter of more than 100 micrometers and occasionally containing red blood cells
(Fig.1A, right panels). Xenografts of human ccRCC samples subcutaneously implanted in
nude mice provided further characterization of these intra-tumoral microvascular patterns
(Fig.1B). Tumor cells piled up in dense masses delineated by abundant CD31+ structures,
either long and thin or dilated and irregular, strikingly similar to those observed in human
ccRCC samples (Fig.1B left and right panels, respectively). According to the intra-tumoral
heterogeneity, xenograft sections displayed a whole diversity of microvascular patterns,
some of them only containing the long structures, some only the dilated ones and some the
interconnecting two types of structures. Many previous works reported that the MVD
assessment from ccRCC sections provided controversial parameters for determining the
tumor grades and prognosis (Yao et al., 2007; Ruiz-Sauri et al., 2018).

We here performed for the first time the 3D morphometric analyses of the CD31"
structures, since the outlier dimensions observed in the tissue sections suggested even
higher volumes and aberrant shapes in the tumor microenvironment. For this purpose, 500
pum-thick sections of the ccRCC-derived xenografts were stained for CD31 and nuclei and
clarified. Mosaic imaging of a representative xenograft sample associated with 3D
reconstruction revealed the large and interconnecting network of dilated and long
endothelial structures (Fig.1C and Movie 1). The parallel, long and thin structures were
separated by a tumor mass containing a high density of nuclei and which one of them was
connected to two dilated vesicles. These endothelial structures dramatically differed from
the capillaries both for their dimensions and 3D patterns. We therefore defined the flat
endothelial structure being hundreds of um long as a “sheet” and the irregularly dilated
endothelial structure being hundreds of um long and large as a “pond”, characterized by a
nucleus-free cavity, as revealed by the orthogonal view of the 3D reconstruction (Fig.1C).
Optical sections focused on a sheet showed the endothelial cells continuously aligned and
delineated by two regular lines of basement membrane, revealed by collagen IV
immunostaining. The corresponding orthogonal view further confirmed the flattened and
wide pattern (Fig.1D). Optical sections focused on a pond showed a large and irregular cavity
delineated by an endothelial cell monolayer, surrounded by a continuous polarized
basement membrane (Fig.1E). The pond cavity appeared similar to the lumen of the CD31+
structure observed in human ccRCC (Fig.1A). Interestingly, some ponds contained a high
density of red blood cells, revealed by autofluorescence, uniformly distributed in the cavity
but also aggregated in the narrow



connection to other endothelial structures suggesting a defective perfusion (Supplementary
Fig.S1 and Movie 2).

Our results demonstrate for the first time that human ccRCC samples and ccRCC-
derived xenografts subcutaneously implanted in mice consistently display aberrant
endothelial structures characterized by outlier dimensions and 3D patterns. These structures
defined as ponds interconnected by sheets infiltrate the tumor mass.

Spheroid invasiveness induced by defective VHL in RCC4 cell line is regulated by factors
secreted in the tumor microenvironment

Since deciphering the formation of the aberrant ccRCC endothelial structures was a
major issue, we set up 3D in vitro models using fluorescent RCC4 (GFP) and RCC4-VHL (LAR)
clones. EMT features of the clones (GFP-1 or -2 and LAR-1 or -2) and the corresponding
parental cell lines (RCC4 and RCC4-VHL, respectively) were first analysed in 2D culture for HIF
target gene expression, cell behavior, proliferation and migration. While VHL-deficient RCC4
cell line and clones expressed the transcription factor SNAIL1, hallmark of the EMT signature
(Fabbri et al., 2020), restoration of VHL suppressed SNAIL1 expression for both RCC4-VHL cell
line and clones (Supplementary Fig.S2A). Lysyl oxidase (LOX) and lysyl oxidase-like 2 (LOXL2),
two hypoxia-targeted ECM-modifying enzymes up-regulated in ccRCC (Germain et al., 2010;
Di Stefano et al., 2016; Hase at al., 2014), were massively detected by immunoblot in the
whole lysates of RCC4 cell line and clones grown in normoxic or hypoxic conditions,
according to the regulatory pathway of VHL-induced pseudo-hypoxia (Supplementary
Fig.5S2B and C). On the contrary, LOX and LOXL2 amounts were very low in normoxia but
slightly increased in RCC4-VHL cell line and clones grown in hypoxia. Furthermore, LOXL2
amount was strongly increased in the secretion medium of RCC4 cell line and clones grown
in normoxic or hypoxic conditions when compared to similar media of RCC4-VHL cell line and
clones (Supplementary Fig.S2B and D). Consistent with these results, immunofluorescence
analysis revealed that LOXL2 accumulated in a dense structure partially covering the nucleus
and corresponding to the Golgi apparatus whereas it was barely detectable in RCC4-VHL cells
(Supplementary Fig.S2E).

EMT features were also revealed by behavior of cells cultured on plastic
(Supplementary Fig.S2F) or collagen | coating (Supplementary Fig.52G). RCC4 cells were
isolated and homogeneously distributed, whereas RCC4-VHL cells displayed a cohesive
organization in clusters, providing an epithelium-like appearance, independently of the
coating. While RCC4 and RCC4-VHL cell lines or clones displayed similar generation times
(Supplementary Fig.S2H), cell migration of RCC4-VHL cell lines or clones was significantly
decreased when compared to those of RCC4 cells, as revealed by the time-lapse
quantification of the collective migration assay (Supplementary Fig.S2I and J). Furthermore,
the parental cell line and their corresponding fluorescent clones of RCC4 or RCC4-VHL
respectively, displayed statistically similar proliferation and migration rates. These results
indicate that VHL gene alteration in the ccRCC-derived cell line or corresponding fluorescent
clones leads to the loss of the epithelial features and promotes the EMT features.

The behaviors of the RCC4 or RCC4-VHL cells were then assessed in 3D settings
using the fluorescent clones. Spheroids of either 250, 500 or 1000 cells were formed in
hanging drops for two days (Supplementary Fig.S2K). Their compaction was surprisingly
slightly higher for RCC4 than for RCC4-VHL cells. We further investigated the 500 cell-
spheroids, for convenience of microscopy analysis. RCC4 or RCC4-VHL spheroids were
embedded in collagen | hydrogel



and analyzed either immediately after (O hour) or 6 hours later (Fig.2A). Within these first 6
hours, the RCC4-VHL spheroids tightly compacted whereas the RCC4 spheroids protruded,
revealing the cohesive or invasive behavior, respectively, consistent with our data on the 2D
cell features. Since the suitable medium for tumor growth and capillary formation may
contain soluble molecules, cytokines and growth factors secreted by the tumor and stromal
cells, spheroid growth was performed in RCC4-culture medium (DMEM), or in endothelial
medium depleted (ECGM2-) in growth factors (A5) or containing epidermal growth factor
(AS+EGF) or depleted in VEGF only (AVEGF) or in normal human dermal fibroblast-
conditioned medium (NHDF-CM). In order to characterize the invasive capacities, spheroid
area, perimeter and circularity index were measured after 3 days of culture (Fig.2B-C). RCC4-
VHL spheroids did not invade the hydrogel and supported a circular shape, with exception of
the fibroblast- conditioned medium which induced sparse and short protrusions. Moreover,
optical section at the spheroid center showed a regular organization of the RCC4-VHL cells
around a lumen revealing a cyst-like structure (Fig.2D). Its formation was regulated by
secreted molecules and growth factors since fibroblast-conditioned medium shaped the
spheroids displaying thin cell layers, surrounded by a regular and dense ring of cortical actin
and delimiting a large cavity (Fig.2E). On the contrary, RCC4 spheroids exhibited a highly
invasive behavior and numerous long and multicellular protrusions, which are revealed by a
dramatically increase of spheroid area and perimeter and by a collapsed circularity index
when compared to similar parameters for RCC4-VHL spheroids (Fig.2B-C). The invasive
capacities of the RCC4 spheroids were regulated by EGF and soluble factors secreted by
fibroblasts, as revealed by the statistically significant increase of spheroid area and
perimeter cultured in ECGM2-A5+EGF, ECGM2- AVEGF or NHDF-CM, when compared to
similar parameters for spheroids cultured in DMEM (Fig.2C). Optical section at the spheroid
center revealed the growing protrusions around the nucleus-free print of the former
spheroid. This invasive pattern was similar in DMEM and NHDF-CM (Fig.2D).

Our results demonstrate that the RCC4 spheroids display the EMT hallmarks and
highly invasive capacities, stimulated by paracrine factors, present in the tumor
microenvironment, such as EGF and fibroblast secreted-factors. RCC4 spheroids grown in
fibroblast growth medium are appropriate to decipher the role of tumor cells in the
formation of the ccRCC- specific vasculature.

RCC4-secreted factors alter capillary morphogenesis and integrity

We first assessed the paracrine effects of RCC4 cells on endothelial cells. According
to the upregulation of VEGF mRNA (Maxwell at al., 1999) and increase of VEGF secretion in
RCC4 compared to RCC4-VHL (Perier et al., 2011) previously reported, we observed a two-
fold increased amount of secreted VEGF by RCC4 cells when compared to those of RCC4-VHL
cells (Supplementary Fig.S3A). The RCC4-conditioned medium stimulated the 2D collective
migration of primary culture of human endothelial cells (HUVEC) more than 4-fold higher
than the RCC4-VHL-conditioned medium, as revealed by the time-lapse assay performed
over 20 hours (Supplementary Fig.S3A). Effect of RCC4- or RCC4-VHL-conditioned medium
was then assessed on the formation of capillary network in collagen | hydrogel, using a 3D
assay, as we recently described (Atlas et al., 2021) (Fig.3A). Human endothelial cells were
cultured in presence of various cell-derived conditioned media. Fibroblast-conditioned
medium was used as reference as we previously reported it favorable content in cytokines
and growth factors for endothelial capillary growth, polarization and lumen formation (Gorin
et al., 2016).



Interestingly, we showed that RCC4- or RCC4-VHL-conditioned medium alone was not
sufficient to induce capillary formation (Fig.3A). Addition of fibroblast-conditioned medium
stimulated the formation of the capillary network, although presenting statistically
decreased capillary length, branch point number and connectivity index, when compared to
fibroblast- conditioned medium alone (Fig.3B). Furthermore, mixing fibroblast- and RCC4-
VHL- conditioned media induced a capillary network displaying a statistically higher degree
of capillary connectivity than those obtained with mixed fibroblast- and RCC4-conditioned
media.

The use of a 3D angiogenesis assay allowing the sprouting of polarized and lumen-
containing capillaries out of fluorescent beads embedded in hydrogel (Atlas et al., 2021;
Liabotis et al., 2022) contributed to further decipher the endothelial cell migration in the
hydrogel (Supplementary Fig.S3B). While fibroblast-conditioned medium stimulated the
formation of long and branched capillaries, RCC4-conditioned medium alone stimulated 3D
endothelial cell migration without inducing capillary formation (Supplementary Fig.S3B-C).
Interestingly, mixed fibroblast- and RCC4-conditioned media induced the capillary sprouting
although to a less extent that the fibroblast-medium alone. In order to further characterize
the growing capillaries, we investigated the basement membrane deposition by 3D
reconstruction (Supplementary Fig.S3D) and optical section (Supplementary Fig.S3E).
Fibroblast-conditioned medium induced the formation of branched and polarized capillaries
containing a lumen, delimited by an endothelial monolayer and wrapped in a continuous
basement membrane. Strikingly, the mixed fibroblast- and RCC4-conditioned media induced
the formation of discontinuous capillaries, displaying some segments stained for collagen IV
but lacking in CD31 staining, consisting in empty sleeves of basement membrane. These data
corroborate previous in vivo findings demonstrating that capillaries regress in a systematic
sequence of events including apoptosis of endothelial cells and formation of empty
basement membrane sleeves after inhibition of VEGF signaling (Baffert et al., 2006). We
here report for the first time using the 3D in vitro models that the tumor-secreted factors
counteract the paracrine angiogenic effect of the fibroblasts, either by inducing endothelial
cell apoptosis or migration out of the basement membrane track. These data demonstrate
that the RCC4- secreted factors stimulate the endothelial migration both in 2D and 3D
settings but is not sufficient to trigger 3D capillary morphogenesis. Moreover, the tumor-
secreted factors inhibit the formation of dense and highly connected capillary network
induced by the fibroblast- secreted factors.

To assess the paracrine effect of RCC4 cell lines on capillary stabilization, pre-
existing stable capillary network induced by fibroblast-conditioned medium was treated by
the cell- derived conditioned media and compared to the network maintained in the
fibroblast- condition medium (Fig.3C). RCC4- and RCC4-VHL-conditioned media induced a
statistical reduction of capillary length and branch point number when combined with
fibroblast- conditioned medium and even a further reduction when applied alone (Fig.3D).
These media however did not affect the capillary number and the connectivity index, with
the except for the RCC4-conditioned medium alone. Our data therefore show that RCC4 and
RCC4-VHL- conditioned media induced capillary regression and that RCC4-secreted factors
strongly destabilize the fibroblast-induced capillary network. Furthermore, we here provide
evidence that the paracrine regulation by tumor and fibroblast-secreted factors is involved
in the capillary morphogenesis and integrity and is not sufficient to induce the ccRCC-specific
microvasculature.



Vascularized micro-tumors recapitulate the ccRCC-specific endothelial structures

We therefore engineered a pertinent 3D co-culture model of human tumor
spheroids and endothelial cells co-embedded in collagen | hydrogel and cultured for 4 to 7
days in fibroblast- conditioned medium (Fig.4A). RCC4- and RCC4-VHL spheroids both
displayed an invasive behavior in the collagen | hydrogel (Fig.4B), showing that the presence
of the endothelial cells highly stimulated the cell migration. They strongly impacted the
RCC4-VHL spheroid, switching from the cyst-like structure, as observed in Fig.2B to an
invading mass containing many multicellular protrusions coming out of the compact
multicellular core. However, the presence of endothelial cells induced a higher invasive
behavior for the RCC4 spheroids, displaying longer multicellular extensions and many
individual cells migrating far away from the scattered core of the spheroid. Since the
endothelial capillaries were formed in close contact with RCC4 or RCC4-VHL spheroids, their
networks clearly differed, being sparsely and weakly organized around the RCC4-VHL
spheroid while being densely accumulated around the core of the RCC4 spheroid. The 3D
morphometric analysis demonstrated that the RCC4 spheroids displayed longer and more
branched capillaries organized into a highly connected network, than the RCC4-VHL
spheroids (Fig.4C). According to the pro-angiogenic impact of the alteration of the VHL
pathway reported in patients and in in vivo models (Hakimi et al., 2016; Hsieh et al., 2017),
our data using in vitro 3D models provided further striking clues to the ccRCC biology. Three
optical sections performed respectively at the bottom, middle and top levels of the spheroid
showed that the RCC4-VHL spheroid core displayed similar cyst-like structure to those
described in Fig.2B, and that capillaries were in close contact with the external side of the
spheroid without penetrating the cohesive cell layers (Fig.4D). In contrast, small cavities
detected at the bottom and top levels converged on a wide and irregular cavity settled in the
RCC4 spheroid core (Fig.4D and Movie 3). Remarkably, continuous monolayer of endothelial
cells lined these inner cavities, therefore mimicking the pond structure identified in patient
samples and mouse xenografts in Fig.1 (red triangle, Fig.4D). Col IV immunostaining revealed
that the pond was delineated by a continuous polarized basement membrane associated to
the endothelial monolayer (Fig.4E). Higher magnification of pond areas focused on the tight
interactions between this luminal endothelial monolayer, the basement membrane and
tumor cells. Contrary to the endothelial cells, tumor cells were not spread on the basement
membrane suggesting distinct types of interactions. Moreover, the pond cavity contained
isolated dying endothelial cells partially embedded in their basement membrane and
displaying fragmented nucleus, whereas the endothelial cell monolayer and the tumor cells
displayed unaltered nuclei. These data therefore suggest a dynamic process for shaping the
pond involving homotypic endothelial and heterotypic endothelial-tumor cells interactions
associated with cell migration and survival. These results demonstrate for the first time that
a relevant 3D co-culture model recapitulates the ccRCC-specific endothelial ponds. We
strongly suggest that its formation requires the VHL gene alteration, invasive tumor cells and
thigh cell-cell interactions.

Deciphering the pond formation associated with the time-courses of tumor
invasion and capillary morphogenesis was then the next issue. Time-lapse confocal imaging
was performed every 10-12 hours for 140 hours, using fluorescent RCC4 or RCC4-VHL and
endothelial cells in the 3D co-culture model (Fig.5). According to its limited invasive
capacities, RCC4-VHL spheroid slowly moved on an irregular core bearing some protrusions
and reached a plateau at 92 hours (Fig.5A). The endothelial cells homogenously distributed
in the collagen | hydrogel slowly extended and fused to each other, without any intense
migration and progressively



formed growing capillary sections in the hydrogel up to 44 hours. From 68 hours, capillaries
converged towards the spheroid and then set in close interaction with it. On the contrary,
the rapid and massive invasive behavior of the RCC4 cells led to the spheroid scattering,
which initial core became undetectable from 20 hours and to abundant multicellular
protrusions from 20 to 44 hours, progressively replaced by increasing spreading of the
individual migrating cells in the microenvironment from 92 hours (Fig.5B). In parallel, the
endothelial cell behavior strongly differed than in presence of RCC4-VHL spheroids. Indeed,
from 10 hours, the endothelial cells formed growing sections and highly migrated towards
the RCC4 spheroid from 20 hours, according to the paracrine regulation by the tumor-
secreted factors reported in the Supplementary Fig.S3A. From 32 hours, the converging
capillary sections accumulated in the area corresponding to the former spheroid core, and
fused from 44 hours. The endothelial network rapidly expanded in this area, in close
proximity with invading tumor cells, and increasingly connected to many converging
capillaries. Optical sections at higher magnification provided clues on the pond remodeling
and stabilization. Indeed, anastomosis of the endothelial cavities in the scattering RCC4
spheroid remodeled the pond which progressively expanded up to 116 hours (Fig.5C). During
the remodeling, isolated dying endothelial cells left behind by regressing capillary segments
were observed in the cavities, as previously observed in Fig.4E. The pond stabilization
occurred from 116 to 140 hours, strengthened by angiogenesis. Indeed, a sprouting capillary
led by a migrating tip cell detected in the pond cavity at 128 hours further grew and
anastomosed with an adjacent pond wall at 140 hours (yellow arrow in Fig.5C).

Our relevant 3D in vitro model of co-culture recapitulates the endothelial pond, a
specific ccRCC-microvascular structure. The pond formation, remodeling and stabilization
require the co-culture with tumor cells in addition to the fibroblast-induced paracrine
regulation and occurs concomitantly to the tumor spheroid invasion. Knowledge of these
pond formations cues provide an interesting tool to decipher drug responses.

Aberrant tumor vasculature is resistant to anti-angiogenic treatment

Further investigation of the ccRCC biological features associated with drug
responses (Motzer et al., 2022) was performed by treating the in vitro 3D model with
receptor tyrosine kinase inhibitors targeting VEGF or HGF/SF/c-met pathways such as
sunitinib or crizotinib, respectively or with temsirolimus, targeting the mTOR pathway
(Fig.6). Drug treatments were performed on collagen | hydrogel containing either endothelial
cells (Fig.6A-B), RCC4 spheroids (Fig.6C-D) or both (Fig.6E-G). Their impacts were assessed on
capillary formation using the 3D morphometric analysis (Fig.6B-F) and on tumor invasion
using the quantification of spheroid area and perimeter (Fig.6D-G). Whereas previous
studies deciphered the impact of either temsirolimus (Mahalingam et al., 2009), crizotinib
(Ciamporcero et al., 2015) or sunitinib (Huang et al., 2010; Lichner et al., 2019; Fabbri et al.,
2020) on the induction of apoptosis or inhibition of proliferation of the ccRCC tumor cells
mainly in 2D or in vivo models, there was no evidence of their effect on invasive capacities of
the tumor cells associated with the capillary morphogenesis in the 3D microenvironment.
Temsirolimus dramatically reduced capillary length, branch point number and connectivity
index at any dose (5, 10 and 25 uM) when compared to vehicle treatment, supporting the
expected anti-angiogenic effect of the molecule (Fig.6A-B). Moreover, temsirolimus (5 and
10 uM) statistically reduced spheroid area and perimeter when compared to vehicle
treatment and abolished the spheroid invasion at the highest dose (25 uM) supporting the
expected anti-invasive effect (Fig.6C-D). Moreover,



tumor and endothelial cells respond to temsirolimus at the same concentration range.
Crizotinib (0.05 uM) did not affect the capillary formation (Fig.6A-B) whereas it statistically
reduced spheroid area and perimeter when compared to vehicle treatment (Fig.6C-D).
Moreover, the inhibition of the spheroid invasion was statistically stronger than the
inhibition of capillary formation at the higher concentration (0.5 uM). These data reveal for
crizotinib its higher anti-invasive than anti-angiogenic capacities. Sunitinib reduced capillary
length at any dose (0.05, 0.5 and 5 uM) and connectivity index at two doses (0.5 and 5 uM)
(Fig.6A-B). These two high doses also altered spheroid area and perimeter, revealing the
anti-invasive effect of the molecule targeting with high affinity more than 60 distinct
tyrosine or serine-threonine kinases (Karaman et al., 2008) (Fig.6C-D). Altogether, these
dose-responses show that sunitinib or crizotinib firstly targets capillary morphogenesis or
tumor spheroid invasion, respectively.

In the co-culture model, the dramatic effect of temsirolimus on capillary formation
was similar to those obtained in absence of tumor spheroids, at any dose (Fig.6E-F). In
contrary, the inhibition of spheroid invasion observed in absence of endothelial cells was
shifted to the highest concentrations (10 and 25 uM) (Fig.6E and G). Similar results were
obtained for crizotinib and sunitinib where the dose-dependent inhibition of capillary
formation was not altered by the co-culture whereas the lowest doses, inhibiting the
spheroid invasion in absence of endothelial cells did not affect it in the co-culture (Fig.6E-G).
Moreover, at the highest concentrations, sunitinib was less efficient than temsirolimus for
reducing the connectivity index of the capillary network, indicator of the endothelial pond
initiation (Fig.6F- G). The 3D in vitro co-culture model shows that the presence of endothelial
cells reduced the sensitivity of RCC4 cells to temsirolimus, crizotinib or sunitinib.

Related to the clinical issues, sensitivity to sunitinib was then assessed on the pre-
existing ponds and capillaries. Consistent with our time-course data determining the pond
stabilization from 116 hours (Fig.5C), sunitinib treatment occurred on the 5-day vascularized
spheroids. The 3D acquisitions of the vascularized spheroid displaying a large and stable
pond connected to many converging capillaries, hereafter called proximal capillaries on a
hand and on the capillaries formed in the same hydrogel but distant from the spheroid the
on the other hand were first performed on the 5-day vascularized spheroids before
treatment (Fig.7A). Vehicle or sunitinib (0.5 or 5 uM) was then applied for 2 days (Fig.7 B).
Sensitivity of capillaries and ponds was assessed by quantification of the vascular area
(Fig.7C). Sunitinib induced significant regression of the distant capillaries in a dose-
dependent manner. Remarkably, the vascular areas of ponds and proximal capillaries were
not significantly altered by the treatment at the two doses, leading to their increasing
proportion among the whole vascular network (Fig.7D). Our findings demonstrate for the
first time that the ccRCC-specific endothelial ponds stably settled in the invasive tumor mass
are resistant to sunitinib treatment. Our 3D in vitro model accurately recapitulates the
formation and the architecture of the microvascular structures in ccRCC and therefore leads
to relevant cellular responses, in the context of therapeutic treatments.



FIGURE 1




Figure 1. ccRCC samples contain aberrant endothelial structures infiltrating the tumor mass.
Representative sections of human ccRCC samples (A) or ccRCC-derived xenografts in nude
mouse (B), immunohistochemically stained for human (A) or mouse (B) CD31. Higher
magnifications of aberrant microvascular structures were performed by imaging specified
area (black-dotted frames) by a 2.3x zoom. Scale bar: 50 um. (C-E) 500 um-thick sections of
ccRCC-derived xenograft stained for CD31 (red) and nuclei (blue in bottom panels) and
clarified for imaging. (C) Images treated with Imaris for surface rendering and 3D
reconstruction highlight the shape and dimensions of the aberrant vasculature containing two
parallel sheets (white star), whose one connected to a pond (white triangle) (i). Zoomed in
images of the inferior sheet (top panel, length and height dimensions on white-dotted lines)
and the two parallel sheets inserted in the tumor cells (nuclei in bottom panel) (ii) and of the
pond (top panel, dimensions on white-dotted lines) and the 3D section of the pond inserted in
the tumor cells (nuclei) and displaying a nucleus-free cavity (white c) (bottom panel) (iii). (D-E)
Immunofluorescence of endothelial basement membrane associated with endothelial sheet
(D) or pond (E) were performed using mouse anti-Collagen IV (CollV, white) and anti- CD31
(red) antibodies and DAPI for nuclei (blue). Optical sections were acquired with a LSM 980
Confocal AiryScan 2 at 63x/1.1. Orthogonal view (y-z) was performed along the white arrow
presented on the confocal image (D). Scale bar: 10 um.



FIGURE 2
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Figure 2. ccRCC-derived spheroid invasiveness induced by defective VHL is stimulated by
growth factors secreted in the tumor microenvironment.

(A) Spheroids containing 500 fluorescent RCC4 or RCC4-VHL cells embedded in collagen |
hydrogel and cultured in complete DMEM for 0 or 6 hours. Images were acquired by a Zeiss
spinning disk confocal W1 at 25x/0.8. Scale bar: 100 um. Actin and nuclei were stained by
phalloidin (red for RCC4-VHL or green for RCC4) and DAPI (blue). (B) RCC4 or RCC4-VHL
spheroids were embedded in collagen | and cultured in complete DMEM, growth factor-
depleted ECGM2 (ECGM2-A5) or supplemented with EGF (ECGM2-A5+EGF), VEGF-depleted
ECGM2 (ECGM2-AVEGF) or fibroblast-conditioned medium (NHDF-CM) for 3 days. Actin and
nuclei were stained by phalloidin (green) and DAPI (blue). Images were acquired by a Zeiss
Observer Apotome Il (10x/0.45). Scale bar: 200 um. (C) Spheroid invasion was quantified on
z-stack projections, for spheroid area (i), perimeter (ii) and circularity index (iii). (D) Images
on optical section localized at the spheroid center (highest diameter size) of RCC4 or RCC4-
VHL cultured in complete DMEM or fibroblast-conditioned medium (NHDF-CM) for 3 days
were acquired with a Zeiss Observer Apotome Il at 40x/1.1 (RCC4-VHL) or 10x/0.45 (RCC4).
Scale bar: 200 um. (E) Lumen of RCC4-VHL spheroid was assessed for its area (left panel) and
area over the total spheroid area (right panel). (C and E) Graphs represent the mean of 3
independent experiments +/- SEM. Statistical analyses were performed using Kruskal-Wallis
test (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001) (C) or Welch’s t test (**** p<0.0001) (E).
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Figure 3. Tumor secreted factors alter capillary formation and integrity.

(A-B) Regulation of capillary formation by cell-derived conditioned medium. HUVEC seeded
in collagen | hydrogel were cultured for 5 days in conditioned medium (CM) from fibroblast
(NHDF), RCC4, RCC4-VHL cells or 1:1 mixture of CM (NHDF/RCC4 or NHDF/RCC4-VHL). Actin
and nuclei were stained by phalloidin (green) and DAPI (blue). Images were acquired by a
Zeiss Observer Apotome Il (10x/0.45). Maximum intensity projections of 260 um z-stacks are
shown. Scale bar: 200 um (A). Capillary network was analyzed by 3D quantifications of total
capillary length, capillary number, branch point number and connectivity index. Results were
normalized to control condition, performed with NHDF-CM (B). (C-D) Regulation of capillary
stabilization by cell-derived CM. Capillaries formed and grown for 5 days in NHDF-CM were
further treated for 4 days by the various CM described in A. Images were performed as in A
(C). Impact on capillary network was quantified as in B (D). Graphs represent the mean of 3
independent experiments +/- SEM. Statistical analyses were performed using Brown-
Forsythe and Welch ANOVA tests (p> 0.05, * p<0.05, ** p 0.005, *** p<0.001, ****
p<0.0001).
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Figure 4. Highly invasive tumor spheroids trigger the pond formation.

(A) Schematic representation of the 3D co-culture model. Spheroids of fluorescent RCC4 or
RCC4-VHL were co-embedded in collagen | hydrogel with HUVEC in suspension and cultured
for 4 to 7 days in fibroblast-conditioned medium (NHDF-CM). (B-E) Vascularized spheroids of
RCC4 (green) and RCC4-VHL (red) grown for 4 days. Immunofluorescence of endothelial
capillaries was performed using anti-CD31 antibody (white). Nuclei were stained by DAPI
(blue). Images were acquired by a Zeiss spinning disk confocal W1 (25x/0.8) and maximal z-
stack projections (B) or optical sections performed at three different levels of each spheroid
(D) are shown. Scale bar: 100 um. (C) Capillary network was analyzed by 3D quantifications
of total capillary length, capillary number, branch point number and connectivity index.
Graph represents the mean of 3 independent experiments +/- SEM. Graphs represent the
mean of 3 independent experiments +/- SEM. Statistical analyses were performed using
Mann-Whitney test (ns p>0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). (E) Optical sections at the spheroid
center reveal endothelial basement membrane immunostained with anti-Collagen IV (Coll
IV) antibody (white), associated with endothelial immunostaining by CD31 (red), fluorescent
RCC4 (green) and nuclei staining (blue). Images were acquired by LSM 980 Confocal,
AiryScan 2. Higher magnifications of the areas 1 and 2 delineated by yellow- or blue-dotted
frames respectively highlight the tumor-endothelial cell interactions at the pond periphery
and endothelial necrosis in the pond cavity (E). Scale bar: 20 um.
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Figure 5. The dynamic stages of the pond formation involve concomitant
spheroid invasiveness and sprouting angiogenesis.

(A-B) Kinetic analysis of vascularized spheroids of RCC4-VHL (A) or RCC4 (B). Fluorescent
spheroids (green) were co-embedded with fluorescent HUVEC (red) i.e. HUVEC-LAR (A) or
HUVEC-GFP (B), respectively, in collagen | hydrogel and cultured for 6 days in fibroblast-
conditioned medium. Images of the same spheroid were acquired every 10 to 12 hours by a
Zeiss spinning disk confocal W1 (20x/0.8) and maximal z-stack projections are shown. Scale
bar: 50 um. (C) Remodeling processes of the endothelial pond in a RCC4 spheroid.
Fluorescent images of HUVEC-LAR were acquired (40x/1.2) between 44 and 140 hours of
culture and optical sections were shown (upper panels). Higher magnifications of the areas
1,2 and 3 delineated by yellow-dotted frames at 116, 128 and 140 hours respectively,
performed by a 2.5x zoom reveals a sprouting capillary growing over time (lower panels)
Scale bar: 50 um.
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Figure 6. FDA-approved treatments of ccRCC inhibit tumor invasiveness and
capillary formation in vascularized spheroids.

Temsirolimus (5, 10 or 25 uM), crizotinib (0.05 or 0.5 uM), sunitinib (0.05, 0.5 or 5 uM) or
vehicle were added in collagen | hydrogel containing HUVEC (A-B), RCC4 spheroids (C-D) or
co- culture of HUVEC and RCC4 spheroids (E-G). Treatment was applied for 2 days of culture.
(A) Immunofluorescence of endothelial capillaries was performed using anti-CD31 antibody
(red). Nuclei were stained by DAPI (blue). Fluorescent images were acquired by a Zeiss
spinning disk confocal W1 (25x/0.8). Z-stack projections are shown. Scale bar: 100 um. (B)
Capillary network was analyzed by 3D quantifications of total capillary length, capillary
number and connectivity index. (C) Immunofluorescence of RCC4 spheroids was performed
using phalloidin (green). Nuclei were stained by DAPI (red). Fluorescent images were
acquired by a Zeiss spinning disk confocal W1 (10x/0.45). Z-stack projections are shown.
Scale bar: 100 um. (D) Spheroid invasion was assessed by quantification of spheroid area and
perimeter on z-stack projections.

(E) Vascularized RCC4 spheroids were imaged using CD31 immunostaining (red for upper and
lower panels) and fluorescent RCC4 (green for middle and lower panels). Nuclei were stained
by DAPI (blue for lower panels). Images were acquired by a Zeiss spinning disk confocal W1
(20x/0.8). Z-stack projections are shown. Scale bar: 100 um. (F) Capillary network was
analyzed by 3D quantifications of total capillary length, capillary number and connectivity
index. (G) Spheroid invasion was assessed by quantification of spheroid area on z-stack
projections. Graphs represent the mean of 3 independent experiments +/- SEM. Statistical
analyses were performed using Kruskal-Wallis test (ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, $ p<0.0001 in comparison with the control condition).
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Figure 7. Endothelial ponds are resistant to anti-angiogenic treatment of ccRCC in
vascularized spheroids.

(A-B) Vascularized RCC4 spheroids and capillaries were imaged using CD31 immunostaining
(red) and fluorescent RCC4 (green). Nuclei were stained by DAPI (blue). Fluorescent images
of spheroid-centered (top and middle panels) or spheroid-adjacent (bottom panel) fields
were acquired by a Zeiss spinning disk confocal W1 (20x/0.8). Maximal z-stack projections
are shown. Spheroid-centered images show the endothelial pond and the converging
proximal capillaries whereas the spheroid-adjacent images show the capillaries growing in
the tumor cell-free microenvironment. Vascularization of RCC4 spheroids was promoted for
5 days (A) before vehicle or sunitinib treatment (0.05 or 0.5 uM) added to the culture
medium (B). (C-D) Sensitivity of sunitinib of endothelial capillaries and ponds was assessed
by quantification of vascular area on z-stack projections (C) and of relative ratio between the
vascular areas constituted by proximal capillaries and ponds and by distant capillaries
(determined as percentage). Graphs represent the mean of 3 independent experiments +/-
SEM. Statistical analyses were performed using ANOVA test (ns p>0.05, $ p<0.0001 in
comparison with the control condition).



SUPPLEMENTAL FIGURE 1




Supplementary Figure S1. Endothelial ponds contain red blood cells.

Thick section (500 um) of ccRCC-derived xenograft stained for CD31 (red) and nuclei (blue)
and clarified for imaging. Red blood cells were revealed by auto-fluorescence. Images were
acquired with a LSM 980 Confocal AiryScan 2 at 63x/1.1 and optical sections are
represented. Scale bar: 50 um.
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Supplementary Figure S2. Fluorescent clones of ccRCC cell lines display the hallmarks of
the VHL status associated to epithelio-mesenchymal transition (EMT).

EMT properties were investigated for parental RCC4 cell line (RCC4) and corresponding GFP-
expressing clones (GFP-1 and -2) and for parental VHL-expressing RCC4 cell line (RCC4-VHL)
and corresponding LAR-expressing clones (LAR-1 and -2). (A-K) Cells were cultured for 2 days
in normoxia (A) and in normoxia (N) or hypoxia (H) (B-D). Proteins were extracted from cell
lysate and analyzed by immunodetection for SNAIL1 expression (A) or from cell lysate and
secretion medium and analyzed by immunodetection for LOXL2 and LOX amount (B). Actin
was used as a loading control. The amount ratio of LOXL2 over actin was quantified in the
cell lysate (C) and secretion medium (D) from 3 independent experiments performed in
duplicate.

(E) RCC4 and RCC4-VHL cells were cultured for 3 days and immunostained for LOXL2 (green).
Nuclei (blue) were stained by DAPI. Scale bar: 10 um. (F-G) RCC4 and RCC4-VHL cell lines or
clones were cultured for 2 days on plastic (F) or collagen | coating (G) and stained for actin
(red) by phalloidin and for nuclei (blue) by DAPI. Scale bar: 50 um. (H-J) Proliferation and
collective migration were monitored by live-cell imaging. Proliferation was assessed by
generation time determined after 96 hour-culture (H). Migration was quantified over 24
hour- culture (1) and endpoints were plotted at 24 hour (J). Graphs represent the mean of 3
independent experiments £ SEM (H-J). ns p> 0.05 (Kruskal-Wallis test) (H) and ns p>0.05,
**%* p<0.0001 (ANOVA one-way) (J). (K) Formation of RCC4 and RCC4-VHL spheroids. 250,
500 or 1000 RCC4-GFP (RCC4) cells or RCC4-VHL-LAR (RCC4-VHL) cells were seeded in
hanging drop and imaged after 48 hours in brightfield with Leica DMil and MC170HD
camera at 10x/0.3. Scale bar: 100 um.
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Supplementary Figure S3. Tumor secreted factors alter angiogenesis and capillary integrity.
(A) Conditioned media (CM) of RCC4 or of RCC4-VHL cells were analyzed for their VEGF
amount (a) and their ability to induce endothelial cell migration (b). HUVEC migration was
monitored over 20 hours of culture by live-cell imaging. Graphs represent the mean of 3
independent experiments + SEM. **** p<0.0001 (One-Way ANOVA). (B-E) Angiogenesis
assay using fluorescent Cytodex beads (orange in B and red in D-E) covered by HUVEC
monolayer embedded in fibrin hydrogel and cultured for 4 days in conditioned medium (CM)
of fibroblast (NHDF) or of RCC4 cells or of a 1:1 mixture of CM (NHDF/RCC4). Actin (green)
and nuclei (blue) are stained by phalloidin and DAPI. Z-stack projections of fluorescent
images were acquired with a Zeiss Observer Apotome Il at 10x/0.45. Scale bar: 200 um (B).
Capillary network was analyzed by 3D quantifications of total capillary length, capillary
number, branch point number and connectivity index (C). Graphs represent the mean of 3
independent experiments

+ SEM. **** p<0.0001 (Kruskal-Wallis test) (C). Images of 3D reconstruction of capillary
network sprouting from the bead (D) or of one optical section (E) are shown.
Immunofluorescence of endothelial basement membrane was performed using anti-
Collagen IV (CollV) antibody (white). Empty sleeves of basement membrane (yellow arrows)
were observed in the mixture of NHDF- and RCC4-conditioned media. Fluorescent images
were acquired with a Zeiss spinning disk confocal W1 at 40x/1.1 and surfaces were visualized
in 3D with Imaris software. Scale bar: 50 um.



Supplementary Material

Movie 1. Aberrant ccRCC vasculature in patient-derived heterotopic xenografts.
Three-dimensional reconstruction of endothelial structures immunostained by CD31 (red)
and nuclei by DAPI (blue).

Movie 2. Red blood cells accumulated in pond.
Z-stack movie where endothelial structures were immunostained by CD31 (red), red blood
cells were stained by autofluorescence(red) and nuclei by DAPI (blue).

Movie 3. 3D reconstruction of a vascularized RCC4 spheroid.

The vascularized RCC4 spheroid was cultured for 5 days in collagen | hydrogel. The spheroid
of 500 RCC4 cells (green) displayed abundant protrusions. The capillaries of HUVEC (red)
converged towards the spheroid center to anastomose into a pond whose cavity was
detectable on the sectioned view.



DISCUSSION

The structure abnormalities of the tumor blood vessels have been reported for more
than two decades now, displaying high variability in size, shape and connectivity (Baluk et
al., 2005). The micro-vascularization occurring in the tumor environment is indeed a
complex process, leading to a high intra-tumoral heterogeneity but also to many distinct
patterns depending on the tumor type and history. The detailed analyses of the
microvasculature in the three dimensions using fluorescence and confocal microscopy of
large pieces of tissues allows the reconstitution of the microvascular architecture inserted
into the tumor microenvironment. More generally, there are growing evidences of peculiar
three- dimensional architectures in many solid tumors where cellular structures are
organized and interconnected in specific patterns. Recapitulating the 3D architecture of the
ccRCC is therefore of main importance to fully understand the biology of this tumor. For this
purpose, the in vivo and in vitro approaches have to be considered. We demonstrated here
that the formation of the ccRCC-specific aberrant vascular structures persists in the mouse
xenografts whereas it is known that the replacement of human tumor stroma in the primary
grafted tumor by murine stroma occurs after successive passages (Bousquet et al., 2016).
This interesting finding suggests that the human tumor cells are able to instruct the
endothelial cells of mouse origin in the xenograft as well as the RCC4 cells instruct the
primary culture of HUVEC in the in vitro 3D model. This tumor cell-driven conditioning is
probably very complex, driven both by paracrine regulation of the endothelial cells but also
other microenvironmental actors such as the fibroblasts and by the heterotypic cell-cell
interactions.

The interesting relevancy of the in vivo model for forming aberrant endothelial
structure has been also reported in a mouse model bearing combined renal epithelium-
specific deletion of Vhl, Trp53 and developing ccRCC (Harlender et al., 2017). All tumors
displayed a dense network of CD31+ thin-walled structures, either long and thin or irregular
and delineating a wide cavity, similar to respectively the sheets and ponds we report in the
present study. These in vivo models of ccRCC seem therefore relevant enough for
recapitulating the specific features of the endothelial structures. However, these models
contain many limitations due to heavy, complex and expensive approach for both
mechanistic investigation and preclinical development of new therapies. Individual
xenografts from metastatic ccRCC samples do not seem a manageable tool for in situ
assessment of treatment efficacy.

The main first issue of our in vitro 3D model was then to recapitulate the ccRCC
vascularization. Indeed, it seems more and more obvious that the microvascular network in
ccRCC cannot be easily summed up by its density since it displays highly specific features.
Indeed, many conflicting reports have been published regarding the degree of
vascularization in ccRCC, mainly revealed by the MVD associated with the differentiation
grade or the Fuhrman grade or with the patient survival (Qian et al., 2009). Facing this lack
of correlation, some studies then focused on the vessel maturity. Yao and coll. reported that
the MVD of undifferentiated (CD31+/CD34-) and of differentiated (CD34+) vessels were
inversely correlated with tumor grade and patient survival (Yao et al., 2007). However, up to
now the undifferentiated status of the blood vessels did not allow to determine some
precise clinical characterization of the patient outcome. More interestingly, the authors
displayed immunohistological sections of a high-grade ccRCC presenting a higher density of
CD31+ (and also of CD34+) aberrant structures (both ponds and sheets) than a low-grade



one. We therefore consider that the 3D architecture of the ccRCC microvasculature may be
taken into consideration for potential association with the tumor grade. Although their
studies did not investigate up to the spatial 3D organization of the endothelial structures,
Baldewijns and coll. assessed the morphometric parameters of the vessel area in ccRCC and
concluded that high- grade tumors have a different angiogenic pattern than low-grade ones
(Baldewijns et al., 2007). More recently, two types of microvessel patterns have been
identified in ccRCC (Ruiz- Sauri et al., 2018): the “pseudoacinar” one formed by both round
and elongated vessels with large lumens which, occasionally, are narrowed, this pattern is
associated with low tumor grades; - The “fascicular” one, presenting elongated vessels with
either narrow or collapsed lumens, which branch widely to interconnect with each other.
This pattern is related to higher tumor grades.

Our study investigates for the first time the 3D architecture the ccRCC-specific
aberrant microvasculature revealing the striking shapes and dimensions of some endothelial
structures. Further extensive clinical investigations would be necessary to establish the
correlation between the presence of the endothelial ponds or sheets and the tumor grade,
since the previous studies reported above suggest that the ponds could be preferentially
associated with the low grade. Using the in vitro 3D model, we demonstrated that the pond
formation and the tumor spheroid invasion are concomitant processes. This raises now the
question whether the pond would progressively remodel into sheets or whether ponds and
sheets are formed through two distinct mechanisms. Our current model is there reaching
the experimental limitation and needs higher tumor cell density and/or time-course to
further investigate the evolution of the endothelial structures.

However, we demonstrated that this 3D co-culture model of the RCC4 spheroids with
the endothelial cells lead to pond formation, remodeling and stabilization whereas the RCC4-
secreted factors alone are not sufficient to induce the capillary morphogenesis and even
alter the integrity of the pre-existing capillaries. This study demonstrates that the tumor cells
secrete angiogenic factors that destabilize the growing capillaries and induce endothelial cell
migration. The capillary morphogenesis occurs when both tumor and fibroblast-secreted
factors are present in the tumor microenvironment. Our study therefore highlights the
cooperative involvement of the tumor-and fibroblast-secreted factors on the capillary
morphogenesis, recapitulating the first major attractive effect of the tumor mass on the
surrounding capillaries. As the capillaries contact the invading tumor mass, the major
remodeling of the endothelial structures occurs, leading to the pond formation. Consistent
with previous study describing a co-culture engineered model of mosaic microvessels in
breast cancer (Silvestri et al., 2020), we here demonstrate the main significance of the co-
culture model for accurately shaping the physiopathological microvessels. Our 3D model is
therefore pertinent to further analyze the impact of the heterotypic interactions between
tumor and endothelial cells not only on the pond formation but also on the responses to
drug treatments. Indeed, we report here for the first time that the ccRCC microenvironment
composed of tumor cells, fibroblast-secreted factors and collagen | favors the presence of
specific endothelial structures weakly sensitive to sunitinib. A main issue is now to further
understand the molecular mechanisms underlying the low sensitivity to sunitinib. Several
recent works using singe cell-RNA sequencing performed on ccRCC samples revealed two
major endothelial clusters, one having higher expression of VEGF receptors 1 and 2 mRNAs
compared with the other (Zhang et al., 2021; Young et al., 2018; Su et al., 2021). The first
study interestingly mentioned that the second endothelial cluster may evade angiogenesis



inhibitors. We therefore suggest that the pond may be composed of endothelial cells of the
second cluster, providing a decreased sensitivity to sunitinib.

Altogether, we provide an innovative and relevant approach for combining the
requirements of the cancer biology and of the 3D model of vascularized tumor spheroid and
recapitulate the spatial shapes and polarization of the endothelial and tumor structures and
the responses to approved treatments of the metastatic ccRCC.
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ABSTRACT

The hypoxic tumor stroma is characterized by a chaotic vascularization in a
remodeled extracellular matrix (ECM). In clear cell renal cell carcinoma (ccRCC), mutation of
the tumor suppressor protein Von Hippel Lindau induces stabilization of the hypoxia-
inducible factor leading to a pseudo-hypoxic context promoting tumor invasion,
hypervascularization and ECM remodeling. Tumor cell invasion is an adaptive process which
depends upon coordinated cell interaction with the environment, influencing cell-matrix
and cell—cell adhesion, cytoskeletal dynamics and extracellular matrix remodeling (Odenthal
et al., 2016). Our team recently characterized aberrant endothelial structures called ponds,
presenting specific features of dimensions and shapes in both ccRCC human samples and
ccRCC-derived xenografts in mouse. Moreover, using in vitro 3D co-culture models of
vascularized ccRCC microtumors, we previously demonstrated that pond formation and
tumor invasion are concomitant processes. On the one hand, we investigated the impact of
ECM mechanical properties on tumor invasive strategies, heterotypic interactions and the
vascular pond formation. On the other hand, we assessed the impact of
mechanotransduction alteration of tumor spheroids on the pond formation. Using ccRCC
microtumors, we either modified the mechanical properties of the collagen | hydrogel
through the pH-regulated polymerization. We here demonstrated that ECM mechanical
properties govern tumor invasion strategies associated with YAP-mediated
mechanotransduction. In co-culture, tumor invasion and vascular pond formation are driven
by the reciprocal relationship between endothelial cells and tumor spheroids associated with
ECM remodeling. We revealed that the alteration of the spheroid mechanotransduction
through cytochalasin E treatment inhibits the pond formation.

Altogether, the vascular pond formation requires the tumor spheroid invasion associated
with ECM remodeling. This result strongly suggest that the migrating tumor cells remodeled
a favorable niche for the pond formation.

Keywords: ccRCC, microvasculature, ECM mechanical properties, tumor invasion, in vitro 3D
models.



Introduction

Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the most common but also aggressive
subtype among the renal cell carcinomas. Approximately 20% of RCC patients display
primarily metastatic disease and one third of patients will develop distant metastases
(Capitanio et al., 2016). In ccRCC, mutation of the tumor suppressor protein Von Hippel
Lindau (VHL) induces stabilization of the hypoxia-inducible factor leading to a pseudo-
hypoxic context promoting hypervascularization, tumor invasion and ECM remodeling. This
intense angiogenic microenvironment, actively interacting with stromal and tumor cells.

We previously reported that human ccRCC samples consistently display aberrant
microvascular structures revealing outlier dimensions and 3D patterns infiltrating the tumor
mass (Brassard-Jollive et al., in preparation). In the ccRCC aberrant microvasculature,
irregularly dilated CD31+ structures containing a nucleus-free cavity were defined as ponds.

In this previous study, we engineered in vitro 3D vascularized microtumors
containing spheroids of a fluorescent VHL-defective cell line derived from sporadic ccRCC
(RCC4) or corresponding cell line in which wild-type VHL was stably expressed (RCC4-VHL)
and primary culture of endothelial cells (HUVEC) embedded in collagen | hydrogel.

We demonstrated then that the vascularized spheroids of RCC4 cells recapitulated
the ccRCC-specific endothelial ponds unlike the RCC4-VHL spheroids. Furthermore, the RCC4
spheroids displayed the epithelio-mesenchymal transition (EMT) hallmarks and highly
invasive capacities, stimulated by paracrine factors, present in the tumor microenvironment.
Some publications report that biomechanical cues of the extracellular matrix (ECM)
associated with the mechanical interactions of cells and the resulting ECM remodeling
impacts the formation of the tumor vasculature and shapes its specific features (Bonnans et
al., 2014; Pickup et al., 2014). This ECM remodeling involves abnormal and excessive
secretion of collagen | as well as structural rearrangement by lysyl oxidase like 2 (LOXL2)
leading to an increased stiffness (Barker et al., 2013). In this complex tumor
microenvironment, mechano- sensing and -transductions of the tumor cells lead to the
adaptation of their migratory behavior and of their ECM remodeling capacities (Odenthal et
al., 2016). After malignant transformation induced by sporadic mutations, tumor cells
establish cellular and molecular interactions with neighboring cells and with ECM therefore
generating a local remodeling of microenvironment. The progressive extension of this
remodeling process leads to the formation of the microenvironmental niche (Borovski et al.,
Cancer Res., 2011), which then strongly contributes to the metastatic dissemination
(Sleeman et al., 2012).

We here hypothesized that the local environment of ccRCC tumor cells presenting
the EMT features with high invasive capacities are able to induce the endothelial pond
formation in a remodeled microenvironment. On the one hand, we investigated the impact
of ECM mechanical properties on tumor invasive strategies, heterotypic interactions and the
vascular pond formation. On the other hand, we assessed the impact of
mechanotransduction alteration of tumor spheroids on the pond formation.

Using ccRCC microtumors, we either modified the mechanical properties of the
collagen | hydrogel through the pH-regulated polymerization. We here demonstrated that
ECM mechanical properties govern tumor invasion strategies associated with YAP-mediated
mechanotransduction. In co-culture, tumor invasion and vascular pond formation are driven
by the reciprocal relationship between endothelial cells and tumor spheroids associated with
ECM remodeling. We revealed that the alteration of the spheroid mechanotransduction
through cytochalasin E treatment inhibits the pond formation.



Altogether, the vascular pond formation requires the tumor spheroid invasion
associated with ECM remodeling. This result strongly suggest that the migrating tumor cells
remodeled a favorable niche for the pond formation.



Materials and Methods

Cell culture

Fluorescent GFP-RCC4 and LAR-RCC4-VHL were established as previously described
(Brassard-Jollive et al., in preparation) from pVHL-defective cell line derived from sporadic
ccRCC (RCC4) and corresponding cell line in which wild-type pVHL was stably expressed
(RCC4- VHL) (Maxwell et al., 1999). Cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium
4.5 g/L D-Glucose (DMEM high glucose; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with
7.5% fetal bovine serum (Invitrogen). Adult normal human dermal fibroblasts (NHDF;
Promocell, Heidelberg, Germany) were grown in fibroblast growth medium 2 (FGM2;
PromoCell). Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were prepared from cords
provided by AP-HP, Hopital Saint-Louis, Unité de Thérapie Cellulaire, CRB-Banque de Sang de
Cordon, Paris, France (authorization number AC-2016-2759) (Liabotis et al., 2022) and grown
as previously described (Bignon et al., 2011) in endothelial cell growth medium 2 (ECGM2;
PromoCell). Experiments were performed between passages 1 and 5 for each primary cell
culture. Conditioned media (CM) of RCC4, RCC4-VHL and NHDF cells were prepared in
ECGM2 depleted of VEGFes (hereafter called VEGF) with confluent cells. After two days,
media were refreshed and then collected every day.

Collagen hydrogels

Collagen was acid-extracted from rat tails as previously described (Brassard-Jollive et al.,
in preparation). Hydrogels were prepared by diluting collagen to 2 mg/ml in 20 mM acetic
acid. Concentrated (10X) M199 culture medium (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) was
added and pH was raised to 6.5, 7 or 8.5 by addition of NaHCO3 on ice. Gelation was
performed at 20°C during 40 minutes. In some experiments, human home-made purified
LOXL2 (325 U/ml) was added upon neutralization of collagen | (pH 6.5 or 7), at the initiation
of gelation at 20°C.

Spheroid formation and invasion assay

Spheroids of 500 cells were formed using the hanging drop method. Heterotypic
spheroids were formed using 25% of RCC4 and 75% of RCC4-VHL cells, unless otherwise
specified. RCC4, RCC4-VHL or heterotypic spheroids were embedded in the collagen |
hydrogels and cultivated in FB96 phenoplates (PerkinEImer, Waltham, MA, USA) for 3 days.
Culture medium was changed every day.

Time-lapse imaging of heterotypic spheroids

Heterotypic spheroids were included in collagen | hydrogel and cultured in presence of
complete DMEM. Acquisitions were performed with a Zeiss spinning-disk confocal W1 using
20x/0.8 objective lenses every 30 minutes.



Spheroid vascularization assay

HUVEC were co-embedded at 1.5%10° cells/mL with RCC4-GFP spheroids of 500 cells in
collagen | hydrogels and cultivated in FB96 phenoplates for 1 to 5 days. Culture medium was
changed every day.

Experimental design for single or co-culture of spheroids and endothelial cells

RCC4 or RCC4-VHL spheroids were embedded in collagen | hydrogel (polymerization at
pH 6.5) with endothelial cells (1.5*%10° cells/mL) seeded in separate hydrogel or in common
hydrogel using p-Slide 2 Well co-culture (ibidi GmbH, Grafelfing, Germany) and cultured in
fibroblast conditioned-medium (NHDF-CM) for 1 to 3 days. Medium was changed every day.

Cytochalasin E pre-treatment of spheroids

Spheroids were pre-treated by vehicle (DMSO, 1/1000°) or by cytochalasin E from
Aspergillus clavatus (C2149, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) at 10 pg/mL. After
treatment, spheroids were washed 3 times. Pre-treated spheroids were then co-embedded
with endothelial cells in collagen | hydrogel (polymerization at pH6.5) and analyzed after 1 or
2 days of culture in presence of NHDF-CM. Medium was changed every day.

Immunostaining

Hydrogels were fixed with 4% paraformaldehyde for 30 minutes. Immunostaining and
fluorescent labeling were performed in PBS-Triton-X-100 0.01%. Actin was stained with
phalloidin coupled to Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A12379, 1/2000) or Alexa Fluor 555
(Invitrogen, A34055, 1/2000). Anti- YAP and anti-Ki67 were respectively purchased from
Santa Cruz (SC-101199, 1/200) and Abcam (196907, 1/200). Secondary antibodies coupled to
Alexa fluor dyes were purchased from Thermo Fisher Scientific. Nuclei were stained with
4',6- diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Invitrogen). In the co-culture model, endothelial cells
were stained by anti-CD31 antibody coupled to Alexa Fluor 647 (Abcam, 215912, 1/200).

Image acquisition and quantifications

Fluorescent images were acquired by a Zeiss Observer Apotome Il using 10x/0.45 and
40x/1.1 objective lenses or by a Zeiss spinning-disk confocal W1 using 20x/0.8, 25x/0.9 or
40x/1.1 objective lenses. For assessment of collagen | remodeling, images were acquired
with a Leica SP5-MP confocal microscope equipped with a Leica HCX PL APO X25 objective
lens, (water immersion, 0.95 NA) (Leica, Wetzlar, Germany). Multiphoton excitation was
performed using a Maitai SP laser (Newport Corporation, Irvine, CA, USA). Second harmonic
generation (SHG) signal was collected by external non-descanned detector at 440 nm, using
laser excitation at 880 nm. RCC4 or RCC4-VHL spheroid invasion was assessed by
quantification of spheroid area, perimeter and circularity index on Z-stack projections (Fiji).
RCC4 spheroid invasion was assessed by 3D quantification of sholl analysis of nuclei, total
number of objects, and their distance to centroid using a plugin developed by Orion’s
imaging facility (Imaris 8.2, Bitplane, Belfast, UK and F).



Statistical Analysis

Statistical analysis were conducted using Prism software version 8.0 (GraphPad Prism).
All data provide from at least three independent experiments (n=3). Numerical variables are
expressed as the mean = SEM. The statistical analyses were performed using Prism software
version 8.0 (GraphPad software, Paris Descartes). The normality of the distribution was
tested with the D’Agostino-Pearson Normality test and Shapiro Wilks Normality test. When
the distribution of the data for each group respected the normality law and the variance of
the group was homogeneous, a t test was performed to compare two groups or a one-way
Anova to compare several group means. When the distribution of at least one of the groups
did not follow the normality law or is too small to be tested, comparison between 2 groups
was performed with the nonparametric Welch’s test and comparison between several
groups was performed with the nonparametric Kruskal-Wallis test. Differences were
considered significant at p<0.05.



RESULTS

Invasion strategies of RCC4 are driven by ECM mechanical properties and associated with
the YAP-mediated mechanotransduction

We previously reported the 3D invasive capacities of the human ccRCC cell line RCC4,
defective for VHL and the corresponding VHL-restored cell line RCC4-VHL using a 3D in vitro
model of tumor spheroids grown in collagen | hydrogel, in various growth media (Brassard-
Jollive et al., in preparation). Whereas RCC4-VHL spheroids displayed a cyst organization
similar to an epithelium, RCC4 spheroids exhibited a highly invasive behavior, revealed by
long and numerous protrusions in DMEM, further enhanced in NHDF-CM. We then
concluded that VHL gene alteration induced spheroid invasion, stimulated by paracrines
factors, present in the tumor microenvironment, such as the fibroblast secreted-factors.

To assess effect of ECM mechanical properties on tumor migration, we designed
spheroid invasion assays with varying collagen fibrillogenesis (Fig.1). As modifying
physicochemical parameters, such as pH, while keeping constant the collagen |
concentration, allows the tailored formation of the fibers (Coradin et al., 2020), we
generated low (LF), intermediate (IF) or high (HF) fibrillogenesis by polymerizing collagen | at
pH 6.5, 7 or 8.5, respectively. Structural organization of collagen | hydrogel was analyzed by
second harmonic generation (SHG) imaging revealing short, weakly detectable and
homogenously spread fibrils in LF, longer detectable fibers in IF and thick and abundant
fibers, occasionally organized in bundles in HF (Fig.1A). Spheroids embedded in collagen |
hydrogels were cultured for 3 days in either DMEM or NHDF-CM and assessed for area,
perimeter and circularity index. RCC4-VHL spheroids did not display any invasive capacities
when cultured in DMEM whatever the collagen fibrillogenesis and displayed a very subtle
invasive behavior, revealed by the significant increase of area and perimeter, as well as the
presence of sparse protrusions (Fig.1B-C). Optical section at the spheroid center showed a
regular organization of the RCC4- VHL cells around a lumen revealing a cyst-like structure
whatever the culture medium and fibrillogenesis rate (Fig.1D). Interestingly, the epithelial
feature of the RCC4-VHL spheroid was strongly regulated by the fibroblast-secreted
molecules, as we previously reported (Brassard- Jollive et al., in preparation) and additional
slightly shaped by the increased fibrillogenesis of the hydrogel (Fig.1E). RCC4 spheroids
exhibited a highly invasive behavior revealed by numerous invasion strands of aligned cells
in LF- and IF- contexts and by a huge amount of migrating individualized cells in HF-context
in both DMEM and NHDF-CM (Fig.1F). Quantification of the invasion parameters
demonstrated that the invasive capacities are statistically increased in associated with
fibrillogenesis rate. Moreover, the paracrine factors secreted by fibroblasts strongly
supported very high invasion capacities (Fig.1G). Optical section at the spheroid center
revealed the growing protrusions around the nucleus-free print of the former spheroid in
the LF- and IF- contexts whereas the individual cells abundantly migrated out of the former
spheroid core in the HF-context (Fig.1H).

The dichotomy between the two invasive modes depending on the hydrogel
properties was similarly observed in DMEM and NHDF-CM. In order to further characterize
these invasive modes, 3D morphological Sholl analyzes were performed on RCC4 spheroids
(Fig.11-K). The distance between the tumor cell nuclei and the spheroid center was not only
dramatically increased in NHDF-CM compared to DMEM but also the number of distant
nuclei is statistically higher in the HF-context than in the LF- and IF-contexts (Fig.1l).
Although the number of individualized cells, counted as objects was similar in IF- and HF-



contexts compared to LF-context, in both DMEM and NHDF-CM (Fig.1J)), the distance
between the individualized cells and the spheroid center was significantly higher in HF-
context than in IF-context (Fig.1K). Altogether, these results demonstrated that the ECM
mechanical properties drive the spheroid invasion intensity and strategy. As the shift to
individual migration is revealed in particular by an increase of the object number, we further
analyzed the tumor cell proliferation by Ki67 staining. The RCC4-VHL spheroids were
similarly proliferating when grown in DMEM or NHDF-CM in the 3 hydrogel types
(Supplementary Fig.S1A). Interestingly, cell proliferation in the RCC4 spheroids was
significantly increased by NHDF-CM compared with DMEM and further significantly
enhanced by the increased fibrillogenesis of the hydrogels (Supplementary Fig.S1B-C).

Our results demonstrate that the intensity of the invasive capacities of the ccRCC-

derived spheroids are mainly determined by the paracrine factors present in the tumor
microenvironment whereas the invasive strategies are driven by the ECM mechanical
properties. Moreover, the progressive shift from collective to individual invasion is
associated with an increasing proliferation.
As ECM mechanical properties regulate invasive strategies and proliferation, we aimed to
further analyze the activation of mechanotransduction signaling pathway. In order to
decipher the tumor cell mechanotransduction underlying the invasion modes, in situ YAP
subcellular localization was analyzed by immunofluorescence staining in the LF-, IF or HF-
context of the 3D invasive model (Fig.2). Interestingly, YAP was uniformly detected
throughout the whole invading spheroid in the LF-hydrogel. High magnification revealed it
cytoplasmic and nuclear localization of the aligned cells in the invasive strands both at the
vicinity or extremity of the spheroid core (Fig.2A-B, top panels). YAP localization was more
heterogeneous in the spheroid expanding in the IF-hydrogel, occasionally restricted into the
nuclei of some cells or cytoplasm of others (Fig.2A, middle panels). The subcellular YAP
localization was exclusively detected in the nuclei of the cells individually migrating out of
the spheroid in the HF- hydrogel, whether they were in the proximity or at distance from the
core (Fig.2A, bottom panels).

These results demonstrate for the first time that the intensity of the collagen
fibrillogenesis tunes the YAP-mediated mechanotransduction associated with the invasive
strategies of the tumor cells in a 3D microenvironment.

The leader-follower invasive process is driven by ECM mechanical properties

As EMT in cancer is a reversible transition process involving multiple intermediate
stages known as partial, we assessed the behavior of epithelial and tumor cells co-existing in
the same microenvironment (Vilchez Mercedes et al., 2021). The 2D culture of various ratios
of RCC4/RCC4-VHL cells firstly demonstrated the specific patterning of the two distinct cell
populations (Fig.3A). From 25% of RCC4 cells, they organized either individually or in small
clusters whereas the RCC4-VHL cells maintained a very cohesive organization of clusters
even when reaching the low ratio of 25%. We next analyzed the spatial organization of the
two cell populations in the 3D spheroid model in IF-hydrogel. Increasing ratio of RCC4
spheroids induced increasing invasion of the heterotypic spheroid (Supplementary Fig.S2A).
Studies were further performed with 25% of the RCC4 cells in order to maintain moderate
invasion of the heterotypic spheroids. Acquisitions of the fixed heterotypic spheroids were
performed between 0 to 3 days of culture (Fig.3B). The spheroids displayed some distinct
patterns of the two populations at the initial stage with a cohesive spheroid core composed
of RCC4-VHL cells maintained over time whereas the RCC4 cells migrated out of the spheroid



either individually or inserted in homotypic invasion strand. Concomitantly to the RCC4 cell
migration, the spheroid composed of RCC4-VHL lost its circular shape as some protrusions
stretched it out. Time-lapse microscopy between 2 to 3 days associated with higher
magnification provided a better visualization of these concomitant events (Fig.3C and
Moviel). Several radial RCC4 cells sticked out the regular surface of the RCC4-VHL spheroid
and moved forward and backward along the same axis for the 20 hour-imaging.
Interestingly, the RCC4 cell pulled the RCC4-VHL cell (59.5 h) which maintained permanent
cohesive contact with the spheroid. Overlapping with the RCC4 cell, the RCC4-VHL tip passed
it (60.5 h), pulled the spheroid surface and then moved backward (66 h) forming a large,
short and stable protrusion at the spheroid surface (69 h). Meanwhile, the RCC4 cell body
detached from the spheroid (66.5 h) and then moved backward along the same axis
establishing new contact with the RCC4-VHL cell (69 h). The leader RCC4 cell therefore
created a linear path and steered the follower RCC4-VHL cells, in a dynamic process
previously observed for the cancer-associated fibroblasts and tumor- associated
macrophages (Vilchez Mercedes et al., 2021). We demonstrated that tumor cells displaying a
VHL gene alteration were able to induce migration of non-invasive cells through a leader-
follower mechanism. We therefore suggest that this process would contribute to an
increased aggressive feature of the ccRCC tumor.

As the RCC4-secreted molecules were insufficient to induce RCC4-VHL invasion
(Supplementary Fig.S2B) and as the ECM mechanical properties drive the invasion strategies,
we then deciphered the impact of collagen | fibrillogenesis on the leader-follower process.

This leader-follower process was observed in the three hydrogel types and the two
culture media where the RCC4 cells invaded the microenvironment whereas the spheroid
was mainly if not totally composed of RCC4-VHL (Fig.3D). Consistent with the behavior of the
homotypic spheroids (Fig.1F), the RCC4 cell individualization increased with the
fibrillogenesis rate. Furthermore, Ki67 staining revealed proliferative RCC4-VHL and RCC4
cells either individualized or integrated in invasion strands (Supplementary Fig.S3).

The invading cell morphology was also dramatically affected by the variation of the
microenvironment. In LF context, the RCC4 cells were uniformly elongated along linear track
and presented orientated filopodia upstream this track whereas in HF context, the RCC4 cell
shapes were diverse and irregular, presenting many cell body extensions. This feature was
amplified in the NHDF-CM, as we previously described its ability to increase the RCC4
invasion capacities compared to DMEM (Brassard-Jollive et al., in preparation). Moreover,
the RCC4- VHL spheroid circularity disappeared when the fibrillogenesis increased,
suggesting a high number of rapid pulling processes.

Altogether, these data demonstrate that the RCC4 cells can act as leader cells
transiently interacting with the follower RCC4-VHL cells and coordinating the motion of the
spheroid strands. The RCC4 leader cells are therefore able to promote collective motion of
the RCC4-VHL follower cells which would be unable to invade the microenvironment if alone.
Interestingly, the variation of the rate of the collagen | fibrillogenesis also suggested that the
leader cells remodel the ECM to create a low-resistance path for the follower cells.

In order to provide an alternative relevant model for varying the ECM mechanical
properties, we performed a biomimetic cross-linking approach, using the home-made
purified active recombinant human lysyl oxidase-like 2 (LOXL2) (Schmelzer et al., 2019;
Umana-Diaz et al., 2020) (Fig.4). LOXL2 is an ECM-remodeling enzyme, which cross-links the
collagen | (Schilter et I., J.Cell Mol.Med., 2019) and is overexpressed in ccRCC (Hase et al.,
2014; Ahluwalia et al., 2021). SHG imaging showed that adding LOXL2 modulated fiber
length and increased pore size (Fig.4A). The heterotypic spheroids were grown in DMEM in
order to



maintain moderate migration capacities of the RCC4 cells (Fig.4B). LOXL2 treated-matrices
enhanced the leader-follower process, by increasing the number of elongated migrating
RCC4 cells upstream to the RCC4-VHL strands. The 3D quantification revealed a significant
increase of both invading RCC4 cells and RCC4-VHL strands whereas the area of the spheroid
constituted by the RCC4-VHL cells was not altered by LOXL2 treatment of the ECM (Fig.4C).
These data suggest that the LOXL2-induced ECM remodeling favors the invasive capacities of
the RCC4 and the track formation allowing the RCC4 motion through the strands.

These results demonstrate that the ECM mechanical properties regulate the invasion
intensity and strategies of the RCC4 and the leader-follower process involving the RCC4-VHL
strands. These data suggest an ECM remodeling by the RCC4 cells allowing the formation of
non-resistant tracks for RCC4-VHL motion.

The reciprocal relationship between endothelial cells and tumor spheroids drives tumor
invasion and vascular pond formation.

As ECM remodeling during tumor growth provides dysregulations of angiogenesis

(Kretschmer et al., 2021), we addressed the question of the involvement of the reciprocal
relationship between endothelial and tumor cells on the spheroid invasion and pond
formations that we previously reported (Brassard-Jollive et al., in preparation). For this
purpose, we performed co-culture of RCC4 or RCC4-VHL spheroids and HUVEC embedded in
adjacent or common LF-collagen | hydrogels. The complete surface of the well is covered by
NHDF-CM allowing the diffusion of the paracrine factors in the hydrogels (Fig.5A). Consistent
to the time-course previously reported (Brassard-Jollive et al., in preparation), we observed
limited invasive capacities of the RCC4-VHL spheroid, induced by the co-culture with
endothelial cells at 24 hours since the corresponding spheroid did not invade in the setting
of adjacent hydrogels. In contrast, the RCC4 spheroid invaded in the same setting although
to a less extent than in co-culture setting (Fig.5B). In parallel, the capillary morphogenesis
strongly differed in presence of RCC4-VHL or RCC4 spheroids both at 24 and 72 hours
(Fig.5B-C). At the early stage, rare capillary sections were formed at the RCC4-VHL contact
whereas a high number of capillaries converged towards the RCC4 spheroid.
At the later stage, the sparse endothelial network around the RCC4-VHL spheroid was
composed of short and weakly connected capillaries whereas numerous converging
capillaries towards the RCC4 spheroid led to a dense and interconnected network, previously
characterized as an endothelial pond (Brassard-Jollive et al., in preparation). On the
contrary, the adjacent hydrogels did not display any pond formation. These results highlight
that paracrine factors are not sufficient to induce tumor invasion and vascular pond
formation. Moreover, the co-culture of endothelial and RCC4 cells, at various
concentrations, in suspension in the LF-collagen | hydrogel did not allow the pond formation
(Supplementary Fig.S4). This result reveals the involvement of spheroid architecture for the
pond formation.

These data highlight a complex reciprocal process between endothelial cells and
tumor spheroids, driving tumor invasion and vascular pond formation.

As the co-culture with endothelial cells induced or increased the RCC4-VHL or RCC4
spheroid invasion, respectively, we further analyzed the effect of endothelial cells on tumor
invasion strategies. The culture setting was identical to those described above. Whereas no
protrusion was detectable in RCC4-VHL spheroids even at high magnification in the adjacent
hydrogels, cell protrusions sprouted out of the spheroid in the co-culture (Fig.6A; top panel).
The co-culture of the RCC4 spheroids with endothelial cells shifted the invasion strands



composed of several aligned cells towards invading individualized cells presenting a
mesenchymal appearance (Fig.6A; bottom panel). This shift was further assessed by the 3D
quantification of the invasion parameters (Fig.6B-D) revealing a significant increase of the
number of individualized RCC4 cells in the co-culture setting. Co-culture of tumor spheroids
and endothelial cells shifts the invasion strategy from collective to individual migration.

These data suggest the involvement of the ECM mechanical properties and
remodeling in the invasion strategies. SHG imaging in the adjacent setting further revealed
that the RCC4- VHL spheroid slightly remodeled the collagen | fibers whereas the invasion
strands sprouting from the RCC4 spheroid pulled the fibers along the migratory axis Fig.6E).
In the co-culture model, the endothelial cells additionally remodeled and packed the fibers,
therefore establishing tracks between them and the spheroid protrusions, either from RCC4
or RCC4- VHL cells. The reciprocal relationship between endothelial cells and tumor
spheroids associated with ECM remodeling drives tumor invasion and vascular pond
formation.

The vascular pond formation requires the tumor spheroid invasion associated with ECM
remodeling

To assess whether the ECM mechanical properties affect the pond formation, we
performed the co-culture model of endothelial and RCC4 cells in the LF, IF or IF contexts
(Fig.7) for analyzing the pond initiation after 2 days culture (Fig.7A-C) or the pond
stabilization after 5 days culture (Fig.7D-F), according to the time-course previously
described in the LF-collagen | hydrogel (Brassard-Jollive et al., in preparation). At the initial
stage, the endothelial capillaries converged towards the visible spheroid core of the RCC4
cells in LF and IF contexts, whereas small capillaries sections were spread in the
microenvironment, which uniformly contained individualized migrating RCC4 cells in the HF
context (Fig.7A). Consistent with these observations, quantification of the vascular area
revealed a significant decrease in the HF context compared to LF- and IF- ones (Fig.7B). SHG
imaging combined with endothelial and tumor cells stainings revealed a cavity at the
spheroid center delineated by a polarized border constituted by luminal endothelial
monolayer, packed collagen | fibers and basal RCC4 cells in the LF- and IF-contexts. In
contrast, the barely detectable cavity was not delineated by a similar polarized structure in
the HF-context (Fig.7C). At 5 days, while the individualized migrating RCC4 cells were
uniformly spread in the microenvironment in any context, the pond was detectable only in
the LF-and IF-collagen | hydrogels, as revealed by the quantification of the vascular area,
significantly decreased in the HF-context (Fig.7D-E). Similar remodeling as two days was
observed in close contact to the pond cavity in the LF- and IF-contexts (Fig.7F). On the
contrary, the border and the lumen cavity were not detectable in the HF-context. The ECM
mechanical properties allowing an active remodeling process by the endothelial and
invading tumor cells drive the pond formation. We therefore hypothesized that the ECM
remodeling induced by capillary morphogenesis and tumor spheroid invasion supports the
pond formation process.

Inhibiting the actin polymerization by pretreating the RCC4 spheroids with
cytochalasin E provided an alternative approach for tuning its invasion capacities and
associated-ECM remodeling. Indeed, as the biomechanical variations of the hydrogels also
impacted the capillary formation (Supplementary Fig.S5), we aimed to specifically targeted
the spheroid invasive capacities. For this purpose, the vehicle- or cytochalasin E-treated
spheroids were immediately embedded in the LF-collagen | hydrogel, co-cultured with
endothelial cells and analyzed after 1 or 2 days of culture (Fig.8). Analysis of the spheroid



invasion capacities associated with ECM remodeling were performed after 1 day of culture
by SHG imaging (Fig.8A-B). Whereas an intense remodeling and compaction of the collagen |
fibers were associated to the spheroid protrusions and surface, the cytochalasin E-
pretreated spheroid dramatically lacked of consistent remodeling (Fig.8A). Moreover, the
ECM remodeling performed by the endothelial cells in the spheroid proximity was
maintained (Fig.8B). To conclude, the alteration of the spheroid mechanotransduction
inhibits its invasion and ECM remodeling capacities while maintaining the ECM remodeling
abilities of the endothelial cells. We further observed that the cytochalasin E-treated
spheroids did not invade the hydrogel after 1 day and displayed a delayed invasion after 2
days, when compared to the corresponding vehicle-treated spheroids (Fig.8C-D).
Remarkably, the pond initiation was similarly delayed, in absence of any accumulation of the
endothelial cells at the spheroid center. A significant decrease of the invasion and vascular
area in the cytochalasin E condition at 1 and 2 days was revealed by quantifications (Fig.8E-
F). Furthermore, the invasive and vascular areas were two robustly correlated data (Fig.8G).
We clearly demonstrated that the alteration of the spheroid mechanotransduction inhibits
the pond formation.

In conclusion, the vascular pond formation requires the tumor spheroid invasion
associated with ECM remodeling. This result strongly suggest that the migrating tumor cells
remodeled a favorable niche for the pond formation.
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Figure 1. Invasion strategies are driven by ECM mechanical properties.

ECM properties of collagen | (2 mg/mL) hydrogels were modulated by tuning the pH (6.5, 7 or
8.5) during polymerization at 20°C leading to low (LF), intermediate (IF) or high (HF)
fibrillogenesis. (A) Collagen | fibers were visualized in the hydrogels by second harmonic
generation (SHG) using an inverted Leica SP5 a 25x/0.9. Scale bar: 15 um. (B-H) Spheroids of
RCC4-VHL (B and D) or RCC4 cells (F and H) were embedded in collagen | hydrogel and cultured
in DMEM or NHDF-CM for 3 days. Images were acquired using a Zeiss Observer Apotome Il at
10x/0.45 (B, F and H) or a Zeiss spinning disk confocal W1 at 25x/0.9 (D). Z-stack projections
are represented (B and F). Scale bar: 200 um (B, F panels with low magnification and H). Higher
magnifications of cell invasion of RCC4 spheroid were obtained (1-6 orange dotted frames)
with 3.5x zoom. Scale bar: 50 um (F panels with high magnification). Cyst lumen of RCC4-VHL
spheroid or loss of RCC4 spheroid integrity was detected on optical section performed in the
middle of the spheroids (D or H, respectively). White dot lines delineated the cyst cavity of the
RCC4-VHL spheroid (D). Scale bar: 50 um. Cyst lumen was analyzed by quantification of the
lumen area and lumen area over the total spheroid area on optical section (E). (C, G and I-K)
Spheroid invasion was assessed by quantification of the spheroid area, perimeter and
circularity index on Z-stack projections (C and G) or by 3D quantification for RCC4 spheroids of
Sholl analysis of nuclei (), total number of objects (J) and their distance to the spheroid center
(K). Graphs represent the mean of 3 independent experiments +/- SEM (C, E, I-K). Statistical
analyses were performed using Brown-Forsythe and Welch ANOVA tests (* p<0.05** p<0.01,
*** p<0.001, **** p<0.0001) (C for Perimeter, G for Area and Perimeter), Kruskal- Wallis test
(** p<0.01, *** p<0.0001) (C for Area and Circularity index) or ordinary one-way.
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Figure 2. Invasion strategies are associated with YAP-dependent mechanotransduction.
(A-B) Spheroids of RCC4 cells (green) were embedded in LF-, IF or HF-collagen | hydrogels
and cultured in DMEM for 3 days. Subcellular localization of YAP protein was analyzed by
anti-YAP immunostaining (red) associated with nuclei staining (blue). Images of the whole
spheroid (A) or of the invasive front (B) were acquired using a Zeiss spinning disk confocal
W1 at 40x/1.1 and Z-stack projections are represented. Higher magnifications of RCC4 cells
(1-3 orange dotted frames) were obtained with 3.4x zoom (A). White dot lines highlight
nucleus borders. Scale bar: 50 um.
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Figure 3. Leader-follower invasive mechanisms are induced by VHL loss of function and
regulated by ECM mechanical properties.

(A) Heterotypic 2D co-culture of RCC4 (green) and RCC4-VHL (red) cells, were performed in
various proportions ranking from 0% to 100% of RCC4 cells, for 3 days in presence of DMEM.
(B-C) Heterotypic spheroids of 25% RCC4 (green) and 75% of RCC4-VHL (red) cells were
cultured in LF-collagen | hydrogel in presence of DMEM for 0, 24, 48 and 72 hours (B). Time-
lapse of the invasive front was performed by image acquisitions every 30 minutes between
49.5 and 69 hours. The follow-up of a RCC4-invasive strand was labelled by a yellow
arrowhead (C). (D) Heterotypic spheroids were cultured in LF-, IF- or HF-collagen | hydrogels
in presence of DMEM or NHDF-CM for 3 days. Images were acquired using a Zeiss spinning
disk confocal W1 at 10x/0.45 (A), 20x/0.8 (B and C) or 25x/0.9 (D). Scale bar: 50 (C and D
panels with high magnification) or 100 um (D panels with low magnification).
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Figure 4. ECM mechanical properties modulated by LOXL2 stimulate leader-follower
invasive mechanisms.

ECM properties were modulated by adding recombinant human active (+LOXL2) protein
during the polymerization of the LF- or IF-collagen | hydrogels. (A) Collagen | remodeling was
visualized by SHG using an inverted Leica SP5 at 25x/0.9. Scale bar: 50 um. (B) Heterotypic
spheroids of 25% of RCC4 cells (green) and 75% of RCC4-VHL (red) were cultured in the LF- or
IF-collagen | hydrogels in DMEM for 3 days. Images were acquired using a Zeiss spinning disk
confocal W1 at 25x/0.8. Z-stack projections are represented. Scale bar: 100 um. (C) Leader-
follower process was analyzed by 3D quantification of number of RCC4 cells, of RCC4-VHL
strands and area of RCC4-VHL spheroids. Graphs represent the mean of 3 independent
experiments. Statistical analysis was performed using ordinary one-way ANOVA (ns p>0.05, *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001).
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Figure 5. Co-culture of endothelial and tumor cells induces endothelial pond formation and
tumor spheroid invasion.

(A) Experimental design of simple or co-culture of endothelial cells (green) and spheroids of
RCC4 (green) or RCC4-VHL (red) allowed to dissociate paracrine and mechanical properties.
(B and C) RCC4 (green) or RCC4-VHL (red) spheroids were embedded in LF-collagen |
hydrogels with endothelial cells seeded in separate hydrogel (left panel) or in the same
hydrogel (right panel) and cultured in NHDF-CM. Immunofluorescence of endothelial
capillaries was performed using anti-CD31 antibody (white). Nuclei were stained by DAPI
(blue). Tumor invasion was visualized at 24 hours (B, left panel) and capillary morphogenesis
at 72 hours (C, left panel). Images were acquired using a Zeiss spinning disk confocal W1 at
20x/0.8. Z-stack projections are represented. Scale bar: 100 um.
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Figure 6. Invasion strategies of tumor cells are modulated by co-culture with endothelial
cells.

(A) RCC4 (green) and RCC4-VHL (red) spheroids were embedded in LF-collagen | hydrogel
with endothelial cells seeded in separate hydrogel (left panel) or in the same hydrogel (right
panel) and cultured for 24 hours in NHDF-CM. Nuclei were stained by DAPI (blue).
Fluorescent images were acquired using a Zeiss spinning disk confocal w1l at 25x/0.9 and z-
stack projections are represented with exception for higher magnifications (1-4 yellow
dotted frames) performed with 3.6x zoom. Scale bar: 100 um. Spheroid invasion was
analyzed by 3D quantification of several parameters in adjacent hydrogel (AH) or common
hydrogel (CH): total area of invasion (B), area of main object (C) and total number of objects
(D). Graphs represent the mean of 3 independent experiments +/- SEM. Statistical analysis
was performed using Kruskal-Wallis test (ns p>0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). Collagen |
remodeling was visualized by SHG using an inverted Leica SP5 at 25x/0.9. Optical sections
are represented (E) and higher magnification of specific areas are shown (E, third and sixth
columns). Scale bar: 10 (E, third and sixth columns) or 50 um (E, first, second, fourth and
fiftth columns).
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Figure 7. Vasculogenesis and pond formation are driven by ECM mechanical properties. RCC4
spheroids (green) and endothelial cells were co-cultured in LF-, IF or HF-collagen | hydrogel in
presence of NHDF-CM for 2 (A-C) or 5 days (D-F). (A and D) Immunofluorescence of endothelial
capillaries was performed using anti-CD31 antibody (red). Nuclei were stained by DAPI (blue).
Fluorescent images were acquired using a Zeiss spinning disk confocal w1l at 20x/0.8 and z-
stack projections are represented. (B and E) Capillary and pond formation was analyzed on Z-
stack projections. Graphs represent the mean of 3 independent experiments

+/- SEM. Statistical analysis was performed using ordinary one-way ANOVA (ns p>0.05, **
p<0.01) (B) or Kruskal-Wallis test (ns p>0.05, * p<0.05) (E). (C and F) Collagen | remodeling
(white) was detected by SHG using an inverted Leica SP5 at 25x/0.9. RCC4 cells are stained in
green and endothelial cells in red. Optical sections are represented. Delta symbol represents
the spheroid location. Scale bar: 50 or 100 pum.
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Figure 8. Transient inhibition of tumor spheroid invasion and associated ECM remodeling
delays the endothelial pond formation.

Spheroids were pre-treated by vehicle or cytochalasin E. (A and B) Endothelial cells and pre-
treated-spheroids (green) were co-embedded in LF-collagen | hydrogel for 24 hours.
Fluorescent RCC4 cells are in red and endothelial cells stained by anti-CD31 antibody (red).
Collagen | remodeling (white) in the vicinity of the spheroid alone (A) or co-cultured with
endothelial cells (B) was detected by SHG using an inverted Leica SP5 at 25x/0.9. Projections
of 5 optical sections were represented. Scale bar: 50 um. (C and D) Endothelial cells and pre-
treated-spheroids (green) were co-embedded in LF-collagen | hydrogel for 24 (C) or 48 hours
(D). Fluorescent RCC4 cells are in red and endothelial cells stained by anti-CD31 antibody
(red). Nuclei were stained by DAPI (blue). Fluorescent images were acquired using a Zeiss
spinning disk confocal w1 at 20x/0.8 and z-stack projections are represented. Scale bar: 50
um. Spheroid invasion and capillary morphogenesis were analyzed by quantification of
several parameters: invasive area (E), vascular area (F) and regression line between invasive
and vascular area (G). Graphs represent the mean of 3 independent experiments +/- SEM.
Statistical analysis were performed using Mann-Whitney test (* p<0.05, ** p<0.01) (E),
Welch’s t test (** p<0.01, **** p<0.0001) (F) and log normality test of correlation (****
p<0.0001) (G).
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Supplementary Figure S1. Paracrine factors and ECM mechanical properties govern tumor
cell proliferation.

RCC4-VHL (A) or RCC4 spheroids (B) were cultured in LF-, IF- or HF-collagen | hydrogel in
presence of DMEM or NHDF-CM for 3 days. Proliferative cells and nuclei were stained by
anti- Ki67 antibody (pink) and DAPI (blue), respectively. Images were acquired using a Zeiss
confocal W1 at 25x/0.9 and z-stack projections are represented. Scale bar: 100 um. Total
number of nuclei was determined by 3D quantification (C). Graph represents the mean of 3
independent experiments +/- SEM. Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis
test (*** p<0.001, **** p<0.0001).
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Supplementary Figure S2. Heterotypic spheroids display an invasive behavior involving a
leader-follower mechanism.

(A) Heterotypic spheroids containing various proportions of RCC4 (green) and RCC4-VHL
(red) cells, ranking from 0 to 100% were cultured in LF-collagen | hydrogel in presence of
DMEM for 3 days. Brigth-field images were acquired using a Zeiss Observer Apotome Il at
10x/0.45. Scale bar: 100 um. (B) RCC4-VHL spheroids alone were cultured in presence of
DMEM, RCC4-VHL- CM or RCC4-CM in LF-collagen | hydrogel for 2 days. Heterotypic
spheroids composed of 25% of RCC4 cells (green) and 75% of RCC4-VHL (red) are used as
positive control of invasion (left panel). RCC4-VHL spheroids co-cultured with RCC4 cells
(green) in suspension revealed the requirement of mechanical interactions for inducing
spheroid invasion (right panel). Fluorescent images were acquired using a Zeiss spinning disk
confocal w1 at 20x/0.8 or 40x/1.1 and Z-stack projections are represented. Scale bar: 100
um.
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Supplementary Figure S3. ECM mechanical properties govern heterotypic spheroid
proliferation.

Heterotypic spheroids composed of 25% of RCC4 cells (green) and 75% of RCC4-VHL (red))
were cultured in LF-, IF- or HF-collagen | hydrogel in presence of DMEM or NHDF-CM for 3
days. Proliferative cells and nuclei were stained by anti-Ki67 antibody (white) and DAPI
(blue), respectively. Images were acquired using a Zeiss confocal W1 at 25x/0.9 and z-stack
projections are represented. Higher magnifications of RCC4 cells (yellow dotted frames)
were performed with 1.9x zoom. Scale bar: 100 um.
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Supplementary Figure S4. Tumor spheroid architecture is required for recapitulating the
pond formation.

Individualized RCC4 cells (green) seeded at 10° 5.10° or 10° cells/mL and endothelial cells
(red) are co-cultured in LF-collagen | hydrogel for 5 days in presence of NHDF-CM.
Immunofluorescence of endothelial cells was performed using anti-CD31 antibody (red) and
nuclei were stained by DAPI (blue). Fluorescent images were acquired using a Zeiss spinning
disk confocal w1l at 20x/0.8 and z-stack projections are represented. Scale bar: 100 um.
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Supplementary Figure S5. ECM mechanical properties regulate the vasculogenesis.
Endothelial cells cultured in LF-, IF- or HF-collagen | hydrogels in presence of NHDF-CM for 2
or 5 days. (A) Immunofluorescence of endothelial cells was performed using anti-CD31
antibody (red) and nuclei were stained by DAPI (blue). Scale bar: 100 um. Fluorescent images
were acquired using a Zeiss spinning disk confocal w1 at 20x/0.8 and z-stack projections are
represented. (B) Quantifications of vascular area at 2 (i) or 5 days (ii) were performed on Z-
stack projections. Graphs represent the mean of 3 independent experiments +/- SEM.
Statistical analysis was performed using ordinary one-way ANOVA (ns p>0.05, ** p<0.01) (i)
or Kruskal-Wallis test (* p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001) (ii).



Supplementary material

Movie 1. The leader-follower mechanism in the heterotypic spheroid of RCC4/RCC4-VHL
cells.

Heterotypic spheroids of 25% RCC4 (green) and 75% of RCC4-VHL (red) cells were cultured in
IF-collagen | hydrogel. Time-lapse movie of the invasive front was performed by image
acquisitions every 30 minutes between 49.5 and 69 hours.



DISCUSSION

We previously reported the cellular mechanisms underlying the formation of the
endothelial ponds, aberrant vascular structures observed in the human ccRCC (Brassard-
Jollive et al., in preparation), by using in vitro models of vascularized micro-tumors.

We here demonstrated that ECM mechanical properties govern tumor invasion
strategies associated with YAP-mediated mechanotransduction. In co-culture, tumor
invasion and vascular pond formation are driven by the reciprocal relationship between
endothelial cells and tumor spheroids associated with ECM remodeling. We revealed that
the alteration of the spheroid mechanotransduction through cytochalasin E treatment
inhibits the pond formation. Migration and proliferation of the tumor cells associated with
the ECM remodeling regulates the first stages of the endothelial pond formation.

Collagen | is one of the major components of the ECM in the tumor
microenvironment displaying a wide range of 3D architectures involving either reticular or
aligned networks, containing small fibrils, fibers or large bundles of fibers (Alexander et al.,
2011; Weigelin et al., 2012). The tailored-formation of the fibers in our collagen | hydrogels
allowed to demonstrate that the invasion intensity and strategy of the RCC4 spheroids are
regulated by the fiber network. Consistent with previous reports (Provenzano et al., 2006),
we demonstrate here that tumor cells contract and compact collagen |, followed by tumor
growth and ECM reorganization to facilitate local invasion. This matrix reorganization
requires enhanced contractility and motility of the tumor cells, as the cytochalasin E
treatment delays the process. Whereas fibrils and the small fibers observed in the LF- and IF-
hydrogels respectively induce the collective migration of the RCC4 cells aligned in
multicellular strands, the HF- hydrogel triggers the individualized migration of cells
presenting a mesenchymal phenotype. The conversion between collective to individualized
migration associated with low to high fibrillogenesis observed in our study is unexpected to
a certain extent. Indeed, llina and coll. reported that collective tumor invasion occurs within
interstitial tissue tracks, containing dense linear collagen bundles, such as in invasive ductal
carcinomas (l/lina, Nat.Cell Biol., 2020). Using spheroids of invasive tumor cell lines
embedded in 3D collagen matrices, the authors further analyzed that the increase of
collective migration correlates with the increased density of the collagen bundles as
revealed by the scanning electron microscopy. In our set up, increasing pH-dependent
polymerization of the collagen hydrogel at low concentration (2 mg/mL) covers the
experimental formation of collagen | structures from small fibers to consistent bundles.
Consistent with previous data (/lina, Nat.Cell Biol., 2020), in our setting, the RCC4 cells
individually migrate in the collagen | hydrogel having undergone high fibrillogenesis, but
presenting a network of collagen | fibers without reaching the dimensions of the bundles.
We demonstrate that the presence of fibrils and small fibers is favorable for collective
migration of the tumor cells organized in aligned strands, as they actively pull on and
remodel the collagen fibers in a compact and collective way compatible with the
maintenance of cohesive cell-cell interactions. In contrast, the presence of larger fibers limits
the remodeling capacities of the tumor cells and increases the EMT features revealed by the
individual migration and the associated mesenchymal-like cell shape as previously
characterized (Fried! et al., Nat. Cell Biol., 2012). Consistent with these changes, the large
fibers induce the nuclear translocation of YAP and the increase of cell proliferation. All these
data strongly suggest that the increase of collagen | fibers induces a shift from the align
collective migration to an individualized migration associated with an increase of the EMT



features of the tumor cells, involving distinct mechanisms that those induced by the collagen
bundles.

The impact of the ECM mechanical properties on the tumor cells is further reflected
on the formation of the endothelial ponds. Indeed, the potential stochastic movement of the
tumor cells in the HF-hydrogel associated with their incapacity to remodel and compact the
ECM do not provide the accurate niche for the endothelial cells. In the favorable ECM
microenvironment constituted by the LF- or IF-hydrogels, the tumor cells pull the fibers and
the endothelial cells at their proximity from the initial stage. Furthermore, the leader-
follower process observed with the heterotypic spheroids strongly suggest that the RCC4
build migration tracks which could go down the growing capillaries attracted towards the
spheroid, in a second step of the process of pond formation. Meanwhile, the ECM
compaction at the spheroid surface organizes a continuous coating delineating the future
cavity and provides a 3D envelop allowing the establishment of the endothelial pond. The
concomitant migration of the tumor cells out of the spheroid core and the spreading of the
endothelial cells on the collagen | coating, coming from the converging capillaries seem
therefore crucial steps for the pond formation. Conversely, the inability for the tumor cells
to build a coating of remodeled collagen | is associated with the absence of endothelial
ponds in the HF-hydrogel.

Altogether, these data bring light on the complex correlation between the
aggressiveness of the angiogenic ccRCC and the clinical outcome. In a highly fibrillated ECM,
the tumor cells strongly migrate individually, leading to the overall progression of the tumor
mass, without inducing the pond formation. Since we previously described that the ccRCC-
specific endothelial ponds are resistant to the anti-angiogenic treatments, the individualized
tumor cells massively migrating in the fibrillated microenvironment would present on the
one hand deleterious EMT features inducing tumor progression and metastasis and on the
other hand beneficial inability to form ccRCC-specific microvasculature resistant to first-line
treatments. However, the tumor cells collectively migrating in a low fibrillated
microenvironment although displaying reduced EMT features would provide low-resistant
linear paths allowing the growing capillaries to converge towards the tumor core but also
the tumor mass expansion through the leader-follower mechanism. Our study provides here
interesting aspect of this process where leader cells arise directly from the tumor cells
themselves, instead of from stromal cells, as often reported. These leadership qualities
associated with their ability to provide a favorable microenvironmental niche for the
endothelial ponds could then explain the extremely poor prognosis of some ccRCC.
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Conclusion

Mon travail de thése a eu pour objectifs d’étudier : i) la vascularisation aberrante du
ccRCC en interaction avec des cellules tumorales invasives; ii) la sensibilité de ces structures
vasculaires aux traitements anti-angiogéniques; iii) le role des propriétés du
microenvironnement tumoral sur les stratégies d’invasion et la formation de cette
vascularisation aberrante.

J'ai démontré pour la premiere fois la présence de structures vasculaires spécifiques
du ccRCC caractérisées par une morphologie tridimensionnelle et des dimensions aberrantes
sur des coupes de tumeurs de patients et sur des xénogreffes de ccRCC implantées dans des
souris. Cette vascularisation, entourant les flots tumoraux riches en cellules tumorales
gorgées de glycogéne, est composée d’étangs vasculaires connectés entre eux par des
feuillets vasculaires. Alors que ces structures ont été rapportées par quelques travaux,
aucune étude n’a a ce jour caractérisé leur architecture tridimensionnelle, leur formation ou
leur sensibilité aux traitements anti-angiogéniques, un des principaux écueils a ces analyses
étant I'absence de modeles expérimentaux pertinents. Fort de I'expertise de I'équipe, j'ai
mis au point un modele in vitro 3D de micro-tumeurs vascularisées impliquant I'inclusion de
sphéroides de cellules d’'une lignée humaine issue d’un patient atteint de ccRCC, présentant
une mutation perte de fonction pour VHL et des cellules endothéliales en hydrogel de
collagéne |. J'ai d’abord montré que ces sphéroides présentent des caractéristiques de la
TEM, associées a des capacités hautement invasives stimulées par des facteurs paracrines
présents dans le microenvironnement tumoral. La co-culture de sphéroides tumoraux et de
cellules endothéliales induisent la formation d’un étang vasculaire, mimant la structure
vasculaire identifiée sur les coupes de ccRCC humains alors que les facteurs paracrines
sécrétés par les cellules tumorales entrainent la formation d’un réseau vasculaire altéré. Ce
résultat est novateur puisqu’il constitue la premiere reproduction de la vascularisation
spécifique du ccRCC au sein d’un modele in vitro. De plus, il suggere un role important du
microenvironnement cellulaire et matriciel dans la mise en place de cette structure. Une
analyse cinétique réalisée sur le modele 3D a permis d’identifier les étapes clés de la
formation de I’étang vasculaire impliquant 3 étapes : - l'initiation, résultant en un fort

tropisme des cellules endothéliales vers le sphéroide tumoral; - la progression, caractérisée
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par la fusion de plusieurs cavités endothéliales en un étang; - la stabilisation, correspondant
a larrét de son remodelage. De plus, ces travaux mettent en évidence une forte
concomitance entre invasion tumorale et formation de I’étang vasculaire.

Nous montrons pour la premiere fois, que cette structure vasculaire aberrante, en
contact avec des cellules tumorales invasives, est résistante au sunitinib, traitement anti-
angiogénique de premiere ligne thérapeutique dans le ccRCC, recommandé durant une
vingtaine d’années. Ces travaux ont fait I'objet du premier article présenté dans les résultats
de ma theése, trés prochainement soumis a Cancer Research.

Ces travaux, réalisés sur le modele in vitro 3D ont suggéré un lien entre formation de
I’étang vasculaire et invasion des cellules tumorales. De plus, j'ai observé, in vivo dans les
xénogreffes de ccRCC, la présence d’une forte accumulation de fibres de collagéene | au
contact des cellules tumorales et des structures vasculaires aberrantes suggérant un fort
remodelage matriciel dans le microenvironnement tumoral. En paralléle des travaux décrits
ci-dessus, je me suis donc intéressée a l'impact des propriétés de la MEC sur l'invasion
tumorale et la formation de I’étang vasculaire. Pour mener cette étude, je me suis appuyée
sur des travaux antérieurs de I'équipe, réalisés par Yoann Atlas et Laurent Bidault et dirigés
par Laurent Muller, démontrant que la fibrillogenése du collagene | a pH 6,5 est associée a
une rigidité de 200 kPa et a des pores de petite taille (condition LF, de faible fibrillogenese)
alors que celle a pH 8,5 aboutit a des hydrogels d’une rigidité de 1000 kPa possédant des
pores de plus grande taille (condition HF, de forte fibrillogenése). La fibrillogenése a pH
neutre (pH 7) aboutit a des gels aux propriétés physiques intermédiaires (condition IF)
associés a une rigidité de 500 kPa. Nos résultats, impliquant la culture de sphéroides
tumoraux dans ces 3 hydrogels, démontrent que les stratégies d’invasion des cellules
tumorales invalidées pour VHL sont déterminées par les propriétés mécaniques de la MEC.
Dans le contexte de TEM partielle, reconstituée par ['utilisation de sphéroides
hétérotypiques, contenant des cellules mutées et non mutées sur VHL, nous démontrons
que les cellules tumorales mutées pour VHL sont capables d’induire la migration de cellules
tumorales non invasives par un mécanisme de migration appelé meneur- suiveur. De plus,
pour la premiere fois, nous démontrons que le changement de stratégie d’invasion induit
par les propriétés mécaniques de la MEC est associé a lactivation de voies de
mécanotransduction impliquant le changement de localisation subcellulaire de YAP. Des
expériences de co-culture révelent une relation fonctionnelle réciproque entre les cellules
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endothéliales et les sphéroides tumoraux, associée au remodelage matriciel. En effet, la co-
culture entre ces deux acteurs cellulaires entraine réciproquement, un changement de
stratégie d’invasion de collective a individuelle et la formation d’étangs vasculaires. En
altérant les propriétés de mécanotransduction des sphéroides tumoraux, nous montrons
que la formation de I'étang vasculaire nécessite I'invasion tumorale associée au remodelage
matriciel.

Ces données suggerent fortement que les cellules tumorales invasives remodeélent le
microenvironnement aboutissant a I'établissement d’une niche favorable a la formation de
I’étang vasculaire, spécifique du ccRCC. Ces travaux ont fait 'objet du second article

présenté dans les résultats de ma these.
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Discussion et perspectives

|.  Développement de micro-tumeurs vascularisées : Enjeux et
limites

A. Paralléle avec I'état de I'art

Afin de mimer la vascularisation du ccRCC in vitro, j’ai mis au point un modele 3D de
micro- tumeurs vascularisées impliquant I'inclusion de cellules endothéliales et de
sphéroides du ccRCC en hydrogel de collagene |, cultivés pendant 4 a 7 jours en milieu
conditionné de fibroblastes. Ainsi, une structures vasculaire large et dilatée, recouverte de
collagéne IV, se forme au centre de la masse tumorale invasive correspondant aux étangs
vasculaires identifiés sur les coupes de patients et dans les xénogreffes. De plus, nous
reproduisons les interactions entre cellules tumorales et endothéliales également observées
sur les coupes de patients. Ce modele permet des analyses dynamiques a I'échelle cellulaire
et la possibilité de moduler les propriétés mécaniques du microenvironnement afin de
répondre a des questions biologiques précises. Dans la littérature, par une approche
similaire, Silvestri et coll. ont identifié la présence de vaisseaux « mosaiques », composés de
cellules tumorales et endothéliales sur des coupes de patients atteint de cancer du sein. lls
ont développé un modele in vitro 3D de co-culture permettant de reproduire ces
interactions spécifiques et d’identifier les étapes clés de leur formation (Silvestri et al.,
2020). Plusieurs modeéles in vitro 3D de micro-tumeurs vascularisées ont été développés ces
dernieres années, mais rares sont ceux permettant de mimer une architecture particuliere
aberrante (Ehsan et al., 2014; Taubenberger et al., 2016b; Tatla et al., 2021). Dans la
littérature, le premier modele in vitro 3D du ccRCC a été développé par Miller et coll. en
2018 (Miller et al., 2018). Ce modele consiste en l'inclusion de sphéroides de cellules de
patients du ccRCC en collagene | dans une chambre traversée par une tige. Apres
polymérisation du collagene |, la tige est retirée de I’hydrogel, permettant ainsi de former
une lumiere dans laquelle sont perfusées des cellules endothéliales. Sous un flux de milieu,
les cellules endothéliales tapissent la lumiére puis bourgeonnent pour former des capillaires
dans le collagene | ou se trouvent les sphéroides tumoraux. Bien que I'on observe quelques
bourgeonnements endothéliaux vers les masses tumorales, ce modele ne permet pas de

reproduire la vascularisation aberrante du ccRCC. De plus, les interactions entre cellules
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tumorales et endothéliales sont limitées et I'’étude de la morphologie est peu approfondie.
Cependant, l'observation attentive de ces travaux révele des morphologies vasculaires
différentes en fonction des patients, notamment la présence de capillaires plus ou moins
dilatés. Cette observation suggere la capacité des cellules tumorales du ccRCC a instruire les
cellules endothéliales présentes dans leur microenvironnement aboutissant a la formation
de capillaires aux morphologies différentes (Miller et al., 2018). Dans le ccRCC, il est décrit 4
sous-types moléculaires présentant une signature angiogénique plus ou moins importante
(Beuselinck et al., 2015). De plus, Su et coll. décrivent deux sous-populations de cellules
endothéliales dans le ccRCC se distinguant notamment par une expression différentielle du
VEGFR2 (Su et al., 2021). Ces deux arguments peuvent expliquer la présence des différentes
morphologies de vaisseaux observées dans les travaux de Miller et coll. Ces observations

soulignent I'intérét d’utiliser des cellules tumorales isolées a partir de patients.

B. Versla médecine personnalisée

a. Les « tumoroides » : Cellules tumorales isolées a partir de patients

Aujourd’hui, I'isolation et le maintien en culture de cellules tumorales isolées a partir
de patients restent un défi expérimental relevé par quelques laboratoires dans le Monde.
L'une des principales stratégies consiste a utiliser des organoides composés de cellules
isolées a partir de biopsies tumorales, appelés « tumoroides ». Comme précédemment
reporté par Drost et Clevers, les cellules primaires peuvent étre isolées a partir de divers
types de cancers tels que les cancers colorectal, pancréatique, du foie, du sein, de la
prostate, du cerveau et de la vessie pour former ces « tumoroides » (Drost and Clevers,
2018). Ces cellules directement isolées de patient permettraient notamment de reproduire
I’"hétérogénéité inter-patient. La formation de micro-tumeurs vascularisées a partir de ces «
tumoroides » constituerait un pas supplémentaire vers des applications en médecine

personnalisée.

Face a une telle difficulté expérimentale, et au défi de reconstitution reproductible et
calibrée des structures vasculaires aberrantes, nous avons privilégié I'utilisation de lignées
cellulaires tumorales du ccRCC. Dans ce but, nous avons analysé, avec Camille Compere,
plusieurs lignées, présentant des capacités invasives variées, dont les 786-0 et les RCC4. Ce

travail a permis d’établir que les sphéroides de RCC4, possédant un profil invasif « modéré »
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par rapport aux 786-0, permettent la formation d’étangs vasculaires. De plus, nous avons pu

étudier I'effet de la ré-expression de VHL sauvage par ces cellules de ccRCC sur la formation

de la vascularisation et démontré I'effet spécifique de I'inactivation de cette protéine sur les

réponses invasives et angiogéniques, associées a la formation des étangs.

b. Les cellules endothéliales dérivées de cellules souches pluripotentes induites

La culture de cellules endothéliales pour l'ingénierie des capillaires demeure
aujourd’hui un défi expérimental. Bien que les cellules le plus couramment utilisées pour
développer ces modeles soient les cellules endothéliales de veines de cordons ombilicaux
humaines (HUVEC) (Nowak-Sliwinska et al., 2018), I'utilisation de cellules endothéliales
tumorales de patients constitue une finalité dans le domaine de la médecine personnalisée.
En effet, dans la littérature, il est rapporté que les cellules endothéliales tumorales
possédent une forte instabilité génétique, dépendante du patient (Aird, 2012; Hida et al.,
2016). Afin de reproduire cette variabilité dans nos modeles, il serait pertinent d’intégrer des
cellules endothéliales isolées a partir de tumeurs de patients. Cependant, cela souléve une
limite expérimentale puisque les cellules endothéliales tumorales humaines ou murines
n'ont jamais permis de générer des capillaires dans des modeles in vitro 3D, a ce jour,
qu'elles soient co- cultivées avec des cellules tumorales ou non.

Une alternative a cette approche pourrait étre d’utiliser des cellules souches
pluripotentes induites humaines (iPS) isolées a partir de patients et se différenciant en
cellules endothéliales fonctionnelles (iPSC). En effet, il est décrit que ces cellules
endothéliales sont capables d’adopter des caractéristiques spécifiques de chaque tissu. Ces
iPSC pourraient donc constituer une source de cellules endothéliales s’organisant en
structures vasculaires présentant des caractéristiques morphologiques et moléculaires
spécifiques de chaque patient (Jahan and McCloskey, 2020; Palikugi et al., 2020). De
maniére intéressante, en utilisant une stratégie similaire, Roger Kamm développe un modéle
sur puce microfluidique de la barriere hémato-encéphalique (BHE). L’ensemble de ce travail
repose sur I’"hypothése que la co-culture permettrait la différenciation et la maturation de
cellules endothéliales dérivées de cellules iPS humaines en cellules microvasculaires de la
barriere hémato- encéphalique. lls ont montré que l'ajout de péricytes du cerveau et
d’astrocytes orientent drastiquement la différenciation des iPSC en cellules endothéliales

microvasculaires de la BHE exprimant des marqueurs spécifiques de celles-ci (Campisi et al.,
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2018). En conclusion, I'instruction des cellules endothéliales par le microenvironnement et la
co-culture 3D avec les sphéroides tumoraux de ccRCC est suffisamment efficace sur les
HUVEC, cellules présentant une grande plasticité, pour aboutir a la formation d’étangs
vasculaires, spécifiques des ccRCC. A long terme, il sera davantage pertinent d’utiliser des
cellules endothéliales de patients afin d’établir le traitement personnalisé le plus adéquat,

n’aboutissant pas a la mise en place de mécanismes de résistance.

Il.  L'étang vasculaire du ccRCC : caractérisation moléculaire,
cellulaire et fonctionnelle

A. Etude des défauts fonctionnels

L’'un des facteurs majeurs impliqués dans le processus de la vascularisation est le flux
sanguin et les forces de cisaillement. Lors de la morphogenese, le flux participe a la
polarisation des cellules endothéliales et son altération peut étre responsable de
malformations artério-veineuses. De plus, il est décrit que les défauts structuraux portés par
les vaisseaux tumoraux induisent des anomalies fonctionnelles comme une diminution du
flux sanguin ou une fuite accrue (Lugano et al., 2020). De maniére intéressante, nous avons
notamment observé la forte accumulation d’érythrocytes dans les étangs vasculaires, sur les
échantillons de patients et de xénogreffes de souris, suggérant un défaut important de Ia
perfusion. Dans ce contexte, afin de caractériser les défauts fonctionnels des étangs
vasculaires, I'un de nos prochains défis sera d’inclure un flux dans notre modele. Cette
approche permettra: - d’effectuer des analyses fonctionnelles, - de fournir une voie
d’administration des traitements plus pertinente physiologiquement, - de maintenir plus
longtemps les sphéroides vascularisés en culture. Cette approche permettra ainsi
d’appliquer des protocoles thérapeutiques en cohérence avec les cinétiques appliquées chez
'Homme.

La stratégie privilégiée pour établir une perfusion in vitro est I'utilisation de puces
microfluidiques. Ces puces, lorsqu’elles sont combinées a des sphéroides tumoraux,
récapitulent I'architecture multicellulaire, I'interface tumeur-stroma, le microenvironnement
physique des tumeurs évoluant au sein des organes humains et la perfusion du
compartiment vasculaire (Brassard-Jollive et al., 2020). Dans la littérature, quelques modeles
de micro- tumeurs vascularisées perfusées ont été développés, notamment au sein du

laboratoire de Christopher Hugues (Figure 34). Son systeme est composé d’un canal central
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contenant un hydrogel ensemencé avec des cellules endothéliales en suspension et bordé
périphériques (Shin et al., 2012; Kim et al., 2013b; Moya et al., 2013; Wang et al., 2017)
pouvant contenir des fibroblastes (Chen et al., 2013b; Sobrino et al., 2016b). Nous pourrions
réaliser une approche similaire a celle de Christopher Hugues en ensemencant des
sphéroides de RCC4 dans le canal central du systeme précédemment décrit. Ainsi, nous
obtiendrons une structure vasculaire aberrante spécifique du ccRCC, perfusée. Cette

approche permettrait de caractériser les défauts fonctionnels des étangs vasculaires.
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Figure 34 : Systeme microfluidique de micro-tumeurs vascularisées développé au sein du laboratoire de Christopher Hugues

(A) Schéma du systeme microfluidique. Ce systéme consiste en une épaisse couche de PDMS contenant des chambres et des canaux
microfluidiques reposant sur une fine membrane de PDMS et une lamelle de verre. Trois chambres au centre sont reliées a deux
canaux adjacents par deux vannes retenant le mélange de cellules endothéliales et sphéroides tumoraux en hydrogel a l'intérieur des
chambres. Aux deux extrémités des chambres se trouvent deux orifices de chargement de gel, a travers lesquels est introduite la
suspension de cellules incluses en hydrogel. Quatre réservoirs de milieu sont fixés aux entrées et sorties des canaux microfluidiques.
(B) Chambre représentative avec un réseau vasculaire entierement développé a jour 7. Les cellules endothéliales fluorescentes sont
visualisées en rouge.

(C) Cinétique de développement d’une lignée cellulaire de carcinome colorectal (HCT116) (vert) a proximité du réseau vasculaire
perfusé (rouge) (D’aprés Sobrino et al., 2016).

B. Etude de la couverture péricytaire

La couverture péricytaire est défectueuse dans de nombreuses tumeurs, entrainant
des conditions propices a I'apparition de métastases. Ces défauts ne s’expliquent pas par

une absence des péricytes puisque qu’il a été précédemment décrit dans 3 modeles
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tumoraux de souris, que 73 a 92 % des vaisseaux sanguins présentaient une couverture
péricytaire. Néanmoins, ces péricytes émettent des extensions cytoplasmiques dans le
stroma, ne recouvrant pas l'endothélium, et sont faiblement associés aux cellules
endothéliales (Morikawa et al., 2002). Il a notamment été proposé que les anomalies de la
couverture péricytaire dans les tumeurs seraient dues a des sources endothéliales et non-
endothéliales de PDGF-B, qui influence le recrutement des péricytes et la morphologie des
vaisseaux (Abramsson et al., 2003). Aujourd’hui, les défauts de couverture péricytaire des
vaisseaux tumoraux restent peu connus et aucun travail n’est raporté dans le contexte du
ccRCC. De maniére intéressante, nous avons observé sur des coupes de tumeurs de patients
marquées au CD31 et a l'alpha-SMA, la présence de péricytes recouvrant les étangs
vasculaires révélant que ces interactions sont bien présentes dans le ccRCC. Dans ce
contexte, un nouvel axe de ce travail est d’étudier les défauts de couverture péricytaire des
étangs vasculaires.

I a récemment été développé dans mon équipe un modele de recrutement
périvasculaire de cellules souches mésenchymateuses de dent de lait (SHED) en hydrogels
vascularisés dans le cadre d’'une étude d’ingénierie tissulaire en collaboration avec le
laboratoire du Professeur Catherine Chaussain localisé a I’Université Paris Descartes (Atlas et
al., 2021). Dans ce modéle de vasculogenése, les cellules souches et endothéliales sont
ensemencées en suspension en hydrogel de collagéne I. Apres quelques jours de culture,
certaines de ces cellules souches s’étalent sur les capillaires et expriment des marqueurs de
péricytes. Des outils de quantification du recrutement péricytaire ont été développés (Figure
35).

Ce modele, combiné a I'ajout de sphéroide de RCC4, permettra I'analyse de la
couverture péricytaire de I'étang vasculaire. Nous disposons de tous les outils d’imagerie,

d’analyse et de quantification permettant I'analyse de ce mécanisme cellulaire.
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Figure 35 : Modélisation in vitro 3D d'un capillaire et de sa
couverture péricytaire

Des HUVEC et des SHED sont ensemencées en hydrogel de
collagéne | et cultivées en présence d’ECGM2. Aprés 5 jours de
culture, des SHED se sont différenciées en péricytes (rouge). Le
capillaire est visualisé par un marquage CD31 (verte) (Travaux de
Yoann Atlas et Laurent Muller)

C. Les CAF : Acteur cellulaire majeur ?

Les CAF présentent une prévalence élevée dans le microenvironnement du ccRCC et
leur implication a notamment été décrite dans la dissémination métastatique et
I'angiogenese tumorale (Chakiryan et al., 2021, Ambrosetti et al., 2022). De plus, cette
derniere publication montre I'implication de ces cellules dans le pronostic et la résistance
aux thérapies anti- angiogéniques dans le ccRCC (Ambrosetti et al., 2022). Les CAF
constituent un acteur majeur du microenvironnement, ils participent notamment a la
rigidification de la MEC, phénomeéne associé a un phénotype de tumeurs agressives (Calvo et
al., 2013). Dans certains cas, ce remodelage conduit a la génération de travées dans la MEC,
permettant I'invasion de cellules tumorales (Gaggioli et al., 2007). Nos résultats démontrent
un réle majeur des propriétés mécaniques de la MEC sur les stratégies d’invasion des cellules
tumorales et sur la formation de I'étang vasculaire. En effet, 'augmentation de la rigidité de
I’hydrogel entraine une augmentation de migration tumorale individuelle et la suppression
de la formation de I'étang vasculaire, dépendante du remodelage matriciel associé a
I'invasion tumorale. Dans ce contexte, un futur axe de travail serait d’étudier I'impact des
CAF sur la formation de I’étang vasculaire et I'invasion tumorale associé au remodelage de la

MEC, en ajouter ces cellules dans notre modele.
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D. Signature moléculaire

Nous émettons I’hypothése que les cellules endothéliales composant les étangs et
feuillets vasculaires résistants aux traitements anti-angiogéniques présentent une signature
transcriptomique unique. Un de nos principaux objectifs est maintenant de comprendre les
meécanismes moléculaires qui sous-tendent la formation de ces structures vasculaires, peu
sensibles au sunitinib. De futurs travaux, réalisés dans le cadre de la thése de Camille
Compere, consisteront a I’analyse spatiale du transcriptome sur coupes de ccRCC,
présentant des structures vasculaires aberrantes, par l'approche Visium Spatial Gene
Expression (10x Genomics). Ainsi, nous pourrons identifier la signature transcriptomique
précise de I'’étang, du feuillet et de capillaires au sein du stroma tumoral. Un intérét majeur
sera porté aux protéines impliquées dans : - les interactions hétérotypiques entre cellules
tumorales et endothéliales et homotypiques entre cellules endothéliales; - les interactions
cellules endothéliales-MEC, - la voie de signalisation du VEGFR. Plusieurs travaux récents,
s’appuyant sur le séquengage d'ARN de cellule unique effectué sur des échantillons de
ccRCC, ont révélé deux sous-groupes endothéliaux majeurs, I'un ayant une expression plus
élevée des ARNm des récepteurs VEGF 1 et 2 par rapport a l'autre (Young et al., 2018; Su et
al., 2021; Zhang et al., 2021). De maniére intéressante, la premiére étude a mentionné que
le deuxieme groupe endothélial peut échapper aux effets des inhibiteurs de I'angiogenéese.
Nous suggérons donc que I'étang puisse étre composé de cellules endothéliales du deuxieme
groupe, offrant une sensibilité réduite au sunitinib. De plus, ces analyses du profil
transcriptomique de ces structures permettront également de déterminer le niveau

d’engagement dans la différenciation artério-veineuse.

IIl.  Perspectives cliniques

A. Etangs et feuillets vasculaires : spécificité du site primaire dans ccRCC ?

Pour la premiére fois, nous avons identifié et caractérisé des structures vasculaires
aberrantes tridimensionnelles au sein de tumeurs du ccRCC, nommées étangs et feuillets
vasculaires. En comparant des coupes marquées pour le CD31 d’une grande variété de

tumeurs solides répertoriées dans les bases de données de « The human protein atlas »
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(https://www.proteinatlas.org/), j’ai constaté la spécificité de ces structures pour le ccRCC.
Néanmoins, de fagon tres intéressante, la présence de structures vasculaires similaires a déja
été rapportée au sein de phéochromocytomes, paragangliomes développés aux dépens de la
glande médullo-surrénale. En effet, ces tumeurs sont caractérisées par la présence « d’arcs
vasculaires, paralleles et organisés en réseau » suggérant fortement une organisation
tridimensionnelle en feuillets vasculaires (Oudijk et al., 2015). La spécificité de I'architecture
vasculaire a notamment été proposé comme prédicteur de malignité dans le
phéochromocytome (Oudijk et al., 2015). De manieére intéressante, les cellules tumorales des
phéochromocytomes, tout comme celles du ccRCC, présentent une altération du gene VHL.
Ce résultat suggere fortement l'implication de 'altération du géne VHL dans la formation de
ces structures vasculaires aberrantes.

De plus, nos résultats préliminaires d’analyse de coupes de patients en association
avec les différents sous-types du ccRCC identifiés par Beuselinck et coll. (Beuselinck et al.,
2015), indiquent que le sous-groupe ccrcc3, associé a un faible taux d’altération du géne
VHL, présente une hypervascularisation avec une absence de structures vasculaires
aberrantes. Ces résultats préliminaires seront repris plus bas. Enfin, dans notre modele de
micro-tumeurs vascularisées, la restauration de VHL sauvage dans la lignée RCC4 induit la
formation de capillaires réguliers avec une absence de structures vasculaires aberrantes.
Nous proposons donc que la formation des structures vasculaires aberrantes du ccRCC soit
fortement associée a I'altération du gene VHL dans les cellules tumorales. Cependant, bien
que l'altération de ce gene semble étre une condition indispensable, d’autres parametres
comme l'invasion des cellules tumorales ou le remodelage du microenvironnement jouent
un réle majeur dans la formation et le maintien de ces structures.

Le ccRCC est un carcinome au potentiel métastatique élevé (50 % des tumeurs
primaires évolueront en métastases), avec un tropisme pour |'os, le poumon, le foie ainsi
que la glande surrénale. Puisque la formation de ces structures vasculaires aberrantes est
associée au statut VHL des cellules tumorales et est modulée par les propriétés du
microenvironnement, il semble intéressant d’étudier leur présence au sein des sites
métastatiques du ccRCC. Dagher et coll. ont étudié les différences phénotypiques et
génétiques du ccRCC entre les sites métastatiques et primaires correspondants (Dagher et
al., 2017). De manieére intéressante, ils montrent, par un marquage CD31 sur des coupes de
métastases hépatiques, surrénales et pulmonaires, une absence de structures vasculaires
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aberrantes alors que celles-ci sont visibles sur les sites primaires. De plus, par séquencage, ils
montrent que les cellules tumorales du ccRCC, localisées aux sites métastatiques, présentent
toujours une altération du gene VHL. Ces observations soulignent, une fois de plus,
I'importance du microenvironnement tumoral dans la formation des structures vasculaires

aberrantes.

B. Les structures vasculaires aberrantes du ccRCC : un marqueur de mauvais
pronostic ?

Nous avons mis en évidence pour la premiere fois la résistance des structures
aberrantes du ccRCC au traitement anti-angiogénique, le sunitinib. Chez I'Homme,
I'observation de la persistance de ces structures malgré le traitement n’a jamais été
démontré. Une analyse systématique de leur présence sur les coupes de patients de ccRCC
résistants aux thérapies anti-angiogéniques permettrait donc de mettre en évidence leur
persistance ou non malgré le traitement. En effet, I'augmentation de la densité
microvasculaire n’est pas considérée comme un marqueur de pronostic dans le ccRCC. Un
parametre, reflétant la complexité de I'architecture vasculaire, a déja été utilisé pour
caractériser les vaisseaux du ccRCC : La « microvessel fractal dimension (MFD) », montrant
notamment une corrélation positive entre la MFD et la survie (Sabo et al., 2001). Une
classification plus récente, basée sur la morphologie des vaisseaux a été proposée. Celle-ci
implique l'utilisation de paramétres comme les diameétres maximum et minimum, les axes
majeur et mineur, le périmetre, le rapport du rayon et de la circularité. Cette étude a permis
I'identification de 4 motifs vasculaires dont deux sont plus représentés dans le ccRCC : les
motifs pseudoacinaire et fasciculaire. Les particularités morphologiques de ces structures
sont décrites dans la littérature et celles-ci se rapprochent fortement des étangs et feuillets
vasculaires que nous avons identifiés. Dans cette étude, ces morphologies vasculaires
semblent associées a une densité vasculaire élevée, un stade peu avancé du développement
de la tumeur et donc un bon pronostic mais ces travaux doivent étre approfondis (Ruiz-Sauri
et al, 2018). La compréhension de l'organisation tridimensionnelle de ces structures
permettrait a plus long terme de les associer a I'un des 4 sous-types de ccRCC et/ou a la
progression de la tumeur et ainsi leur donner une valeur pronostic. En effet, des résultats
préliminaires obtenues dans le cadre d’une collaboration avec les Pr. Yann Vano, Dominique

Halley-Russick et Laetitia Mauge (HEGP, Paris) révelent la présence de ces structures dans les
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sous-types ccrccl (MYC-UP), ccrecc2 (classical) et ccrccd (immun.UP) mais leur absence dans
le sous-type ccrcc3, selon la classification précédemment établie (Beuselinck et al., 2015). En
effet, malgré la présence d’une riche vascularisation, nous n’avons pas observé la présence
de structures vasculaires aberrantes dans cette catégorie. De maniére intéressante, d’apres

une analyse OMIC, ce sous-groupe correspondrait a un stade précoce de la maladie.

C. Les micro-tumeurs vascularisées : Un outil de criblage de molécules

thérapeutiques

Le développement de modeles in vitro 3D de micro-tumeurs vascularisées ouvre, a
plus ou moins long terme, des perspectives cliniques. En effet, depuis 50 ans, la culture 2D
de lignées tumorales a été largement utilisée pour permettre le criblage de nouveaux
traitements. Cependant, des études réalisées dans les années 2000 mettent en évidence une
plus grande fiabilité des modeles cellulaires 3D pour prédire la réponse aux traitements. En
effet, les sphéroides tumoraux cultivés en suspension ou inclus en hydrogel de collagene |
ont été proposés pour combler le manque entre la culture 2D considérée comme trop
simpliste et les expérimentations in vivo se rapprochant parfois que trop peu de la
physiopathologie humaine. De plus, la vascularisation au sein du stroma tumoral confére un
grand intérét pour évaluer la délivrance des traitements. Pendant de nombreuses années,
I'effet de traitement anti-angiogéniques était évalué par I'utilisation de « tube formation
assay » (Nowak-Sliwinska et al., 2018). Ce test, rapide et peu onéreux, consiste en
I’ensemencement de cellules endothéliales a la surface d’'un revétement de MatrigeIT'VI etil
est aujourd’hui admis par la communauté scientifique spécialiste dans ce domaine son
insuffisance pour mimer la morphologie des capillaires et leurs mécanismes de formation
(Simons et al., 2015). Par le développement de micro-tumeurs vascularisées, nous avons
montré que le crizotinib ciblant le récepteur c-met altére davantage l'invasion tumorale
alors que le sunitinib ciblant principalement le VEGFR2 impacte plutét la formation de Ila
vascularisation. De plus, le sunitinib et le temsirolimus alterent plus que le crizotinib
I’accumulation de cellules endothéliales au centre du sphéroides, qui constitue, comme nous
I’avons démontré, une étape d’initiation de I’étang vasculaire. Ces résultats soulignent la
puissance de notre modele pour mettre en évidence la spécificité d’action de molécules
thérapeutiques ciblant avec une plus forte affinité I'invasion tumorale ou les étapes

d’initiation de la formation de I’étang vasculaire ainsi que I'angiogenése. Ce travail constitue
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une premiere preuve-de-concept pour la validation de ce modele comme outil de criblage de
nouveaux traitements. Afin de renforcer cette validation, des travaux sont actuellement menés
par Camille Compere, dans le but de comparer I'effet des molécules anti-angiogéniques
(cabozantinib, axitinib), admis comme premiére ligne thérapeutique actuelle du ccRCC, sur la
formation des micro-tumeurs vascularisées. Ces molécules présentant des cibles moléculaires
différentes du sunitinib, il est donc intéressant d’évaluer la capacité de notre modele a distinguer

leurs effets.

IV. Stratégies d’invasion tumorale et mécanotransduction dans le
ccRCC

A. Role de YAP dans la détermination des stratégies d’invasion

Le ccRCC présente un potentiel métastatique élevé par voie hématogene, puisque 50
% des tumeurs primaires développeront des métastases. Ce constat peut s’expliquer
notamment par la forte promiscuité entre les cellules tumorales et les structures vasculaires
aberrantes au sein du microenvironnement. L'invasion cellulaire est un processus
déterminant dans la dissémination métastatique, mais ces mécanismes dans le ccRCC
restent peu connus aujourd’hui. Dans le stroma tumoral, les propriétés physiques du
microenvironnement sont altérées. Les protéines telles que le collagene | et la fibronectine
déterminent la géométrie tridimensionnelle poreuse et fibrillaire de la MEC. Au sein de ce
stroma, la sécrétion anormale de collagéne | et de fibronectine, les réarrangements
structuraux, le remodelage par des enzymes telles que LOXL2 conduisent a une
augmentation de la rigidité (Barker et al., 2013). Les cellules sont mécaniquement couplées a
la MEC, et l'altération de ses propriétés physico-chimiques modifie le comportement
cellulaire en favorisant I'invasion tumorale (Ehrbar et al., 2011; Goetz et al., 2011; Grasset et
al., 2018; Bertero et al., 2019). Lors de la progression tumorale et de la dissémination
métastatique des cancers épithéliaux, différentes stratégies de migration cellulaire sont
mises en place, se définissant par la migration individuelle (mésenchymateuse ou amiboide)
et la migration collective, avec la possibilité de passer d’une stratégie de migration a une
autre (Odenthal et al., 2016). Dans ce contexte, je me suis intéressée a l'impact des
propriétés de la MEC sur I'invasion des cellules du ccRCC présentant une altération du gene
VHL. Nos résultats, impliquant la culture de sphéroides tumoraux dans 3 hydrogels,

démontrent que les stratégies d’invasion des cellules tumorales invalidées pour VHL sont

202



déterminées par les propriétés mécaniques de la MEC. L’'invasion est collective dans les
hydrogels peu fibrillés/mous et individuelles dans les hydrogels plus fibrillés/rigides. De plus,
nous démontrons que le changement de stratégie d’invasion induit par les propriétés
mécaniques de la MEC est associé a I'activation de voies de mécanotransduction impliquant
YAP. Ce résultat est en accord avec ceux de la littérature démontrant que les matrices rigides
promeuvent |'activation de YAP, révélée par sa translocation nucléaire, mais celle-ci n"avait
jamais été associée a un changement de stratégies d’invasion (Dupont et al., 2011). Afin
d’aller plus loin dans la compréhension de ce mécanisme, je souhaiterais montrer que la
mécanotransduction impliquant YAP est nécessaire au changement de stratégie d’invasion
des cellules tumorales en réponse aux propriétés mécaniques. Pour cela, nous pourrions
invalider la protéines YAP dans les cellules tumorales RCC4, une stratégie similaire ayant déja
été réalisée dans les cellules endothéliales (Neto et al., 2018). Ainsi, j’évaluerai I'impact de
I'altération de YAP sur :

- la mise en place des stratégies d’invasion par les cellules tumorales en réponse aux
propriétés du microenvironnement, - leur capacité de remodelage de [I'hydrogel, -
I'expression de protéines régulatrices du cytosquelette comme ANLN (Anillin actin binding
protein) et DIAPH3 (Diaphanous Related Formin 3). Ces travaux permettraient d’identifier un
role clef de YAP dans la détermination des stratégies d’invasion en réponse aux propriétés

du microenvironnement.

B. Mécanisme meneur-suiveur : Implication de jonctions mécaniquement
actives ?

La TEM complete n’est pas nécessairement requise pour induire I'invasion tumorale.
Il est aujourd’hui reconnu que la TEM, a l'instar d’étre deux états exclusifs, est en fait un
processus de transition réversible avec de multiples étapes intermédiaires (Wei et al., 2015;
Nieto et al., 2016; Brabletz et al., 2018; Kréger et al., 2019; Vilchez Mercedes et al., 2021).
Cet état hybride confere une plasticité aux cellules tumorales, leur permettant de passer
d’un état a un autre lors de la progression tumorale (Williams et al., 2019). Ce contexte
favorise notamment des stratégies d’invasion impliquant un mécanisme meneur-suiveur, le
meneur pouvant provenir de différents types cellulaires mésenchymateux du stroma dont
des cellules tumorales ayant subi 'EMT. Dans ce contexte, nous démontrons que les cellules

tumorales mutées pour VHL, présentant un phénotype mésenchymateux, sont capables
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d’induire la migration de cellules RCC4-VHL, a phénotype épithélial, non invasives par le
mécanisme meneur-suiveur. Ces travaux constituent la premiere preuve de la capacité des
cellules tumorales du ccRCC a changer de stratégie d’invasion en réponse au
microenvironnement. Dans la littérature, il est décrit que cette stratégie peut impliquer
différents mécanismes sous- jacents comme la création de pistes a faible résistance a travers
la MEC ou des interactions biochimiques ou biomécaniques avec la MEC afin de coordonner
le mouvement de migration. Nous faisons I’hypothése que le mécanisme meneur-suiveur
entre cellules tumorale invasives du ccRCC et non invasives implique des interactions cellule-
cellule biomécaniquement actives. Dans la littérature, le couplage mécanique des cellules
épithéliales par lintermédiaire des complexes E-cadhérine et [-caténine liés au
cytosquelette d'actine est bien établi (Bazellieres et al., 2015). De plus, le réle de ce
complexe a déja été démontré dans un contexte de mécanisme meneur-suiveur entre CAF et
cellules cancéreuses épithéliales (Labernadie et al., 2017). |l est décrit dans la littérature que
I'invalidation de VHL induit la perte de I'expression de I'E-cadhérine (Esteban et al., 2006)
(Annexe 1). Je propose donc que ces jonctions cellule- cellule impliquent des interactions
hétérotypiques entre la N-cadhérine (RCC4) et la E- cadhérine (RCC4-VHL). Jaimerais
d’abord montrer que ces interactions sont mécaniquement actives : pour cela, j’analyserai le
recrutement de la B-caténine a la membrane plasmique et les interactions entre I'a.-caténine
et la vinculine en réponse a une force appliquée sur la cellule. En réalisant la déplétion de
I’'E-cadhérine par une stratégies CRISPR/Cas9, je pourrai montrer que les adhésions E et N-
cadhérines sont indispensables aux capacités des cellules tumorales RCC4 pour guider
I'invasion des cellules non invasives. Dans I'ensemble, ces travaux permettraient donc de
montrer que les jonctions adhérentes impliquant des interactions hétérotypiques
mécaniquement actives entre cellules mutées pour VHL et cellules non invasives
promeuvent |'invasion tumorale.

La totalité de ces travaux permettrait alors de dresser un tableau complet des
mécanismes mis en jeu dans la formation des structures vasculaires aberrantes spécifiques
du ccRCC, associée au potentiel invasif et aux mécanismes éventuels de résistance aux

traitements anti-angiogéniques.
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Annexes

I.  Annexe 1 : Synthese bibliographique des principaux marqueurs
de 'EMT exprimés par 3 lignées cellulaires du ccRCC (RCC4,
786-0 et UMRC2) en fonction du statut VHL
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Lignées cellulaires du ccRCC

Protéines régulées

Familles de protéines

Références bibliographiques

RCC4/RCC4-VHL

Migration individuelle: Augmentation

Comportement cellulaire

Maru et al., 2013

E-cadherin: Diminution de I'expression

b-catenin: Défault de localisation au niveau des jonctions

Protéines des jonctions adhérentes

Esteban et al., 2006 ; Maru et al., 2013 ; Evans et al., 2007

Calzada et al., 2006

Z0-1: Défault de localisation au niveau des jonctions et diminution de I'expression

Protéines des jonctions serrées

Calzada et al., 2006 ; Maru et al., 2013

Snail: Augmentation de I'expression

SIP1: Augmentation de I'expression

Facteurs de transcription clefs de I'EMT

Evans et al., 2007

Cyclin D1: Augmentation de I'expression

Protéine régulatrice du cycle cellulaire

Zatyka et al., 2002

Integrin a5: Augmentation de |'expression

Protéines d'adhésion

TG2: Augmentation de I'expression

Enzymes de régulation de la MEC

Collagen lal: Augmentation de I'expression

Collagen Val: Augmentation de |'expression

Protéines de la MEC

Wykoff et al., 2000

RCC10/RCC10-VHL

Morphologie: Perte d'une morphologie épithéliale pour une morphologie mésenchymateuse

Comportement cellulaire

Schietke et al., 2010

E-cadherin: Diminution de I'expression

b-catenin: Défault de localisation au niveau des jonctions

Protéines des jonctions adhérentes

Esteban et al., 2006 ; Schietke et al., 2010

Calzada et al., 2006

Z0-1: Défault de localisation au niveau des jonctions et diminution de I'expression

Protéines des jonctions serrées

Calzada et al., 2006 ; Schietke et al., 2010

LOX: Augmentation de I'expression

LOXL2: Augmentation de |'expression

Enzyme de régulation de la MEC

Schietke et al., 2010

Schietke et al., 2010

Fibronectine: Défault d'assemblage dans la MEC

Protéines de la MEC

Feijéo-Cuaresma et al., 2008

786-0/786-0-VHL

Migration individuelle: Augmentation

Comportement cellulaire

Maru et al., 2013

E-cadherin: Diminution de I'expression

b-catenin: Augmentation de I'expression

Protéines des jonctions adhérentes

Evans et al., 2007

Castaneda et al., 2017

Z0-1: Défault de localisation au niveau des jonctions et diminution de I'expression

Protéines des jonctions serrées

Calzada et al., 2006 ; Maru et al., 2013

Snail: Augmentation de I'expression

SIP1: Augmentation de I'expression

Facteurs de transcription clefs de I'EMT

Evans et al., 2007

MMP2: Augmentation de I'expression

MMP9: Augmentation de I'expression

Métalloprotéinase

Struckmann et al., 2007

Integrin a5: Augmentation de |'expression

Protéines d'adhésion

TG2: Augmentation de I'expression

Enzymes de régulation de la MEC

Collagen lal: Augmentation de I'expression

Collagen Val: Augmentation de |'expression

Protéines de la MEC

Wykoff et al., 2000




II.  Annexe 2 : Revue « Brassard-Jollive et al., 2020 »
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In vitro 3D culture systems provide promising tools for screening novel therapies
and understanding drug resistance mechanisms in cancer because they are
adapted for high throughput analysis. One of the main current challenges is to
reproducibly culture patient samples containing cancer and stromal cells to faithfully
recapitulate tumor microenvironment and move toward efficient personalized
medicine. Tumors are composed of heterogeneous cell populations and
characterized by chaotic vascularization in a remodeled microenvironment. Indeed,
tumor angiogenesis occurs in a complex stroma containing immune cells and cancer-
associated fibroblasts that secrete important amounts of cytokines, growth factors,
extracellular vesicles, and extracellular matrix (ECM). This process leads to the
formation of inflated, tortuous, and permeable capillaries that display deficient basement
membrane (BM) and perivascular coverage. These abnormal capillaries affect
responses to anti-cancer therapies such as anti-angiogenic, radio-, and
immunotherapies. Current pre-clinical models are limited for investigating
interactions between tumor cells and vascularization during tumor progression as
well as mechanisms that lead to drug resistance. In vitro approaches developed for
vascularization are either the result of engineered cell lining or based on
physiological processes including vasculogenesis and sprouting angiogenesis. They
allow investigation of paracrine and direct interactions between endothelial and
tumor and/or stromal cells, as well as impact of biochemical and biophysical cues of
the microenvironment, using either natural matrix components or functionalized
synthetic hydrogels. In addition, microfluidic devices provide access to modeling the
impact of shear stress and interstitial flow and growth factor gradients. In this
review, we will describe the state of the art co-culture models of vascularized micro-
tumors in order to study tumor progression and metastatic dissemination including
intravasation and/or extravasation processes.

Keywords: 3D micro-tumors, microfluidic, angiogenesis, tumor microenvironment, tumor—stromal cell
interactions, personalized medicine
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INTRODUCTION

Angiogenesis in the Tumor
Microenvironment, a Multidimensional
Process

Understanding the mechanisms that govern tumor initiation,
development, and response to therapy is one of the most obvious
and challenging tasks in our quest to fight cancer. Every cancer
originates from a single cell but tumors rapidly progress as
heterogeneous populations of cells, since single cells acquire
genetic and phenotypic differences from each other during
expansion of the neoplastic cell population. In addition,
oncogenes and tumor suppressor genes tend to show strong
context specificity that depends on the tumor type, the cell-of-
origin, and the environmental factors (Schneider et al., 2017).
The desmoplastic reaction of the stroma, consisting of basement
membrane (BM), extracellular matrix (ECM), fibroblasts,
immune cells, and vasculature, can distinguish some tumor
entities from other tumor types, such as sarcomas, even if they
are driven by the same oncogene (Tomlinson et al., 1999). These
distinct cell types establish complex dialogs that comprise both
homotypic and heterotypic interactions. In addition, these cells
secrete growth factors and cytokines, synthesize, and remodel a
complex ECM that exerts physical constraints. These
biochemical and mechanical signals are major components of a
specific tumor microenvironment that profoundly affects tumor
progression by modulating tumor cell proliferation but also by
inducing angiogenesis aimed at providing oxygen and nutrients.
Indeed, solid tumors depend on angiogenesis for growth and
metastasis and numerous efforts have therefore been
undertaken in the last decades to develop tools that target
angiogenesis, some of which have been clinically developed.
Nevertheless, these drugs often lack associated biomarkers of
response and efficacy and might also be associated with
acquisition of drug resistance and therapeutic failure in a long-
term perspective. Therefore, reconstituting such a complex
process as cancer and tumor angiogenesis in vitro is still rather
technically challenging and represents an unmet medical need
that must be addressed.

Current Angiogenesis Models and Their

Limitations

Basement membrane extracts from Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS) mouse tumor cells, such as Matrigel™, have been
extensively used for the so-called “tube formation assay” in
order to investigate angiogenesis (Arnaoutova et al., 2009). This
easy- to-perform assay is the most widely used in vitro
angiogenesis assay. It should, however, be understood that the
tube-like or capillary-like in vitro assays using endothelial cells
(EC) plated on top of BM extract are not considered as actual
angiogenesis models by the community since neither their
structure nor the mechanisms of their formation are
physiologically relevant (Simons et al., 2015; Nowak-Sliwinska
et al., 2018). Furthermore, many mesenchymal cell types,
including fibroblasts and smooth muscle cells, also organize in
networks in response to the matrix alignment generated by
tension forces of cellular traction (Vernon et al., 1992). These
assays are commercially successful

but nevertheless insufficient to address the complexity of
tumor angiogenesis and only made it more important to develop
relevant 3D models. Whereas more advanced in vivo and in vitro
models aimed at mimicking tumor angiogenesis have led to the
discovery of novel therapies, most of these have nevertheless
failed in clinical trials, thus shedding light on the numerous
limitations of current pre-clinical models. Angiogenesis actually
undergoes multiple discrete steps that can be individually
evaluated and quantified by a large number of bioassays that
have been reviewed elsewhere (Nowak-Sliwinska et al., 2018).
In this review, we will focus on integrated assays aimed at
properly reproducing the morphogenetic events of the formation
of new capillaries.

IN VITRO 3D SYSTEMS TO MODEL
TUMOR AND STROMAL CELL
INTERACTIONS WITH CAPILLARIES

Diversification of in vitro 3D culture methods including culture
supports, cells, imaging, and quantification has led to a great
diversity of models. Here, we will survey the existing 3D
models and highlight those that are urgently needed in order to
fill the gap between 2D models and animal models of human
disease, and that could help the research community to address
the high attrition rates in drug development and to fulfill the
transition toward personalized medicine.

Relevant in vitro models of capillary formation recapitulate
many of the steps of angiogenesis, including EC migration and
proliferation, lumen formation, branching, and anastomosis
(Nakatsu et al., 2003; Nakatsu and Hughes, 2008). Indeed,
angiogenesis- and vasculogenesis-based methods allow the
formation of functional capillaries displaying adherens and tight
junctions containing VE-cadherin/b-catenin complexes and
Zonula occludens-1 (ZO-1), respectively, as well as accurate
apical-basal polarity characterized by the abluminal deposition
of BM components including laminin and collagen IV (Nowak-
Sliwinska et al., 2018; Marchand et al., 2019).

3D Assays of Capillary Formation

Endothelial Cells

The use of EC cultures for engineering capillaries remains an
experimental challenge. The most commonly used cells are
human umbilical EC (HUVEC) (Nowak-Sliwinska et al., 2018).
Other primary sources of human EC are aortic or microvascular
EC derived from various tissues, most frequently from skin,
defined as human dermal microvascular EC (HDMEC).
Endothelial progenitor cells (EPC) harvested as endothelial
colony-forming cells (ECFC) from cord blood can also be used,
but those from adult peripheral blood exhibit limited
proliferation potential (Ferratge et al., 2017). Recently, Palikuqi
et al. (2020) reported “reset” vascular EC that transiently
express ETS variant transcription factor 2 (ETV2) and that self-
assemble into vascular networks and arborized cancerous human
colon organoids. Quite remarkably, only cells from human
origin are used in relevant 3D models; while isolation and
culture of mouse EC have been developed for years now, their
ability to form
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capillaries has proven to be more challenging (Nowak-Sliwinska
et al., 2018). As example, mouse EC from the spleen stroma
were used to explore the tumor-EC crosstalk in a 3D scaffold
(Furlan et al., 2018). These cells were organized in elongated
tubule-like  structures but barely formed capillaries.
Furthermore, neither human nor murine tumor EC have been
reported to generate capillaries in 3D models, whether co-
cultured with tumor cells or not.

Sprouting Angiogenesis-

Based Assays
Two capillary morphogenesis models performed in 3D
recapitulate sprouting angiogenesis and vasculogenesis
processes. The bead and spheroid assays are relevant 3D models
for investigating the mechanisms of sprouting angiogenesis
(Nakatsu et al., 2003; Heiss et al., 2015). In the first assay, EC
are seeded on polysaccharide beads before embedding in
hydrogel and co- culture with fibroblasts to promote sprouting
and formation of lumen-containing capillaries within a few days
(Nowak-Sliwinska et al., 2018). These capillaries are led by tip
cells, while their stalk cells are polarized and deposit BM. In the
second assay, EC spheroids are embedded in a hydrogel that
supports the formation of lumenized capillary-like structures
where tip cells precede the elongation of individual sprouts
originating from single spheroids (Heiss et al., 2015). These 3D
models have been used for investigating the involvement of
enzymes that remodel the microenvironment (Beckouche et al.,
2015; Umana- Diaz et al., 2020) and factors secreted by tumor
or stromal cells at several steps of sprouting angiogenesis (Welti
etal., 2011; Ramer et al., 2014; Hernandez-Fernaud et al., 2017)
(Figure 1). The impact of anti-angiogenic drugs is also
increasingly explored using these models (Welti et al., 2011;
Ramer et al., 2014;

and Vasculogenesis-

Heiss et al., 2015).

Vasculogenesis occurs via EC properties of self-assembling
into a 3D vascular network. Single EC are seeded in collagen I
hydrogels and cultured in presence of VEGF, FGF-2, or
fibroblast- conditioned medium in order to allow formation of
lumen- containing capillaries within 4-5 days (Nowak-
Sliwinska et al., 2018). The 3D vasculogenesis assay is
appropriate for studying interactions between tumor and EC and
engineering vascularized micro-tumors (Chen et al., 2013, 2016;
Kim et al., 2013; Bray et al., 2015; Jeon et al., 2015; Sobrino et
al., 2016; Taubenberger et al., 2016). In addition, co-culture
with stromal pericytes in the hydrogel recapitulates a key step of
vascular morphogenesis consisting in their perivascular
recruitment (Baudino, 2013). This assay is adapted to the study
of tumor angiogenesis when isolated cancer cells or spheroids
are co-embedded with sparse EC in the hydrogel. Interestingly,
number and shape of capillaries can be tuned via modulating the
density of the microenvironment, either in collagen or fibrin (see
below, Ghajar et al., 2008).

Biochemical and Biophysical Properties
of Tumor Microenvironment Controlled
in the 3D Gels

For engineering tumor microenvironment, a variety of natural
and synthetic materials have been used as 3D scaffolds

@ Tumor cell
=5 Endothelial cell

¢ or

FIGURE 1 | 3D experimental settings for paracrine regulation of tumor cells on
sprouting angiogenesis using the 3D angiogenesis assay. Endothelial cells are
seeded on Cytodex beads (blue) and embedded in fibrin hydrogel. Culture is
performed in presence of tumor cell conditioned medium (green) or tumor
cells directly seeded on top of the hydrogel. EC proliferation and migration
depend on the tumor paracrine regulation (Ramer et al., 2014). 3D cell culture
is performed up to 6 days (blue arrow). This model is also used with
endothelial spheroids. However, the absence of fibroblast contribution as
much as the tumor paracrine effect is responsible for the chaotic structures
often observed that barely form capillaries.

(Song et al., 2014). An important requirement for these
scaffolds is their capacity to support simultaneously cancer cell
proliferation/invasion and angiogenesis. Indeed, hydrogels have
the ability to recapitulate many features of native ECM
concerning their composition (either simple or composite),
physical properties (stiffness, pore size, fiber length.. .), and
biological functions (growth factors bioavailability, cell
adhesion machinery.. .) (Li and Kumacheva, 2018). Modulation
of these parameters does not only induce global changes of the
3D scaffold but also local modifications of the topology of cell
microenvironment (Yamada and Sixt, 2019). Selection of the
scaffold and associated culture medium is therefore a crucial
step in engineering in vitro micro-tumors and their vasculature.

Natural Polymers for Hydrogels

Protein-based hydrogels consist in either purified single
components of matrix proteins, including fibrin and collagen I or
in crude extracts of natural matrices (Song et al., 2014; Li and
Kumacheva, 2018).

Basement membrane extracts have been the most widely used
biomaterial for many years, supporting growth for many tumor
cell lines (Song et al., 2014). Assays combining 3D cultures of
tumor spheroids overlayed with EC have thus also
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been performed (Benton et al.,, 2015) but do not faithfully
reproduce angiogenesis (see above). Furthermore, even when
used for actual 3D culture of EC, Matrigel™ was demonstrated
to induce formation of multicellular tubes that display an
inversed luminal/abluminal polarization with deposition of BM
components like laminin a4 in the lumen (Kucera et al., 2009).
Quite remarkably, using mixtures of Matrigel™ with natural
polymers like fibrin turned out to noticeably improve capillary
formation and resulted in efficient inosculation with the host
vasculature and further blood perfusion after implantation in
mice (Laib et al., 2009). Recently, Palikuqi et al. (2020) developed
matrices made of mixture of laminin, entactin, and collagen IV
that support vasculogenesis.

Polymerization of fibrin occurs from fibrinogen cleavage by
thrombin and is controlled by calcium ions, temperature, and
fibrinogen concentration. Fibrin hydrogels have been widely
used for investigating angiogenesis in 3D settings since their
nano/macro fibrous architecture mimics native ECM. They
provide robust support for both sprouting angiogenesis (Nakatsu
et al., 2003; Ghajar et al., 2006, 2008) and vasculogenesis (Rao
etal., 2012). Ghajar et al. (2006) reported that fibrin hydrogel, at
the concentration of 2.5 mg/ml, induces capillary network
formation. Using a bead assay, the same authors further
demonstrated that increasing fibrin density from 2.5 to 10 mg/ml
leads to a decrease in capillary network formation. Soft fibrin
gels of 90 Pa-stiffness corresponding to low density at 1 mg/ml
were optimal for cancer cell proliferation and spheroid
formation when compared to stif fer gels (Liu et al., 2012). These
studies thus indicate that the fibrin hydrogel provides a relevant
3D scaffold for studying in vitro micro-tumors and their
vasculature.

Collagen I, the major protein of the interstitial ECM (Blache
and Ehrbar, 2017), is a biocompatible and biodegradable
material that possesses the intrinsic capacity to self-assemble
into hydrogels under physiological conditions (Sorushanova et
al., 2019). Collagen gels can also be produced using multiple
cross- linking methods resulting in fibrous architectures similar
to those of native ECM. In vitro studies have demonstrated that
collagen gel density and porosity are modulated by pH,
temperature, and collagen concentration through modulation of
fibrillogenesis, therefore offering ways to control structural
properties (Doyle et al., 2015; Sapudom et al., 2015). Collagen
hydrogels provide bioactive microenvironments supporting
cellular processes, such as cell adhesion sites, proteolytic-
degradable sites, and ECM crosslinking (Laib et al., 2009).
Several in vitro studies have demonstrated that collagen
hydrogels support capillary network formation using 3D
vasculogenesis or EC spheroid assays (Heiss et al., 2015; Blache
and Ehrbar, 2017). Collagen I also supports invasion and growth
of numerous tumor cell lines (Jeong et al., 2016). MDA-MB 231
breast cancer cells cultured within collagen hydrogel formed
spheroids displaying necrotic and hypoxic core (Szot et al.,
2011; Song et al., 2014). Using collagen I of various origin
(bovine dermal and rat tail), Wolf et al. (2013) demonstrated
that matrix metalloproteinase (MMP)- independent migration of
tumor cells into 3D hydrogel depends both on deformation of
the nucleus and scaffold porosity in response to space

constraints without any correlation with scaffold stiffness.

Natural materials have numerous limitations, though. They
suffer from variability, either batch-to-batch or according to
species or tissue differences as well as purification protocols.
They provide limited control of ECM compound concentration
and presence of degradation- or adhesion-sites. They thus fail to
provide full control of both matrix density and stif fness (Song
etal., 2014).

Synthetic Hydrogel Materials

Among the many synthetic biomaterials used for 3D cell culture
(Blache and Ehrbar, 2017), polyethylene glycol-heparin (PEG)
is one of the most commonly used for the development of
micro- tumors (Bray et al., 2015; Chwalek et al., 2015; Roudsari
et al., 2016; Taubenberger et al., 2016). PEG hydrogel aims to
mimic the natural ECM and to offer control of its design and
synthesis (Lutolf and Hubbell, 2005; Blache and Ehrbar, 2017).
Scaffolds are generated using multi-armed PEG and heparin
crosslinked via cytocompatible Michael-type addition that
enables cell embedding in 3D (Chwalek et al., 2015). A major
advantage of these synthetic scaffolds is the possibility to
decouple mechanical and biochemical properties. Indeed,
increasing PEG (or PEG- heparin) concentration allows to
control mechanical properties over a broad range, while
maintaining the heparin concentration constant. In addition,
PEG can be functionalized for (i) reversible binding of multiple
growth factors (VEGF, FGF-2, SDF-1), (ii) covalent conjugation
of adhesion ligands (RGD motifs), or (iii) proteolytic sites
(Kraehenbuehl et al., 2008; Bray et al., 2015; Chwalek et al,,
2015; Blache et al., 2016; Taubenberger et al., 2016; Blache and
Ehrbar, 2017). These PEG hydrogels support capillary network
formation in vitro. Indeed, in several studies, co-culture of EC
and mesenchymal cells leads to formation of capillaries
displaying lumens, BM deposition (laminin and collagen IV),
and perivascular localization of mesenchymal cells (Blache et
al., 2016; Blache and Ehrbar, 2017). These vessels recapitulate
many features of angiogenesis in vitro and are similar to those
formed in natural hydrogels. Moreover, PEG hydrogels support
3D tumor spheroid formation and growth of a hepatocellular
carcinoma (HCC) cell line (Liang et al., 2011) and of various
others such as breast, prostate, and lung cancer cell lines (Bray
et al., 2015; Roudsari et al., 2016; Taubenberger et al., 2016). This
3D scaffold is therefore readily available for the in vitro study of
micro- tumors and their vasculature.

Static 3D Co-culture to Recapitulate
Tumor—Stromal Cell Interactions With
Capillaries

To date, multiple in vitro static 3D models have been engineered
to recapitulate heterotypic interactions between tumor cells and
capillaries. These are based on a large diversity of strategies
using different scaf folds as well as tumor—stromal cell sources and
methods for capillary formation. As described above, natural
and synthetic scaffolds or tissue constructs are essential to
support these cell interactions. Tumor cells are mainly human
cell lines from breast, pancreatic, colorectal, skin, lung, and liver
cancers cultured as single cells or in spheroids. Moreover, these
models require stromal cells [e.g., fibroblasts, mesenchymal
stem cells
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(MSCQ)] or stromal conditioned medium since tumor cells alone
do not support capillary formation. Basically, two types of
approaches have been performed using vascularized spheroids in
3D hydrogels or vascularized tissue constructs.

Vascularized Spheroids in 3D Hydrogels

Cellular interactions

To recapitulate interactions between tumor cells and capillaries,
Ehsan et al. developed vascularized tumor spheroids using
various cancer cell lines from breast, lung, and colon.
Multicellular spheroids containing tumor and EC were generated
using the liquid overlay method and were co-embedded with
isolated fibroblasts in fibrin hydrogels (Ehsan et al., 2014). The
vascularized tumor spheroids exhibited sprouting angiogenesis,
generating a capillary network that extends into the surrounding
matrix within 7 days of culture (Figure 2A). In the case of colon
cancer cell lines, capillaries localized within the spheroid have a
distinct morphology and exhibit shorter, more branched, and
irregular phenotype than capillaries that extend into the
hydrogel. Interestingly, this model recapitulates specific pro-
angiogenic capacities according to the type of tumor cell lines.
Indeed, vascularized spheroids of breast tumor cell lines (MCF
and MDA MB-231) exhibit more capillaries than those of lung
or colon tumor cell lines. Quite surprisingly, co-seeding tumor
cells, however, does not affect extent nor kinetics of sprouting
and growth of the capillary network in the fibrin hydrogel. In
addition, authors report that tumor cell-specific intravasation
occurs in this model, as they detect SW620 cells localized

and migrating in the capillary lumen, which is enhanced by low
oxygen condition. It is, however, not determined whether
presence of tumor cells in the lumen corresponds to actual trans-
endothelial intravasation or engulfment of tumor cells upon
initiation of capillary formation. This model nonetheless
recapitulates tumor angiogenesis and interactions of tumor cells
with capillaries in a fibroblast-containing hydrogel.

Bray et al. (2015) also investigated the interactions between
tumor spheroids and capillaries by co-culture with MSC seeded
in suspension in a synthetic hydrogel. First, spheroids were
formed in hydrogel through proliferation of isolated tumor cells.
After 7 days of culture, spheroids were harvested by collagenase
treatment and seeded in a newly formed hydrogel containing
both EC and MSC (Figure 2B). This protocol recapitulates the
first avascular growing step of the tumor mass but requires a
tough collagenase-based treatment for the co-culture model.
Unlike the model described above (Ehsan et al., 2014),
capillaries sprouted toward the tumor spheroids and did not
invade the core of the spheroid but only established contacts at
the spheroid surface (Bray et al., 2015).

Whereas both studies used spheroids devoid of invasive
capacities, applying invasive spheroids in such models would be
of major interest to monitor interactions between tumor
protrusions and capillaries in the surrounding hydrogel in order
to assess potential co-option processes.

ECM interactions
Models of vascularized spheroids in natural hydrogels ef fectively
recapitulate cellular interactions within a 3D environment but

@ Tumor cell = Endothelial cell C-DFibrobIast‘

FIGURE 2 | 3D experimental settings of capillary formation and tumor growth. 3D cell co-culture is performed for 7 days (A), 7-10 days (B), and 10-21 days (C)
(blue arrow). (A) Spheroids containing tumor and endothelial cells are embedded in fibrin hydrogel containing fibroblasts in suspensions. Capillaries are formed by a
sprouting angiogenesis-mimicking process and grow away from the tumor mass (Ehsan et al., 2014). (B) Spheroid cells are embedded in functionalized
PEG-derived hydrogel containing EC and fibroblasts in suspension. Capillaries formed by vasculogenesis, unfold the tumor mass but barely vascularize it (Bray et al.,
2015; Taubenberger et al., 2016). (C) Dense artificial cancer mass (ACM) is obtained by plastic compression of collagen hydrogel containing tumor cells. ACM is
then embedded in collagen hydrogel containing EC and fibroblasts in suspension. This setting is further compressed. Capillaries are formed by vasculogenesis
(Magdeldin et al., 2017; Pape et al., 2019).
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are limited for studying interactions between tumor cells and
specific ECM proteins. Cell-ECM interactions play a major role
in tumor growth, invasion, and angiogenesis. ECM proteins such
as collagen I, fibronectin, and laminin are major components
of the stromal microenvironment (Provenzano et al., 2006;
Schedin and Keely, 2011). As mentioned above, synthetic
hydrogels functionalized with specific cell adhesion domains of
these matrix proteins are also useful tools to recapitulate a
wide range of ECM interactions. Taubenberger et al. (2016)
investigated the involvement of specific cell adhesion domains
on interactions between tumor cells organized in spheroids
and capillaries. For this purpose, an integrin binding domain
present in fibronectin and vitronectin (RGD), a laminin-111
derived adhesion peptide (IKVAV), and an integrin binding
domain present in collagen I (GFOGER) were conjugated to
PEG hydrogel. Tumor spheroid formation and co-inclusion with
EC and MSC in these functionalized hydrogels were performed
as in Bray et al. (2015). While interactions between tumor
cells and capillaries were observed in each condition, both
tumor spheroid invasiveness and tumor-EC interactions
inside spheroids increased only in IKVAV and GFOGER
functionalized hydrogels. This 3D culture model therefore
constitutes an interesting tool to decipher the effect of ECM
interactions on tumor cell growth, invasion, and
angiogenesis.

Composition but also density of the ECM are crucial features
that impact cell proliferation/invasion and angiogenesis. To
modulate the ECM density, a strategy named plastic
compression consists in removing water from collagen hydrogel
containing tumor cells (Magdeldin et al., 2017; Pape et al.,
2019). This dense artificial cancer mass (ACM) is then seeded in
collagen hydrogel supplemented with laminin and containing
fibroblasts and EC, thereby mimicking the stromal
compartment, before further compression. ECM density
modulated by plastic compression as well as ECM composition
of the stroma modulated by laminin concentrations both regulate
cancer cell invasion (Figure 2C). A high density of collagen I is
associated with increased tumor cell invasion. Moreover,
presence of laminin stimulated both tumor cell invasion and
vascular network formation. Authors reported that EC seeded in
the stromal compartment formed “healthy” and “tumorigenic”
vascular networks in absence or in presence of colorectal tumor
cells, respectively (Magdeldin et al., 2017). Pape et al. (2019)
compared two colorectal tumor cell lines (HT29 and HCT116)
displaying distinct invasive properties. Authors reported that
HCT116 was more invasive than HT29, displaying an increased
distance and surface area of invasion into the stromal
compartment. Spheroids containing highly invasive cells form
less complex and less branched vascular networks.

Vascularized Tissue Constructs

3D in vitro models described above recapitulate the crosstalk
between tumor cells, stromal microenvironment, and vessels but
none of them present a tissue-specific environment including
both blood and lymphatic capillaries. Indeed, the vast majority
of articles published up to now, aiming to recapitulate
interactions between tumor cells and capillaries, focus on blood
vessels. However, it is commonly accepted that lymphatic
vessels are essential for tumor spread and metastasis (Stacker et

al., 2014).
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Furthermore, formation of functional lymphatic capillaries has
been documented for some years now either within 3D
hydrogel (Montafio et al., 2010; Marino et al., 2014) or in skin
constructs (Gibot et al, 2016, 2017) using HDMEC or
lymphatic EC (LEC) isolated from human foreskin. These
capillaries are positive for Proxl (lymphatic-specific
transcription factor) and CD31 staining thereby confirming
their lymphatic nature. To recapitulate specific interactions
between tumor cells and lymphatic capillaries, stromal tissues
as well as skin constructs were engineered by the layer-by-layer
technique (Bourland et al., 2018; Nishiguchi et al., 2018).
Using this approach, the authors investigated: (i) intravasation
into lymphatic capillaries, (i) MMP secretion profiles, (iii)
response to therapies.

The stromal tissue developed by Nishiguchi et al. is
composed of fibroblasts synthetizing their own ECM and of
EC/LEC self- assembled in blood and lymph capillaries as
originally described by Decher (1997). Single cancer cells are
seeded onto these tissues to form primary micro-tumors. For
studying intravasation in blood or lymphatic capillaries,
pancreatic and colorectal cell lines displaying hematogenous
(MiaPaCa-2 cells) or lymphogenous metastasis (BxPC3 cells)
were used. The specificity of these cell lines for each type of
vessel was indeed reproduced in vitro (Nishiguchi et al., 2018).
Interestingly, tumor cells displayed distinct MMP secretion
profiles according to their invasive properties and target
vasculatures: hematogenous cells secreted MMP-1, -2, -3, and -
10 while lymphogenous cells secreted MMP- 1, -2, and -9. This
model is thus relevant for recapitulating specific interactions of
tumor cells displaying hematogenous and lymphogenous
metastasis properties, tumor invasion, and
intravasation/extravasation.

To mimic the melanoma microenvironment, Bourland et al.
(2018) engineered a skin construct using the self-assembly
method. This model mimics the human skin morphology
characterized by a dermis enriched in ECM components, a
differentiated epidermis composed by a proliferative basal
layer and multiple suprabasal layers resulting in a stratum
corneum. Microvascular EC self-organized to form two distinct
capillary networks, one of lymphatic vessels positive for
podoplanin and another of blood vessels positive for CD31 but
negative for podoplanin. Melanoma spheroids integrated at the
dermo- epidermal junction invaded the epidermal layer and
localized in close contact with lymphatic capillaries. Chronic
treatment with Vemurafenib (Zelboraf® ), a selective
inhibitor of BRAF frequently used to treat melanoma bearing
the BRAF-V600E mutation, affected tumor cell proliferation
and apoptosis, thereby recapitulating changes in tumor
morphology, without leading to any toxicity in the surrounding
tissue. Interestingly, some tumor cells localized in close contact
with fibroblasts continue to proliferate even after 12 days of
treatment suggesting an effect of the microenvironment on
therapeutic resistance.

All in all, these approaches better recapitulate the global
tissue organization than vascularized spheroids in 3D hydrogel.

Conclusion

Culture of vascularized tumor spheroids in hydrogel is suitable
to mimic interactions between tumor cells and capillaries.
Moreover, using functionalized synthetic scaffolds, 3D
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co-culture allows to study the impact of ECM proteins on tumor
angiogenesis. Tissue constructs recapitulate the global tissue
organization to create a more complex microenvironment than
3D culture in hydrogel. Figure 1 illustrates some 3D
experimental settings of capillary formation and tumor growth.
Table 1 is summing up the main features and applications of the
static 3D models described above. Improvement of these models
will consist in inclusion of other stromal cell types. Indeed,
while fibroblasts are the major cell type used in these models,
many other stromal cells such as immune cells, stem cells, or
cancer associated fibroblasts (CAF) could be incorporated to
recapitulate more complex features of the tumor
microenvironment.

In addition, it is of major interest to include pericytes in these
vascularized tumor spheroids to investigate the perivascular
coverage defect observed in cancer. Other major factors
involved in the vascularization process are shear forces and
blood flow. These parameters require the use of microfluidic
devices in order to be investigated in vitro.

Multiple Microfluidic

Angiogenesis Models

Over the last decade, microfluidic organs-on-chips have been
extensively developed to model cancer (Zervantonakis et al.,
2012; Sontheimer-Phelps et al., 2019). These tumor-on-a- chip
recapitulate the multicellular architecture, tumor—tissue
interface, and physical microenvironment of cancers growing
within human organs. Furthermore, a unique feature of
microfluidic systems is perfusion of the vascular compartment,
allowing the study of shear forces and blood flow in tumor
vascularization (Haase and Kamm, 2017). Advantages of these
systems are high spatial and temporal control over cell
patterning, chemical gradients, and mechanical stimuli. In these
tumor-on- chip technologies, engineering perfused micro-
vessels has been a major challenge addressed by several in vitro
approaches, such as EC lining-, vasculogenesis-, or
angiogenesis-based methods (Haase and Kamm, 2017; Wang et
al., 2018; Sontheimer-Phelps et al., 2019). Microfluidic tumor-
on-a-chip models have been further developed to study tumor
cell interactions with the vasculature as well as
intravasation/extravasation processes.

Engineering Perfused Micro-Vessels

EC lining method

The EC lining method is based on endothelial monolayers
established on the inner walls of microchannels (Sudo et al.,
2009; Shin et al., 2012; Zhang et al., 2012; Tourovskaia et al.,
2014; Pauty et al., 2018; Andrique et al., 2019). The most
widely described microfluidic platform comprises hydrogel-
incorporating chambers between surface-accessible
microchannels made of polydimethylsiloxane (PDMS) and
coated with ECM proteins (Shin et al., 2012). In other devices,
microchannels are made of hydrogel which require the inclusion
of a cylindrical rod into collagen I and its removal after
polymerization to form a microchannel for infusion of EC
(Tourovskaia et al., 2014; Wong and Searson, 2014). EC lining
method is applied to explore processes of intravasation and
extravasation by tumor cells under combination of multiple
controllable biochemical and biophysical microenvironment

parameters (Zervantonakis et al., 2012; Bersini et al., 2014;
Wong and Searson, 2014). These models provide some
advantages over common static assays used for studying
migration in response to chemotactic gradients, such as Boyden
chamber and wound assay as they allow integration of multiple
microenvironmental factors (cells, secreted factors, 3D ECM,
flow).

Angiogenesis-based method

In microfluidic systems, angiogenesis is induced from either EC
monolayers or pre-existing vessels (Haase and Kamm, 2017). A
typical microfluidic platform, initially developed by Song and
Munn (2011), contains a central chamber incorporating a
hydrogel that is in direct contact with two surface-accessible
microchannels. The EC infused in these microchannels cover the
surface of the central hydrogel. This microfluidic device
incorporates features such as: (i) contact between the abluminal
side of EC and the hydrogel to allow angiogenic sprouting; (ii)
fluid flowing through two adjacent channels and controllable
fluid convection through the hydrogel; (iii) co-culture with other
cell types seeded either in the central hydrogel or in the opposite
channel to EC; (iv) specific growth factors gradients. This
microfluidic platform has given rise to many proximate designs
that are now commonly used by many research groups (Yeon et
al., 2012; Abe et al., 2019; van Duinen et al., 2019).

Vasculogenesis-based method

As previously described, vasculogenesis-based method produces
microcirculation by formation of interconnected lumens via a
process that relies on the capacity of EC to self-assemble into
capillaries under proper culture conditions and stimulation
(Haase and Kamm, 2017; Wang et al., 2018). The model
contains one central hydrogel seeded with EC in suspension and
bordered by micro-fabricated channels for medium perfusion
(Shin et al., 2012; Kim et al., 2013; Moya et al., 2013; Wang et
al., 2017). Stromal cells such as fibroblasts (Chen et al., 2013,
2016; Sobrino et al., 2016), MSC, osteoblasts-differentiated
cells (Jeon et al., 2015), or perivascular cells (Sobrino et al.,
2016) are seeded either with EC in the central hydrogel region
or in the surrounding channels.

This method allows to engineer capillaries that are not only
properly polarized and lumenized but also functional. Indeed,
perfusion of the vascular network with FITC reveals its barrier
integrity and therefore allows investigation of regulatory
mechanisms of vascular permeability (Sobrino et al., 2016). In
this respect, only a few microfluidic models, however, include
pericytes wrapping the abluminal surface of the endothelium
even though pericyte coverage is required for establishment of
vascular permeability in vivo (Kim et al., 2013; Sobrino et al.,
2016). Thus, this represents an important challenge for the
development of physiologically relevant models.

Strategies to Recapitulate Tumor—Vasculature
Interactions

Culture in separate compartments

Interstitial and blood flow. There is a distinction between the
functional perfusion of the entire microvascular networks (Kim
et al., 2013; van Duinen et al., 2019) and interstitial flow applied
in the microfluidic device without perfused capillaries
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TABLE 1| In vitro 3D vascularized tumors in non-perfused models and applications.

3D culture methods

Co-culture in 3D hydrogel

Tissue constructs

Natural or PEG or PEG-heparin
synthetic

scaffolds

Collagen |

Fibrin

Fibroblast-derived skin construct

Methods
Capillary formation

Tumor mass formation
Stromal cells

Advantages Physical properties Controlled properties of 3D scaffolds:
(stiffness, density) Functionalization (Growth factor binding sites and
cell adhesion motifs)
Dissociation of Cell BehaviorAssessment during
ACM and Stromal Capillary and Tumor Growth
Compartment
Limits

Multicellular stromal
microenvironment Relevant
model for sprouting
angiogenesis

Tumor-vessel interactions

Self-assembly method:
Tumor growth in relevant
complex cell-based
microenvironment for skin

Artificial cancer mass (ACM) Spheroid growth Multicellular spheroid growth Spheroid growth Individual tumor cell proliferation

Specificity of hematogenous/
lymphogenous involvements
in tumor invasion and
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Molecular and cell
responses
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(Abe et al., 2019). Microfluidic devices allow investigation of
specific mechanical factors consisting in forces generated by
fluid flow through either the hydrogel or the microvascular
network, respectively, mimicking the interstitial (Abe et al.,
2019) and the blood flow (Jeon et al., 2015). For example, in the
single gel channel device of Song and Munn (2011) described
above, convective flow through media channels results in
interstitial flow across the hydrogel region. These authors
demonstrated that interstitial flow enhanced sprouting
morphogenesis consisting in increased formation of filopodia
extending against the flow (Song and Munn, 2011). However, it
remains unclear whether interstitial flow magnitude can be
optimized to control 3D vascular network formation in
combination with various VEGF concentrations. Therefore,
using a wide range of interstitial flow in a microfluidic device
dedicated to angiogenesis, Abe et al. (2019) demonstrated a pro-
angiogenic effect of the interstitial flow that is not substituted
by increasing VEGF concentration. Indeed, density and length
of the microvascular network as well as lumen diameter of
capillaries and area of degraded gel increased specifically in
response to flow magnitude. This study is in agreement with
previous work performed on avian embryos where interstitial
flow has been reported to affect VEGF distribution in the
mesenchyme (Ghaffari et al., 2017). In tumor, interstitial fluid
pressure is high due to plasma leakage from blood capillaries
and non-functional lymphatic networks which limit drug
delivery (Viallard and Larrivée, 2017). Microfluidic approaches
are thus powerful tools to study the effect of interstitial pressure
within the tumor microenvironment, but no study has been
performed using lymphatic vessels so far, to the best of our
knowledge.

Blood flow through capillaries results in shear stress, which
is the major biomechanical factor depending on fluid flow
(Haase and Kamm, 2017; Wang et al., 2018). Shear flow can be
applied using EC lining, angiogenesis-, and vasculogenesis-
based methods. For the EC-lining based method, it is easy to
assess the shear stress applied on the capillary network because
geometries of the device are known. However, for angiogenesis-
and vasculogenesis-based methods, generating a network
homogeneously perfused remains quite challenging, as much as
modeling flow in a complex network produced by cell self-
assembly. Kim et al. (2013) have demonstrated EC alignment in
the direction of applied shear flow. Moreover, Jeon et al. (2015)
revealed that capillaries under laminar flow displayed decreased
vasculature permeability and tumor cell extravasation rates
when compared to static conditions.

Paracrine factors secreted by tumor cells. Some in vitro
microfluidic platforms are engineered to study the effect of
factors secreted by tumor and stromal cells on angiogenesis
using growth factor cocktails (van Duinen et al., 2019) or co-
culture of cells in separate channels (Kim et al., 2013; Miller et
al., 2018). In contrast to static culture, these models integrate
both perfusion and generation of robust biomolecular gradients
(van Duinen et al., 2019). For example, van Duinen et al. (2019)
perfused a microfluidic device by passive leveling using a
rocker platform thus applying the flow through all 40

units and resulting in reproducible gradient formation. They
identified a combination of pro-angiogenic factors VEGF-A, and
Sphingosine-1-phosphate, together with the PKC activator
Phorbol 12-myristate 13-acetate, that were required to induce
sprouting angiogenesis (van Duinen et al., 2019). These
platforms could be used, in a high throughput manner, to perfuse
stromal or tumor cell conditioned medium allowing the
identification of secreted factors involved in tumor angiogenesis.

Another microfluidic device using EC co-cultured with
human glioblastoma cells (U87MG) or fibroblasts (control
condition) in independent channel reveals that an increased
number of EC sprouts invade the matrix, displaying an aberrant
morphology, in response to factors secreted by tumor cells (Kim
et al., 2013). Indeed, when compared to fibroblasts- induced
sprouts, glioblastoma cells fail to promote formation of a
perfused vascular network, only inducing immature and rarely
lumenized vessels.

Recapitulation of the tumor vascularized microenvironment As
described above for static models, co-culture of cells in 3D
hydrogels recapitulates key features of the tumor
microenvironment including crosstalk between tumor and
stromal cells, ECM remodeling, and storage of paracrine factors.
These culture conditions have therefore been transferred to
microfluidics platforms for studying: (i) direct tumor—
vasculature interactions; (ii) molecular interplay between tumor—
stromal cells and the vasculature (Chung et al., 2017; Miller et
al., 2018; Truong et al., 2019); (iii) response to standard
therapies (Sobrino et al., 2016); (iv) tumor metabolism, which is
an interesting marker for cellular state and response to drugs
(Sobrino et al., 2016). For this purpose, a large variety of tumor
cell lines and primary cultures from many origins, including
breast, renal, and colorectal cancers have been incorporated in
microfluidic devices. In addition, stromal cells such as fibroblasts,
MSC, or osteoblasts are also included in these models either to
support capillary formation or to generate tissue-specific
microenvironments.

Sobrino et al. (2016) engineered vascularized micro-tumors
to assess direct tumor—vasculature interactions as well as tumor
metabolism, and response to chemotactic and anti- angiogenic
therapies. Their platform, based on a vasculogenesis approach,
consists in two channels connected by three tissue chambers
where EC, tumor cells, and fibroblasts are injected. EC formed a
capillary network covered with fibroblasts that are NG2 and
PDGFR-B positive, consistent with a pericyte phenotype.
Various colorectal and breast tumor cell lines proliferated to
form cell aggregates in close contact with the capillary network.
Perfusion of this tumor-associated vascular network was
demonstrated using dextran. These vascularized micro-tumors
respond to chemotherapeutics, displaying reduced growth or
even regression. The model established the distinction between
VEGF-specific drugs that were not effective in disrupting the
vascular networks and drugs against several targets (VEGFR2,
PDGFR, and Tie2) that induced effective regression of the
vasculature. Interestingly, tumor cells, fibroblasts, and EC that
composed the micro-tumors displayed a strong metabolic
heterogeneity: tumor cells were more glycolytic than the
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surrounding stroma, which was consistent with their known
preferences for aerobic glycolysis.

One advantage of studying direct interactions within perfused
vascularized micro-tumors is the possibility to easily include
various stromal cells mimicking a specific tumor
microenvironment. It is widely agreed that cells with stem-like
properties form a fertile niche allowing tumor to grow and
expand (Valkenburg et al., 2018). Indeed, in glioblastoma, a
sub-population of cells with stem-like properties, glioma stem
cell (GSC), has been reported as one of the major drivers of
tumor recurrence, invasion of normal brain parenchyma, and
resistance to therapies. Truong et al. (2019) developed a
vascularized tumor-on-a-chip technology mimicking the GSC
vascular niche to study EC impact on patient-derived GSC
behavior. The signaling pathways governing invasion were thus
identified. To this aim, EC were embedded in a hydrogel and
infused within the microfluidic device to enclose the tumor
region of the platform
composed by patient-derived primary GSC encapsulated within
Matrigel™. The established microvascular network enhanced
GSC migration in the hydrogel, promoted invasive morphology,
and maintained GSC proliferation rates and stemness (Nestin,
SOX2, CD44). Using a specific CXCR4 antagonist, the role of
the CXCL12-CXCR4 signaling axis on EC-mediated GSC
invasion was demonstrated. This model could be adapted to
many types of cancer.

Whereas perfused vascularized micro-tumors have been
engineered with various tumor cell lines (Sobrino et al., 2016;
Truong et al, 2019), the use of primary cells remains
challenging. Miller et al. (2018) developed a vascularized flow-
directed culture system for primary human clear cell renal cell
carcinoma (ccRCC) cells isolated from six patients to study the
angiogenic signaling axis between ccRCC cells and EC.
Collagen I containing embedded tumor spheroids were infused
into the matrix channel. A retaining rod was removed from the
collagen gel after polymerization to form the lumen for infusion
of EC. Under a medium flow through the EC-lined lumen,
capillaries were higher in all devices containing tumor cells
when compared to clusters formed from normal-adjacent renal
cortex. Moreover, endothelial sprouting was not limited to
migration oriented toward tumor clusters but was isotropically
distributed in the outlet. Indeed, computational simulation
demonstrated that the biochemical gradient of angiogenic
growth factors favors sprouting in the outlet region of the flow-
directed microphysiological system (Miller et al., 2018).
Interestingly, depending on patients, factors secreted by tumor
clusters induced formation of capillaries displaying different
morphologies that could reflect the inter-patient heterogeneity.
This device therefore recapitulates a primary tumor cell-derived
biochemical gradient.

Intravasation and extravasation

During the metastasis cascade, tumor cells dissociate from the
primary tumor, intravasate into capillaries and survive in
circulation, extravasate from the microvasculature, and form
metastases in the secondary parenchyma (Chen et al., 2013,
2016). Intravasation is the transmigration of cancer cells through
BM and endothelium into capillaries close to the tumor. This
process is regulated by tumor cell intrinsic factors

and by stromal cells present in the tumor microenvironment
such as macrophages and neutrophils. To study the interplay
between tumor cells and the endothelium, Wong and Searson
(2014) developed microvessels formed by an EC lining method
and embedded in a hydrogel containing tumor cells. Using
fluorescence live cell imaging, they deciphered various tumor—
endothelium interactions such as invasion and intravasation.
This platform could be used to investigate the role of tumor
cell-endothelium interactions and biochemical factors involved
in the intravasation process. Zervantonakis et al. developed a
microfluidic model to mimic cancer cell intravasation across an
impaired endothelial barrier by including soluble biochemical
factors or macrophages. Using an EC lining method, they
demonstrated that macrophage-secreted TNF-alpha stimulated
intravasation of tumor cells due to impaired endothelial barrier
function (Zervantonakis et al., 2012).

Extravasation is the reverse dynamic process that involves a
cascade of events including tumor—EC adhesion, initiation and
formation of tumor cell protrusions into the sub-endothelial
ECM, interaction with the endothelial BM, and migration
through the parenchyma. The study of this process requires real-
time imaging at a single cell level in a model recapitulating the
human microvasculature, which is possible only with
microfluidic devices. Using a microfluidic model based on
vasculogenesis, Chen et al. (2016) assessed the impact of bl
integrin depletion in cancer cells on the extravasation cascade.
For this purpose, individual tumor cell lines invalidated or not
for b1 integrin were directly perfused into the microvessels to
monitor the dynamic extravasation events. The authors
deciphered multiple steps of the extravasation process and their
findings highlighted a critical role for betal integrin in adhesion
to the sub-endothelial ECM, providing new insights into the
mechanisms underlying metastasis.

Microfluidic  systems recapitulate the trans-endothelial
migration toward a non-organ-specific ECM. However,
extravasation occurs in specific tumor microenvironment
composed by several cell types which could impact this process.
Bersini et al. (2014) and Jeon et al. (2015) explored breast
cancer cell extravasation using two microfluidic approaches in a
specific bone-mimicking microenvironment (BMi). These
microfluidic devices are developed by an EC lining (Bersini et
al., 2014) and a vasculogenesis-based method (Jeon et al., 2015).
In the device developed by Bersini et al. (2014), osteo-
dif ferentiated-human bone marrow (OD-hBM)-derived MSC
were embedded in hydrogel and cultured within an independent
microfluidic channel for 2-3 weeks to allow proper deposition
of bone ECM. EC were thus seeded into the adjacent channel
inducing formation of a continuous monolayer at the 3D
hydrogel- endothelial channel interface. Finally, breast cancer
cells MDA-MB 231 were injected into the hollow channel
mimicking the vascular lumen and the extravasation rate was
monitored. Extravasation was significantly higher in the
microenvironment conditioned by osteo-differentiated cells
compared to collagen hydrogel. However, in this microfluidic
device, the use of an endothelial monolayer does not recapitulate
the parameters of a proper capillary. Aware of the limitations of
this approach, they have developed another microfluidic system
based on
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a vasculogenesis approach. For this purpose, EC were co-
embedded with hBM-MSC and OD-hBM-MSC in the central
gel region of the microfluidic platform to generate a
microvascular network enclosed in a BMi (Jeon et al., 2015). By
perfusing individual breast tumor cell lines, the authors
demonstrated that both extravasation rates and microvascular
permeability were higher in the BMi compared to the muscle-
mimicking microenvironment or to the unconditioned ECM.
These results demonstrated a major role of the
microenvironment in the extravasation process of tumor cells.
This organ-specific vascularized 3D microfluidic model is an
interesting tool to study cell extravasation in a stromal
microenvironment and could be expanded to various cancer
cells.

Conclusion

Microfluidic systems recapitulate many features of tumor
microenvironment such as perfused and functional capillary
networks, growth factor gradient, and shear stress. These models
are powerful tools to study indirect and direct interactions
between tumor and stromal cells with the vasculature. This
approach is consistent with high resolution real-time imaging
allowing to decipher each step of complex cellular processes
such as intra- and extravasation (Zervantonakis et al., 2012;
Chen et al., 2013, 2016). Table 2 sums up the main features and
applications of 3D microfluidic models of vascularized micro-
tumors. As discussed below, these systems are adaptable to
high-throughput analysis and drug screening (Sobrino et al.,
2016; Miller et al., 2018; Ko et al., 2019; van Duinen et al.,
2019). However, these perfused vascularized micro-tumors still
fail to recapitulate the whole and complex composition of in
vivo tumors, and they should in the next future include more
specifically components of the immune compartment.

CHALLENGES AND FUTURE
APPLICATIONS

High Throughput Screening of Drugs
For more than 50 years, 2D cultures of tumor cell lines have
been widely used for drug screening. However, since the 2000s,
many studies revealed more relevant responses to treatment of
cells cultured in 3D. Tumor spheroids cultured in suspension or
more recently in hydrogels have thus been proposed to bridge
the gap between flat culture and in vivo experiments.
Furthermore, vascularization as well as co-culture with stromal
cells is of main interest to assess the drug delivery context. As
described above, vascularized micro-tumors cultured within
hydrogels (Bray et al., 2015), tissue constructs (Bourland et al.,
2018; Nishiguchi et al., 2018), as well as microfluidic systems
(Sobrino et al., 2016; Miller et al., 2018) are powerful platforms
for cancer drug discovery and screening. However, in many
cases, they are still at the proof- of-concept stage and are not
designed for high throughput drug screening yet (Bray et al.,
2015; Sobrino et al., 2016; Bourland et al., 2018; Miller et al.,
2018; Nishiguchi et al., 2018).

Hughes’s group has engineered a perfused vascularized
micro- tumor model in a 96-well plate format compatible with
standard robotic and fluorescent plate readers thus creating

standardized
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and reproducible arrays (Sobrino et al., 2016; Phan et al.,
2017). Adapted for high throughput screening, each unit can be
filled by various drugs. The vascularized micro-tumors can be
easily extracted for further gene expression analysis. As proof-
of-concept, a full-blind test of 10 FDA-approved anti-tumor
compounds and two negative control compounds has been
performed on the vascularized micro-tumors. Anti- angiogenic,
anti-tumor drugs and placebo were successfully discriminated
according to their respective effects on tumor cells or on the
vasculature. More recently, aware of the need to develop
standardized assays, other groups have designed microfluidic
platforms suitable for high throughput anti-tumor drug
screening on vascularized micro-tumors (Ko et al., 2019; Meng
et al., 2019). Interestingly, Meng et al. (2019) took advantage
of 3D bioprinting to accurately position cluster of tumor cells,
stromal cells, and EC in their device. These new platforms
share some similar characteristics essential for high throughput
analyses such as a simple and quick fabrication; a miniaturized
format; a single vascularized micro-tumor per well; an
automated imaging.

Toward Personalized Medicine
The development of perfused vascularized micro-tumors
compatible with high throughput analysis is a major step
toward personalized medicine in order to determine specific
anti-tumor drugs for each individual patient.

However, up to now, personalized medicine remains
challenging for many reasons: (1) the complex isolation of
various cell types (tumor cells, EC, immune cells, CAF) from
the same biopsy; (2) the maintenance of cell-specific
functionality for a long time in culture; (3) the appropriate
relative proportions of cell types; and (4) the optimal culture
medium for the combined cell cultures (Sontheimer-Phelps et
al., 2019). Indeed, specific isolation protocols and culture
conditions are required for each cell type present in tumor
biopsies. As described above, formation of in vitro capillaries
with EC isolated from tumors is not achieved. The main
improvement concerns the use of 3D- organoid technologies
leading to the development of so-called “tumoroids” that are
composed by patient-derived 3D cultures of cells isolated from
tumor biopsies. As previously reviewed by Drost and Clevers
(2018), primary cells can be isolated from various cancer types
such as colorectal, pancreatic, liver, breast, prostate, brain and
bladder cancers to form these “tumoroids.” These cells derived
from living tissue are more likely to reflect the properties of
native cells in vivo. A major step to move toward personalized
medicine will be to form vascularized micro-tumors, in a high
throughput manner, by co-culturing “tumoroid” and EC.

Induced Pluripotent Stem Cells

Recent results suggest that cancer cells remain susceptible to
transcription factor-mediated reprogramming (Utikal et al.,
2009). As for angiogenesis, although human induced
pluripotent stem cells (iPSC) can dif ferentiate into functional
EC, they still exhibit limited expansion potential compared
with human embryonic stem cells-derived EC. However,
individual lines of human embryonic stem cells and iPSC are
distinct and can
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TABLE 2 | In vitro 3D vascularized tumors in perfused models and applications.

3D scaffolds Fibrin 3D ECM Fibrin Fibrin
(Collagen 1) Fibrin/collagen
1
Methods
Capillary formation EC lining Vasculogenesis assay
Tumor mass Multicellular Spheroid growth Individual invading tumor cells Perfused tumor cells Individual tumor cells
spheroid growth
Stromal cells ‘ ‘
Advantages Sprouting Paracrine and juxtacrine regulations mediated by 3D Cell-based Bone Temporal Resolution Glioblastoma
angiogenesis microenvironment complexity and mimicking mimicking
Simultaneous use Culture of Live imaging ECM deposition | environment | Exiravasation Peri-mural environment Stem
of lymphatic and | patient-derived Dynamic analysis events Association cell behavior cell involvement
blood EC tumor cells Assessment of intravasation process with endothelial
Endothelial barrier integrity barrier function
Limits

Extravasation Extravasation Tumor-vessel interactions

Paracrine factors involvement

Tumor cell-derived

Molecular and Angio- and

cell responses lymph- gradient of Intravasation Involvement of

Applications angiogenesis | angiogenic factors Drug signaling Tumor metabolism Paracrine factors
Angiogenic screening pathways Drug screening involvement
regulation by platform

tumor—fibroblasts

interactions

References

examples

*Chen et al. (2016) is associated with fibrin/collagenl.
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often respond very differently to the same microenvironment
cues. Thus, efficient and robust induction of EC from human
pluripotent stem cells and multiple human iPSC lines or reset
EC might also constitute a renewable and infinite cell source
(Jahan and McCloskey, 2020; Palikuqi et al., 2020). These
findings open new perspectives which should facilitate the study
of epigenetic changes in human cancer and angiogenesis studies
using pre- clinical complex in vitro 3D systems.

CRISPR/Cas9 Gene Editing

CRISPR-Cas9 genome editing has recently been used in tumor
organoids to introduce mutations into genes commonly found
mutated such as Trp53, Brcal, NfI, and Pten in high-grade
serous ovarian cancer (Lohmussaar et al., 2020). This
technology could be further used on organoids to investigate the
nature and extent of intra-tumor diversification but also to study
the role of mutational diversification associated with response
variability to anticancer drugs between even closely related cells
of the same tumor as reported by Roerink et al. (2018). In
addition, although this is not the case yet, such a technology will
undoubtedly be very useful to study angiogenesis in in vitro 3D
systems.

CONCLUSION

Since unperfused models constituted powerful tool for
deciphering tumor—vessel interactions, perfused models are
more relevant for deciphering extra- and intravasation
mechanisms. However, both types of these models present limits
such as (i) low representation of relevant capillaries displaying a
pericyte coverage, (ii) low level of concomitant occurrence of
tumor migratory processes and capillary growth
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Résumé

Le carcinome du rein a cellules claires (ccRCC), I'un des cancers les plus représentés dans le
monde, est fréquemment associé a une altération du géne Von Hippel-Lindau (VHL), entrainant un
état de pseudo-hypoxie, qui favorise la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules
épithéliales, I'invasion tumorale, le remodelage matriciel et I’hypervascularisation. De nombreuses
études alimentent une controverse concernant une potentielle corrélation entre densité
microvasculaire et pronostic des patients du ccRCC. En paralléle, quelques travaux rapportent une
architecture vasculaire complexe et aberrante, distincte de la vasculature physiologique rénale. Mon
travail de doctorat repose sur I’hypothése que la complexité du réseau vasculaire pourrait constituer
un indice plus pertinent de la biologie et des réponses aux traitements du cRCC que sa densité.

Depuis une vingtaine d’années, les traitements anti-angiogéniques constituent un pilier de Ia
prise en charge du ccRCC, bien que de nombreuses résistances et échappements aux traitements
soient décrits. L’absence de modeles in vitro 3D pertinents reconstituant la vascularisation du ccRCC
est aujourd’hui un écueil dans I’étude de ce cancer.

Mon projet de thése a eu pour objectif d’étudier : i) - la vascularisation aberrante du ccRCC
en interaction avec des cellules tumorales invasives; ii) la sensibilité de ces structures vasculaires aux
traitements anti-angiogéniques; iii) le réle des propriétés du microenvironnement tumoral sur les
stratégies d’invasion et sur la formation de la vascularisation aberrante.

Utilisant un modeéle de xénogreffes implantées en sous-cutané chez la souris, j'ai réalisé la
premiéere caractérisation 3D de la vascularisation du ccRCC composée de structures longues et fines
appelées feuillets ou de structures larges et dilatées appelées étangs. Pour étudier les mécanismes
cellulaires de formation de ces structures aberrantes ainsi que leur sensibilité aux traitements, j'ai
développé un modele de micro-tumeurs vascularisées impliquant l'inclusion de sphéroides d’une
lignée cellulaire tumorale du ccRCC, présentant une mutation perte de fonction pour VHL et des
cellules endothéliales en hydrogel de collagene I. Cette co-culture induit la formation d'étang
vasculaire au sein du sphéroide, semblable a ceux observés dans le ccRCC. De maniére innovante, j’ai
démontré que ces structures vasculaires aberrantes sont résistanctes aux thérapies anti-
angiogéniques telles que le sunitinib. Ces travaux ont également suggéré un lien fort entre formation
de I’étang vasculaire et invasion des cellules tumorales, associé a un remodelage matriciel dans le
microenvironnement tumoral.

Dans un second temps, j’ai donc analysé I'impact de la modulation de I'invasion du sphéroide
et du remodelage matriciel sur la formation des étangs vasculaires. Je me suis appuyée sur des
travaux antérieurs de I‘équipe ayant permis la caractérisation des propriétés mécaniques et
structurales d’hydrogels de collagene 1, formés sous différentes conditions de pH. Nos travaux
démontrent que les stratégies d’invasion des cellules tumorales mutées pour VHL sont régulées par
les propriétés mécaniques de la matrice extracellulaire et associées a l'activation de voies de
mécanotransduction relayées par YAP. En co-culture, un lien fonctionnel réciproque s’établit entre
cellules tumorales invasives et cellules endothéliales, associé a un remodelage matriciel local, les
cellules tumorales invasives favorisant la formation de I’étang vasculaire et les cellules endothéliales
induisant la migration individuelle des cellules tumorales. L’altération des propriétés de
mécanotransduction des cellules tumorales m’a permis de démontrer que la formation de I'étang
vasculaire nécessite le remodelage matriciel induit par les cellules tumorales invasives. L'ensemble
de ces travaux suggerent que les cellules tumorales invasives remodélent une niche favorable a la
formation de I’étang vasculaire. En retour, les cellules endothéliales participent a la malignité
tumorale en maintenant une invasion tumorale individuelle.



