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INTRODUCTION

L’identification de nouvelles cibles thérapeutiques pour inhiber la progression tumorale et le
développement des métastases constitue une étape importante de la lutte pour une baisse de la
mortalité en cancérologie. Découvertes au début des années 1980, les intégrines, une famille
de récepteurs de la surface cellulaire, ont depuis ét¢ impliquées a toutes les étapes de la
cancérogénese. Elles participent, en effet, a la régulation d’un ensemble de fonctions cruciales
pour I’initiation, la progression et I’extension métastatique des tumeurs solides en fournissant
des signaux d’adhérence, de migration, et de survie aux cellules tumorales ainsi qu’a celles de
leur micro environnement, y compris aux cellules endothéliales. Un certain nombre
d’antagonistes des intégrines sont actuellement a un stade de développement pré clinique et
clinique.

Par ailleurs, les gliomes malins représentent un défi en oncologie. En effet, malgré des
avancées significatives dans la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans
le développement et la progression de ces derniers, les progrés thérapeutiques dans ce
domaine restent limités. La durée moyenne de survie des patients atteints de glioblastome est
de 12 4 14 mois en dépit de la mise en ceuvre de traitements combinant une résection
chirurgicale, une radiothérapie et une chimiothérapie. Le témozolomide a montré un effet
incontestable mais cependant modeste, la médiane de survie passant de 12 a 15 mois lorsque
ce médicament est associé¢ a la radiothérapie. La recherche de nouveaux traitements pour les
tumeurs malignes de haut grade est donc indispensable.

Les intégrines avP3 et avPB5 qui reconnaissent la vitronectine par 1’intermédiaire d’un site de
liaison Arg-Gly-Asp (RGD) sont les plus étudiées dans les gliomes malins. Dans ces tumeurs
ces récepteurs sont exprimés par les cellules tumorales et les cellules endothéliales des
néovaisseaux. Le cilengitide, un pentapeptide cyclique antagoniste de ces intégrines, est
actuellement évalué comme agent thérapeutique pour le traitement des glioblastomes
récidivants ou nouvellement diagnostiqués. Son mode d’action est anti angiogénique mais
comporterait un effet direct sur les cellules tumorales et tout particulierement sur I’adhérence,
la migration, I’invasion et la viabilité¢ des cellules tumorales. Les résultats obtenus avec cette
molécule dans un essai clinique de phase II se sont cependant avérés modestes. De plus, des
¢tudes pré cliniques dans des modéles murins de mélanome et de carcinome pulmonaire de
Lewis suggerent qu’a faibles doses le cilengitide administré isolément peut stimuler

I’angiogénese et la croissance tumorale.
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L’ambivalence des résultats a conduit 1’équipe du laboratoire Biophotonique et
Pharmacologie (Pr M. Dontenwill, UMR CNRS 7213, Université Louis Pasteur, Strasbourg) a
s’intéresser a un autre récepteur membranaire: 1’intégrine aSB1 et aux protéines associées
comme marqueurs diagnostiques, pronostiques et cibles thérapeutiques originales pour les
tumeurs cérébrales

Mon travail de these, effectué¢ dans le cadre d’une collaboration avec cette équipe, s’inscrit
dans cette démarche. Il a consisté:

» A faire une cartographie des cellules exprimant 1’intégrine aSP1 dans les tissus
humains non tumoraux de fagon a apprécier les risques pour les tissus sains d’une
thérapie ciblée.

» Dans le cas des gliomes de haut grade, a participer a la recherche de variations
d’expression des récepteurs en fonction du type tumoral et du grade de fagon a
¢valuer la pertinence de la démonstration du récepteur comme marqueur
diagnostique ou pronostique.

» A étudier ’expression différentielle de cette intégrine par les cellules tumorales et
celles du stroma et notamment a vérifier I’existence d’une expression plus €levée de
la protéine par les cellules endothéliales des vaisseaux tumoraux que par celle du
tissu cérébral sain.

» Dans le cas de xénogreffes tumorales, de participer a la recherche de variations
d’expression des récepteurs en fonction du modele et de cartographier les cellules
exprimant les intégrines en recherchant notamment 1’expression des protéines par les

cellules du micro environnement tumoral.
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PARTIE I: RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

IV.Les intégrines.
IV.A.Définition

Les intégrines constituent une famille de récepteurs allostériques glycoprotéiques
membranaires de type I, exprimés de fagcon constitutive ou apres activation par toutes les
cellules nucléées de l'organisme et par les plaquettes, les globules rouges en étant a priori
dépourvus. Elles jouent un role d'adaptateurs entre les cellules d'une part, et la matrice extra
cellulaire ou d'autres cellules d'autre part.

Ces récepteurs sont impliqués dans deux activités principales:

L'adhérence des cellules a la matrice extra cellulaire ou a d'autres cellules.

La transmission bidirectionnelle d'informations entre la cellule et son environnement.

Par la méme, les intégrines jouent un role essentiel dans le maintien de l'architecture
tridimensionnelle des tissus et dans la motilité¢ cellulaire en controlant les forces de traction
cellulaire et en «interrogeant» en permanence l'environnement.(1)

Par ailleurs, elles régulent des fonctions essentielles telles que la migration, la prolifération, la
différentiation et I'apoptose.(2)

Elles contribuent de facon essentielle au développement embryonnaire, a la réponse immune,
au trafic leucocytaire, a I'hémostase et a de nombreuses maladies humaines telles que les

maladies auto immunes et les cancers.(3)

IV.B.Biologie des intégrines.
IV.B.1.Structure hétérodimérique.

Les intégrines sont des hétérodimeres obligatoires constitués de deux sous-unités, une o et
l'autre B, liées de fagon non covalente.(1)

Chaque sous-unité est constituée d'un domaine extracellulaire NH2 terminal de grande taille
(>700 résidus d'acides aminés), d'un domaine transmembranaire unique (>20 résidus) et d'un
domaine intra cellulaire C terminal généralement court (13-70 résidus) qui forment des liens
avec les protéines du cytosquelette par l'intermédiaire de protéines d'adaptation

cytoplasmiques.(3)
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Les sous-unités a et f n'ont pas d'homologie et sont donc totalement distinctes. L’identité de
séquence des sous-unités o est d’environ 30%, I’homologie atteint 45% dans le cas des sous-
unités P.(1) L'identit¢é de séquence des sous-unités o détermine la spécificité de
reconnaissance du ligand, les sous-unités  sont connectées au cytosquelette et interviennent
dans de nombreuses voies de signalisation.(4)

Toutes les isoformes possibles ne sont pas observées. Chez I'homme 24 intégrines différentes
sont décrites, résultant de la combinaison de 18 sous-unités a (al-11; aM; aL; aX; aD; oE;
av) et 8 sous-unités B (B1- B8). Enfin, 1'épissage alternatif des ARNm de ces sous-unités
augmente encore le nombre potentiel de ces récepteurs.(1)

Les chaines se combinent dans le réticulum endoplasmique. Les interactions entre les chaines
sont complexes et les défauts d'appariement se traduisent par un déficit d'association.
Habituellement il existe un exces intracellulaire de sous-unité B et la quantité de sous-unité o
détermine la quantité de récepteurs a la surface. Des sous-unités libres au niveau de la

membrane plasmique ne seraient pas observées.(5)
Les sous-unités a et B se lient a des cations divalents. Le role de ces derniers dans la
physiologie des sous-unités a est inconnu. Ils stabiliseraient les repliements de la molécule.

Dans le cas de la sous- unité B ils interviendraient directement dans la liaison au substrat.(6)

La nomenclature des différentes intégrines chez 1’homme est résumée dans le tableau ci-

dessous.
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Protein

Gene Protein Location accession
symbol name Synonyms Gene accession number (chromosome) number
ITGAI al CD4% NM_181501 5q11.2 P56199
ITGA2 a2 CD49b, a2 subunit of very late antigen 2 (VLA-2) NM_002203 5q23-g31 PI7301
ITGA2B alib GTA, CD41, GP2B, HPA3, CD4lb, GPilb NM_000419 17q21.32 P05 14
ITGA3 o3 CD49¢, 113 subunit of VLA-3 NM_002204, NM_005501 17q21.33 P26006
ITGA4 o4 CD49d, a4 subunit of VLA-4 NM_000885 2q31.3 AAB25486
ITGAS o5 CD49e, fibronectin receptor alpha NM_002205 12q114q13 POB648
ITGA6 b CD49%, ITGASR NM_000210 2q31.1 P23229
ITGAT o NM_002206 12913 QBeW93
ITGAS (v} NM_003638 10pl3 P53708
ITGA9 a9 NM_002207 3p21.3 Q13797
ITGAID all NM_003637 Iq21 075578
ITGAL T all NM_001004439, NM_012211 15q23 QIUKX5
ITGAD aD NM_005353 lépll.2 Q13349
ITGAE of CDI103, human mucosal lymphocyte antigen |o NM_002208 17p13 P38570
ITGAL al CD1la (pl80), ymphocyte function-associated NM_002209 lépll2 P20701
antigen | (LFA-1) ot subunit
ITGAM aM Mac-1, CDI Ib, complement receptor 3 (CR3) subunit 03925, NM_000632, lépll2 PII215
ITGAY aV CD51, M5K8, vitronectin receptor o (VNR) NM_002210 2q31-g32 PO&756
ITGAX aX CDl I, CR4 subunit NM_000887 lépll.2 P20702
ITGBI pl Fibronectin receptor B, CD29, MDF2. M5K12 BC020057 10pl1.2 PO5556
ITGB2 p2 Leukocyte cell adhesion molecule, CD 18, CRI subunit, NM_000211 21q223 P05 107
CR4 subunit
ITGB3 B3 CDé1; GP3A; GPllla, platelet glycoprotein llla NM_000212 17q21.32 POS 106
ITGB4 p4 CDI04 NM_000213 17q25 Pl6144
ITGBS ps NM_002213 3q21.2 P18084
ITGB6 pé NM_000888 2q24.2 P18564
ITGB7 p7 NM_000889 12q13.13 P26010
ITGB8 pa NM_002214 7pl5.3 P26012

Tableau 1 : Les différentes sous-unités d'intégrines chez I'nomme (emprunté a Takada et al, 2007)

Par ailleurs les associations entre les sous-unités o et f observées chez 1’homme sont

résumées dans le schéma ci-dessous. A noter que la sous-unité 1 peut se lier a 12 sous-unités

a différentes alors que la sous-unité a5 ne peut former de dimére qu'avec la sous-unité f1.(1)

ol
oE o2
‘ 03 B5
B7— o4 \ ‘ pe
“5\ B1—aV—B3—aIIb
B4 — o6 /
[38
oD
|
oX—pB2—oaL
al0  oli oM

Schéma 1 : Emprunté a Takada et al, genome biol 2007: Représentation des différents hétérodiméres d'intégrine
possibles. Les sous-unités ayant la capacité de se lier les unes aux autres sont reliées par un trait continu.
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IV.B.2.Les intégrines et leurs ligands.

La liste des ligands est longue et inclut les constituants majeurs de la matrice extra cellulaire
tels que les collagenes, la fibronectine ou les laminines. La spécificité de la liaison des
intégrines aux molécules de la matrice extra cellulaire résulte de cette combinatoire, de
l'expression différentielle des différentes intégrines, de l'affinité de ces derniéres pour leur(s)
substrat(s), enfin, de l'accessibilité de ces derniers.

Certaines intégrines se lient aux mémes ligands mais avec des affinités différentes alors qu'un
méme ligand peut se lier a différentes intégrines.

La liaison de l'intégrine avec son ligand assure la transmission du signal a l'intérieur de la
cellule.(7)

Les intégrines alf1, a2B1, alOB1 et allB1 sont les récepteurs principaux du collagene, les
intégrines a3B1, a6B4 et a7B1 ceux de la laminine, enfin les intégrines a5B1, a8B1, al1bp3 et
avp3 les récepteurs majeurs de la fibronectine. La liaison des intégrines aux ligands est
régulée par la présence dans ces derniers de courtes séquences peptidiques de reconnaissance.
Le ligand prototypique, la fibronectine, contient la séquence RGD (arginine-glycine-acide
aspartique). Cette derniere est également présente dans un tiers environ des ligands connus se

liant aux intégrines comme la vitronectine et le fibrinogeéne.(4)

Collagen receptors

Leukocyte-specific
receptors

receptors,” Laminin receptors
/’/v"/

Schéma?2: emprunté a Hynes 2002 représentant les intégrines et leurs ligands.
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Les intégrines sont largement exprimées. Toute cellule nucléée posséde une signature
intégrine spécifique. L'expression des intégrines peut étre restreinte a certains types cellulaires
ou tissulaires : al1Bb aux niveau des plaquettes, a6B4 au niveau des kératinocytes, aEB7 au
niveau des lymphocytes T, des cellules dendritiques et des mastocytes des muqueuses, a4f1
aux leucocytes, a4p7 par une variété de lymphocytes T mémoire et la famille des intégrines
B2 aux leucocytes. D'autres intégrines sont plus largement distribuées. Dans tous les cas
l'expression de l'intégrine est dynamique et se modifie lorsque les cellules sont extraites de

leur environnement normal.(8)

IV.B.3.Conformation des intégrines.

Les études en microscopie €lectronique suggeérent que les deux sous-unités sont disposées de
maniere a former une téte globuleuse extracellulaire reliée & la membrane par une paire de
«pattespallongées qui s'étendent a travers la bicouche lipidique. Les études cristallographiques
du domaine extracellulaire de l'intégrine avB3 ont montré que la téte plutét que de se tenir
droite est fortement pliée en v renversé€ qui rapproche le site potentiel de liaison au ligand de
la membrane. La structure cristallographique du méme domaine obtenu aprés liaison d'un
petit ligand contenant la séquence RGD, le cilengitide, est superposable. Bien que la liaison
du ligand modifie peu la structure du récepteur, I'hypothése actuellement privilégiée est que le
fonctionnement des intégrines implique un changement de forme de leur domaine
extracellulaire écartant le site de liaison de la membrane plasmique, rendant ce dernier plus
accessible.(9)(10)

Les changements de conformation des domaines extracellulaires des récepteurs dépendent de
la concentration des cations extracellulaires d'une part et de changements conformationnels du
domaine cytoplasmique du récepteur, a la suite de la liaison de protéines intracellulaires telles

que la taline et les kindlines 1 et 2 d'autre part.(6)
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Schéma 3: emprunté a Takagi et springer (2004): conformation de l'intégrine avB3 en fonction de la présence de
Ca2+ ou Mg2+. En présence de Ca2+ l'intégrine est dans une conformation inactive, la téte courbée. En présence
de Mg2+, l'intégrine change de conformation, la téte se redresse. Cette activation permet la liaison au ligand.

IV.B.4.Signalisation des intégrines et points d'ancrage.

Des événements intracellulaires, eux-mémes éventuellement sous controle extracellulaire,
peuvent donc modifier l'affinité de 1'intégrine pour son ligand. (signalisation inside-out).(11)
Le degré¢ d'affinité a I'état basal d'une intégrine pour son substrat varie en fonction du type
cellulaire. C'est ainsi que les récepteurs de la membrane des kératinocytes de l'assise basale
épidermique qui participent a la jonction des cellules épithéliales aux membranes basales sont
activés de facon constitutive alors que certains ne sont exprimés qu'apreés activation comme
c'est le cas de nombreux récepteurs intégrines des cellules immunitaires.(12)

Outre une modulation d'affinité résultant de la modification de conformation des récepteurs,
les cellules utilisent également pour contrOler l'intensité des liaisons établies entre les
intégrines et leurs substrats, une modulation d'avidité résultant de variations du nombre de
récepteurs impliqués dans la liaison et donc de I'état d'agrégation de ces derniers. Les
molécules d'intégrine dispersées dans la membrane ont moins de chance de former des
liaisons fortes avec leur ligand que lorsqu'elles sont agrégées (effet velcro) et ceci méme si
leur nombre et leur affinité¢ individuelle pour leur substrat ne varient pas. Les voies de

signalisation intracellulaires controlent également ce processus.(9)
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Schéma 4 emprunté a janet(2011): L'intégrine est un hétérodimeére constitué¢ d'une sous unité a (rouge) et une

sous-unité B (bleue). Inactive, I’intégrine est repliée avec un site liant le ligand dans une conformation de basse

affinité. La liaison du ligand entraine une dissociation des intéractions entre a et f au niveau du pied et
I’activation du récepteur. La taline va se lier au domaine intracytoplasmique libéré de . L’intégrine est alors
active. Des protéines cytoplasmiques sont ensuite recrutées pour former les points focaux d’adhérence. La
régulation de l'affinité de l'intégrine pour son ligand est régulée par un signal 'inside-out' qui met en jeu les

partenaires cytoplasmiques de l'intégrine. Les interactions entre la matrice extra cellulaire et la cellule contribue

a la régulation outside-in.
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IV.B.5.Intégrines et plateforme de signalisation.

L'interaction ligand/récepteur induit I'agrégation des intégrines au sein de complexes
membranaires multiprotéiques focaux (<lpm), appelés complexes d'adhérence ou contacts
focaux. Ces derniers servent non seulement de points d'ancrage de la cellule a la matrice extra
cellulaire mais sont également des sites importants de transduction du signal.
Dépourvus d'activité enzymatique, les domaines cytoplasmiques des sous-unités o ont besoin
de molécules adaptatrices pour l'intégration et la transmission des signaux.(13)
Un «adhésome» intégrine a récemment été défini comprenant 156 protéines et établissant
entre elles pres de 700 interactions. Quarante deux adaptateurs potentiels ont été identifiés. Ils
se classent en trois grandes catégories:
» Des protéines de structures comme la taline, la filamine ou la tensine qui se lient a
l'actine F couplant ainsi les intégrines au cytosquelette.
» Des protéines d'échafaudage comme la paxilline qui forment des sortes de
plateformes permettant de lier d'autres composants des contacts focaux.
» Des adaptateurs possédant des activités catalytiques incluant entre autre des kinases
FAK (focal adhesion kinase), ILK (integrin linked kinase) ou Src (sarcome viral
oncogen homolog) ou des phosphatases telles que PP2A (protein phosphatase A2) ou
SHP (domain-containing phosphatase 2).(14)
Ces structures trés complexes permettent de coupler la matrice extra cellulaire et le
cytosquelette et jouent un rdle primordial dans la migration cellulaire. Les points focaux
d'adhérence sont des complexes dynamiques aux fonctions variées comprenant la migration

cellulaire, la régulation de la survie cellulaire, la prolifération cellulaire, I'invasion.(15)
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Schéma 5 emprunté a Hynes (2002): Structure d'un point focal d'adhérence, activation des voies de signalisation
via ILK et FAK, transduction du signal et réles de l'intégrine.

Par ailleurs les complexes multimoléculaires comportent d'autres récepteurs notamment ceux

de facteurs de croissance comme ceux de I'EGF. L'activation de ces différents récepteurs se

traduit par des fonctions uniques différentes de la simple addition des effets de l'activation de

chacun des récepteurs.

IV.B.6.Intégrines et internalisation.

Les intégrines peuvent é&tre internalisées par endocytose. Les vésicules internalisées
fusionnent avec les endosomes précoces localisés a la périphérie de la cellule puis avec les
endosomes tardifs juxta nucléaires. De 14, elles sont recyclées vers la membrane plasmique ou
dirigées vers les lysosomes pour étre dégradées.
Quatre voies d'endocytose sont habituellement reconnues:

» l'endocytose médiée par la clathrine

» I'endocytose médiée par les cavéoles

» I'endocytose indépendante de la clathrine et de la cavéoline

» la micropinocytose.
L'endocytose des intégrines ferait appel principalement aux deux premicres voies. Ce trafic
moléculaire permet le contrdle directionnel par la cellule de son adhérence au substrat et pas

la méme de son étalement et de sa migration.(16)(17)
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Il pourrait par ailleurs étre utilis€ pour la délivrance aux cellules tumorales de molécules

thérapeutiques tels par exemple que des oligonucléotides antisens.(18)

Cell movement
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Schéma 6 emprunté a Pelligen (2006): Il représente un modele de trafic des intégrines au sein de la cellule.
L'internalisation pourrait étre couplée au démontage des points focaux dans lesquels la connexion a l'actine est
perdue. B1 est internalisé a I'aide de PKCa activé qui se lie a la queue cytoplasmique. A partir de ces endosomes
et des endosomes périnucléaires le retour de B1 vers la membrane plasmique est régulé par des activités GTPase,
Rab11, Rab21 et ARF6. Les intégrines peuvent aussi revenir a la membrane via une boucle courte impliquant
Rab4 et PKDI1. Le retour est de méme dépendant de la voie PI-3-K-AKT GSK3.

IV.C.Intégrines et cancer.

IV.C.1.Modifications de I'expression des intégrines.

Au cours de la progression tumorale, I’expression des intégrines est souvent dérégulée. Les
altérations observées sont complexes et dépendent du tissu d’origine de la tumeur, du type
histologique de cette derniere et du stade de la progression tumorale. Si les sur-expressions
sont fréquentes, des pertes d’expression sont également observées.(19)

Les intégrines a5B3, a5B1 et aff6, habituellement faiblement exprimées ou non détectables
dans la plupart des tissus épithéliaux, sont fortement surexprimées dans les tumeurs

correspondantes.(20)
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L’intégrine a6P4 n’est pas exprimée par les thyréocytes normaux mais I’est dans les
carcinomes thyroidiens invasifs.(21) A I'inverse I’intégrine a5B1 disparait de la surface de
lignées cellulaires transformées par le virus de sarcome de Rous(22) et I’expression du
récepteur réduit le caractere tumorigene de lignées carcinomateuses.(23)

Plusieurs études ont montré I’existence de corrélations entre le niveau d’expression de

certaines intégrines, la progression tumorale et la survie des patients.(20)

Tumour type Integrins expressed Associated phenotypes

Melanoma avp3 and o561 Vertical growth phase *'7%1* and lymph node metastasis*’**"*

Breast o634 and avB3 Increased tumour size and grade'’®, and decreased survival'”’
(ct6P4). Increased bone metastasis**=3%%* (avf33)

Prostate avp3 Increased bone metastasis®

Pancreatic avp3 Lymph node metastasis*®

Ovarian a4P1 and avp3 Increased peritoneal metastasis'’® (@41) and tumour
proliferation'” (avf33)

Cervical avp3 and avp6 Decreased patient survival*¢°

Glioblastoma avP3 and avps Both are expressed at the tumour—normal tissue margin and
have a possible role in invasion*®*

Non-small-celllung carcinoma  a5p1 Decreased survival in patients with lymph node-negative
tumours'®

Colon avP6 Reduced patient survival*®

Tableau 2 emprunté & Desgroseilliers (2010): implication des intégrines dans la progession tumorale.

IV.C.2.Anomalies génétiques

Au cours des cancers, les altérations des intégrines ne portent pas exclusivement sur des
variations d’expression génique. En effet, des mutations ponctuelles ou des délétions/

amplifications ont également été décrites.

La lignée de carcinome épidermoide peu différentié SCC4 qui provient d’un carcinome
lingual, s’est révélé hétérozygote pour la mutation ponctuelle T1881 (T: thréonine;l:
isoleucine) dans la sous-unité 1. Cette modification se traduit par une activation constitutive
du récepteur indépendante de la liaison aux ligands. Apres transfection du geéne de I’intégrine
B1 sauvage, les cellules de la lignée SSC4 se différencient, indiquant par 1a que la mutation
peut participer au phénotype néoplasique. (24)

Enfin, dans des mod¢les murins, une isoforme tronquée de I’intégrine plaquettaire allb,
absente des tissus prostatiques normaux, est détectée dans les adénocarcinomes prostatiques

et sur exprimée au niveau des métastases.(25)
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IV.C.3.Intégrines et facteurs de croissance.

Tant au niveau des cellules tumorales que de celles de leur micro environnement , I’activité
des intégrines est indissociable de celle des récepteurs des facteurs de croissance et des
cytokines et de leur voies de signalisation respectives.(26) L’activité des intégrines dépend
¢galement des variations de composition de la matrice extracellulaire (signalisation outside —

in).

IV.C.4.Coopération des intégrines et oncogenes.

Les intégrines ne sont pas des oncogenes mais pour initier la croissance et I’invasion
tumorales certains de ces derniers requierent pour s’exprimer I’implication des voies de
signalisation des intégrines. Ceci pourrait s’expliquer par le role important des intégrines dans

le maintien des cellules souche tumorales.(27)

IV.C.5.Rdle des intégrines dans l'angiogenese et la lymphangiogenese
tumorale.

Les intégrines sont exprimées a la fois par les cellules tumorales et celles du stroma (cellules
endothéliales vasculaires, cellules périvasculaires, fibroblastes, certaines cellules issues de la
moelle hématopoiétique telles que celles de la lignée monocyte macrophage et les plaquettes).
(20)

L’angiogénése et la lymphangiogénese, dont on connait toute I’importance pour la croissance
tumorale et la progression métastatique par voie sanguine et lymphatique, sont toutes deux
régulées pour partie par les intégrines. L’angiogénése dépend principalement des intégrines
alBl, a2B1, adP1, a5P1, a6Bl, a6p4, a9B1, avp3 and avp5. Le role de chacune de ces
intégrines est débattu.(28)

L’intégrine a9B1 intervient dans la lymphangiogénese normale au cours du développement.
Les intégrines 04B1, a2B1 et alPl sont pour leur part impliquées dans la régulation de la
lymphangiogénése tumorale.(29) Il est difficile de dire aujourd’hui laquelle des intégrines

serait la meilleure cible pour une thérapie antivasculaire ciblée.
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IV.C.6.Les intégrines dans la progression tumorale et développement des
métastases.

Les intégrines exprimées par les cellules tumorales contribuent a la progression tumorale et au
développement des métastases en augmentant les capacités de migration, d’invasion et de

prolifération des cellules tumorales ainsi que leur survie.

— —
~——r—— | Survival |

Q T Mgration and nvasion

~—~" = | Prolfaration |

schéma 7 emprunté a Desgroseiller (2010) : rdles de l'intégrine dans la cellule tumorale.

L’adhérence des cellules a la matrice extracellulaire fournit les forces de traction nécessaires a
I’invasion par les cellules tumorales. Les intégrines contribuent également a la migration
cellulaire en régulant la localisation et 1’activité¢ des métalloprotéinases matricielles (MMP2)
et de D’activateur du plasminogene de type urokinase (uPA). La migration cellulaire médiée
par les intégrines fait habituellement appel a la voie de signalisation des kinases de la famille
FAK et Src. La régulation du recyclage des récepteurs est également essentielle pour
I’invasion. Des différences dans les voies impliquées dans le recyclage des intégrines peuvent
faire la différence entre une migration au hasard plutét qu’une migration persistante et dirigée.
L’interaction des intégrines avec leurs ligands contrdle ’expression de protéines clefs du
cycle cellulaire comme la cycline D1 et la famille des inhibiteurs de s kinase cycline

dépendant.(16)
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Les intégrines contrdlent également la survie cellulaire. Les intégrines activées inhibent la
cascade de signalisation pro apoptotique initiée par 1’anoikis ou la mort cellulaire médiée par

les intégrines.(20)(30)

IV.C.7.Intégrines et hypoxie

Pour envahir localement ou pour former des métastases, les cellules tumorales doivent rompre
leurs interactions avec les cellules environnantes, moduler leurs liaisons avec la matrice
extracellulaire et prévoir le remodelage de cette méme matrice. Des études suggerent un rdle
de I’hypoxie et du facteur de transcription HIF-1a dans le contrdle de 1’adhérence cellulaire
aux protéines de la matrice .En effet, il a ét¢ mis en évidence une implication de I’hypoxie
dans la modulation des voies de signalisation de 1’adhérence cellulaire, particulierement dans
la signalisation médiée par les intégrines. Inversement, I’implication des voies de
signalisation de I’adhérence cellulaire dans le contréle de HIF-1a et dans la régulation de la

réponse et 1’adaptation cellulaire en situation d’hypoxie n’est pas encore clairement établie.

(3D(32)

V.Biologie des gliomes.
V.A.Définition

Les gliomes sont les tumeurs primitives encéphaliques les plus fréquentes chez 1’adulte. Ils
sont classés en fonction des ressemblances observées entre les cellules tumorales qui les
constituent et les différentes variétés des cellules gliales normales.

C’est ainsi que I’OMS reconnait (classification 2007) des astrocytomes, des
oligodendrogliomes, des épendymones et des tumeurs a différentiation mixte
(oligoastrocytomes par exemple). Chez I’adulte, les gliomes les plus fréquents infiltrent le
parenchyme cérébral de fagon diffuse. Parmi ces derniers sont reconnus des gliomes de bas
grade (OMS grade II) dont la croissance est habituellement lente et des gliomes de grade
¢levée (OMS grade III et IV) dont la croissance est rapide. La variété tumorale la plus

agressive et la plus fréquente est ¢galement appelée glioblastome (OMS grade 1V).(33)
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Le systéme de grading est basé sur la reconnaissance de caractéristiques morphologiques
relativement subjectives telles que les atypies nucléaires, le nombre des mitoses, la
prolifération du lit micro circulatoire et la nécrose massive ou serpigineuse, Le grade tumoral

a une valeur pronostique importante mais parait moins utile pour 1’optimisation des thérapies.

(33)

V.B.Hypotheses sur les origines des gliomes.

La question de 1’origine des gliomes reste enticre et des arguments existent tant en faveur de
la transformation néoplasique de cellules gliales différentiées, en vertu de leurs ressemblances
phénotypiques, que de celles de progéniteurs sur la base de caractéristiques communes telles
que l’auto renouvellement, la différentiation et I’expression de marqueurs phénotypiques
embryonnaires. De nombreuses données semblent cependant indiquer que les cellules

tumorales reproduisent sur un mode pathologique la biologie des précurseurs.(36)

[  Celoforigin || Cell of origin | | [ Celoforigin |
‘ BRAF dupbcation/fusion/
IDH1 or IDH2 mutation point mutation
EGFR ampl/ovemxpr. ganson Sand 7
MET ampl/overexpr. /
PDGFRA ml lowerexpr. 1P53 mutation A e Pilocytic
ERB52 mutetion PDGFA/PDGFRA overexprassion bl i i g astrocytoma
NF1 mutatons 7qgain P q (WHO grade 1)
PTEN mutation
PIK3RT mutaton
PIK3CA mutation A
CTMP methylation Diffus
e Oligoastrocytoma Oligodendroglioma
astrocytoma WHO grade i) WHO grade )
TP53 mutaton (<25%) (WHO grade 1)
P14 deletion
MDM?2 ampl./overexpr. 9p loss 9ploss 9ploss
MDME sl /o CDKN2A/B, p14*7F CDKN2A/B, p14ARF CDKN2A/B, p14°%F
ampl, xpr. deletion/me hylation deletion’methylation deletion/metylation
) RB1 mutation/daleton CDKN2C mutation/deleson
CDKN2A/B deletion 19q loss RB1 mathylation
CDK4 ampl./overexpr 10q loss
CDK6 ampl./overexpr
RB1 mutation/deleson Anaplastic Anaplastic Anaplastic
astrocytoma oligoastrocytoma oligodendroglioma
monoscmy 10 (WHO grade Ill) (WHO grade 1ll) (WHO grade 1ll)
risomy 7 10q loss :
19q gain DCC loss of expression |
20q gain other aberrations |
|
y v

Primary glioblastoma Secondary glioblastoma
(WHO grade IV) (WHO grade V)

Tableau 3: emprunté a Riemenschneider (2010): origine des gliomes.
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V.C.Gliomes malins et anomalies moléculaires

Depuis les années 1980, les travaux de recherche biologique menés dans les gliomes visent
notamment leur caractérisation moléculaire. En effet, de nombreuses équipes s’efforcent de
découvrir et de décrire les altérations du génome (acide désoxyribonucléique, ADN), du
transcriptome (acide ribonucléique messagers, ARNm), du protéome (protéines) et de
I’épigénome (modification épigénétique de ’ADN comme la méthylation des promoteurs des
genes), d’apprécier la fréquence de ces altérations moléculaires; et d’évaluer leur pertinence
et leur intérét bioclinique. L’analyse de 1’ensemble de ces biomolécules permet ainsi d’établir
une véritable carte d’identité moléculaire de la tumeur.

Au sein des glioblastomes, deux principaux types génétiques sont individualisés
correspondant a deux entités évolutives:

Les glioblastomes primaires sont classiquement caractérisés par:

» Une amplification du géne du récepteur au facteur de croissance épithéliale (EGFR) ;

» Une trisomie du chromosome 7 ;

» Une délétion homozygote du géne CDKN2A impliqué dans le controle du cycle
cellulaire;

» La perte du chromosome 10

Les glioblastomes secondaires ont en commun avec les glioblastomes primaires :

» une trisomie du chromosome 7;

Les oligodendrogliomes sont caractérisés par les altérations moléculaires suivantes:

» Translocation t(1 ;19) (q10 ;p10).

» L’oligodendrogliome anaplasique combine habituellement la perte combinée 1p19q
et les mémes altérations moléculaires que celles observées dans les tumeurs
astrocytaires de haut grade (délétion pl16™K4A monosomie du 10 et mutations de
PTEN).

» Une polysomie du 7 et une monosomie dulO sont rencontrés dans les

oligodendrogliomes anaplasiques sans perte 1p19q.(34)(35)(36)(37)
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V.D.Gliomes malins et invasion

D’autres facteurs que le type cellulaire et le grade influencent la morbidité et la survie. La
localisation de la tumeur qui commande les symptomes d’accompagnement et limite les
possibilités de résection chirurgicale, les thérapies associées et 1’age sont d’autres facteurs
pronostiques.(37) La croissance des gliomes de haut grade est a la fois expansive et
infiltrante. Le caractére infiltrant constitue un obstacle thérapeutique majeur. Il se refléte dans
les données autopsiques montrant que les glioblastomes s’étendent au de-la des limites du
lobe d’origine dans 45% des cas, infiltrent tout un hémisphére dans 25% des cas et
I’hémisphere controlatéral dans 25 % des cas Dans les récidives, les cellules tumorales sont
observées dans 1’hémisphére controlatéral dans 80% des cas. Les gliomes de haut grade
infiltrent sous la forme de cellules isolées ou en petits groupes, le long des faisceaux de
substance blanche ou de la face abluminale des vaisseaux. Dans une étude autopsique, Burger
a montré en 1989 que la zone périphérique d’infiltration sous la forme de cellules isolées ou

en petits groupes est épaisse en moyenne de 3 centimetres. (38)

V.E.Gliomes malins et vascularisation.

Par ailleurs, les gliomes de haut grade sont parmi les tumeurs humaines les plus vascularisées
et la prolifération endothéliale est une des caractéristiques essentielles de ces types tumoraux.
Les études portant sur la vascularisation des glioblastomes révelent cependant qu’au sein des
plages tumorales compactes de vastes territoires peuvent étre discernés dans lesquels la
densité vasculaire n’est pas différente de celle de la substance blanche normale ou du cortex.
Dans ces territoires des «points chauds», caractérisés par une densité vasculaire élevée, sont
cependant observés. La vascularisation des glioblastomes est trés hétérogene. Dans les
territoires d’infiltration, I’hyperplasie vasculaire ne se développe que lorsque la densité des
cellules tumorales devient élevée. Au niveau du cortex, 1’angiogénese ne se développe
qu’apres compléte infiltration de ce dernier par la tumeur. Tous ces faits suggerent que la
croissance tumorale dépend du réseau vasculaire normal pré existant dans les territoires
d’infiltration sous forme de cellules isolées et d’une néo angiogénese dans les zones de

croissance compacte.(39)
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V.F.Traitements des gliomes de haut grade.

V.F.1.Principes généraux.

La prise en charge des gliomes malins repose non seulement sur des thérapies antitumorales

mais également sur des traitements symptomatiques et des soins de support. Le traitement

standard des glioblastomes multiformes consiste en une chirurgie de résection la plus large

possible en fonction de la localisation tumorale suivie d’une radiothérapie associée a une

chimiothérapie concomitante et adjuvante par le temozolomide. La localisation de la tumeur,

le statut clinique du patient, le nombre de 1€sions, la présence de signes d’hypertension intra

cranienne ou d’engagement cérébral sont autant de facteurs pris en considération dans la

décision de réaliser une biopsie de la tumeur ou une résection large de cette derniere.(38)(40)

L’étendue de la résection tumorale et le volume tumoral résiduel étant corrélés a la survie,

une chirurgie de résection est préférée chaque fois que réalisable.(41)

La prise en charge des gliomes de grade III est moins standardisée.

Traitements actuels des gliomes malins

Type de tumeur

Thérapie

Tumeurs diagnostiquées primitives

Glioblastome (grade I'V)

Chirurgie d’exérése maximale, radiothérapie et TMZ,
implants imprégnés de carmustine dans la cavité

d’exérése.

Gliomes anaplasiques

Chirurgie d’exérése maximale, puis pas de traitement
standard : radiothérapie et TMZ, inclusion dans les
essais thérapeutiques implants imprégnés de

carmustine dans la cavité d’exérese.

Gliomes récurrents

Discussion en RCP. Reprise neuro chirurgicale si
possible, implants de carmustine (gliadel), ré-
irradation, chimiothérapie de deuxie¢me ligne

(bélustine, carmustine, schéma PCV, carboplatine

+etoposide, irinotécan, bévacizumab, TMZ)

Tableau 4: inspiré de Wen PY (2008) représentant les modalités thérapeutiques actuelles des gliomes de haut

grade(43)
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V.F.2.Thérapies ciblées.

Le progres des connaissances de la gliomagénése, I’identification d’aberrations des voies de
signalisation et de défauts moléculaires dans certains sous-types tumoraux, la reconnaissance
du réle du microenvironnement dans la progression et I’invasion tumorales conduisent a
espérer qu’une thérapeutique raisonnée guidée par les anomalies moléculaires puisse
améliorer le pronostic de ces tumeurs. Les voies de signalisation principales et les agents

thérapeutiques correspondants sont résumés schéma 8.(21)(42)

Epidermal growth
factor receptor
~~ antibodies

\/ Integrins

Cilengitide —{

Growth factor

/ Growth factor—
receptor

Stem and progenitor
cell pathways

Dasatinib

1
L PI3K
RTK inhibitors

inhibitors

Sorafenib

Drugs under
development

7\

-

Apoptosis

7/
Tamoxifen,
Enzastaurin

TSCl and 2

\ Translation
@

T~ mTOR
inhibitors

HDAC
inhibitors

T

Schéma 8: nouvelles thérapies

Les thérapies ciblées les plus explorées sont les inhibiteurs des facteurs de croissances et de

leurs récepteurs a activités tyrosine kinase et les agents antiangiogéniques.

V.F.2.a.Les inhibiteurs des facteurs de croissance et de leurs récepteurs
a activité tyrosine kinase

Une des voies principales ciblée par les agents thérapeutiques développés ces dernicres
années dans les gliomes malins est représentée par les tyrosines kinases activées par 'EGF ou
le PDGF.(42)Le degré de malignit¢ des tumeurs gliales semble en effet corrélé a
I'amplification de I'EGFR. Cette amplification s'accompagne souvent de réarrangements
conduisant a l'expression d'une forme tronquée du récepteur (EGFRvIII), spontanément

active. Le role du PDGF a été également souligné dans la progression tumorale des tumeurs
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gliales malignes.(43)(44) Ces deux facteurs de croissance (EGF et PDGF), par le biais de
leurs récepteurs, jouent un important dans la transduction du signal mitotique et I'oncogenése.
L'imatinib est un inhibiteur de tyrosine kinase du récepteur au PDGF (PDGFR), de c-kit et de
l'abl-receptor. Compte tenu de l'importance du PDGF dans la croissance des glioblastomes,
cette molécule a donc suscité un intérét en neuro-oncologie. Malheureusement, les résultats
d'une phase II menée sur des glioblastomes en récidive n'ont pas montré d'efficacité
significative ni en termes d'intervalle libre de progression ni en termes de survie (45), peut-
étre en raison d'un faible passage au travers de la barriére hémato-encéphalique de la
molécule.(46)

Le géfitinib (47) et l'erlotinib (48) sont deux inhibiteurs oraux de 'EGR. Ces molécules ont
¢galement suscité¢ un grand intérét pour le traitement des tumeurs gliales en raison du succes
de ces molécules dans certains cancers poumon (49) et de I'importance de la voie de I'EGF
dans les gliomes. Le gefitinib n’a pas donné de résultats convaincants en monothérapie dans
les glioblastomes en récidive (47)(49), et 'erlotinib a donné des résultats négatifs dans une
phase 2 randomisée conduite sur des glioblastomes en récidive (50). La découverte dans les
cancers du poumon de mutations spécifiques de I'EGFR au niveau du site ATP se comportant
comme des facteurs prédictifs de la réponse aux inhibiteurs de tyrosines kinases (51) a relancé
l'espoir qu'une telle approche puisse s'appliquer a un sous-groupe de glioblastomes. En fait,
aucune mutation du site ATP n'a été retrouvée dans une série de gliomes, et la surexpression
de 'EGFR ou de son variant EGFRVIII semble n'avoir aucun impact sur le taux de réponse ou
la survie sans progression dans un essai randomisé (52). Il a été suggéré que la surexpression
de I'EGFR en association avec la perte du gene PTEN (qui est impliqué dans le contrdle de la
voie Akt ) constituerait un facteur de bonne réponse au traitement (53), mais cette étude n’a

pas été confirmée (54)(55).
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V.F.2.b.Les antiangiogéniques

L’angiogenése est fortement activée dans les gliomes malins par des cytokines pro-
angiogéniques sécrétées par les cellules tumorales en situation d'hypoxie, comme VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), le bFGF, 1'angiopoiétine-1 ou le PDGF. L'activation
des récepteurs membranaires correspondants (notamment le VEGFR2 pour le VEGF) entraine
une cascade de réactions conduisant a la formation de nouveaux vaisseaux. Les cellules
endothéliales activées entrent en division et migrent pour créer les nouveaux vaisseaux,
processus favorisé par la dégradation de la matrice extracellulaire par les protéases et la
liaison a certaines intégrines, notamment avfp3. Les principaux médicaments actuellement en
développement clinique ciblent le VEGF lui-méme, son récepteur (principalement le
VEGFR?2, de fagon sélective ou non), ou les intégrines avp3 et avp5 (55). Méme si aucun n’a
encore fait la preuve de son efficacité dans le cadre d'un essai randomisé, le taux de réponses
radiologiques trés €levé laisse penser que ces traitements sont en train de modifier la prise en
charge des gliomes malins.

Ainsi, dans un essai de phase II, l'association du bevacizumab (anticorps antiVEGF) et de
l'irinotécan montre des résultats intéressants avec notamment une survie sans progression a
six mois de 30 % et une réponse partielle (diminution de plus de 50 % du produit des plus
grands diametres) pour 57 % des patients (56), alors que l'irinotécan seul est dépourvu
d'activité significative. Il faut tout de méme noter une proportion non négligeable d'effets
secondaires, avec notamment des complications thromboemboliques et de rares cas
d'hémorragies intratumorales. D'autres études cliniques testant cette association confirment
¢galement un taux de réponse radiologique totale ou partielle aux alentours de 60 %, bien
supérieur a celui rapporté avec les chimiothérapies conventionnelles (entre 5 et 10 % de
réponses) (57)(58).

Ce fort taux de réponses radiologiques doit cependant étre nuancé. La prise de contraste a
I'imagerie est, en effet,un reflet de la rupture de la barriere hématoencéphalique (Cette
altération de la barriére est en grande partie due a la sécrétion de VEGF par les cellules
tumorales, comme cela a ét¢ démontré dans plusieurs modeles animaux (59). 11 est donc
possible d'envisager 1'hypothése selon laquelle le bevacizumab modifie les images
radiologiques par simple fermeture de la barriére, sans avoir d'effet antitumoral propre par

inhibition de la néoangiogenese.
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D'autres agents anti-angiogéniques ciblant le VEGFR comme le catalanib (PTK/ZK), le
cediranib, le sorafénib et le sunitinib sont particulierement intéressants car ils inhibent
¢galement d'autres voies d'activation intracellulaire, notamment celle du PDGFR. Dans un
essai de phase II par exemple, sur des glioblastomes en récidive, I'administration orale de
cediranib a induit un taux de réponses de 56 %. Ces réponses radiologiques sont trés rapides,
des les 24 premicres heures (60) La plupart de ces essais ont souligné I'effet transitoire de ces
thérapies antiangiogéniques. La formation d'une gliomatose, c'est-a-dire d'une forme
infiltrante diffuse sans prise de contraste a ét¢ récemment décrite avec les traitements anti-
angiogéniques (61).

De multiples combinaisons devront étre testées dans des essais cliniques randomisés avant de
trouver l'association optimale avec un traitement anti-angiogénique qui est par nature
cytostatique plus que cytotoxique. L'intérét se porte naturellement sur le témozolomide et le
BCNU, dont I'activité sur les gliomes est reconnue. L'association avec la radiothérapie est une
voie intéressante qui est testée, actuellement. La tolérance semble correcte et les premiers

résultats sont encourageants (62).

[I1.Intégrines et gliomes.

L’analyse de biopsies indique que le patron d’expression des intégrines dans les glioblastomes
est dérégulé par rapport a celui du tissu cérébral normal. Les intégrines avp3et avB5 qui
reconnaissent la vitronectine par 1’intermédiaire d’un site de liaison Arg-Gly-Asp (RGD) sont
les plus étudiées dans les gliomes malins. Dans ces tumeurs, elles sont exprimées par les
cellules tumorales et les cellules endothéliales des néovaisseaux. L’expression de ces
intégines varient avec le type cellulaire, une expression plus intense étant observée dans les
gliomes de plus haut grade.(63)(64) En général, le niveau d’expression de la sous-unité 1 est
inférieur a la normale, les intégrines B1 étant impliquées dans 1’adhérence des astrocytes a des
composants de la matrice extracellulaire comme la laminine et la fibronectine. Ces intégrines
agissent comme régulateurs négatifs de la mobilité cellulaire.(64) Enfin, I’intégrine a6p1 est
incriminée dans la progression des glioblastomes et jouerait joue un role important dans la

régulation des cellules tumorales périvasculaires.(65)
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Le cilengitide, un antagoniste peptidique spécifique d'avp3 et d'avp5, est actuellement évalué
comme agent thérapeutique pour le traitement des glioblastomes récidivants ou nouvellement
diagnostiqués. Cette molécule a montré des effets dans des modeles in vitro et pré cliniques.
Son mode d’action est anti angiogénique mais comporterait un effet direct sur les cellules
tumorales et tout particuliérement sur 1’adhérence, la migration, I’invasion et la viabilité des
cellules tumorales.(66)(67) Les intégrines avB3et avp5 contrdleraient [’hypoxie par
I’intermédiaire de Fak et RhoB dans ces tumeurs. Les résultats obtenus avec cette molécule
dans un essai clinique de phase II se sont avérés modestes. De plus, des études précliniques
dans des modeles murins de mélanome et de carcinome pulmonaire de Lewis suggérent qu’a
faibles doses le cilengitide administrés isolément peut stimuler I’angiogénese et la croissance
tumorale. Ces divergences peuvent s’expliquer par des effets dépendant de la dose du
cilengitide ou peuvent refléter des variations des propriétés fonctionnelles de la sous-unité av
d’un tumeur ’autre.(687)(68) L’ambivalence des résultats a conduit 1’équipe du laboratoire
Biophotonique et Pharmacologie ( Pr M. Dontenwill UMR CNRS 7213, Université Louis
Pasteur, Strasbourg) a s’intéresser a un autre récepteur, 1’intégrine aSB1, et aux protéines
associées comme marqueurs diagnostiques, pronostiques et cibles thérapeutiques originales

pour les tumeurs cérébrales.

La preuve du concept de I'implication de l'intégrine a5B1 dans 1'agressivité et la résistance a la
chimiothérapie des glioblastomes a été établie in vitro par ’Equipe précédente en manipulant
les cellules de lignées de glioblastome humain pour exprimer des taux variables de la sous -
unité a5 (inhibition fonctionnelle de l'intégrine par un antagoniste non peptidique (le SJ749),
inhibition de 1'expression de 1'intégrine par transfection de SHRNA spécifique de la sous unité

a5 ou surexpression de l'intégrine par transfection de pcDNA-a5.(69)

De plus cette équipe a publié des arguments en faveur de l'implication du statut de la protéine
pS53 dans ces effets et mis en évidence un controle inverse de I'expression de l'intégrine et de
la cavéoline-1 (protéine décrite comme suppresseur de tumeur), les effets phénotypiques
obtenus par manipulation de la cavéoline-1 étant strictement médiés par l'intégrine a5B1 dans

les gliomes.(70)(71)
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Les recherches de ce groupe se poursuivent avec les objectifs suivants:

»

Valider Dintégrine a5B1 comme cible thérapeutique in vivo en étudiant: 1-
I’expression de ce récepteur dans les tumeurs humaines, 2-les variations d’expression
de ce dernier en fonction de la cinétique de croissance tumorale dans des mod¢les de
xénogreffe, 3- en étudiant les mécanismes moléculaires impliqués dans ses effets pro
tumoraux.

Caractériser le role de D'intégrine a5B1 dans la résistance des gliomes aux
traitements.

Vérifier la pertinence d’une thérapie ciblée sur I'intégrine a5B1 justifiant ainsi la
poursuite des efforts de caractérisation d'antagonistes spécifiques.

Vérifier ’hypotheése d’un rdle original de I’intégrine dans I’initiation et le maintien
du phénotype des gliomes. Au sein du Cancéropole du Grand Est des liens étroits ont
été ctablis entre le laboratoire strasbourgeois et I’Equipe d’Accueil 4421
Signalisation et Génomique en Recherche Translationnelle Oncologique ( Professeur
F Plénat) de I’Université Nancy 1 qui a acquis une bonne expérience des modeles
hétérotopiques et orthotopiques de gliomes humains chez la souris immunodéficente

et de leur utilisation pour la recherche préclinique.

Dans ce cadre, mon travail de thése a consisté a:

4

Développer des méthodes immunohistochimiques de détection des récepteurs tant au
niveau de prélévements de tumeurs humaines que des modéles murins.

Faire une cartographie des cellules exprimant 'intégrine a5B1 dans les tissus
humains de fagon a apprécier les risques pour les tissus sains d’une thérapie ciblée.
Dans le cas des gliomes de haut grade, participer a la recherche de variations
d’expression des récepteurs en fonction du type tumoral, du grade de facon a évaluer
la pertinence de la démonstration du récepteur comme marqueur diagnostique ou
pronostique.

A étudier ’expression différentielle de 1’intégrine par les cellules tumorales et celles
du stroma et notamment a vérifier ’existence d’une expression plus élevée de la
protéine par les cellules endothéliales des vaisseaux tumoraux que par celle du tissu
cérébral sain.

Dans le cas des xénogreffes de participer a la recherche de variations d’expression
des récepteurs en fonction du modele et de cartographier les cellules exprimant les
intégrines en recherchant notamment I’expression des protéines par les cellules du

micro environnement tumoral.
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IV.La cavéoline-1

La cavéoline-1 est la protéine structurale principale des cavéoles. Sa capacité a controler la
distribution, ’activité et I’expression de nombreuses protéines lui confére un role clef dans la
régulation de nombreux processus altérés dans les cancers. Il n’est donc pas étonnant que les
mutations sporadiques ou les modifications de I’expression de cette protéine soient observées
a différentes étapes de la cancérogénese. Bien qu’une expression accrue de la cavéoline-1
semble la norme dans les gliomes, les gliocytes tumoraux exprimant ou non la protéine
coexistent dans de nombreux glioblastomes. En manipulant I’expression du gene de la
cavéoline-1 dans des cellules tumorales en culture S Martin a montré que la perte 1‘expression
du geéne transforme la cellule vers un phénotype plus agressif. Cet auteur a par ailleurs
démontré que la cavéoline -1 agit comme un répresseur transcriptionnel de I’intégrine aSp1.
En conséquence la cavéoline -1 et ’intégrine a5B1 sont inversement corrélés et les intégrines
aS5P1 sont ainsi identifiées comme les médiateurs des transformations phénotypiques induites

par la cavéoline-1.(70)(72)
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PARTIE II: MATERIEL ET METHODES

[.Matériel

I.A.Les gliomes humains greffés chez la souris athymique.

Notre étude a tout d’abord porté sur 18 lignées différentes de glioblastomes humains (soit 42
greffons sous cutanés) maintenues in vivo par passage sous cutané séquentiel de fragments
tumoraux chez la souris athymique femelle Swiss Foxnlnu/Foxnlnu (Harlan; Gannat,
France). Quinze lignées nous ont été confiées par le docteur E Guerin (Unité Inserm U 682
Strasbourg). Les autres proviennent du laboratoire d’Histopathologie Expérimentale et
Moléculaire (E9 4421, SiGReTO , Nancy). Toutes les expérimentations ont été réalisées en
accord avec la Charte frangaise de I’Expérimentation animale, les animaux étant anesthésiés
par injection intra péritonéale de ketamine (60mg/kg) et de xylazine (8mg/kg).

Par ailleurs, dans la mesure ou le comportement invasif des xénogreffes de fragments de
gliomes malins varie avec le site d’implantation, trois lignées ont fait 1'objet d’une grefte
orthotopique selon des procédures antérieurement décrites.(73) En bref, sous anesthésie
générale, a été réalisée une incision coronale bifrontale du scalp comprenant le péricrane. Le
scalp a ensuite été récliné sur la face, puis un volet frontal droit a ét¢ pratiqué. Apres incision
de la dure-meére un fragment tumoral de Imm3 a été implanté quelques millimetres en arriere
de la scissure de Sylvius a 1,5 mm de profondeur. Le volet cranien a ensuite été refermé et le
scalp suturé. La croissance des tumeurs intracraniennes a ¢té suivie par IRM (service commun
d’IRM de la faculté des Sciences et Techniques de 1’Université Nancy-1 (Pr D Canet) apres
injection dans la veine caudale des animaux de Gadopentétate de méglumine.

Tous les animaux ont été euthanasiés par surdosage anesthésique quand le diametre tumoral
atteignait un peu plus d'un centimetre pour les tumeurs sous cutanées et, pour les greffons
orthotopiques, dés lors que les souris présentaient des signes de souffrance (amaigrissement
ou modifications du comportement, de la posture, etc...). Les échantillons ont ensuite été fixés
pendant au moins deux jours dans du formaldéhyde a 4% (v /v) tamponné pH 7,4 avant

I’inclusion dans de la paraffine.
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[.B.Les tumeurs humaines.

Des prélevements de gliomes humains, opérés dans le Département de Neurochirurgie de
I’Hopital Central (Pr J Auque), ont été fournis par le Service d’Anatomie et de Cytologie
Pathologiques de 1I’Hopital Central. (Pr JM Vignaud). Les observations cliniques sont issues
de I’Unité de Neuro Oncologie ( Pr L Taillandier) du Service de Neurologie.

Pour les études immunohistochimiques en paraffine n’ont été retenues que les tumeurs
répondant aux définitions 2007 de I’OMS des astrocytomes anaplasiques, des glioblastomes,
et des oligodendrogliomes anaplasiques.(33)Les observations ont été revues indépendamment
par deux pathologistes. Seuls les cas typiques et pour lesquels le diagnostic était consensuel
ont été sélectionnés. Pour les glioblastomes ont été exigées la présence de plage de nécrose
serpigineuse ou massive et / ou celle d’une hyperplasie endothéliale (structures gloméruloides
ou hypertrophie et pseudostratification des cellules endothéliales). Le diagnostic
d’oligodendrogliome n’a ¢té porté qu’en présence de cellules tumorales a cytoplasme clair
(halo périnucléaire). Les glioblastomes a cellules géantes ainsi que ceux présentant une
composante a petites cellules ont été retenus. Au total 63 biopsies ou échantillons d’exérése
de tumeurs de patients hospitalisés entre 2000 et 2009 ont été retenus pour cette étude. Parmi
elles, sept ont été¢ éliminées du fait d'ininterprétabilité du signal. Cinq tumeurs ont été

reclassées en glioblastome.

Les échantillons congelés ont été sélectionnés a partir de la base de données de la
tumorothéque du Site Hautement Spécialis€¢ en Cancérologie Lorrain CHU Centre Alexis
Vautrin (Madame Sandra Lomazzi). L’étude transcriptionnelle a porté sur 33 échantillons
congelés (19 oligodendrogliomes anaplasiques et 14 glioblastomes multiformes) de patients
sélectionnés a partir de 76 observations sur les deux critéres suivants: 1-la représentativité de

I’échantillon ; 2-la qualité des ARNm extraits.

I.C.Les prélevements servant de témoins positifs et d’étalons de niveau d’expression.

Les mises au point immmunohistochimiques ont été réalisées sur des coupes successives d’un
¢chantillon de placenta a terme fixé au formol a 10% (v/v) tamponné pH 7,4. Par ailleurs,
dans la mesure ou tous les prélévements n’ont pu étre techniqués le méme ,jour, des coupes de
placenta ont ¢été¢ inclues dans chaque série immunohistochimique, parallélement aux
prélévements tumoraux, pour s’assurer de la stabilité de la technique au cours du temps.
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[.D.Les prélevements pour 1’étude de la distribution de ces trois protéines dans les

tissus normaux et de leur expression par les cellules des glioses réactionnelles.

Dans la mesure ou la démarche de recherche pouvait conduire au développement d’une
thérapie ciblant 1’intégrine a5B1 il nous est paru nécessaire d’étudier la distribution du
récepteur et de la cavéoline-1 dans 1’organisme tout comme il nous est paru utile de
rechercher I’expression de ces protéines par les cellules des glioses réactionnelles (astrocytes
et microglie réactionnels). Cette étude a été réalisée sur des échantillons prélevés sur des
pieces opératoires arrivées fraiches au laboratoire, en territoire non tumoral (foie, poumon,
rein, pancréas, thymus, nceud lymphatique, moelle osseuse, peau, thyroide, cesophage,
estomac, duodénum, iléon, appendice, cdlon, ovaire). L’étude de distribution au niveau
encéphalique a été réalisée a partir de prélévements de la premiere circonvolution frontale et
de I’hippocampe de cerveaux prélevés chez quatre sujets décédés d’une cause traumatique
sans atteinte cérébrale directe.

D’expression des protéines par les astrocytes des glioses réactionnelles et par les
microgliocytes activés a été réalisée quant a elle sur sept prélévements de tumeurs de patients
comportant des territoires de parenchyme cérébral non envahi d’une part, ainsi que sur quatre
prélévements biopsiques tableau 5). Sur ces derniers échantillons ont de plus été recherchés
par méthode immunohistochimique et sur des coupes successives aux précédentes la protéine

gliale fibrillaire acide, un marqueur principalement astrocytaire, et CD68, un marqueur

macrophagique.
R —
09H15592 Gliose réactionnelle et dystrophies cytologiques post radiothérapie.
10H07728 Gliose réactionnelle.
10H10984 Abces cérébral.
10H16938 Infarctus cérébral en voie d’organisation.

Tableau 4 : sélection de quatre échantillons pour étude immunohistochimique de 1’expression des protéines
d’intérét au sein de la gliose réactionnelle.
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II.Méthodes

I1I.A.Immunohistochimie.

La détection immunohistochimique des protéines d’intérét a été réalisée sur des coupes
épaisses de Spum montées a 1’eau distillée sur des lames de verre traitées a la polylysine
(Polylysine™ ; Menzel-Glaser, Braunschweig, Allemagne). Aprés un séchage d’une heure sur
une platine chauffée a 40°C, les lames ont été conservées un minimum d’une nuit a I’étuve a
37°C. Les anticorps primaires ont été appliqués sur coupes successives.

Les anticorps primaires utilisés ont été les suivants:

Protéine Clone Fournisseur | Spécificité | Contrdles + Dilution Démasquage
Extrémité C
terminale.
) Monoclonal de
Sous-unité f1f . Abcam Non placenta 1/500 EDTA
lapin EP1041Y
spécifique
d’espéce
/Acides aminés
Santa cruz
] Polyclonal de | . 840-943 Non
Sous-unité a5 biotechnology, placenta 1/800 pH 9,9
lapin spécifique
INC
d’espéce
Extrémité N
terminale de 1/600 tumeur
Santa cruz
o Polyclonal de | | la protéine. humaine
Cavéoline-1 ] biotechnology, placenta pH 9,9
lapin Non 1/400
INC
spécifique xenogreffe
d’espéce.
Epitope non
déterminé.
Monoclonal de|  Thermo
CD68 (KP1) Non amygdale 1/999 EDTA
souris scientific .
spécifique
d’espéce
Epitope non
déterminé. )
Monoclonal de| Thermo hémiphére
GFA Non 1/400 EDTA
souris scientific ) cérébral.
spécifique
d’espéce

Tableau 5 résumant les anticorps utilisés, leur spécificité, leur dilution ainsi que la solution de démasquage
utilisée.
Aprés déparaffinage, les coupes ont ét¢é soumises a une technique d’inversion des
conséquences de la fixation formolique par incubation dans une solution chauffée a 120°C

pendant 10 min suivi d’un refroidissement progressif a température du laboratoire de cette
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derniere sur deux heures. La solution de démasquage était ’EDTA 0,1M pH 8 pour les
anticorps anti-KP1, anti-GFA et anti sous-unité Bl. La solution de démasquage était un
tampon pH 9,9 (High pH DAKO) pour les anticorps anti sous-unité a5 et anti-cavéoline-1.

Les anticorps primaires ont été dilués dans un tampon PBS 0,1M contenant 0,3%(m/v)
d’albumine sérique bovine, 0,1%(m/v) d’acide de sodium, 0,06% (m/v) de n- éthylmaléimide
et 20% (v/v) de glycérol.

La durée d’incubation des coupes avec les anticorps primaires €tait de 16 heures en
chambre froide a 4°C. Aprés deux lavages de 10 minutes dans un tampon TBS, ’activité
peroxydasique endogene était inhibée par une incubation des coupes de 10 minutes dans une
solution de peroxyde d’hydrogéne a 6% dans de 1’eau distillée. Les coupes étaient alors lavées
deux fois 5 minutes dans un tampon PBST et ’anticorps primaire détecté a 1’aide du systéme
de détection HISTOFINE Simple stain rabbit Max PO (Nicheiri, Micron, Francheville,
France) dans le cas des sous-unités de I’intégrine a5B1 et de la cavéoline-1 et d’un montage
anticorps secondaire biotinylé/ streptavidine peroxydase dans les cas de la protéine gliale
fibrillaire acide et du CD68.

L’absence de bruit de fond li¢ au systeéme de révélation a été recherchée en pratiquant
les mémes procédures en 1’absence d’anticorps primaire. La spécificité des anticorps dirigés
contre les sous unité a5, B1 et la cavéoline-1 avait été antérieurement vérifiée par western blot
(équipe du Pr Dontenwill).

Les images ont été acquises a I’aide d’une camera HRC CCD (Zeiss Jena ; Allemagne)
contrdlée par le logiciel Axiovision 4,4 digital images. Des coupes de placenta ont servi de

témoins positifs.

I1.B.Interprétation de 1’é¢tude immunohistochimique..

Pour chaque tumeur (modéles murins et tumeurs humaines) et chaque anticorps ont été notés:
1- le site d’expression membranaire et/ou cytoplasmique du marquage; 2- L’intensité de ce
dernier selon une échelle a quatre barreaux: immunoréactivité nulle, faible, modérée ou forte
en comparaison avec les controles positifs; 3- Le pourcentage de cellules tumorales marquées
exprimé de fagon semi quantitative: 0 (pas de marquage); 1 (<10%); 2 (10-25%); 3 (26-50%));
4 (51-75%); 5 (76-100%).
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I1.C.Analyse transcriptionnelle.
I1.C.1.Etapes d’extraction de I’ARN, qualit¢ des ARNm.

Apres vérification de la représentativité des échantillons étudiés, les prélévements retenus ont
été débités au cryostat (MICROM HMS560) en trente copeaux de 50um, tous recueillis dans
un tube Eppendorf® stérile. La lyse des tissus a €té réalisée par ajout de 500 a 600uL d’un
tampon de lyse (mélange de 10uL de B mercapto éthanol pour 1mL de solution RLT Plus du
kit Qiagen Allprep DNA/RNA). Les ARNm ont ensuite été extraits a I’aide du kit Qiagen
Allprep DNA/RNA en suivant les recommandations du fabriquant. La concentration de
I’ARN total dans chaque extrait a ensuite été mesurée par spectrophotométrie (BioSpec-nano,
Shimadzu Scientific instruments) et la qualit¢ de ces derniers vérifiée a 1’aide de puces
AGILENT RNA 6000 NANO II. (Plateforme de Génétique Moléculaire Oncologique (Pr P

Jonveaux). Seuls les ARNm de bonne qualité (RNA.Integrity.Number>5) ont été sélectionnés.

I1.C.2.Etape de RT-PCR.

Une transcription inverse a ensuite ¢té réalisée dans un thermocycleur (LightCycler® 2.0
laboratoire Roche, Mannheim, Allemagne) a 1’aide du kit iScript™ cDNA Synthesis (Bio-

Rad, Ivry sur Seine, France) en suivant les recommandations du fournisseur.

I1.C.3.Etape de PCR quantitative.

Les techniques de PCR quantitatives ont ensuite été réalisées par 1’équipe du Pr M Dontenwill

en utilisant des techniques précédemment décrites. La méthode 2-2A4CT a été utilisée afin

d’obtenir une quantification relative des ARNm.(70)(71)(74)
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[I1.Statistiques

L’analyse statistique a pour but de rechercher une corrélation : 1- entre les ARNm des sous-
unités a5, Bl et de la cavéoline-1 et I’expression des protéines correspondantes au niveau des
tumeurs humaines, 2- entre les ARNm des tumeurs de grade III (oligodendrogliome
anaplasique) et des tumeurs de grade IV (glioblastome multiforme), 3- entre les ARNm de la
sous-unit¢ a5 et de la cavéoline-1. Les données quantitatives sont comparées a ’aide du
coefficient de Spearman et de I’indice de Tau. Les tests sont considérés comme significatifs si

la valeur de p est inférieure a 5%.
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PARTIE III: RESULTATS
[.Le marquage des tissus témoins, vérification de la spécificité.

Dans un premier temps, les techniques immunohistochimiques ont été mises au point sur des
coupes histologiques de placenta a terme, organe richement vascularis¢ ou une forte
expression des protéines d’intérét est attendue. Les tampons de démasquage retenus étaient
I’EDTA 0,1M pH 8 pour I'anticorps anti sous-unité f1, un tampon pH 9,9 (High pH DAKO)
pour les anticorps anti sous-unité a5 et anti-cavéoline-1. Aucun bruit de fond n’était observeé
apres réalisation des techniques avec omission de 1’anticorps primaire. Ces préparations

permettaient par ailleurs de se familiariser avec la morphologie des signaux. (photos 1 et 2)

1.A.La cavéoline-1.

Au niveau du placenta, le marquage se présentait sous la forme d’un signal punctiforme trés
fin, intense, dont la forme et les dimensions étaient cohérentes avec une localisation
caveolaire. Le signal était observé au niveau des cellules endothéliales des vaisseaux foetaux
(capillaires et vaisseaux de plus grand calibre), des myocytes lisses des médias vasculaires,
des myofibroblastes des axes villositaires, du trophoblaste des ilots intervilleux, de la plaque
choriale et récurrent intravillositaire. En revanche, les syncytio et cyto trophoblastes
recouvrant les villosités et les cellules d’Hofbauer n’exprimaient pas la protéine. Les
granulations étaient réparties dans toutes les membranes avec un renforcement sous
membranaire pour les cellules endothéliales. Il n’était pas observé de marquage

cytoplasmique diffus ou nucléaire.

I.B. Sous-unité a5.

A T’opposé, le marquage observé avec I’anticorps sous-unité a5 était localis¢é de fagon
prédominante au niveau du revétement trophoblastique villositaire. A ce niveau, le signal,
membranaire, prenait un aspect plumeux correspondant aux microvillosités de surface avec
renforcement punctiforme irrégulicrement réparti pouvant attester de I’agrégation du
récepteur (points focaux d’adhérence). Le signal était continu au niveau du pdle apical,
discontinu au niveau du poéle basal. Le cytoplasme était faiblement coloré et ceci de fagcon
diffuse. Le marquage était discontinu et faible au niveau des cellules endothéliales des

vaisseaux foetaux, plus intense au niveau des artérioles et des veinules. Le trophoblaste des
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ilots intervilleux, de la plaque choriale et récurrent intravillositaire était fortement marqué
(marquage granuleux membranaire) sans marquage cytoplasmique associé. Les cellules de
Hotbauer, les myocytes lisses de la paroi des vaisseaux et les myofibroblastes n'étaient pas

marqués.

[.C.Sous-unité B1.

Le marquage au niveau du placenta était superposable a celui observé avec [’anticorps
complémentaire de la sous-unité aS5. L’intensité du signal était cependant plus intense au

niveau du pole basal que du pole apical.

Photo 1: placenta.

A: sous-unité o5 (IHC, x 400) : marquage membranaire intense apical des celllules trophoblastiques, marquage
variable des endothéliocytes., B: sous-unit¢ f1 (IHC x 400) : marquage membranaire superposable a celui
observé pour la sous-unité a5, C: cavéoline-1 (IHC, x 400) : marquage intense des endothéliocytes, des
myocytes lisses des médias vasculaires, D: cavéoline-1 (IHC, x 400) : marquage du trophoblaste intercurrent

intravillositaire.
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Photo 2: Témoin placentaire, fort grossissement

A: sous-unité a5 (IHC, x 1000) : Marquage continu et granuleux au péle apical des cellules trophoblastiques,
discontinu au pdle basal. Signal endothélial faible. B: sous-unité $1 (IHC, x 1000) : Marquage plus intense au
pole basal. C: cavéoline-1 (IHC, x 1000) : Marquage granuleux des endothéliocytes témoignant de la présence de
nombreuses cavéoles.

II.Expression des protéines a5, 1 et cavéoline-1 dans les tissus non tumoraux.
II.A.Introduction.

Avant de choisir une nouvelle cible thérapeutique, il est nécessaire de vérifier que cette
derniére ne soit pas exprimée par d’autres types cellulaires que celui (ou ceux) visé par la
thérapeutique. Nous avons donc réalisé une étude de distribution sur: 1- des prélévements
cérébraux et de nombreux visceres, 2- des échantillons cérébraux siege d’une gliose
réactionnelle a la recherche d’une possible expression des protéines dans les gliomes par les
cellules du micro-environnement tumoral, 3- un prélévement colique siége d’une ulcération
chronique dont le fond était constitué par un tissu de granulation, a la recherche d’une
é¢ventuelle modification d’expression de l’intégrine dans les endothéliocytes des tissus
inflammatoires.

Au niveau de tous les prélévements examingés, les signaux observés avec les anticorps dirigés
contre les sous-unités a5 et f1 étaient membranaires, avec des renforcements punctiformes
visibles a fort grossissement (x 1000) dans les cas ou le marquage était plus intense.

Avec ’anticorps dirigé contre la cavéoline-1, le marquage était granuleux, membranaire ou

juxta membranaire.
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I1.B.Distribution de I’intégrine a5B1 et de la cavéoline-1:
gliose réactionnelle et ulcération colique).

I1.B.1.Prélévements encéphaliques:

I1.B.1.a.Hémisphere cérébral :

tableaux récapitulatifs (hors

Tissus Sous-unité a5 Sous-unité 1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
Substance grise Neurones _ R -
Substance blanche |Astrocytes _ _ -
Oligodendrocytes _ _ -
Microgliocytes _ _ R
[Vaisseaux Endothéliocytes + + +
Plexus choroides Endothéliocytes /myocytes lisses 4/ Sy FEWI
Ependymocytes _ + -
ILeptoméninge [Fibroblastes _ R B
Cellules méningothéliales e+ T+ ot
Endothéliocytes/myocytes lisses FE S+ FEI.

Pour tous les tableaux : Intensité de marquage : - : pas de marquage, + : marquage faible, ++
+++ : marquage fort, NI : non identifié.

Tissus

Structure tissulaire

Substance blanche

Vaisseaux

II.B.1.b.Cervelet :

Cellules
Neurones

Astrocytes radiaires

cérébelleux

Microgliocytes
Astrocytes

Oligodendrocytes
Endothéliocytes

Sous-unité a5
Marquage

Sous-unité 1

Marquage

Cavéoline-1
Marquage

+++

: marquage modéré,

52



I1.B.2.Tissus normaux (hors encéphale).

I1.B.2.a.Placenta : Les données sont reportées dans la premiére partie.

I1.B.2.b.Foie :
[Tissus Sous-unité as Sous-unité B1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
[Lobules hépatiques Hépatocytes - - -
Macrophages ¢étoilés des sinusoides +++ + -
Endothéliocytes des sinusoides -+ + +++
Cellules de Ito périsinusales +++ + +++
[Endothéliocytes des branches de la veine porte +++ +++ +H+
[Espaces portes [Endothéliocytes des branches de ’artére hépatique + + +++
[Endothéliocytes de la veine centrolobulaire + + -+
Myocytes lisses des branches de I’artére hépatique - + +++
Cholangiocytes des canaux biliaires - - -
[Endothéliocytes des lymphatiques + + +++
[Fibroblastes - - -
I1.B.2.c.Peau.
[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité 1 Cavéoline-1
Structure tissulaire (Cellules Marquage Marquage Marquage
épiderme Epithéliocytes de la strate basale - - -
Kératinocytes de la strate épineuse - - -
Kératinocytes de la strate granuleuse - - -
Kératinocytes squameux de la strate cornée - - -
Mélanocytes - - B
derme Fibroblastes/ dendrocytes NI NI NI
Endothéliocytes des vaisseaux sanguins + + +++
[Endothéliocytes des vaisseaux lymphatiques + + ++
Nerfs/ cellules périnerveuses - - -
hypoderme IAdipocytes - - +++
[Fibroblastes - - -
Endothéliocytes des vaisseaux sanguins + + +++
Endothéliocytes des lymphatiques + + ++
annexes Matrice épithéliale du poil - - -
Gaine radiculaire épithéliale - - -
Muscle arrecteur du poil + ++ et
Sébocytes - - ++

Epithéliocytes des glandes mérocrines
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I[1.B.2.d.Rein

[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité 1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
Glomérule Cellules pavimenteuses + + -
IPodocytes - - -
IMésangiocytes - - -
[Endoth éliocytes des capillaires fenétrés + ++ +++
Tubules proximaux [Epithéliocytes - - -
Tubules intermédiaires Branches descendantes/ascendantes - +++ -
Tubules distaux Epithéliocytes - - -
tubules connecteurs [Epithéliocytes - -+ -
Tubules collecteurs [Epithéliocytes - 4+ -
[Vaisseaux arqués [Endothéliocytes/ myocytes lisses ++/+ ++/++ /A

I1.B.2.e.Poumon

[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité 1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
BRONCHIOLES

epithélium [Epithéliocytes columnaires ciliés - + -
IRares mucocytes - - -

[Lamina propria Fibroblastes - - -
[Endothéliocytes des vaisseaux sanguins + + +
[Endothéliocytes des lymphatiques + + +

Couche musculaire Myocytes lisses - + +

ALVEOLES

[Epithélium alvéolaire |[Pneumocytes - - -

Septum interalvéolaire [Fibroblastes - - -
[Endothéliocytes des capillaires + + +
[Endothéliocytes des lymphatiques + + +
Macrophages alvéolaires + + -
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I1.B.2.f.Pancréas

[Tissus Sous-unité as5 Sous-unité B1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
PANCREAS ENDOCRINE
[lots pancréatiques IEndocrinocytes - - -
[Endothéliocytes des capillaires fenétrés + ++ +++
PANCREAS EXOCRINE
Acini Pancréatocytes exocrines - - -
Conduits intercalaires Cellules centro acineuses - - -
Conduits intralobulaires  [Epithéliocytes cuboides - - -
Conduits interlobulaires  [Epithéliocytes columnaires - - -
Capillaires endothéliocytes + ++ -+
CLOISONS CONJONCTIVES
[Endothéliocytes des vaisseaux sanguins/ myocytes ++/+ ++/++ A+
[Endothéliocytes des lymphatiques + + +
Nerfs/ cellules périnerveuses - - -
I1.B.2.g.Ganglion lymphatique.
[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité B1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
CAPSULE ET TRABECULES
[Fibroblastes - - B
Endothéliocytes des vaisseaux afférents ++ ++ et
CORTEX : ZONE B
Centre germinatif Centroblastes - - -
Centrocytes - - R
Cellules dendritiques nodulaires - - -
Macrophages a corps colorable + - -
Cellules Th auxilliaires - - -
Manteau ILymphoytes - - -
PARACORTEX : ZONE T
Lymphocytes T - - -
[Endothéliocytes des veines altoendothéliales (hev) - - 4+
MEDULLA
Cordons médullaires  [Plasmocytes - - B
Macrophages ++ ++ -
ILymphocytes T - - -
Endothéliocytes + ++ et
SINUS
Waerophages ‘ ++ —+ -
HILE
++ ++

Fndothéliocytes des vaisseaux efferents

‘ ++
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I1.B.2.h.Glande thyroide

[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité B1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
LOBULES THYROIDIENS
[Follicules thyroidiens [Thyrocytes T - - -
Cell. parafolliculaires [Thyrocytes C - - -
Capillaires fenétrés [Endothéliocytes - - -
SEPTA INTERLOBULAIRES
Fibroblastes - - -
[Endothéliocytes des vaisseaux sanguins + + +++
[Endothéliocytes des lymphatiques + + +++

Nerfs/cellules péri nerveuses

11.B.2.i.Moelle osseuse.

Tissus Sous-unité a5 Sous-unité f1 Cavéoline-1
Structure tissulaire cellules marquage marquage marquage
Os spongieux Ostéocytes - - -
Ostéoblastes - N B
Sinuxoides endothéliocytes ++ ++ +++
Cellules réticulaires - - -
Cellules réticulaires adipeuses - - T+
Macrophages ++ Tt N
Cellules souches hématopoiétiques - - R
Ilots érythroblastiques - - R
Mégacaryocytes - +++ -

Granulocytes et précurseurs

Cellules progénitrices lymphoides

Monocytes et précurseurs
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I1.B.2.j.Thymus

[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité B1 Cavéoline-1
Structure tissulaire ‘Cellules Marquage Marquage Marquage
Capsule et septumgFibroblastes - - -
interlobulaires IEndothéliocytes des capillaires + + +++
Cortex Thymocytes - - -
[Epithéliocytes réticulaires thymiques - - -
Macrophages + + -
IAdipocytes - - +++
Médulla Corpuscules thymiques - - -
[Epithéliocytes réticulaires thymiques - - -
Thymocytes - - -
Cellules dendritiques - - -
Nerfs - - -
Macrophages + + -
Endothéliocytes des capillaires + + +++
I1.B.2.k.Oesophage.
[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité p1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
[Epithélium [Epithéliocytes de la couche basale - - +++
épithéliocytes - - -
[Lamina propria [Endothéliocytes des vaisseaux sanguins + ++ +++
[Endoth éliocytes des lymphatiques + ++ +++
fibroblastes - - R
Musculaire muqueuse  [Myocytes lisses + ++ +++
Submuqueuse Glandes et conduits excréteurs - - -
IPlexus nerveux/neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
[Endothéliocytes/myocytes lisses des vaisseaux ++/- ++/++ /-
Musculaire Myocytes lisses - - +++
Endothéliocytes + + +H++
Cellules périnerveuses/ neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
IAdventice |Adipocytes - - +++
fibroblastes - - -
[Endothéliocytes/ myocytes lisses +/- +/++ /-
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I1.B.2.1.Estomac, fundus

Tissus Sous-unité a5 Sous-unit¢ 1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
[Epithélium Mucocytes - - +
[Exocrinocytes cervicaux - - -
[Exocrinocytes pariétaux - - -
[Exocrinocytes principaux - - -
[Lamina propria [Endothéliocytes des vaisseaux sanguins + + +++
Endoth éliocytes des lymphatiques + + ++
fibroblastes - - -
Musculaire muqueuse Myocytes lisses + ++ +++
Submuqueuse IPlexus nerveux/neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
[Endothéliocytes/myocytes lisses des vaisseaux +/- +/4++ /-
Musculaire Myocytes lisses absence absence absence
Endothéliocytes absence absence absence
Cellules périnerveuses/ neurones ganglionnaires absence absence absence
Subséreuse |Adipocytes absence absence absence
[Fibroblastes absence absence absence
[Endothéliocytes/ myocytes lisses absence absence absence
Séreuse Cellules mésothéliales absence absence absence
I1.B.2.m.Estomac, antre
[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité Bl |cayeoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
[Epithélium mucocytes - - +
Exocrinocytes cervicaux - - -
Exocrinocytes - - -
ILamina propria [Endothéliocytes des vaisseaux sanguins + ++ +++
[Endoth éliocytes des lymphatiques + ++ ++
fibroblastes - - -
Musculaire muqueuse Myocytes lisses + ++ +++
Submuqueuse IPlexus nerveux/neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
Endothéliocytes/myocytes lisses des vaisseaux +/- ++/++ /A
Musculaire Myocytes lisses + ++ +++
[Endothéliocytes + ++ +H+
Cellules périnerveuses/ neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
Subséreuse IAdipocytes - - +
fibroblastes - - -
Endothéliocytes/ myocytes lisses +/+ ++/++ /A
Séreuse Cellules mésothéliales absence absence absence
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[1.B.2.n.Duodénum

[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité f1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
[Epithélium entérocytes - - +
mucocytes - - -
[Lamina propria [Endothéliocytes des vaisseaux sanguins + ++ +++
Endoth éliocytes des lymphatiques + ++ ++
fibroblastes - - -
Musculaire muqueuse Myocytes lisses + ++ +++
Submuqueuse Glandes duodénales de Briinner - - -
[Plexus nerveux/neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
[Endothéliocytes/myocytes lisses des vaisseaux +/- ++/++ /-
Musculaire Myocytes lisses + ++ +++
[Endothéliocytes + ++ +++
Cellules périnerveuses/ neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
Subséreuse |Adipocytes - - +++
fibroblastes - - -
[Endothéliocytes/ myocytes lisses +/+ ++/++ /-
Séreuse Cellules mésothéliales absence absence absence
II.B.2.0.1l¢éon
[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité p1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
[Epithélium entérocytes - - +
Mucocytes caliciformes - - -
[Lamina propria Neeuds lymphoides agrégés :zone B/zone T -/- -/- -/-
lymphocytes - - -
[Plasmocytes - - -
Endothéliocytes des vaisseaux sanguins + + +
[Endoth ¢éliocytes des lymphatiques + + +
fibroblastes - - -
Musculaire muqueuse Myocytes lisses - + +
Submuqueuse Nceuds lymphoides agrégés :zone B/zone T - - -
IPlexus nerveux/neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
Endothéliocytes/myocytes lisses des vaisseaux +/- +/+ ++
Musculaire Myocytes lisses - + +
[Endothéliocytes + + +
Cellules périnerveuses/ neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
Subséreuse IAdipocytes - - +
fibroblastes - - -
Endothéliocytes/ myocytes lisses +/+ ++/++ /A
Séreuse Cellules mésothéliales absence absence absence
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I1.B.2.p.Appendice

[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité Pl Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
[Epithélium colonocytes - - +
Mucocytes caliciformes - - -
[Lamina propria Nceuds lymphoides agrégés :zone B/zone T -/- -/- -/-
lymphocytes - - -
IPlasmocytes - - -
[Endothéliocytes des vaisseaux sanguins + + +
[Endoth éliocytes des lymphatiques + + +
fibroblastes - - -
Musculaire muqueuse  [Myocytes lisses - + +
Submugqueuse Neeuds lymphoides agrégés :zone B/zone T - - -
IPlexus nerveux/neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
[Endothéliocytes/myocytes lisses des vaisseaux +/- +/+ +/+
Musculaire Myocytes lisses - + +
Endothéliocytes + + +
Cellules périnerveuses/ neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
Subséreuse |Adipocytes - - +
fibroblastes - - -
[Endothéliocytes/ myocytes lisses -+ -/+ -/+
Séreuse Cellules mésothéliales absence absence absence
I1.B.2.q.Colon
[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité f1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
[Epithélium entérocytes - - +
Mucocytes caliciformes - - -
[Lamina propia lymphocytes - - -
[Plasmocytes - - -
Endothéliocytes des vaisseaux sanguins + ++ +++
[Endoth éliocytes des lymphatiques + ++ +++
fibroblastes - - -
Musculaire muqueuse Myocytes lisses + ++ +++
Submuqueuse Nceuds lymphoides agrégés :zone B/zone T - - -
IPlexus nerveux/neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
Endothéliocytes/myocytes lisses des vaisseaux +/- ++/++ /A
Musculaire Myocytes lisses + ++ +++
[Endothéliocytes + ++ +H+
Cellules périnerveuses/ neurones ganglionnaires -/- -/+ -/-
Subséreuse IAdipocytes - - +++
fibroblastes - - -
Endothéliocytes/ myocytes lisses +/+ ++/++ /A
Séreuse Cellules mésothéliales absence absence absence
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I1.B.2.r.Ovaire

[Tissus Sous-unité a5 Sous-unité 1 Cavéoline-1
Structure tissulaire Cellules Marquage Marquage Marquage
CORTEX
Stroma ovarien fibroblastes - - -+
Myocytes lisses - - +++
endothéliocytes +/- +/- +++/-

[Follicules pré antraux (ovocyte - - R

Epithéliocytes - - R

Cellules thécales - - -

Corps jaune ILuthéocytes granuleux +++ +++ 4
Luthéocytes thécaux et -+ .
endothéliocytes - R .

MEDULLAIRE

[Fibroblastes - - -

Myocytes lisses + T+ T+

Cellules du hile - - -

Cellules périnerveuses/ neurones ganglionnaires - - -

[Endothéliocytes/ myocytes lisses + ++ T+

Nerfs/cellules péri nerveuses - - B

I1.B.3.Distribution: tissus sains.

I1.B.3.a.Prélévements encéphaliques.

Au niveau vasculaire un marquage par les anticorps anti sous-unités a5 et B1 n’était observé
qu’au niveau des endothéliocytes. Les péricytes n’exprimaient pas les protéines. Il en va de
méme des myocytes vasculaires a I’exception de ceux de la média des vaisseaux méningés et
choroidiens.

Au niveau endothélial, I'intensité du marquage variait d’un territoire a I’autre et avec le
calibre des vaisseaux, le signal observé étant plus intense au niveau des vaisseaux de petit et
moyen calibre que de la microcirculation et plus intense au niveau de 1’hippocampe que du
cortex cérébral. L’intensité du signal avec 1’anticorps anti sous-unité¢ Bl était toujours plus
forte que celle avec I’anticorps anti sous-unité¢ a5. A fort grossissement, en immersion (x
1000), le marquage des sous-unités o5 et Bl montrait un renforcement punctiforme
irrégulierement réparti pouvant attester de [’agrégation du récepteur (points focaux
d’adhérence).

L’anticorps anti a5 ne donnait jamais lieu a un marquage des corps neuronaux et des cellules
de la neuroglie. Les résultats étaient identiques avec [’anticorps anti Bl a 1’exception
cependant avec cet anticorps d’un marquage des épendymocytes.
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Enfin, les cellules leptoméningées exprimaient les sous-unités a5 et f1.(photos 3, 4, 5, 6)

L’anticorps anti cavéoline-1 donnait lieu a un marquage intense et granulaire des
endothéliocytes et des myocytes des parois vasculaires et ce quelque soit la topographie des
prélevements étudiés. Les cellules leptoméningées étaient également fortement marquées.

(photos 3, 4)

Photo 3 :Expression des protéines d’intérét dans le tissu cérébral normal

Sous-unité a5 sous-unité 1 cavéoline-1

: AVt 3 S 4 S g i 2 24 ® X <
A, D, G : sous-unité a5 (IHC, x 200) : marquage faible et discontinu des endothéliocytes. ; B,E ,H : sous-unité
B1 (IHC, x 200) : marquage faible et discontinu des endothéliocytes ; C, F, I ; cavéoline-1 (IHC, x 200) :
marquage intense de I'ensemble des endothéliocytes.

62



Photo 4: Expression des protéines au sein des plexus choroides et de la leptoméninge.

Sous-unité a5 sous-unité 1 cavéoline-1

A, D : sous-unité a5 (IHC, x 200) : expression intense au niveau des cellules méningothéliales, des
endothéliocytes des vaissecaux de gros calibre. Marquage des myocytes lisses des medias vasculaires ; B, E :
sous-unité B1 (IHC, x 200) : expression identique a la sous-unité a5 ; C, F : cavéoline-1 (IHC, x 200) :
expression intense des endothéliocytes, des myocytes lisses des medias vasculaires ainsi que de cellules
méningothéliales.

Photo 5: Marquage de la sous-unité a5 a fort grossissement

c! 2l o 20um

A: sous-unité a5 (IHC, x 1000) : substance blanche, B : sous-unité a5 (IHC, x 1000) : plexus choroide, C : sous-
unité a5 (IHC, x 1000) : vaisseau leptoméningé, D : sous-unité a5 (IHC, x 1000) : cellules méningothéliales.
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Photo 6: Marquage de la sous-unité p1 a fort grossissement

A: sous-unité 1 (IHC, x 1000) : substance blanche, B : sous-unité f1 (IHC, x 1000) plexus choroide, C : sous-
unité B1 (IHC, x 1000) : vaisseau leptoméningé, D : sous-unité 1 (IHC, x 1000) : cellules méningothéliales.

I1.B.3.b.Prélévements des tissus normaux (hors encéphale).

Au niveau de tous les prélévements examinés la sous-unité a5 était fortement exprimée au
niveau des endothéliocytes des vaisseaux artériels et veineux. Le marquage était en régle plus
faible au niveau des endothéliocytes du lit microcirculatoire voire méme parfois absent
(thymus, thyroide, veinules altoendothéliales des ganglions lymphatiques). Le lit
microcirculatoire mis a part, ’intensité du signal variait d’un territoire a I’autre d’un méme
prélevement et d’un prélévement a 1’autre. Le marquage des parois des sinusoides hépatiques
¢tait intense et continu, attestant de I’expression de la sous-unit¢ a la fois par les
endothéliocytes et les macrophages étoilés des sinusoides. L’anticorps anti B1 donnait lieu a
un marquage endothélial superposable en intensité et en distribution a celui observé dans le
cas de la sous-unité a5, le signal observé au niveau des cellules littorales des sinusoides
hépatiques étant cependant faible ou discutable. Ce dernier anticorps marquait de plus les
myocytes lisses des parois vasculaires ainsi que les myocytes des musculeuses bronchiolaires,
ceux des musculaires du tube digestif et ce quelque soit le niveau, enfin les cellules
musculaires lisses des muscles arrecteurs des poils. L’anticorps dirigé contre la sous-unité a5

ne reconnaissait que les myocytes des muscles arrecteurs et parfois les myocytes lisses des
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médias vasculaires et des musculaires muqueuses et musculaires du tube digestif. Les
endothéliocytes des vaisseaux d’un corps jaune cyclique ne surexprimaient pas les deux sous

unités.

Les anticorps dirigés contre les deux sous-unités donnaient lieu & un marquage intense de la
membrane plasmique d’une majorité des macrophages et ce, quelque soit le site, a I’exception
cependant des cellules de Hofbauer et de la microglie non réactionnelle. Par ailleurs les
macrophages a corps tingibles des centres germinatifs des nceuds lymphatiques n’étaient pas
reconnus par 1’anticorps anti Bl. Enfin les deux anticorps reconnaissaient des cellules

fusiformes dermiques dont la nature fibroblastique ou dendrocytaire n’a pas été déterminée.

Au niveau de la moelle hématopoiétique les sous-unités a5 et B1 étaient exprimées au niveau
des différents ¢éléments la série mégacaryocytaire, plaquettes comprises, et des cellules

endothéliales des sinusoides

Les anticorps dirigés contre les deux sous-unités donnaient naissance a une coloration
granuleuse du pdle apical des thyréocytes, d’interprétation délicate dans la mesure ou la

colloide était le siége d’une coloration brunatre diffuse, bien que peu intense.

Au niveau du rein, les anticorps dirigés contre les deux sous-unités donnaient lieu a un
marquage endothélial (touffe glomérulaire, capillaires péri tubulaires et vaisseaux de plus
grande taille), 1’anticorps anti sous-unit¢ 1 interagissant de plus avec les membranes
plasmiques des cellules pavimenteuses glomérulaires et des cellules épithéliales de I’anse de

Henlé.

Au niveau du pancréas le marquage était uniquement vasculaire pour la sous-unité a5,

I’anticorps dirigé contre la sous-unité B1 marquant en plus les canaux interlobulaires.

Les cellules épithéliales des muqueuses du tube digestif (cesophage, antre, fundus, duodénum,
iléon, colon, appendice) n’étaient marquées par aucun des deux anticorps Les membranes
plasmiques des corps neuronaux des plexus myentériques, €taient colorées par 1’anticorps anti

sous-unité 1 mais pas par celui complémentaire de la sous unité a5. (photos 7 et 8)

65



Pour ce qui concerne la cavéoline-1, le marquage des endothéliocytes était intense au niveau
de ’ensemble du lit circulatoire et ce quelque soit le type de vaisseau et la taille de ce dernier.
L’anticorps marquait également I’ensemble des myocytes lisses des médias vasculaires ainsi
que ceux de toutes les musculaires muqueuses et toutes les musculeuses, des muscles
arrecteurs, ainsi que les adipocytes. Le signal était constamment intense et ce quelque soit le
prélevement étudié. De plus, les épithéliocytes de la couche basale de 1’cesophage exprimaient

I’antigéne cavéoline-1.(photo 9)

Photo 7: expression de la sous-unité a5 dans les tissus normaux.

A: sous-unité a5 (IHC x200) : bronchioles, pas de marquage épithélial, ni des myocytes lisses ; B : sous-unité a5
(IHC x200), marquage membranaire et cytoplasmique des macrophages alvéolaires sans marquage
pneumocytaire, C:sous-unité a5 (IHC x200) : foie, marquage des cellules littorales des sinusoides, D :sous-unité
a5 (IHC x200) : nceud lymphatique : marquage des macrophages du centre germinatif et des sinus, absence de
marquage lymphocytaire et des veines altoendothéliales, E : sous-unité a5 (IHC x200) : rein, marquage
uniquement endothélial F : sous-unité a5 (IHC x200) : peau : marquage des cellules musculaires d’un muscle
arrecteur, de cellules fusiformes dermiques et d’endothéliocytes G: sous-unité a5 (IHC x200), moelle osseuse, :
marquage de la série mégakaryocytaire et de la paroi des sinus ; H :sous-unité a5 (IHC x200):corps jaune,
marquage des cellules de la granulosa sans marquage vasculaire, I : sous-unité¢ a5 (IHC sans contre coloration
x200) : marquage des cellules endothéliales sans marquage des cellules périnerveuses ou des neurones.
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Photo 8 : Expression de la sous-unité B1 dans les tissus normaux

A: sous-unité 1 (IHC x200) : bronchioles, marquage des myocytes lisses et des cellules endothéliales B : sous-
unité B1 (IHC x200), marquage des macrophages alvéolaires, C:sous-unité Bl (IHC x200) : marquage discutable
des sinusoides, marquage des endothéliocytes des vaisseaux de 1’espace porte, absence de marquage des
épithéliocytes, D :sous-unité $1 (IHC x200), rein, marquage intense des capillaires glomérulaires, de I’ensemble
des endothéliocytes ainsi que des myocytes lisses des parois vasculaires E :sous-unité f1 (IHC x200) : marquage
des myocytes lisses du muscle arrecteur, F : sous-unité f1 (IHC x200) : moelle osseuse, marquage intense de la
lignée mégakaryocytaire et des sinus G : sous-unité f1 (IHC x200) : marquage des épithéliocytes des canaux
interlobulaires pancréatique, marquage modéré des endothéliocytes, H:sous-unité f1 (IHC x200):corps jaune,
marquage des cellules de la granulosa sans surexpression au niveau des endothéliocytes, I : sous-unité f1 (IHC
x200)plexus myentérique, marquage des cellules de schwann et des neurones .
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Photo 9 : Expression de la cavéoline-1 dans les tissus normaux

A: cavéoline-1 (IHC, x 200) : bronchiole, marquage intense des cellules endothéliales et de la musculaire
muqueuse, B :cavéoline-1 (IHC, x 200) : macrophages alvéolaires, absence de marquage, C : cavéoline-1 (IHC,
x 200) : foie, marquage intense de tous les endothéliocytesD : cavéoline-1 (IHC, x 200) : rein, marquage intense
des endothéliocytes et desmyocytes lisses des medias vasculaires E : cavéoline-1 (IHC, x 200) : moelle osseuse,
marquage des endothéliocytes et des adipocytes F : cavéoline-1, oesophage (IHC sans contre coloration, x 200) :

marquage des épithéliocytes basaux.

I1.C.Expression des sous-unités a5 et f1 dans la gliose et la microglie réactionnelles.

La recherche d’une expression de I’intégrine par les astrocytes des glioses a ¢été realisée sur
quatre prélévements cérébraux effectués dans le cadre d’intervention chirurgicale d’indication
non tumorale ainsi que sur sept autres prélévements intéressant la périphérie non envahie
d’oligodendrogliomes. La réalit¢ de la gliose réactionnelle a été vérifiée sur des coupes
adjacentes colorées a 1’aide d’un anticorps anti protéine gliale fibrillaire acide. Il apparait de
cette analyse que les astrocytes des glioses n’expriment pas a5 et n’expriment que faiblement
B1 d’une part et que tous les microgliocytes expriment de facon nette les deux sous-unités
d’autre part. Dans tous les cas, I’intensité du signal pour les deux sous-unités était plus intense
au niveau des endothéliocytes du lit microcirculatoire que ceux des tissus cérébraux sains.

(photo 10)
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Photo 10: Expression des deux sous-unités au sein de la gliose.

A: abcés cérébral (HES x 200) : B : sous-unité a5 (IHC x 200) : marquage intense des microgliocytes et des
cellules endothéliales, D : sous-unité B1 (IHC x 200) : marquage identique a 'autre sous-unité.

I1.D.Expression des sous-unités a5 et B1 dans un tissu de granulation.

Au niveau de ce prélévement il n’était pas observé de surexpression des sous-unités au niveau
des endothéliocytes du lit mirocirculatoire. Les membranes des macrophages étaient en
revanche fortement marquées par les deux anticorps. L’expression de la cavéoline-1 n’était
pas modifiée. En particulier il n’était pas mis en évidence de marquage au niveau des

macrophages.(photo 11)

Photo 11: Expression des trois protéines dans une ulcération.

Sous-unité a5 sous-unité 1 cavéoline-1

A, B, C : macrophages (HIS, x 200) : expression membranaire et cytoplasmique des deux sous-unités a5 et 1
sans expression de la cavéoline-1. D, E, F : néovascularisation (IHC, x 200) : absence d'expression de la sous-
unité a5, expression de la sous-unité B1 et de la cavéoline-1 par les cellules endothéliales.
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II1.Expression des sous-unités a5 et B1 et de la cavéoline-1 dans les xénogreffes
de souris athymiques.

II1.A.Greffes hétérotopiques

L’¢étude a porté sur 42 xénogreffes de glioblastome (19 échantillons strasbourgeois, 23
nancéens). La recherche de la sous-unit¢ Bl n’a a ce jour été¢ effectuée que sur les cas
strasbourgeois.

Les résultats du travail sont reportés dans le tableau ci dessous. Une nécrose était observée
dans 6 cas strasbourgeois (32%) et 19 cas nancéens (83%). En moyenne les xénogreftes
nancéennes étaient plus volumineuses que les strasbourgeoises (1,8 cm en moyenne contre 1
cm).

N’ont été¢ considérés comme positifs que les marquages membranaires granuleux. Il n’a pas

été tenu compte des marquages cytoplasmiques diffus.
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Lignée | cas Sous-unité a5 Sous-unité B1 cavéoline-1 nécrose| homogénéité délai euthanasie
T vaisseaux| T vaisseaux] T vaisseaux]
I|S|{I1|S|]T|S|]IT|S|IT|S]TI]|]S
TC7 315 2512151351003 ]3]3]| 3] non homogene
TC7 350 35135351113 ]5]|]3]|5] non homogene
TC7 358 2511141212003 ]5]|3]4 oui homogéne
TC10 388 Ofojojofojojojol3]|]1f3]35 oui homogéne
TCI10 433 311135311 ]0]JO013|1]3]5 non homogéne
TC10 453 1 13|51 310JO0]JO0]O0]|3]|S5 non homogene
TC14 352 IL|s)11s513]5|]o0]J]0|3|1]|3]5 non homogéne
TC19 | 341 313111 f2]1]0]0|3]|4|3] 5] non homogene
TC20 382 Ofol1]S5|3|5]1]0f012]5]|]1]|5] non homogene
TC20 391 OfO03]|S5|3|2]0f03]2]|3]|5] non clusters Bl
TC22 386 2110101210 fo0of1]2]1|5] non homogéne
TC22 430 1111000 JOfO0O]O0O]3]3|3]35]| non homogéene
TC24 | 416 |1 f1|s)1t1f{s5]1ojof1|[2]1]5]| non clusters 1
TCG4 |06S763| 0 | O | 1 | 1 010 1]1]S5 oui homogene 54
TCG4 |07S111 | 0 | O | 1 | 1 0101 2]|S5 oui homogéne 58
TCG4 |08S311| 0 | 0 | 2 | 1 00| 11]S5 oui homogene 53
TCG4 |08S364| 0 | O | 1 | 4 11 1]3]|5 oui homogene 49
TCGO |06S113 | 3 | 1 | 2|5 |33 |1]1]3]|3|3]|35 oui clusters cav 104
TCGY |06S871| 2 |2 | 2| 2 3131315 oui clusters cav 75
TCGY9 |07S604| 3 | 3 |3 | 5 3131315 non | clusters a5 et cav 47
TCG11|106S483 | 3 | 1 [ 3 | 4 31413]|5 oui |périnécrotique cav 114
TCG11|106S876| 2 | 2 [ 3 | S 311]3] 5| non homogene 174
TCG11]107S039|1 1 [ 2| 0] O 3111315 non homogéne 75
TCG13|06S619| 0 | 0 | 3 | 2 312]13]|5 oui |périnécrotique cav 56
TCGI13[(07S092| 1 | 2| 0| O 311]101]0 oui homogene 58
TCG15|08S348| 2 | 1 | 3 | 5 314)13]|5 non | clusters cavéoline 31
TCG15/08S3491 0 | O [ 1 | 5 0Oj1oy)1 1|5 oui homogéne 42
TCG17(07S542| 1 | 2|1 0| O 113]10]60 oui homogene 43
329 3413153151010 13]5(|3]3 non clusters a5
342 31353 |1]O0JO0]JO]JOY|3]S5 oui homogene
369 3111010 f3]4]0]JO0]1|S5f1]1 oui homogéne
444 I|f1]10]J]0f13]0]O0]1 1 115 oui | périnécrotique a5
471 ofojojofjrfrjofofl1r]4|1|4] non homogene
TCG2 |07S102f 0 | O | O | O 3141315 oui homogene 69
TCG13[07S114| 0 [ O | 3 | 2 00| 11]S5 oui homogene 144
TCG17(07S313| 1 | 5| 1 | 4 314 ]13]|5 oui homogene 19
TCG17(07S314| 0 | O | 1 | 2 010215 oui homogene 39
TCG3 | 078458 0 | 0 | 3 | 1 0]1]0]3]1]3 oui homogene 28
TCG3 |07S412f 2 | 1 | 0| O 21313]|5 oui clusters cav 33
TCG2 | 078725 0 | 0 | 0 | O 010213 oui homogene 30
TCG3 |107S866| 0 | O [ 1 | 2 21313]|5 oui clusters cav 31
TCG2 |08S194| 1 | 1 | 3|5 3151315 oui homogene 42

Tableau résumant les différents résultats obtenu au niveau des échantillons de greffes hétérotopiques: I= intensité
du marquage (de 0 a 3), S=score (de 0 a 5), T=cellules tumorales, délai euthanasie= nombre de jours entre
I’implantation de la tumeur et le déces de la souris (reflet de la rapidité de croissance tumorale).
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III.A.1.Observations au niveau des cellules tumorales:

Pour ce qui concerne les cellules tumorales, la sous unité a5 était détectée dans 27 cas sur 42
(soit 64%) et la cavéoline-1 dans 33 cas sur 42 (78%). La sous-unité 1 était détectée dans 17
des 19 cas strasbourgeois (90%). Une surexpression dans les territoires périnécrotiques (25

cas) n’a été observée qu’une fois pour la sous-unité a5, et trois fois pour la cavéoline-1.

>Relations entre les sous-unités a5 et B1.

Dans les xénogreffes strasbourgeoises, la coexpression d’a5 et Bl était observée dans 13 cas
(69%). Dans trois échantillons, la sous-unité¢ a5 n’était pas détectée. Dans une observation il
n'était observé d'expression ni de la sous-unité a5 ni de la sous-unité B1, dans un cas la sous-
unité B1 n’était pas détectée, et ce malgré I'expression faible de la sous-unité a5, I'intensité du
signal pour ces deux protéines était 11 fois identique (85%), celui correspondant a B1 plus
intense dans les deux échantillons restant (15%).

Le marquage pour les deux protéines était diffus dans dix fois, dans trois xénogreffes, le
marquage était inhomogene, des clones exprimant les protéines alternant avec d’autres ne les
exprimant pas. Un score variant de 0 a 5, tenant compte du pourcentage de cellules marquées,
a été défini. Le score des deux sous-unités était similaire dans 4 cas (31%), celui de B1 était
plus élevé que celui d’a5 dans 6 cas (46%) enfin I’inverse était observé dans les trois cas
restant (23%). Dans 31% des cas (4/13) le score de marquage des deux sous-unités était éleve
(entre 4 et 5) attestant d’un grand nombre de cellules marquées.

Pour chaque lignée, plusieurs xénogreffes ont été étudiées, le score pour les tumeurs issues de
la méme lignée était globalement superposable pour la sous-unité a5 et plus variable pour la

sous unité B1.(photo 12)

>Relation entre la sous-unité a5 et la cavéoline-1.

Sur les 42 échantillons examinés, la sous-unité a5 n'était retrouvée que 26 fois (62%), la
cavéoline-1 dans 33 cas (79%) et aucune des deux protéines n'était retrouvée dans 7 cas
(17%). Dans 21 cas, la cavéoline-1 était faiblement exprimée (score entre 0 et 2), parmi ces
derniers, une seule fois, le score correspondant de la sous-unité a5 était élevé (entre 4 et 5).

Dans 21 autres tumeurs, le score de la cavéoline-1 se situait entre 3 et 5. Dans ces cas, 14 fois
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sur 21 le score de la sous-unité a5 était faible et 6 fois on retrouvait des taux élevés d'a5 et de

cavéoline-1 (entre 4 et 5).(photo 12)

III.A.2.Observation au niveau des cellules endothéliales.

Tous les anticorps utilisés dans ce travail reconnaissaient les antigénes murins et humains (pas
de spécificité d’espece). Il était donc possible d’analyser I’expression de ces protéines au
niveau des cellules du micro environnement tumoral.

Trente fois sur 42 (71%) la recherche de la sous-unité a5 au niveau des endothéliocytes du
réseau vasculaire s’est révélée positive. Quant présent, le marquage était homogene.

La cavéoline-1, quant a elle, était exprimée 40 fois sur 42 (95%). En revanche, pour la sous-
unité B1, il n’a été observé de marquage que dans deux cas sur 19. Le tissu conjonctif murin
péri tumoral n’étant que peu représenté, il s’est avéré impossible de rechercher des variations
d’expression des protéines en fonction de la topographie des vaisseaux, au sein méme de la
tumeur ou au niveau du front d’invasion.

Dans toutes les tumeurs les macrophages étaient marqués par les anticorps anti-a5 et anti-f1
mais pas par celui dirigé contre la cavéoline-1. Les techniques utilisées ne permettaient pas de
distinguer les myofibroblastes du stroma des cellules tumorales ni de reconnaitre des péricytes
au sein méme des tumeurs.

L'intensité de marquage des endothéliocytes par I'anticorps anti-cavéoline-1 était forte dans 27
cas (64%), modéré dans un cas et faible dans 14 cas. L’intensit¢é de marquage entre la
cavéoline-1 et la sous-unité a5 était identique dans 18 cas, plus intense dans 21 cas.

Le score de la cavéoline-1 était fort (entre 4 et 5) dans 36 cas (90%), celui d’a5 dans 20 cas

(67%).

III.A.3.Analyse statistique.

Il n’a pas été mis en évidence d’influence du score de la sous-unité a5 ni de la cavéoline-1 sur
la vitesse de progression tumorale (reflété par le délai d’euthanasie). Néanmoins, la principale

cause d’échec est la faiblesse de puissance du test. Les données ne sont pas rapportées.
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Photo 12: Trois principales différences concernant les greffes hétérotopiques.

Sous-unité a5 sous-unité 1 cavéoline-1

A, B, C: cas 329 (IHC, x 200) : beaucoup de cellules tumorales marquées par les 3 protéines d'intérét, D, E,

F (IHC x 200) : cas 352: beaucoup de cellules tumorales positives avec la sous-unité a5, peu avec la cavéoline-1,
G, H, I (IHC x 200) :cas 06S113: peu de cellules marquées avec l'anticorps anti sous-unité a.5, nombreuses
cellules marquées par l'anticorps anti cavéoline-1, en clusters périvasculaires.

Il n’existe pas de front d’invasion au niveau des greffes hétérotopiques chez la souris
athymique, pour étudier 1I’expression des deux sous-unités a5 et f1 au niveau des cellules du

front d’invasion, trois mod¢les orthotopiques ont ét¢ étudiés.

[I1.B.Greffes orthotopiques.

Trois greffes orthotopiques invasives ont été¢ étudiées. Dans ces tumeurs, une majorité des
cellules tumorales exprimaient les deux sous-unités du récepteur. Il n’était pas observé de
surexpression du récepteur au niveau du front d’invasion. Au niveau des cellules tumorales, le
marquage n’était pas polarisé. Les endothéliocytes étaient marqués plus intensément au
niveau de la tumeur par rapport au lit microcirculatoire du parenchyme cérébral adjacent.

Par contre, la cavéoline montrait une nette prédominance d’expression au niveau des cellules

tumorales a distance du front d’invasion. (photo 13)
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Une étude sur un plus grand nombre de cas pourrait avoir un intérét dans la caractérisation du

profil des cellules tumorales au niveau du front d’invasion.

Photo 13: greffe orthotopique, front d’invasion.

0

, i ti\\ \‘ﬁ
b m\-\\{.‘s \\\im
A: Front d'invasion (HES x 100), B : sous-unité a5 (IHC, x 200) : cellules tumorales du front d'invasion

fortement marquées, C : cavéoline-1 (IHC x 200) : Absence de marquage des cellules tumorales du front
d'invasion.
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IV.Analyse transcriptionnelle et immunohistochimique des sous-unités a5, B1 et
de la cavéoline-1 dans les gliomes malins humains.

IV.A Résultats quantitatifs globaux.

Apres relecture par deux pathologistes, 56 observations ont ¢été retenues (22
oligodendrogliomes anaplasiques, 24 glioblastomes multiformes et 10 astrocytomes
anaplasiques). Trente trois fois, des échantillons congelés correspondant aux tumeurs
précédentes étaient accessibles.

Les résultats de I’étude d’expression tant transcriptionnelle que traductionnelle sont reportés
dans les tableaux ci dessous.

Concernant les 24 cas de glioblastomes, la moyenne d’age était de 55.6 ans et le ratio homme/
femme de 1.6.

Pour ce qui concerne les 22 oligodendrogliomes, la moyenne d’age était de 46.8 ans et le ratio
homme/ femme de 1.7.

Enfin, dans le cas des astrocytomes anaplasiques (10 observations), la moyenne d’age était de

60.4 ans et le ratio homme/ femme de 1.

L'étude statistique a porté sur la recherche de corrélation entre la quantit¢ d'ARNm mesurée et
I'expression des protéines d'intérét en immunohistochimie, et le lien entre les
oligodendrogliomes anaplasiques et les glioblastomes.

Les autres points d'observation ont été les expressions entre a5 et Bl (notamment, 1'absence
d'expression de I'un ou l'autre) ainsi que la relation entre cavéoline-1 et a5 afin de le comparer

aux modéles murins.

IV.B.Analyse morphologique.

Lorsque présent, le marquage des endothéliocytes par les anticorps dirigés contre les sous-
unités a5 et Bl était toujours membranaire et granulaire, celui des cellules tumorales quand
présent, le plus souvent membranaire avec, dans les cas de plus forte intensité, un caractere
granuleux. A la différence des modéles murins, un marquage cytoplasmique diffus d’intensité
variable était également souvent observé. Au niveau de la cellule le signal était le plus souvent
circonférentiel, jamais polarisé. Des plages de nécrose étaient détectées dans 27 des 56
observations. Une surexpression, toujours conjointe, des trois protéines, n’était observée dans

les zones périnécrotiques que dans 12 cas (44%) (photo 14). L'intensité du signal était
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toujours plus forte au sein des structures gloméruloides que du lit microcirculatoire ou de la

gliose associée.

Photo 14: Marquage préférentiel des cellules tumorales dans les zones périnécrotiques.

A: Cas 01h13701: Oligodendrogliome anaplasique (HES, x 200), B : sous-unité a5 (IHC, x 200) : surexpression
au niveau des cellules tumorales en périphérie de la nécrose, C : sous-unité  (IHC, x 200) : surexpression au
niveau des cellules tumorales en périphérie de la nécrose, D : cavéoline-1 (IHC, x 200) : surexpression au niveau
des cellules tumorales en périphérie de la nécrose,
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Cas diagnostic H-/F
I
00H08620 OA 1
00H10916 OA 2
00H11134 OA 1
00H10269 OA 2
00H10393 OA 1
00H11226 GBM 1
00H14121 GBM 2
00H05848 GBM 1
00H05078 GBM 1
00HO07426 GBM 2
00H13208 OA 2
00H13468 OA 1
00H13835 GBM 1
01H11438 OA 1
01HO011789 GBM 1
01HO1181 OA 2
01H02448 GBM 1
01H02653 GBM 2
01H03604 OA 2
01H08671 OA 1
01H03669 OA 1
01H10365 OA 1
01H12375 OA 2
01h12702 OA 2
01H13161 OA 1
01H14289 GBM 2
01H13701 OA 1
02H07508 GBM 1
02H07960 GBM 1
02H12060 GBM 2
02H12342 GBM 2
02H00554 OA 1
06H13776 OA 1
06H14639 OA 1
06H11267 AA 2
06H13985 AA 1
06H11035 AA 1
06H11379 AA 1
07H10340 GBM 1
07H10259 GBM 1
07H09948 GBM 2
07H9558 GBM 2
07H02063 OA 1
07HO01644 AA 1
07HO01700 AA 1
07H11300 AA 1
07H11819 AA 2
07H09421 OA 2
08HO00607 GBM 2
08HO01363 GBM 2
08HO01591 GBM 1
08H02158 GBM 1
08H02503 GBM 1
08h01421 GBM 1
08HO01739 AA 2
08H02794 AA 1

age

L
48

23
48
44
53
63
65
57
64
32
47
16
53
63
44
34
58
44
48
61
60
23
40
48
53
68
49
39
61
76
42
55
56
71
60
75
40
62
30
53
58
44
37
71
56
78
47
54
72
72
64
61
65
69
54
61

ARNm

12,8
2,57
8,42
2,48
37,7
8,8
20,5
30,9
20,3
12,4
2,82
20,1
27,7
3,8
10,81
9,12
244
28,14
0,62
6,98
9
3,8
10,19
7,49
5,71
13,04
5,71
12,5
11,7
33,3
7,78
2,96
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distribution

homogéne
homogene
homogene
homogéne
homogene
homogene
homogéne
homogene
homogene
homogéne
homogene
périnécrotique
périnécrotique
homogene
périnécrotiqe
homogene
homogene
homogene
homogene
périnécrotique
homogene
homogene
homogene
homogene
périnécrotique
homogene
périnécrotique
homogeéne
périnécrotique
périnécrotique
homogeéne
périnécrotique
homogene
homogeéne
homogene
homogene
homogeéne
homogene
homogene
périnécrotique
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
périnécrotique
périnécrotique
homogeéne
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene

Tableau résumant les résultats de la sous-unité a.5: AA= astrocytome anaplasique, OA= oligodendrogliome
anaplasique, GBM= glioblastome multiforme, H=homme (1), F= femme (2), ARNm= quantification relative,
cm= cytoplasme, mb= membrane, I=intensité du marquage (de 0 a 3), S= score de cellules marquées (de 0 a 5),
cellules T= cellules tumorales, vaisseaux= endothéliocytes, remplissage cyan= cas sans nécrose.
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Cas diagnostic
I
00H08620 OA
00H10916 OA
00H11134 OA
00H10269 OA
00H10393 OA
00H11226 GBM
00H14121 GBM
00H05848 GBM
00H05078 GBM
00HO07426 GBM
00H13208 OA
00H13468 OA
00H13835 GBM
01H11438 OA
01HO011789 GBM
01HO1181 OA
01H02448 GBM
01H02653 GBM
01H03604 OA
01H08671 OA
01H03669 OA
01H10365 OA
01H12375 OA
01h12702 OA
01H13161 OA
01H14289 GBM
01H13701 OA
02H07508 GBM
02H07960 GBM
02H12060 GBM
02H12342 GBM
02H00554 OA
06H13776 OA
06H14639 OA
06H11267 AA
06H13985 AA
06H11035 AA
06H11379 AA
07H10340 GBM
07H10259 GBM
07H09948 GBM
07H9558 GBM
07H02063 OA
07H01644 AA
07HO01700 AA
07H11300 AA
07H11819 AA
07H09421 OA
08H00607 GBM
08HO01363 GBM
08HO01591 GBM
08H02158 GBM
08H02503 GBM
08h01421 GBM
08HO01739 AA
08H02794 AA

H/F

L
48

1
2
1
2
1
1
2
1
1
2
2
1
1
1
1
2
1
2
2
1
1
1
2
2
1
2
1
1
1
2
2
1
1
1
2
1
1
1
1
1
2
2
1
1
1
1
2
2
2
2
1
1
1
1
2

1

age

23
48
44
53
63
65
57
64
32
47
16
53
63
44
34
58
44
48
61
60
23
40
48
53
68
49
39
61
76
42
55
56
71
60
75
40
62
30
53
58
44
37
71
56
78
47
54
72
72
64
61
65
69
54
61

ARNm

4,73
3,35
2,61
2,17
9,07
3,11
8,3
1137
9,87
2,46
2,1
9,04
7,55
4,07
8,39
2,14
8,49
6,39
0,81
3,94
4,58
2,18
4,032
5,39
3,22
7,92
3,22
8,4
4,69
14,18
427
3,07

6,11
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! /! ' [ |

O W = WP ND OO~ OO O ON O WO WNO ~  —~ NWOWODODOODODOWRL,OOO—WWONOWWO—ODODONODO WO

O = WD WO = OO = ONWWWO OO = = OWrFE W WRNWONRWWO—WOWNPDNWOOWEREO—OWDO W —

(=3

NN BN WD OO N OO O ON O RO~ P, O~ A NMNUOPAERODODODODODOWFROOO—R, P, ODNONWONODODONOO—O

(=]

BETA1L

SO B RN WA NONOO = ONDRRDPBENDOODO =P OWUFEF UNNPDNDNAE,NOFWRDNDNO—SNO—=NWNONNO—ONOO ——

(=)

I

P W W W N W N WO e e e e O = N W N W N e e N W WL WD W W WL = DWW WM W W W W = N W WD = D e e

S

AP, A DA A DA PO PP PR PPV PR PRV L VDR NN PR OUVUNDOVEOL DR OVEOUOVOVEOVOV OV OV R R WOVWLWWOLEOVEOV VOV OV R OVEAWWULERE DN WV

I

distribution

homogéne
homogene
homogene
homogéne
homogene
homogene
homogéne
homogene
homogene
homogéne
homogene
périnécrotique
périnécrotique
homogene
périnécrotique
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
périnécrotique
homogene
périnécrotique
homogeéne
homogene
périnécrotique
homogeéne
périnécrotique
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
périnécrotique
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogeéne
périnécrotique
périnécrotique
homogéne
homogéne
homogene
homogene
homogene
homogene

Tableau résumant les résultats de la sous-unité f1: AA= astrocytome anaplasique, OA= oligodendrogliome
anaplasique, GBM= glioblastome multiforme, H=homme (1), F= femme (2), ARNm= quantification relative,
cm= cytoplasme, mb= membrane, I=intensité du marquage (de 0 a 3), S= score de cellules marquées (de 0 a 5),
cellules T= cellules tumorales, vaisseaux= endothéliocytes, remplissage cyan= cas sans nécrose.
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Cas diagnostic H-/F
I
00H08620 OA 1
00H10916 OA 2
00H11134 OA 1
00H10269 OA 2
00H10393 OA 1
00H11226 GBM 1
00H14121 GBM 2
00H05848 GBM 1
00H05078 GBM 1
00H07426 GBM 2
00H13208 OA 2
00H13468 OA 1
00H13835 GBM 1
01H11438 OA 1
01HO11789 GBM 1
01HO1181 OA 2
01H02448 GBM 1
01H02653 GBM 2
01H03604 OA 2
01HO08671 OA 1
01H03669 OA 1
01H10365 OA 1
01H12375 OA 2
01h12702 OA 2
01H13161 OA 1
01H14289 GBM 2
01H13701 OA 1
02H07508 GBM 1
02H07960 GBM 1
02H12060 GBM 2
02H12342 GBM 2
02H00554 OA 1
06H13776 OA 1
06H14639 OA 1
06H11267 AA 2
06H13985 AA 1
06H11035 AA 1
06H11379 AA 1
07H10340 GBM 1
07H10259 GBM 1
07H09948 GBM 2
07H9558 GBM 2
07H02063 OA 1
07HO1644 AA 1
07H01700 AA 1
07H11300 AA 1
07H11819 AA 2
07H09421 OA 2
08H00607 GBM 2
08H01363 GBM 2
08HO01591 GBM 1
08H02158 GBM 1
08H02503 GBM 1
08h01421 GBM 1
08HO01739 AA 2
08H02794 AA 1

Tableau résumant les résultats de lacavéoline-1: AA= astrocytome anaplasique, OA= oligodendrogliome
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16
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40
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30
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58
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71
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ARNm

4,07
73
2,12
1,4
32
26,5
9,97
6,76
15,49
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3,9
10,7
5.4
25
12,56
3,01
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17.8
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5,5
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distribution

homogéne
homogene
homogene
homogéne
homogene
homogene
homogéne
homogene
homogene
homogéne
homogene
périnécrotique
périnécrotique
homogene
périnécrotique
homogene
homogene
homogene
homogene
périnécrotique
homogene
homogene
homogene
homogené
périnécrotique
homogene
périnécrotique
homogene
périnécrotique
périnécrotique
homogene
périnécrotique
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
périnécrotique
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogene
homogeéne
périnécrotique
périnécrotique
homogéne
homogéne
homogene
homogene
homogene
homogene

anaplasique, GBM= glioblastome multiforme, H=homme (1), F= femme (2), ARNm= quantification relative,
cm= cytoplasme, mb= membrane, I=intensité du marquage (de 0 a 3), S= score de cellules marquées (de 0 a 5),
cellules T= cellules tumorales, vaisseaux= endothéliocytes, remplissage cyan= cas sans nécrose.
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Pour ce qui concerne les oligodendrogliomes anaplasiques, la sous-unité a5 était détectée 11
fois sur 22 et la Bl 14 fois sur 22. Dans deux cas une expression de la sous-unité a5 était
observée sans sous-unité 1 associée, dans deux autres la relation entre les deux sous-unités
¢tait inverse photo 15). Dans sept tumeurs aucune des deux sous-unités n’était exprimeée.
Dans les échantillons ou les deux sous-unités étaient exprimées: 1- les scores des deux
protéines était identique dans 7 cas (64%), 2- le score de la sous-unité a5 était supérieur a
celui de Bl une fois (9%) et 3- une relation inverse était observée dans 3 cas (27%). Le
pourcentage des cellules exprimant la sous-unité 1 était élevé (scores 4 et 5) dans 3 cas. En
revanche, celui des cellules exprimant la sous-unité a5 était toujours faible a modéré (score 1

a3).

Pour ce qui concerne les glioblastomes multiformes la technique n’a donné lieu a aucun
marquage deux fois sur 24 (8%). Dans une tumeur la sous-unité a5 était exprimée en
I’absence d’expression de la sous-unité B1 (photo 16). Six fois, les scores de marquage étaient
identiques (27%). En revanche neuf fois, celui de la sous- unité B1 était supérieur a celui de la
sous-unité aS (41%) et ’inverse était observé dans 3 cas (14%). Un pourcentage ¢élevé de
cellules tumorales était observé six fois dans le cas de B1 et une fois seulement dans celui de

la sous-unité a5.

Pour ce qui concerne les astrocytomes anaplasiques six fois aucun marquage pour les deux
sous-unités n’a été observé (60%). Dans un cas on ne retrouvait pas d’expression de la sous-
unité B1, le score de marquage des deux sous-unités était identique dans les 3 cas restant. Un
pourcentage ¢élevé (score 5) de cellules tumorales était observé dans une observation pour la

sous-unité a5 mais en revanche jamais pour la sous-unité 31.

Pour ce qui concerne I’intensité du signal, dans les 42 cas ou ces derniéres étaient exprimées,
celle-ci était 25 fois identique pour les deux sous-unités (60%), B1 était plus intense qu’aS
sept fois (17%) et ’inverse était observé 10 fois (24%). Dans le cas d’a5, le signal était
intense dans 37% des grades IIl (7/19) et 39% des grades IV (9/23). Les chiffres

correspondant pour 1 sont de 8 fois pour les grades III et 9 fois pour le grade IV.

Le marquage des cellules endothéliales et des cellules tumorales par 1'anticorps dirigé contre

la cavéoline-1 était constamment membranaire ou sous-membranaire et granuleux.
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Dans huit observations de gliomes grade III (astrocytomes anaplasiques et
oligodendrogliomes anaplasiques) aucun marquage tant pour la sous-unité a5 que pour la
cavéoline-1 n’était observé. Pour les oligodendrogliomes anaplasiques le score des cellules
tumorales ¢€tait identique pour les deux protéines a5 et cavéoline-1 mais variable d’un cas a
I’autre neuf fois sur 16 (56%). dans les 10 cas restant le score de la cavéoline-1 était
largement supérieur a celui de la protéine a5. Pour les glioblastomes, les scores des deux
protéines n'étaient quasiment jamais identique (2/24). Le score de la cavéoline-1 était
supérieur a celui de la sous-unité a5 dans 17 cas (71%). Pour les astrocytomes anaplasiques,
le score était identique une seule fois, les cas restant étaient caractérisés 6 fois sur 8 par a un
score plus ¢levé de la cavéoline-1. Le pourcentage de cellules tumorales marquées avec
l'anticorps dirigé contre la protéine cavéoline-1 (score 4 et 5) était de 38% (9/24) pour les
glioblastomes, de 25% (2/8) pour les astrocytomes anaplasiques et de 21% (4/19) pour les
oligodendrogliomes anaplasiques. Enfin, le marquage était intense pour la cavéoline-1, 20 fois

dans les grades III et 14 fois dans les observations de glioblastomes.

Concernant le marquage des cellules endothéliales, I’expression de la cavéoline-1 était: 1-
toujours forte et intense a I’exception d’un glioblastome et d’un oligodendrogliome
anaplasique 2-au niveau du front d’invasion des oligodendrogliomes, était identique au niveau
du lit microcirculatoire tumoral et de celui du parnechyme cérébral adjacent.Dans

I’observation d’oligodendrogliome anaplasique, a5 et f1 n’étaient pas non plus exprimées.

Pour ce qui concerne a5, le pourcentage de marquage des endothéliocytes €tait élevé (scores 4
et 5) dans 22 des 24 glioblastomes (92%) ainsi que dans 16 des 22 oligodendrogliomes

anaplasiques (73%) et 8 des 10 astrocytomes anaplasiques (80%).

Enfin pour ce qui concerne B1, le pourcentage de cellules marquées était élevé (score 4 et 5)
dans 21 glioblastomes (88%), 17 oligodendrogliomes anaplasiques (77%) et 7 astrocytomes
anaplasiques (70%). Aucune expression de ces deux protéines n'était notée dans dans deux cas
d'oligodendrogliomes anaplasiques. Le pourcentage de cellules marquées par les anticoprs
anti a5 et anti B1 était identique dans 43 cas (80%). Dans 9% des cas 1 était supérieur a a5 et

l'inverse €tait observé dans 6 cas (11%).
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Pour ce qui est de l'intensité du marquage, derniére était identique pour les deux protéines
dans 35 cas (65%), plus forte pour Bl que pour a5 dans 20% des cas (11 observations).

L'inverse était observé dans 8 cas.

Photo 15: Forte expression de la sous-unité B1 sans expression de la sous-unité a5

A: cas 02H0554 (HES x 200) oligodendrogliome anaplasique, B: sous-unité a5 (IHC x 200): absence de cellules
tumorales marquées, C: sous-unité f1 (IHC x 200): marquage intense de nombreuses cellules tumorales, D:
cavéoline-1 (IHC x 200): marquage de rares cellules tumorales.
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Photo 16: Marquage intense des cellules endothéliales avec la sous-unité a5 sans marquage

avec la sous-unité B1.

A: Cas 00h05848 (HES x 200): glioblastome; B: sous-unité a5 (IHC x 200): marquage d’intensité modérée des
endothéliocytes, C: sous-unité 1 (IHC x 200): absence de marquage ides endothéliocytes, D: cavéoline-1 (IHC
x 200): marquage intense des endothéliocytes et de rares cellules tumorales.
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IV.C.3. Analyse statistique.

Cette derniére porte sur les corrélations éventuellement existantes entre le taux d'ARNm
mesuré¢ et 'expression des trois protéines telles que quantifiées ci-dessus. Elle a été réalisée au

niveau des cellules tumorales.

IV.C.a.Corrélation entre le ratio d’ARNm et I’expression de la sous-unité a5.

Variable Y ARNmMm alphas

Variable X Cellules tumorales alpha5

Sample size 33
Spearman's coefficient of rank correlation (rho) 238
Significance level P=0.1828
95% Confidence Interval for rho -0.115 to 0.537
Kendall's Tau 172
Significance level P=0.1643
95% Confidence Interval for Tau -0.121 to 0.401
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Il n’existe pas de corrélation significative entre le ratio d’ARNm calculé et I’expression de la

sous-unité a5 au niveau des cellules tumorales.(photo 18)
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IV.C.b.Corrélation entre le ratio d’ARNm et I’expression de la sous-unité B1.

Variable Y ARNmMm betal
Variable X Cellules tumorales betal
Sample size 33
Spearman's coefficient of rank correlation (rho) 274
Significance level P=0.1226
95% Confidence Interval for rho -0.0763 to 0.564
Kendall's Tau 209
Significance level P=0.0899
95% Confidence Interval for Tau -0.125 t0 0.492
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Il n’existe pas de corrélation significative entre le ratio d’ARNm calculé et I’expression de la

IV.C.c.Corrélation entre le ratio d’ARNm et I’expression de la cavéoline-1.

protéine.
Variable Y ARNmMm cavéoline-1
Variable X Cellules tumorales cavéoline-1

Sample size

Spearman's coefficient of rank correlation (rho)
Significance level

95% Confidence Interval for rho

Kendall's Tau

Significance level

95% Confidence Interval for Tau

33

464

P=0.0065
0.143 to 0.696
351

P=0.0043
0.0547 to 0.581
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Il existe une corrélation significative entre le ratio d’ARNm calculé et I’expression protéique.
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Photo 18: Absence de marquage des cellules tumorales malgré un ratio élevé d’ARNm.

A: cas 00H13835 (HES x 200), glioblastome, B: sous-unité a5 (IHC x 200): absence de marquage des cellules
tumorales, C: sous-unité B1 (IHC x 200): absence de marquage des cellules tumorales, D: cavéoline-1 (IHC x
200): absence de marquage des cellules tumorales et ratio bas d’ARNm.
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IV.C.d.Lien entre le taux des différents ARNm et le grade tumoral.

Grade
111 v P-value
Median 25-75P Median 25-75P
IARN alpha 5 6.98 3.17-9.92 16.67 11.70 - 27.70 0.0008
IARN beta 1 3.35 2.29-4.69 8.11 4.69 - 8.49 0.0028
IARN_cavéoline 3.90 2.25-523 14.00 9.97 -17.80 0.0001
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Il existe une différence significative entre le ratio d'ARNm et le grade tumoral. Il est plus

¢levé dans le cadre des glioblastomes multiformes que dans celui des oligodendrogliomes

anaplasiques.
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IV.C.e.Lien entre le ratio d’ARNm de la sous-unité a5 et celui de la
cavéoline-1

Variable Y ARNm alpha5
Variable X ARNmMm caveoline-1
Sample size 33
Spearman's coefficient of rank correlation (rho) 691
Significance level P<0.0001
95% Confidence Interval for rho 0.455 to 0.836
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Il existe une corrélation significative entre le ratio d ARNm de la sous-unité a5 et celui de la
cavéoline-1. Ces deux valeurs vont dans le méme sens. Il ne semble pas exister de réelle
relation inverse.
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PARTIE IV: DISCUSSION

I.Limites rencontrées lors de notre étude.

L’analyse des résultats ci-dessus doit tenir compte :

De difficultés liées a I’impartfaite reproductibilité de la classification des gliomes et a
I’hétérogénéité moléculaire bien connue de ces tumeurs. (75) La reproductibilité inter
observateur de I’histodiagnostic des gliomes est faible, 54% dans une étude de 1997 portant
sur 244 gliomes.(76) L’apport de I’'immunohistochimie dans ce domaine est faible. Dans ce
travail préliminaire rétrospectif, nous n’avons pu inclure de critére moléculaire.

De difficultés liées a la diversité des prélévements étudiés (tissus humains, mode¢les in
vivo ou in vitro, des méthodologies mises en ceuvre pour I’étude de I’expression du récepteur
(étude transcriptionnelle, traductionnelle, western blot, immunohistochimie etc) conduisant a
une véritable incertitude sur la distribution du récepteur dans les tissus tumoraux ou non
tumoraux.

De difficultés inhérentes a I’impossibilité de démontrer avec une certitude absolue la
spécificité de la liaison d’un anticorps a son antigéne. Préalablement a ce travail, les anticorps
dirigés contre les sous-unités a5 et f1 tout comme celui complémentaire de la cavéoline-1
utilisés dans ce travail avaient été testés en western blot par I’équipe du Pr M. Dontenwill
avec obtention des bandes de longueur attendue. Un autre critére de spécificité était la
morphologie et la topographie du marquage. L’anticorps anti cavéoline -1 a donné lieu a un
signal granuleux de topographie membranaire ou juxta membranaire tout a fait compatible
avec la topographie cellulaire et les dimensions attendues des cavéoles. Dans le cas des deux
sous-unités, la localisation membranaire du marquage et les renforcements punctiformes
membranaires de ce dernier pouvant correspondre aux points d’ancrage focaux constituent de
bons arguments en faveur de la spécificité de la technique. En revanche, plus difficiles sont a
interpréter les signaux diffus observés dans le cytoplasme des macrophages et, a un niveau
variable, dans celui des cellules tumorales des gliomes humains. Un tel marquage peut étre
artéfactuel. Il peut également témoigner d’une accumulation hyaloplasmique anormale de la
protéine ou traduire la présence de la protéine, a faible concentration, dans des organites
cytoplasmiques tels que ceux impliqués dans 1’endocytose du récepteur.(17) Dans ce cas, en
effet, la concentration du produit final de la réaction enzymatique n’est pas suffisante pour
que la nucléation indispensable au développement d’un signal granuleux puisse survenir. Le

marquage du cytoplasme des cellules de la série thrombocytaire s’explique par les
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particularités de la thrombocytopoiése. En tout état de cause dans ce travail n’ont été retenus
comme spécifiques que les signaux membranaires pour les sous-unités a5 et f1 et

membranaires et para membranaires pour la cavéoline-1.

Pour I’interprétation des résultats il est par ailleurs important de se rappeler : 1- que la
détection du récepteur intégrine n’atteste pas de son ¢€tat d’activation. Il n’existe pas a ce jour
d’anticorps spécifique de la conformation active d’une intégrine. Par ailleurs, ’activation de
ces récepteurs ne s’accompagne pas d’une phosphorylation de leur portion cytoplasmique.
Les anticorps spécifiques des formes phopsphorylées actives ne peuvent donc pas dans ce cas
étre utilisés, 2- que I’intensité du marquage des réactions immunohistochimiques dépend non
seulement de la concentration tissulaire des antigénes mais également de I’affinité ou de
I’avidité des anticorps utilisés. En conséquence, une intensité de marquage identique dans le
cas des sous unités a5 et 1 n’est pas attendue et ce d’autant que B1 participe a la constitution
d’autres hétérodimeres ce qui n’est pas le cas d’a5 (1), 3- que ’intensité du signal n’est pas
proportionnelle a la concentration antigénique tout au long de I’échelle des concentrations, 4-
enfin, il n’existe pas de méthode indiscutable de quantification du niveau d’expression
immunohistochimgiue d’une protéine. Dans ce travail nous avons combiné une échelle

qualitative d’intensité et un score en pourcentage de cellules marquées.

Enfin, I’interprétation des résultats est génée par la pluralité des intégrines, leur redondance
fonctionnelle et le peu de connaissances disponibles du répertoire intégrine (et protéines
apparentées) de chacun des types cellulaires. Les cytometres en flux moderne permettent
aujourd’hui la détection de 10 épitopes différents sur la méme cellule. Les méthodes

immunohistochimiques ne sont pas adaptées a ce multiplexage.
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II.Expression de I’intégrine a5B1 au sein des tissus non tumoraux.

Avant de choisir une nouvelle cible thérapeutique, il est nécessaire de vérifier que cette
derniére ne soit pas exprimée par d’autres types cellulaires que celui (ou ceux) visé(s) par la
thérapeutique. Dans la littérature nous n’avons retrouvé en pathologie humaine que deux
travaux antérieurs, le premier, treés spécialisé, décrit I’expression, sous controle du VEGF, des
intégrines a5PB1 et avp3 dans les cellules de la granulosa ovarienne en voie de lutéinisation et
la perte d’expression de ces récepteurs parallelement a la régression du corps jaune cyclique.
(77). Dans notre ¢tude, nous retrouvons cette expression. La deuxiéme publication date de
1997. Elle rapporte la distribution dans divers tissus de 1’organisme de plusieurs protéines
membranaires dont la tétraspanine CD151 et 'intégrine a5B1. Les résultats de cette étude et
les notres sont comparés dans le tableau ci dessous. La lecture de ce dernier fait apparaitre de
nombreuses divergences portant notamment sur I’expression de la sous unité B1 et du
récepteur a5P1dans les tissus épithéliaux. Il est difficile d’interpréter ces divergences. Notons
cependant que les méthodologies mises en ceuvre dans les deux études divergent sur de
nombreux points. L’étude citée porte sur des coupes de tissus congelés, prélevés pour la
plupart au cours d’autopsies, fixées a 1’éthanol. Les anticorps utilisés étaient des monoclonaux
de souris dirigés pour 1’un d’entre eux contre la chaine B1 et pour I’autre contre a581. La
technique utilisée était une technique en immunoperoxydase en deux couches.(78) Notre
travail ne porte que sur un prélevement par organe .1l serait nécessaire de le répéter sur
d’autres échantillons de fagon a s’assurer de la non intervention de facteurs pré analytiques
dans la négativité d’expression au niveau de certains prélévements comme par exemple a

celui des veinules alto endothéliales des nceuds lymphatiques.
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Tissus Notre étude Etude australienne
a5p1 Bl a5p1 Bl
IFoie - sinusoides A=HE +/ +/- +++
- canaux biliaires - = ++ o+
INceud lymphatique - HEV = - ++ 4+
-sinus
[pancréas -canaux - + + ¥
Cellules de scwann - 4+ —+ T
iléon Cellules épithéliales - = - =
Myocytes lisses + ++ -+ +++
illosité
R]/Iu;)csutl:re muqueuse, + - + A
imusculaire + - - ++
IPeau Epithéliocytes basaux = o e .
¢épithéliocytes - +/- T
[Estomac ¢pithélium - - - T+t
Thyroide Cellules parafolliculaires - - - SHHE
[poumon Epithélium - + + ¥
Myocytes lisses - ++ + Tt
Vaisseaux + ++ + ++
Macrophages alvéolaires ++ ++ + ++
rein Glomérules : ++ -+ + et
endothéliocytes
T.collecteurs - 4+ B T+t
T proximaux/ distaux - +/- - -+
moelle Mégakaryocytes -+ o+
sang Lymphocytes - -
plaquettes -+ -+ ++ 4+
Neutrophiles - - _ o+
monocytes + + T T
Globules rouges - - - -
vaisseau endothélium +/- ++ + +4+
Myocytes lisses +/- ++ + +4+

Tableau résumant les différences majeures observées entre notre étude et 1’étude publiée en 1997. Les
différences majeures entre I’expression de I’intégrine a5p1 sont soulignées en violet, celles majeures entre
I’expression de la sous-unité 1 en bleu.

Dans notre travail nous avons montré que dans les tissus humains non tumoraux les deux
sous-unités sont exprimées au niveau des endothéliocytes des vaisseaux artériels et veineux,
plus faiblement au niveau de ceux du lit microcirculatoire. Il n’a pas été observé d’expression
au niveau de territoires vasculaires siege d’un remodelage actif comme celui du corps jaune
cyclique ou d’un tissu de granulation au fond d’une ulcération colique. Une localisation
apicale prédominante a ét¢ démontrée de fagon indiscutable au niveau du trophoblaste
villositaire. A ce méme niveau le récepteur est également exprimé au niveau du pole basal.
Compte- tenu du peu d’épaisseur du cytoplasme des endothéliocytes, il n’était pas toujours
aisé avec la méthodologie utilisée de localiser le signal au pole apical ou basal de la cellule
dans tous les types cellulaires. Une localisation apicale nous est cependant parue probable
dans la plupart des localisations, ceci tant au niveau des tissus sains que des vaisseaux
tumoraux, sans pouvoir ¢liminer une localisation basolatérale ou abluminale simultanée. 11

parait probable que I’expression au pole apical des endothéliocytes des vaisseaux tumoraux ne
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correspond pas une perte de polarité tel que suggéré récemment par Parsons-Wingerter dans
un travail préclinique chez la souris.(79) Une analyse en microscopie confocale serait

nécessaire pour définitivement clarifier ce point.

Les fonctions des intégrines situées au pole apical des cellules endothéliales sont inconnues.
On ignore notamment si une telle localisation permet I’interaction du récepteur avec les
fibronectines circulantes. Ces dernieres, synthétisées par le foie, interviennent dans la
formation du caillot . Suchiro a par ailleurs montré en culture qu’ a5Sp1 se comporte comme
un récepteur du fibrinogéne a la surface des cellules endothéliales.(79)(81) Ces faits
paraissent cohérents avec la constance des dépo6ts fibrineux au contact de villosités

placentaires.

[II.LExpression des protéines d’intérét dans les tissus tumoraux.

Dans notre travail, que ce soit dans les mod¢les pré cliniques ou dans les tumeurs humaines il
n’a pas ét¢ montré de surexpression du récepteur au niveau du lit microcirculatoire tumoraleni
au niveau du front d’invasion a I’exception cependant des structures gloméruloides.

aSPl est fortement exprimée par les cellules de la lignée thrombocytaire. Du fait de la
redondance des intégrines au niveau plaquettaire, on peut s’attendre a ce que les effets sur
I’hémostase de I’administration d’un inhibiteur du récepteur ne soit que faible .De fait, a581
ne joue qu’un role de support dans I’adhérence plaquettaire. Les souris knock-out pour ce
récepteur ne font pas de trouble hémorragique mais présentent au contraire une susceptibilité

a la thrombose.(82)

Dans notre travail nous avons montré que I’intégrine a5B1 n’est pas exprimée par les
neurones et la neuroglie en situation physiologique. 2-est faiblement exprimée par les
vaisseaux intracérébraux et ceux des plexus choroides 3- 1’est fortement par les cellules
méningothéliales. Ce dernier résultat confirme les données d’un travail de Mme Figarella-
Granger datant de 1997 décrivant une expression du récepteur dans les cellules

méningothéliales.(83)
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La présence du récepteur au podle apical des cellules endothéliales rendant ce dernier
accessible aux molécules administrées par voies veineuses, la surexpression d’ a5p1 au niveau
endothélial au cours de I’angiogénése tumorale et I’hyperplasie du lit microcirculatoire
tumoral font de la protéine une cible thérapeutique potentielle attractive. Un certain nombre
de faits viennent nuancer cette opinion: 1- comme rappelé dans le rappel bibliographique, les
¢tudes portant sur la vascularisation des glioblastomes révélent qu’au sein des plages
tumorales compactes la densité vasculaire de territoires tumoraux étendus ne differe pas de
celle de la substance blanche normale ou du cortex et dans les territoires d’infiltration
I’hyperplasie ne se développe que lorsque la densité des cellules tumorales devient élevée.
Ces faits suggerent que la croissance tumorale dépend du réseau vasculaire normal pré
existant dans les territoires d’infiltration sous forme de cellules isolées et d’une néo
angiogénese dans les zones de croissance compacte. 2- I’expression endothéliale de la
protéine n’est pas plus intense et ce, quelque soit le modele étudié, au niveau de la
microvascularisation tumorale que de celle de la circulation générale avec cependant pour
exception une surexpression du récepteur au niveau des hyperplasies gloméruloides d’une
part et de la microcirulation cérébrale dans les territoires péri tumoraux d’autre part. L’effet
antivasculaire des inhibiteurs d’ a5B1 devrait donc étre limité. En revanche ces derniers
pourraient inhiber les récepteurs des cellules microgliales activées ce qui est intéressant
puisque ces derniers contribuent au profil prolifératif et invasif des tumeurs par
I’intermédiaire de la sécrétion de facteurs de croissance vasculaire, de cytokines et d’ enzymes
protéolyiques.(28)

Les approches thérapeutiques anticancéreuses peuvent s’adresser non seulement aux cellules
tumorales mais également a celles du stroma: cellules endothéliales, myofibroblastes et
macrophages. Une telle approche comporte des avantages puisque ces cellules contibuent au
comportement prolifératif et invasif des tumeurs par I’intermédiaire de la sécrétion de facteur
de croissance, de facteurs angiogéniques de cytokines et d’enzymes protéolytiques; a la

prolifération des cellules tumorales.

Au niveau des cellules tumorales il est nécessaire d’insister sur 1’absence de polarisation du
signal. En effet quand présent ce dernier n’est pas plus intense a une extrémité de la cellule
qu’a une autre et les cellules situées a la périphérie tumorale et dans les zones d'infiltration
tumorale ne surexpriment pas la protéine. Dans ces conditions, il apparait que le récepteur

intervient de facon mineure dans I’invasion tumorale. La surexpression au niveau des
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territoires perinécrotiques traduit I’existence d’un lien avec I’hypoxie et peut étre médié par

HIF-1 et HIF-2.(33)(34)(84) Ce point mériterait d'étre exploré.

Pour ce qui concerne 1’expression d’a5B1 et de la cavéoline-1 par les cellules tumorales, les

points suivant méritent d’étre soulignés:

Une corrélation positive entre le ratio des ARNm mesurés par PCR quantitative et les
scores immunohistochimiques pour les protéines correspondantes a ét¢ , dans le cas de la
cavéoline-1, observée mais pas dans ceux des sous-unités a5 et B1. L’absence de corrélation
ne peut €tre attribuée a une puissance insuffisante du test statistique.Elle pourrait traduire
I’hétérogénéité tumorale, les deux études n’ayant pas été réalisées sur les mémes échantillons.
Cependant, le fait qu’une corrélation entre la quantit¢ d’ARNm et celles des protéines
effectivement traduites n’est pas obligatoire est bien connue. Ceci illustre la complémentarité

des études transcriptionnelles et traductionnelles.

Une corrélation significative a été mise en évidence entre la quantit¢ d> ARNm des
deux sous-unités, celui de la cavéoline-1 et le grade tumoral (III versus IV). Ce résultat

conforte ceux publiés antérieurement par I’équipe strasbourgeoise.

En ce qui concerne les protéines, une premiere constatation est 1’existence d’une
grande hétérogénéité du niveau d’expression d’une tumeur a 1’autre et ce quelque soit la
nature des échantillons étudiés (modéles sous cutanés ou tumeurs de patients). Pour chaque
protéine, le marquage des cellules tumorales dans une tumeur donnée était le plus souvent
homogéne. Cependant, dans un petit nombre de cas, des clones exprimant une protéine
alternaient avec d’autres ne ’exprimant pas. Enfin dans 44% des 27 observations dans
lesquelles une nécrose ischémique était observée, les trois protéines étaient surexprimées dans
les territoires périnécrotiques. Des travaux en culture récents montrent que les voies
biologiques controlées par les intégrines avB3 et avBS sont impliquées dans le controle de
I'hypoxie tumorale dans les glioblastomes.(33)(34) Dans cet esprit, il pourrait étre intéressant
d’étudier les corrélations existant entre le niveau d’expression d’ a5 et 1 et ceux d’HIF-1 et

HIF-2.
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Pour ce qui concerne I’intensit¢ du marquage, le parallélisme entre ’intensité des signaux
générés par la détection d” a5 et Bl était inconstant. Dans 46% des modéles murins et
humains, tant le score que I’intensit¢ du marquage correspondant a B1 étaient plus intenses
que ceux d’a5. L’explication de ce déséquilibre tient probablement au fait que B1 participe a
la constitution de 12 intégrines différentes, potentiellement exprimées par un méme type
cellulaire alors qu’ a5 n’est connu participer a la constitution que d’un seul hétérodimere (1).
La situation inverse est ¢galement observée. Elle s’explique moins aisément. Classiquement,
en effet, les sous-unités n’existent qu’a 1’état d’hétérodimeres dans les membranes
plasmiques. Savoir si des monomeres peuvent se rencontrer a 1’état isolé dans les membranes
en pathologie tumorale n’est pas a notre connaissance connu. Une dernic¢re tentative
d’explication tiendrait dans une erreur d’analyse des préparations immunohistochimiques.
Dans cet esprit, il serait utile d’augmenter le nombre des tumeurs étudiées de facon a

confirmer 1’existence d’une telle situation.

Quelque soit la tumeur examinée le signal immunohistochimique n’était jamais
regroupé a un pole de la cellule tumorale. Par ailleurs, il n’était pas observé de surexpression
dans les zones d’invasion des mod¢les orthotopiques, notamment au niveau de la composante
de cellules infiltrantes. Il conviendrait de confirmer ce fait sur un plus grand nombre de
modeles orthotopiques. S’il était avéré, le fait qu’aSP1 participe activement a la migration des

cellules tumorales pourrait étre discuté.
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CONCLUSION

Malgré des avancées significatives dans la compréhension des mécanismes moléculaires
impliqués dans le développement des gliomes de haut grade, le pronostic de ces tumeurs reste
sombre. Les progrés dans ce domaine passeront probablement par I’identification de
nouvelles cibles thérapeutiques. Découvertes au début des années 1980, les intégrines, ont
depuis ét¢ impliquées a toutes les étapes de la cancérogenese. Les intégrines avp3 etavp5 sont
les plus étudiées dans les gliomes malins. Notre travail a consist¢ en I’étude du patron
d’expression de I’intégrine a5B1, un autre récepteur dont 1’intérét comme cible thérapeutique
avait préalablement été suggéré dans des travaux in vitro réalisés par ’équipe du Pr
Dontenwill. Nos résultats suggerent qu’a5p1, du fait de sa fréquente surexpression par les
cellules tumorales, constitue une cible potentielle attractive et pourrait également étre utilisée
pour I’imagerie moléculaire des gliomes. L’analyse de la faisabilité d’une telle démarche
passera nécessairement par la réalisation d’essais thérapeutiques pré cliniques, en sachant que
la redondance des récepteurs intégrine et la complexité des voies de signalisation en aval de

ces derniers rendent trés vraisemblablement la nécessité de thérapies a cibles multiples.
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