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Tie-2 tunica interna endothelial cell kinase (= TEK : tunica endothelial cell
kinase)

TIH thrombocytopénie induite par [’héparine
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Introduction

Le systeme vasculaire est un réseau essentiel permettant au sang de circuler dans tout
I’organisme et nécessite la formation d’un réseau cohérent et continu pour que le systéme soit
pleinement fonctionnel. La dérégulation de son développement conduit a de nombreuses
pathologies :

- lorsqu’il est trop peu développé, il induit une dégénération tissulaire et
complique la réparation des tissus lors de blessures, provoque une ischémie au niveau du
myocarde et peut aboutir a un arrét cardiaque et également a une perte de vision due a la
dégénérescence de la macula chez les personnes agées.

- a l’inverse, lorsqu’il est trop fortement stimulé, il peut conduire a une perte de la
vision dans le cas des rétinopathies diabétiques, a des maladies inflammatoires (polyarthrite

rhumatoide) ou au développement de cancers et a la dissémination des métastases.

Les progres accomplis dans la compréhension des mécanismes de formation de ce réseau
vasculaire tels que I’angiogenese a permis le développement de nouvelles thérapies anti-
cancéreuses comme les thérapies ciblées anti-angiogéniques. Cependant, de nombreux
progres sont encore nécessaires dans la compréhension du systéeme pour minimiser les effets

secondaires et éviter la résistance a ces nouveaux traitements.

La formation des vaisseaux sanguins nécessite une réorganisation des cellules qui les
constituent. Un rappel concernant la structure de la paroi des vaisseaux ou endothélium
vasculaire est nécessaire pour une bonne compréhension et est détaillé dans la premicre partie
de ce document. Puis, dans une deuxiéme partie, nous aborderons les différents mécanismes
de formation de ces vaisseaux sanguins, notamment celui de ’angiogenese. La troisieme
partie de cette revue bibliographique est consacrée au mécanisme de 1’angiogenese
déclanchée lors du développement d’un cancer encore appelé angiogenese tumorale ; les
nouveaux traitements anti-cancéreux dits ciblés y seront également évoqués. Enfin, un mode
de communication cellulaire encore mal connu, les microvésicules, et intervenant dans le
développement des cancers et dans 1’angiogenése sera abordé dans la derniere partie de ce

document.
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L’endothélium vasculaire : rappel
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L’endothélium vasculaire est formé par une couche unique de cellules endothéliales (CE)
tapissant la face interne des vaisseaux sanguins. Ces cellules endothéliales sont fermement
reliées les unes aux autres par des jonctions intercellulaires. Leurs contacts étroits avec les
cellules musculaires lisses ou péricytes et la membrane basale permettent d’assurer une

certaine intégrité vasculaire et permettent de réguler la perméabilité des vaisseaux.

I. Les cellules endothéliales

Les CE sont aplaties et allongées avec un noyau saillant du c6té de la lumicre vasculaire
(Figure 1). Elles contiennent tout 1’équipement en organites d’une cellule eucaryote
(mitochondries, lysosomes, réticulum endoplasmique, granules de sécrétion, etc.) et des
structures en forme de batonnets spécifiques des CE appelés corps de Weibel-Palade qui
contiennent notamment le facteur de von Willebrand (vVWF) et I’angiopoiétine-2 (Ang-2).

Ces cellules endothéliales sont polarisées : la face apicale (ou luminale) est en contact direct

avec le flux sanguin alors que la face basale (ou abluminale) est en contact avec la paroi

vasculaire.
\
N Noyau
Lumiere
vasculaire PR .
“. . vasculaire
" \\  }

Figure 1 : Coupe transversale d’un capillaire observé par microcopie €lectronique (extrait du cours d'histologie,
UC Louvain, faculté de Médecine, avec l'autorisation des auteurs).

Dans I’endothélium mature, les cellules endothéliales sont «endormies », état plus
communément appelé état de quiescence. Leur turn-over est supérieur a 1000 jours avec un

renouvellement vasculaire tous les 3/4 ans. Elles sont génétiquement stables et ne répondent
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pas aux signaux contenus dans le sérum. Ainsi, elles ne proliférent plus, sont résistantes a

I’apoptose et contrdlent la perméabilité paracellulaire.

I.1. Le glycocalyx

La face luminale des cellules endothéliales est recouverte d’un manteau appelé glycocalyx
dont I’épaisseur varie selon le type de vaisseaux. Il est constitué de protéoglycanes, de
glycosaminoglycanes et de polymére d’acide hyaluronique formant un réseau attaché a
I’endothélium par I’intermédiaire de glycoprotéines traversant la membrane comme les
molécules d’adhésion PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1) (Cf. figure
2). Des glycosaminoglycanes solubles et des composés solubles du plasma sont enrobés dans
cette matrice. La charge nette de ce réseau est négative et permet la répulsion ou I’attraction

des composés du plasma par interaction €lectrostatique.

Soluble

Hyaluronic

Figure 2 : Représentation de la surface luminale de 1’endothélium vasculaire. (Extrait de Yuan, Integrated
Systems Physiology. from Molecule to Function to Disease : regulation of endothelial barrier function, 2010)

(1).

Le glycocalyx joue donc un role de filtre qui permet de limiter le passage de molécules et de
cellules a travers la paroi des vaisseaux (1). Sous des conditions normales (physiologiques), le
transfert de molécules solubles et de fluides a travers la paroi des vaisseaux est controlé par
les facteurs hémodynamiques (flux sanguin, pression tissulaire) et par cette barriere

endothéliale.
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I.2. Le cytosquelette

L’intérieur de la cellule n’est pas qu’une simple solution aqueuse, elle contient également
différents types de fibres dont I’ensemble forme le cytosquelette (Cf. figure 3). Cette structure
est importante pour la morphologie, 1’adhésion et la migration des cellules. Elle joue

¢galement un réle dans la fonction de barriére de 1’endothélium.

Actin
filaments

Microtubules

Centrosome

Nuclear
-b{{_‘_

. S lamina
Intermediate Tl
filaments

Cell nucleus

Figure 3 : Représentation schématique des fibres constituant le cytosquelette : microtubules, filaments
intermédiaires et filaments d’actine. (Extrait du site internet
http://envorganelles.wikispaces.com/CYTOSKELETON+8+KM)

Le cytosquelette est stabilisé par des interactions avec différentes protéines cytosoliques
(comme les caténines a 3 y ou p120, ...) qui le relie a la membrane plasmique (Cf. figure 4).
Le cytosquelette est également relié a la membrane basale (ou matrice extracellulaire) par des
interactions avec les intégrines a et 3.

En réponse a de nombreux stimuli, les microtubules se dépolymérisent. Les sous-unités a- et
B- de la tubuline s’associent alors avec les filaments d’actine et se réorganisent en faisceaux
linéaires de fibres de stress. La formation de ces fibres de stress crée des tensions liées a la
contraction et provoque 1’ouverture transitoire de pores endothéliaux ou de trous entre les

cellules adjacentes (voie para-cellulaire) et augmente la perméabilité vasculaire.


http://envorganelles.wikispaces.com/CYTOSKELETON+8+KM
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Actin stress fibers

atubulin

Microtubule © \q

T mz W

N—M ‘
— = — e ——— e ——
FXtracellular Matrix

Figure 4 : Interaction du cytosquelette avec la membrane plasmique et la matrice extracellulaire. (Extrait de
Yuan, Integrated Systems Physiology: from Molecule to Function to Disease : regulation of endothelial barrier
function, 2010) (2).

I.3. La membrane plasmique

La membrane des cellules endothéliales est constituée d’une bicouche lipidique dans laquelle
sont ancrées différentes protéines transmembranaires jouant un role dans les différentes
fonctions cellulaires. On trouve par exemple :

- des protéines jonctionnelles comme les cadhérines ou les occludines permettant la
mise en place des jonctions adhérentes et serrées entre les cellules et 1’¢tablissement de la
barriére endothéliale,

- des canaux comme les connexines ou les canaux potassiques permettant la
communication entre les cellules,

- des molécules d’adhérences comme les sélectines et les ICAM (inter-cellular
adhesion molecule) permettant le passage des cellules du syst¢tme immunitaire lors des
phénomenes d’inflammation ou d’infection et permettant la réparation tissulaire,

- des intégrines permettant 1’adhésion a la matrice et favorisant la migration des CE
lors de la formation de nouveaux vaisseaux,

- différents récepteurs a activité tyrosine kinase dont Tie-2 (tunica interna endothelial
cell kinase) qui est responsable de 1’état de quiescence des CE, VEGFR-2 (vascular
endothelial growth factor receptor-2) et Notch qui sont impliqués dans le développement et la

maintenance des vaisseaux, Ephrine qui joue un réle dans I’établissement de la différentiation
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artério-veineuse, ou encore PDGFR (platelet derived growth factor receptor) qui est impliqué
dans le recrutement des péricytes,
- des protéines G responsable de la transmission des signaux intracellulaires,

- etc...

Seules, certaines protéines membranaires intervenant dans la formation des vaisseaux et

étudiées plus particulierement au cours de ces travaux de theése sont détaillées ci-dessous.

1.3.a. Le récepteur VEGFR-2 :

Le récepteur VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor-2) est exprimé
principalement dans les vaisseaux en croissance (3). Son ligand, le VEGF (vascular
endothelial growth factor) est un puisant régulateur de 1’angiogenése identifié en premier lieu
pour son activité sur la perméabilité vasculaire. C’est une molécule a action paracrine c’est-a-
dire qu’elle agit a distance du lieu ou elle a été produite et sa présence doit étre finement
régulée dans I’espace, le temps et en nombre pour éviter les désordres vasculaires (4).

La famille du VEGF comprend 7 membres dont le VEGF-A. Il existe sous différentes
1soformes (ou variants) apres épissage alternatif du géne aboutissant a des protéines ayant un
nombre d’acides aminés différents (entre 121 et 206 AA) et possédant des affinités différentes
pour I’héparine en fonction de la composition de leurs motifs basiques (Cf. figure 5). Ces
variants sont donc plus ou moins capables d’interagir avec les héparanes sulfates (HS) ou les
protéoglycanes a héparane sulfate (HSPG) de la matrice extracellulaire (MEC) et ils sont ainsi
plus ou moins séquestrés dans la matrice. Le VEGF-A165 est la forme pro-angiogénique
majoritaire chez ’homme. Il est diffusible et en parti séquestré, mais peut étre libéré par
I’action d’enzymes comme les héparinases ou les métalloprotéases.

Depuis quelques temps, Bates et al ont montrés 1’existence d’autres isoformes du VEGF-A
possédant des activités anti-angiogéniques (5). Celles-ci ont été nommées VEGF-Axxxb
contrairement aux autres formes a activité pro-angiogénique nommées VEGF-Axxxa ou
encore VEGF-Axxx (Cf. figure 5). IIs lient le récepteur mais n’induisent pas son activation.
C’est la proportion existant entre ces deux familles qui détermine le potentiel angiogénique du

VEGF.
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Figure 5 : Les différents isoformes du VEGF-A. (Adapté de Harper, Nature Review Cancer, 2008) (5).

Comme pour tous les récepteurs a activité tyrosine kinase, la liaison du VEGF (sous forme
dimérique) sur le domaine extracellulaire de VEGFR-2 induit la dimérisation du récepteur
(sous forme d’homo- ou d’hétéro-dimére). Ceci induit un changement conformationnel dans
le domaine intracellulaire conduisant a son activation par exposition du site de liaison a I’ATP
(adénosine triphosphate) au domaine kinase. La liaison de I’ATP est suivie d’une auto- ou
trans-phosphorylation des résidus tyrosines (par transfert d’un groupement phosphate) du
récepteur mais également de molécules effectrices transductrices du signal possédant un

domaine SH2 (Src homology 2-domain-containing proteins).

L’activation du récepteur conduit a une cascade de phosphorylation activant des molécules
effectrices en aval du signal et conduisant a I’induction de différentes fonctions comme la
perméabilité vasculaire, la prolifération, la migration cellulaire et la survie; fonctions

impliquées lors du processus d’angiogenese (Cf. figure 6).
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Figure 6 : Les différentes voies de signalisation de VEGFR-2 (Extrait de KOCH, Biochem J, 2011)(3).

1.3.b. Le récepteur Notch :

Le récepteur Notch (Notch-1 a Notch-4) et ses ligands DII (Delta-like ligand : dll-1, dll-3, dlI-
4) et JAG (Jagged-1 et -2) sont des protéines transmembranaires exprimées a la surface des

cellules ce qui limite le signal aux cellules voisines (leur structure est indiquée dans la figure

7).

Apres liaison avec son ligand, le récepteur Notch subit plusieurs attaques enzymatiques (Cf.
figure 7) :

- la premicére dégradation protéolytique a lieu dans la partie extracellulaire du
récepteur et est médiée par une métalloprotéase appartenant a la famille TACE (tumor
necrosis factor-alpha converting enzyme). Cette coupure libére la partie extracellulaire du
récepteur ou NECD (Notch extracellular domain) et crée un fragment extracellulaire attaché a

la membrane de la cellule ligand ou NEXT (Notch extracellular truncation).
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Figure 7 : Structure et voie de signalisation de Notch. (Extrait de Guo, BBA, 2011)(6).

Ligand de notch = serrate, delta delta-like (dll) et jagged (JAG). DSL= domaine Delta/Serrate/LAG-2, RAM=
molécule associée a la protéine RBP-Jk, ANK= répétition d’ankyrine, TAD= domaine de transactivation, PEST=
domaine riche en proline, glutamine, sérine et thréonine, NLS= signal de localisation nucléaire. Co-A= Co-
activateur de la transcription, Co-R= Co-répresseur de la transcription.

Le fragment NEXT est alors trans-endocyté c’est-a-dire endocyté par la cellule exprimant le
ligand (Cf. figure 8). Cette élimination du ligand a lieu avant le déclenchement de I’activité de
Notch et permet de faciliter le recyclage et de générer un ligand plus actif. Cette voie
d’endocytose a été€ proposée pour générer les forces suffisantes pour la protéolyse activatrice

de Notch.
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Figure 8: Voie de recyclage du ligand de Notch. (Extrait de D 'Souza, Current topic dev Biol, 2010)(7). Le ligand
de notch est ubiquitinylé par la protéine Mib ce qui permet son interaction avec ’epsine et conduit a son
internalisation.

- la deuxiéme dégradation protéolytique est localisée dans le domaine
transmembranaire de Notch et est médiée par un complexe multiprotéique contenant la y-
secrétase. Cette coupure conduit a la libération du domaine intracellulaire de Notch ou NICD
(Notch intracellular domain) qui est ensuite transloqué dans le noyau ou il pourra se lier au
facteur de transcription RBPJ (recombination signal binding protein for immunoglobulin
kappa J region). En absence de NICD, la protéine RBPJ recrute des co-répresseurs (Co-R) et
inhibe la transcription des genes cibles de Notch. Mais, lorsque NICD est présent, le
complexe formé avec la protéine RBPJ et la protéine Mastermind recrute des co-activateurs
(Co-A) de la transcription (comme 1’histone acétyl transférase (HAT) ou p300) et peut alors
induire 1’expression des genes cibles de Notch (Cf. figure 7) (8-9).

Cette voie de signalisation joue un réle important dans la différenciation, la survie et la

prolifération cellulaire et est impliqué dans la vasculogenése et I’angiogenése.

1.3.c. PECAM-1 :

PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1 ou CD-31) est une glycoprotéine
transmembranaire appartenant a la famille des immunoglobulines et est exprimée
constitutivement a la surface des cellules endothéliales. Localisée au niveau des jonctions

intercellulaire, elle est impliquée dans la perméabilité vasculaire et la transmigration des
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cellules immunitaires et inflammatoires a travers la paroi vasculaire. Au niveau basal, elle
joue un rdle dans les processus d’adhésion et de migration des CE grace a son association

avec les protéines du cytosquelette (actine) et a la modulation de I’activité des intégrines (10).

Le domaine extracellulaire de PECAM-1 est formé de 6 motifs de type immunoglobuline et
interagit de maniére homophile ou hétérophile avec son ligand localisé¢ sur la cellule adjacente
comme par exemple 1’intégrine avp3 (Cf. figure 9). Le domaine cytoplasmique de PECAM-1
contient des résidus tyrosine ou sérine localisés dans la partie ITIM (immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motifs). Ces résidus peuvent étre phosphorylés en réponse a de
nombreux stimuli comme le cross-linking de PECAM-1 ou encore 1’adhésion avec la

fibronectine ou le collagene (11).

PECAM-1 n’a pas d’activité enzymatique intrinséque mais est capable de recruter des kinases
(Src) permettant de phosphoryler les résidus tyrosine et crée un site d'ancrage pour la liaison
de protéines cytosoliques possédant un domaine SH2 comme les phosphatases SHP
responsables de la fonction inhibitrice de PECAM-1 dans la signalisation des récepteurs
immunitaires et plaquettaires (11) (Cf. figure 9).

Le domaine intracellulaire est capable d’interagir avec d’autres protéines cytosoliques comme
la B-caténine (12). PECAM joue ainsi un rdle dans la formation des jonctions adhérentes (11)
mais également dans la prolifération des CE puisque la B-caténine est capable de se
transloquer dans le noyau et d’induire I’expression de génes impliqués dans cette activité

(cycline D1 par exemple) (13).

I a été montré que PECAM-1 était également impliquée dans :
- la formation des tubes pseudocapillaires in vitro (14-15),
- la migration des CE (16) a travers la déphosphorylation des protéines des plaques
d’adhésion focale comme la paxilline et la vinculine médiée par SHP-2,
- et I’angiogenese in vivo (17) par son implication dans la formation des filopodes
(18).
Ces auteurs ont montré que les souris déficientes en PECAM-1 présentent des vaisseaux plus
courts, plus réguliers et moins fuyant ; ils suggerent un role des agonistes de PECAM-1 dans

la normalisation des vaisseaux sanguins.
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Figure 9 : Structure et voie de signalisation de PECAM-1. (Adapté de Woodfin, Arterioscler Thromb Vasc Biol,
2007) (19).

L’épissage alternatif du gene de PECAM-1 conduit a 8 isoformes différentes dans la longueur
du domaine intracellulaire et dont D’expression est régulée différemment lors du
développement et de I’angiogenese (20-22). Ceci a un impact sur 1’adhésion, la migration des
cellules et la formation des capillaires par modulation de la voie de signalisation MAPK/ERK
(mitogen-activated protein kinases /extracellular signal-regulated kinase) (21).

De plus, I’expression de PECAM-1 est stimulée par le VEGF (23). Des études ont également
montré le role de PECAM-1 et de TSP-1 (thrombospondine-1) comme régulateur critique
d’un switch favorisant la régulation de 1’angiogenése ou 1’état différencié respectivement (24-
26).

Enfin, I’équipe de Gu a montré que PECAM était localisée avec Tie-2 et la VE-cadhérine
(cadhérine endothéliale vasculaire) et permettait 1’inhibition de ces voies de signalisation lors
du développement vasculaire (11),VE-cadhérine étant impliquée dans la régulation négative

de VEGFR-2.

II. Les jonctions endothéliales
Les cellules endothéliales présentent plusieurs types de jonctions formées par interaction de

complexes multiprotéiques intracellulaires et transmembranaires appartenant a la famille des

molécules d’adhésion cellulaires (ou CAM) (Cf. figure 10) :
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- les jonctions serrées (ou tight) prédominent au niveau de I’endothélium et assurent

une barriére endothéliale relativement imperméable.

- les jonctions communicantes (ou gap) sont présentes en grand nombre dans toutes les

cellules qui constituent les vaisseaux sanguins et sont associées aux jonctions serrées. Ce type
de jonction permet de faire passer des petites molécules (ions, métabolites) d’une cellule a
I’autre et facilite la transmission du signal entre les cellules.

- les jonctions adhérentes (ou adherens) sont présentes également dans tout le systeme

vasculaire. Elles sont formées par interaction de complexes multimériques de cadhérines
laissant un petit espace intercellulaire contrairement aux jonctions serrées ou les membranes

plasmiques fusionnent.

Le domaine cytoplasmique de ces protéines jonctionnelles est reli¢ aux protéines du
cytosquelette par I’intermédiaire de protéines cytoplasmiques (y- et B-caténines et p120) (27-
29). Elles sont capables d’interagir avec les composants majeurs des deux autres types de
jonctions et sont au carrefour de voies de signalisation qui régulent 1’adhérence cellulaire et la

morphologie vasculaire (30).

Luminal side Endothelial cell

Claudins Tight junctions A
W S,
/ ¢ JAMs, ESAM ;
unction:
7/ Gap j s

Endothelial cell

Figure 10 : Représentation des différents types de jonctions. (Extrait de la thése de T. Mannic soutenue
publiquement le 29 octobre 2009, I'Université Joseph Fourier Grenoble 1)
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III. Les interactions des cellules endothéliales avec la

membrane basale :

La face basale des CE est en contact avec la membrane basale (MB), laquelle est constituée
d’une couche de matrice extracellulaire (MEC) spécialisée synthétisée par les CE. Cette
membrane permet de séparer les CE du tissu conjonctif sous-jacent, offrant ainsi un support
aux cellules et donc aux tissus qui la composent. Outre son role de soutien et de résistance
mécanique exercée par 1’environnement, elle a un role dans la diffusion de 1’information
permettant de réguler le comportement des cellules (croissance, survie). Elle est notamment

nécessaire a I’initiation et au développement des nouveaux vaisseaux.

La composition moléculaire de ce réseau est tres hétérogene. Elle est composée de
polysaccharides et de protéines fibreuses dont le collagéne de type IV, la laminine, 1’entactine
et le perlecan (Cf. figure 11). De nombreux autres composés sont également présents mais en

moindre proportion (fibronectine, collagene de type XV et XVIII, fibrine....).

perecan _h_F_
¢
L* et L

laminin

type IV collagen

Figure 11: Représentation de la structure moléculaire de la membrane basale. (Extrait de Alberts, The
Extracellular Matrix of Animals, Molecular Biology of the Cell, 1994)(31).

La membrane basale est également un réservoir de facteurs a activité pro-angiogénique

(comme les facteurs de croissance FGF-2 (fibroblast growth factor-2) et VEGF sequestrés par
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leur domaine de liaison a I’héparine et aux héparanes sulfates). Elle est également un réservoir
de facteurs a activité¢ anti-angiogénique comme les produits de dégradation du collagéne IV
comme [D’arresténe (al[IVINC1) (32), la canstatine (a2[IVINC1) (33) et la tumstatine
(a3[IVINC1) (34) ou du collagene XVIII comme 1’endostatine (35). Le perlecan sert de
bouclier contre les attaques protéolytiques et limite ainsi la dégradation de la membrane
basale et la libération des facteurs qui y sont liés. Cependant, ces facteurs sont tout de méme

susceptibles d’étre libérés par 1’action des métalloprotéases.

Les CE sont ancrées a la membrane basale par les plaques d’adhésion focales, lesquelles sont
connectées aux jonctions intercellulaires par le biais du cytosquelette. Les plaques d’adhésion
focales sont des microdomaines de rafts lipidiques localisés au niveau basal et comportant des
récepteurs transmembranaires hétérodimériques : les intégrines (Cf. figure 12).

Les intégrines sont des glycoprotéines hétérodimériques constituées des sous-unités a et . Il
existe 18 sous-unités o et 8 sous unités P, leur association peut alors donner lieu a 24
intégrines différentes notamment au niveau de leur affinité vis-a-vis des différents composés

de la matrice (Cf. figure 13).

Figure 12 : Représentation des plaques d’adhésion focales. (Extrait de Yuan, Integrated Systems Physiology:
from Molecule to Function to Disease : regulation of endothelial barrier function, 2010)(2).
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Figure 13 : Interactions des composés de la membrane basale avec les intégrines. (Extrait de Kaluri, Nat Rev
Cancer, 2003)(35).

La MEC joue un réle dans I’intégrité vasculaire en empéchant 1’extravasation des cellules
circulantes dans les tissus extravasculaires. Sous conditions pathologiques, des protéases sont
sécrétées par cellules du stroma. Ces enzymes digerent la MEC et rompent les plaques

d’adhésion focales.

IV. Les interactions des cellules endothéliales avec les

péricytes :

Les cellules musculaires lisses (CML) apparaissent majoritairement dans les grands vaisseaux

alors que les péricytes sont associ€s aux artérioles, aux veinules et aux capillaires.

Comme les cellules musculaires, les péricytes contiennent des protéines fibreuses et
contractiles permettant de stabiliser la paroi des vaisseaux en augmentant le contact entre les
cellules endothéliales. Ils permettent €galement le contréle de la prolifération des CE, la
croissance des nouveaux capillaires et ils participent a la régulation du flux sanguin
microvasculaire (pression, débit) et de la perméabilité capillaire. Ils sont capables de
synthétiser différents composants de la MEC comme le collagéne et les protéoglycanes et

participent a 1’élaboration de la lame basale.
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Le recouvrement du vaisseau par les péricytes est une étape de maturation nécessaire afin
d’obtenir un réseau vasculaire fonctionnel. Les CE secretent du TGF-B1 (transforming growth
factor beta) qui, aprés liaison avec son récepteur endogline, permet la différenciation des
cellules mésenchymateuses en péricytes (36). Les CE libérent également du PDGF-B (platelet
derived growth factor-B) qui agit de maniére paracrine et favorise la prolifération et la
migration des péricytes. A leur tour, les péricytes et CML (cellules périvasculaires ou cellules
murales) libérent de I’Ang-1 (angiopoiétine-1) qui va se fixer sur son récepteur Tie2 exprimé

constitutivement pas les CE (Cf. figure 14).

Recruitment and activation
of pericyte progenitor cells

VASCULAR STABILIZATION
BLOOD VESSEL MATURATION

Figure 14 : Représentation des interactions ayant lieu entre les péricytes et les CE. (Extrait de Ribatti, Int J Dev
Biol, 2011)(37).

V. Les principales fonctions de I’endothélium :

L'endothélium vasculaire est une barriere anatomique entre le sang circulant et la paroi du
vaisseau et les autres tissus. Mais il produit également différentes molécules et joue ainsi un
role essentiel dans la régulation de nombreux processus physiologiques comme I’hémostase,
I’inflammation, la perméabilité vasculaire, le tonus vasculaire (Cf. figure 15). L’endothélium
joue également un rdle dans la croissance vasculaire, fonction qui nous intéresse tout
particulierement dans ce travail de theése et qui est détaillée dans la partie suivante de cette

revue bibliographique.
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Figure 15 : Les différentes fonctions de I’endothélium vasculaire. (Extrait de these Milliat 2007).
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L'angiogenese : au départ,

un phénomene physiologique
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Partie 2 : I'angiogenése physiologique

I. Les différents mécanismes de formation des

vaisseaux sanguins :

Au tout début du développement de I’embryon, 1’oxygene et les nutriments nécessaires a sa
croissance diffusent librement. Puis, au fur et a mesure que les besoins augmentent, la
diffusion n’est plus suffisante et un réseau vasculaire primitif se met en place par un

processus appelé vasculogenese.

I.1. La vasculogenese :

Lors de ce processus, les cellules mésenchymateuses précurseurs ou hémangioblastes
proliférent et migrent pour former des amas cellulaires appelés ilots sanguins. Les cellules
situées en périphérie de ces ilots sanguins se différencient en cellules endothéliales primitives
alors que les cellules situées a I’intérieur de ces 1lots forment les premiers globules rouges ou
érythrocytes primitifs. Ainsi, apres différenciation, un labyrinthe vasculaire appelé plexus

vasculaire initial ou primitif est formé (Cf. figure 16).

vasculogenese tubulogenése
So ey ~ ey
angioblastes

Figure 16 : Formation des vaisseaux par vasculogenése et tubulogenése. (Extrait Xu, Tubulogenesis during blood
vessel formation. Semin Cell Dev Biol, 2011)(38).

Ce réseau primitif est ensuite complété par le mécanisme de tubulogenese.

I.2. La tubulogeneése :

La tubulogenése est un processus au cours duquel les précurseurs des cellules endothéliales
organisés en cordon passent de la forme cuboide a une forme aplatie. Ils réorganisent leurs
points de jonction a la périphérie du cordon et permettent ainsi 1’ouverture d’un espace entre
ces cellules, espace a I’origine de la formation de la lumicre du vaisseau ou lumen (Cf. figure

16).
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Plusieurs mécanismes de formation du lumen ont été proposés :

- I’accumulation de sialomucine négativement chargée le long des membranes
luminales opposées permet I’ouverture initiale d’un espace ressemblant a une fente entre les
CE.

- des vacuoles formées a I’intérieur des cellules s’alignent au centre de la cellule et
fusionnent avec celles de la cellule voisine pour créer un espace (39). Ce mécanisme est
appelé « Cell hollowing » (Cf. figure 17).

- des vésicules d’exocytose libérées dans I’espace extracellulaire fusionnent et
¢largissent la lumiere au centre du cordon (40). Ce mécanisme est appelé « Cord hollowing »

(Cf. figure 17).

A Cell hollowing

B Cord hollowing

Figure 17 : Les différents mécanismes de tubulogenése (formation de la lumiére des vaisseaux). (Extrait de Xu,
Semin Cell Dev Biol, 2011)(38).

Puis, I’expansion du réseau vasculaire s’effectue par le mécanisme d’angiogenese.

I.3. L'angiogeneése :

Plusieurs mécanismes permettent la formation de nouveaux vaisseaux a partir d’un vaisseau
pré-existant :

- ’angiogenése par bourgeonnement : sous 1’effet de différents facteurs de croissance,

les cellules endothéliales d’un capillaire sortent de leur état de quiescence, se divisent et se
mobilisent pour créer un bourgeonnement endothélial qui donnera lieu a un nouveau vaisseau.
(Cf. figure 18 A). Ce processus est le plus connu et le plus fréquemment retrouvé en situation

pathologique et sera détaillé au paragraphe III de cette partie.
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Figure 18 : Représentation des différents processus de formation des vaisseaux sanguins. (Adapté de Leite de
Oliveira, Molecular Aspects of Medicine, 2011) (41).

- I’angiogenése par intussuception, ¢’est-a-dire par division (Cf. figure 18 B). Le tissu
de soutien exerce une pression localisée sur la paroi du vaisseau, 1’allonge et divise le
vaisseau en deux vaisseaux filles. C’est un mécanisme de formation rapide de nouveaux
vaisseaux : les CE n’ont pas besoin de proliférer ni de migrer, elles ont juste besoin de se
réorganiser. Le vaisseau reste fonctionnel tout le long du processus. L’intussusception
angiogénique a lieu pendant le remodelage vasculaire, la vascularisation tumorale et le cycle

menstruel (42).

- ’angiogenese en boucle : ce mécanisme d’expansion vasculaire a ét¢ décrit pendant

la réparation tissulaire et est également un processus rapide de formation de nouveaux
vaisseaux fonctionnels (43) (Cf. figure 18 C). Ce mécanisme est basé sur le concept des
forces mécaniques qui régulent la croissance des vaisseaux comme le débit sanguin, la tension
exercée par les tissus et les organes a I’extérieur du vaisseau et sur 1’augmentation de la
pression a l’intérieur des capillaires (44). Les myofibroblastes impliqués dans Ia
reconstruction de la zone de contact 1ésée tirent les vaisseaux sanguins a proximité et entrent

dans I’aire de remodelage comme un réseau de boucles.
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Enfin, les vaisseaux se développent ensuite en diameétre et en épaisseur pariétale selon le

processus appelé artériogenése.

1.4. L'artériogeneése :

Cette étape supplémentaire de différenciation a lieu afin d’¢élargir le diameétre et la paroi des
vaisseaux pour former les artéres et les veines. La maturation de la paroi permet également
I’ajout des différents composants du vaisseau comme les péricytes, la MB, les différentes
lames ¢élastiques, les spécialisations des CE en fonction du tissu ou de 1’organe (comme par
exemple les jonctions cellule-cellule et cellule-matrice, les fenestrations, les récepteurs, la

différentiation artério-veineuse...) (Cf. figure 18 D).

Tous ces différents mécanismes permettent d’aboutir a un réseau vasculaire pleinement
fonctionnel.
Seul le mécanisme d’angiogenése par bourgeonnement sera détaillé dans la suite de ce

document.

L’angiogenése est nécessaire pendant tout le processus de reproduction (développement
embryonnaire, implantation placenta, cycle menstruel) mais ¢galement lors de la réparation
tissulaire et de la cicatrisation. Il est trés ponctuel et ne dure pas longtemps (quelques mois
lors de la reproduction, quelques jours lors de la cicatrisation). Les cellules entrent ensuite
dans une phase dite de dormance encore appelée quiescence, a I’exception des organes
reproducteurs. En dehors de ces cas, I’angiogenese n’a plus lieu dans les tissus adultes sains
mais peut apparaitre lors de maladies inflammatoires (comme la polyarthrite thumatoide, les
rétinopathies diabétiques), des désordres de la peau (psoriasis, sarcome de Karposi,

I’hémangiome) ou au cours du développement des cancers.

II. Le switch angiogénique :

La maintenance du systéme vasculaire est finement régulée par un ensemble de facteurs
favorisant la formation de nouveaux vaisseaux appelés facteurs pro-angiogéniques et des
facteurs empéchant cette formation appelés facteurs anti-angiogéniques. C’est la proportion

entre ces deux types de signaux qui régit le systéme.
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Lorsque les vaisseaux sont au repos, il y a un équilibre qui est établi entre ces facteurs pro- et
anti-angiogéniques : on parle de balance angiogénique. Mais, lorsqu’il y a une nécessité de
former de nouveaux vaisseaux, les proportions entre ces différents facteurs sont modifiées et
contribuent a faire pencher cette balance en faveur d’une activité pro-angiogénique ; on parle
de switch angiogénique (Cf. figure 19). De la méme manicre, la déstructuration des vaisseaux
peut étre obtenue apreés diminution des molécules pro-angiogéniques ou augmentation des

molécules anti-angiogéniques.

Angiogenic activators Angiogenic Inhibitors
VEGF Angiopoitin-1 Anglostatin PEDF
bFRF PIFG Thrombospondin 1/2  Vasoinhibin
IGF-i TGF-fi Endostatin Vasostatin
IL-8 TFG-u Angioarresein Arresten
POGF HGF Restin Canstatin

Prolactin Tumstatin
PEX aB(IVINC1

Angiggenesis z Anti-angiogenesis

Figure 19 : La balance angiogénique (Extrait de Sudhakar, JBB, 2009)(45).

II.1. Les facteurs pro-angiogéniques :

De nombreuses molécules sont dites pro-angiogéniques car elles induisent différents
processus impliqués dans I’angiogenese. Leurs mécanismes d’actions sont résumés dans le

tableau 1.

II.2. Les facteurs anti-angiogéniques :

Les principales molécules endogenes a activité anti-angiogénique proviennent de la
dégradation de la membrane basale par différentes protéases ; d’autres sont sécrétées par les
cellules endothéliales ou par le microenvironnement et agissent sur la prolifération et la

migration des cellules endothéliales (Cf. tableau 2).
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Facteurs angiogéniques Meécanismes d’action

Facteurs de croissance :

Famille du VEGF 1 la perméabilité vasculaire, 1 la prolifération et la migration des CE

PIGF 1 ’angiogenése pathologique

Famille du FGF 1 la prolifération et la migration des CE, 1 ’activateur du plasminogéne, 1 les
Pléiotrophine 1 la prolifération et la différenciation des CE

PDGF 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE,

HGF/SF 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE

EGF / TGF-a 1 la synthése de facteurs pro-angiogéniques, prolifération des CE

TGF-B Stabilisation des vaisseaux

EPO Prolifération des CE

Systéme des angiopoiétines :

Ang-1 et Tie-2

1 la stabilisation des néovaisseaux, | la perméabilité vasculaire

Ang-2 en présence de VEGF Déstabilise les vaisseaux pour permettre la modification du réseau vasculaire

Médiateurs de I’inflammation et cytokines :

TNF-a 1 la différentiation des CE
IL-8 1 la prolifération des CE
IL-3 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE

Prostaglandines E1, E2
IL-4

TGF-a

IGF-1

1 la différenciation des CE
1 la migration et la différenciation des CE
1 la production de molécules de la MEC, du VEGF, de I’'IL-8 et du PDGF

1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE, induction du VEGF,
1 ’activateur du plasminogeéne, | I’apoptose des CE

Molécules de la MEC, molécules d’adhérence cellulaire, protéases matricielles et inhibiteurs :

Gangliosides, acide

1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE

uPA et tPA / MMP 1 le remodelage de la MEC, libére et active de nombreux facteurs de croissance
PAI 1 la stabilisation des néovaisseaux en empéchant la dissolution de la MEC
PECAM Molécule d’adhésion nécessaire a la survie des CE, migration des CE,

E-sélectine / ICAM-3
VE-Cadhérine

Intégrines

Oncogénes tumoraux :

Molécules exprimées dans les néovaisseaux associés aux tumeurs, mécanismes
Stabilisation des vaisseaux, | 1’apoptose des CE

Interaction avec la MEC et les protéases, importante pour la migration des CE,
liaison avec le VEGF, | I’apoptose des CE

Ras 1 la synthése du VEGF et des TGF-a et RB, | la synthése de la TSP-1
P53 1 la synthése du VEGF, | la synthése de la TSP-1

Von Hippel Lindau 1 la synthése du VEGF

Autres :

COX-2 1 la vasodilatation

Angiogénine

1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE

Adrénomédulline 1 la vasodilatation, la prolifération et la migration des CE
(Estrogénes 1 la prolifération, la migration et la différenciation des CE
Proliférine 1 la migration des CE

Tableau 1 : Liste des principaux facteurs pro-angiogéniques endogénes et leurs mécanismes d’action. (Adapté de
De Botiard Bull Cancer 2005 ; Distler Q J Nucl Med 2003)(46) (47).
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Facteurs angiostatique

Mécanismes d’action

Fragments protéiques :

Angiostatine (fragment du plasminogene

Endostatine (fragment du collagéne XVIII)

Fragment de 1’anti-thombine I11
Prolactine 16 kDa

Médiateurs solubles :

Thrombospondine-1
Troponine
Interféron-a
Interféron-y

TGF-B

TNF-a

Facteur Plaquettaire-4

CXC chimiokines sans motifs ERL
IL-12

IL-4

Inhibiteur du VEGF (VEGFI)
TIMP

PAI

MMP

Acide rétinoique
Angiopoiétine-2

PEDF

| la prolifération et la migration, 1 I’apoptose des CE
| la prolifération, 1 I’apoptose des CE
| la prolifération, 1 I’apoptose des CE

| la prolifération, | angiogenése induite par le FGF-2

| la prolifération, 1 I’apoptose des CE

| la prolifération des CE

| la prolifération, 1 I’apoptose des CE, | angiogenése induite par
| la prolifération des CE

| la prolifération et la migration des CE, | les activateurs du
plasminogéne, 1 TIMP, 1 ’apoptose des CE

| la prolifération induit par FGF, 1 I’apoptose des CE
| la prolifération, | angiogenése induite par le FGF-2 et I'IL-8
| liaison FGF et VEGF sur leur récepteur

1 Pinterféron-y

| la migration des CE

| la prolifération des CE

| Pactivité des MMP

| Pactivité de I’'uPA

Génére les fragments protéiques

| la migration des CE

| la maturation des vaisseaux, antagoniste de I’ang-1,

| la prolifération et la migration des CE

Tableau 2 : Liste des principaux facteurs anti-angiogéniques et leurs mécanismes d’action. (4dapté de Distler Q
J Nucl Med 2003 ; Scoazec Ann Pathol 2000 et thése Noémie Thomas 2009, Nancy) (47) (48).
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III. Les différentes étapes de I'angiogenése par

bourgeonnement capillaire

La structure des vaisseaux est complexe. Les cellules endothéliales confinées dans le vaisseau
sont endormies c’est-a-dire qu’elles sont en phase d’attente encore appelée quiescence. De
plus, elles sont protégées par les péricytes et la membrane basale qui 1’entourent. Plusieurs
étapes sont donc nécessaires pour lever tous les obstacles, permettre un bourgeonnement

endothélial et aboutir a un nouveau vaisseau fonctionnel :

(- émission du signal d’appel,

- détachement des péricytes,
Indu.c‘.cion. { - activation des cellules endothéliales,
Déstabilisation o )
- sécrétion de protéases,
| - dégradation protéolytique de la MEC,
(- sélection des CE,
Bourgeonnement - protrusion des CE,
i < " o
Elongation - migration chimiotactique des CE devant le bourgeon,
- prolifération des CE derri€re le bourgeon,
¢ - formation de la lumiére et des jonctions,
Stabilisa?ion - recrutement des péricytes et formation de la membrane basale,
Maturation < ] ] )
Remodelage - induction de la quiescence,
(- amorcage du flux sanguin.

Ainsi, ’angiogenese correspond a une cascade d’événements et nécessite un contrdle dans

I’espace et dans le temps.
L’angiogenése est également contrdlée par la quantité de nombreuses molécules intervenant

dans ce processus et aussi par les interactions entre les différents partenaires mis en jeu a

travers les contacts jonctionnels (CE, péricytes, tissu environnant) (Cf. tableau 3).
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Evénement Effet
Induction de I’angiogeneése
Hvpoxie Réduction de la pression en oxygene. Stimule 1’activation de HIF qui va activer la
P transcription de nombreux génes comme le VEGF et les récepteurs.
vasodilatation
NO / VEGF Les deux conduisent a une vasodilatation et augmentent la perméabilité.
Ang-1 Inhibe la perméabilité.
Dégradation de la membrane basale
Angiogenine Participe a la lyse de la membrane basale.
MMP Endopeptidase qui dégrade et remodéle la matrice extracellulaire.
Différentiation et prolifération des CE

VEGF / Notch Régule la différenciation et la prolifération des CE.

En présence de VEGF, facilite le bourgeonnement par déstabilisation du vaisseau pré-
Ang-2 .

existant.
FGF-2 Favorise la synthése de VEGF chez les CE, il agit en synergie avec VEGF pour

favoriser la prolifération des CE, et module la différentiation des cellules.

Migration des EC

FGF / VEGF Chimioattractant pour les CE.
Angiogenine Facilite la migration et ’adhésion & la matrice extracellulaire.

Molécules d’adhésion

Servent pour les interactions physiques avec la matrice extracellulaire, et initient ainsi
le signal pour 1’adhésion, la migration et le positionnement des CE.

Réorganisation et stabilisation du réseau vasculaire

PD-ECGF
VEGF

Ang-1

Ang-2

SDF-1

Favorise la stabilisation en attirant les péricytes vers I’endothélium.

Avec ses interactions avec VEGFR-1, il joue un réle dans la maturation et la
structuration des vaisseaux nouvellement formés. Il régule également le diamétre de
la lumiére de ces vaisseaux.

Par sa liaison avec Tie-2, il remodéle les vaisseaux et stabilise les vaisseaux matures
en interagissant avec le tissu environnant et contribue a la survie. En excés, il
provoque un rétrécissement des vaisseaux et une inhibition de I’angiogenese.

En absence de VEGF et quand il est li¢ a Tie-2, il déstabilise les vaisseaux formés et
conduit a la mort cellulaire conduisant a la régression des vaisseaux. En présence de
VEGF, il déstabilise les vaisseaux existant et induit le remodelage vasculaire.

En se liant au récepteur CXCR-4 il favorise la maturation du réseau vasculaire
nouvellement formé. Il inhibe la formation de nouveaux vaisseaux.

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des facteurs impliqués dans les différentes étapes de 1’angiogenése. (Extrait de
Pousa, Rev Esp Enferm Dig, 2006)(49).
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III.1. Meécanisme d’induction et de déstabilisation de la

paroi des capillaires

Les vaisseaux sanguins transportent 1’oxygene nécessaire aux différentes cellules de
I’organisme, lequel diffuse vers les tissus ; c’est pourquoi la quantité d’oxygene (ou pression
partielle en oxygene) diminue lorsque 1’on s’¢loigne des vaisseaux. Lorsque les cellules sont
trop €loignées des vaisseaux sanguins (>100um) (ou zone avasculaire), elles sont en manque
d’oxygene (<5% O,). Cet état est appelé hypoxie. Les cellules développent alors une réponse
adaptative permettant d’augmenter les apports nutritionnels et gazeux en formant de
nouveaux vaisseaux qui vont pouvoir venir irriguer ces zones, l’angiogencse est alors

déclenchée.

I11.1.a. Induction par I’hypoxie :

La réponse adaptative des cellules en hypoxie est médiée par le facteur inductible par
I’hypoxie HIF-1a (50). HIF est un complexe hétérodimérique sensible a 1’oxygene :

- Lorsque la pression en oxygene est normale (ou normoxie), les sous-unités
cytoplasmiques HIF-1a et HIF-2a ont une durée de vie treés courte. Elles subissent des
modifications par la prolyl hydroxylase (PHD) (51) ce qui augmente 1’affinit¢ de HIF-1a pour
la protéine de von HippelRLindau (pVHL), protéine du complexe ubiquitin ligase E3
permettant de marquer les protéines devant étre dégradées (Cf. figure 20). HIF-1a est alors
ubiquitinylé et ensuite ¢liminé par le complexe du protéasome. L’acétylation d’HIF-1a par

I’arrest defective-1 protein (ARDI1) est également nécessaire pour une reconnaissance

compléte par pVHL (52).
0, high E\“\~—»m_
——e 05 low
Active HIF hydroxylases Inactive HIF hydroxylases

PHDs FIH
Stable
l l HIF o
Unstable /‘

HIFo H()—Pr\o ASg—OH Co-activator
recruitment

Pro Asn @
pVHL-mediated Blocked p300 @

proteolysis co-activator recruitment l
Inactivation of Activation of
HIF transcriptional activity HIF transcriptional activity

Figure 20 : Controle de I’activité de HIF par la pression tissulaire en oxygene. (Extrait de Schofield, Nature
Reviews Molecular Cell Biology, 2004) (53).
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- Par contre, lorsque les cellules sont privées d’oxygeéne (en hypoxie), I’enzyme PHD a
une activité réduite. Ainsi, HIF-1a et HIF-2a s’accumulent dans le cytoplasme et peuvent
rentrer dans le noyau ou ils se dimérisent avec HIF-1f et activent la transcription des geénes
cibles possédant I’¢lément de réponse a I’hypoxie (HRE) au niveau de leur région promotrice

(Cf. figure 21).

Nucleus

WUD Hypoxia ’
\

Figure 21: Mécanisme de dégradation  de HIF-1a (extrait  du  site internet :
http://www.mdanderson.org/education-and-research/departments-programs-and-labs/labs/powis-
laboratory/current-research/index.html).

De plus, en normoxie, HIF-1a peut étre hydroxylé (dans le domaine C-terminal) ce qui
I’empéche de se lier correctement a son élément de réponse HRE (54-55), d’autres
modifications post-traductionnelles sont également capables d’inhiber la transcription de

genes par HIF-1a (56-58).

Les geénes activés par [’hypoxie codent pour des protéines permettant (Cf. Figure 22) :

- de modifier le métabolisme des cellules et ainsi de passer d’une respiration aérobie
(métabolisme du glucose) a une respiration anaérobie avec production d’acide lactique (59).

- d’aider les cellules a survivre dans un environnement acide en régulant certains
genes nécessaires pour I'homéostasie du pH (60).

- de contrecarrer la privation d’oxygene en agissant sur le transport de I’oxygene

(comme 1I’érythropoiétine) ou dans la libération du fer (comme la transferrine).

- de moduler le tonus vasculaire comme la nitric oxide synthase 2 (NOS-2) (61).
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Figure 22 : Les cibles directes de HIF (extrait de Schofield, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2004)(53).

L’hypoxie régule également 1I’expression de génes impliqués dans I’angiogenése, comme :

- des métalloprotéases responsables de la dégradation de la matrice (62), ou de
I’inhibiteur de ’activateur du plasminogene (PAI) (60, 63-64).

- des facteurs de croissance permettant la prolifération et la survie des cellules avec,
par exemple, I’insuline (IGF-2 insulin-like growth factor-2) (65) et le transforming growth
factor-o (TGF-a) (64,66).

- le VEGF, principal facteur a activité pro-angiogénique par un mécanisme qui
augmente la stabilit¢ de son ARNm (acide ribonucléique messager) (67).

- les récepteurs du VEGF (VEGFR-1 et VEGFR-2) sont également surexprimés lors
de I’hypoxie par un mécanisme post-transcriptionnel tel que 1’augmentation de la stabilité des
ARNmMm (67) ou apres libération d’un facteur paracrine par les tissus ischémiés (68).

- enfin, d’autres facteurs pro-angiogéniques ne possédant pas I’élément de réponse
HRE dans leur promoteur sont régulés indirectement par 1’hypoxie comme le FGF, et les

angiopoiétines (60).
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I11.1.b. Déstabilisation de la paroi capillaire : sortie de la

quiescence endothéliale

La formation d’un nouveau vaisseau a partir d’un vaisseau préexistant nécessite de
déstabiliser le vaisseau mere. Cette déstabilisation dépend de divers facteurs produits par les
cellules de I’environnement en hypoxie comme le monoxyde d’azote (NO), le VEGF et
I’angiopoiétine, ou par les péricytes et la matrice extracellulaire en agissant sur 1’intégrité des

contacts jonctionnels des CE.

I1.1.b.1. Role du NO :

Le NO libéré lors de I’hypoxie est un puissant vasodilatateur. Il agit sur le cytosquelette en
modifiant la B-caténine (par S-nitrosylation) pour permettre le passage de macromolécules et
favoriser la perméabilité¢ induite par le VEGF (1). La vasodilatation provoque un
¢largissement des vaisseaux conduisant a un détachement des péricytes et a une altération des
jonctions entre les cellules endothéliales (Cf. figure 23). De plus, 1’augmentation de la
perméabilité conduit a I’extravasation de protéines dont la fibrine qui va pouvoir créer une

matrice provisoire qui servira de support au bourgeon du vaisseau en formation.

Vaisseaux quiescents Vaisseaux activés

Figure 23 : Déstabilisation de la paroi et sortie de la quiescence. (Extrait de Bergers, Nat Rev Cancer, 2003)

(69).

11.1.b.2. Role du VEGF :

Le VEGF est libéré lors du signal d’appel donné par I’hypoxie. Il se fixe alors sur son

récepteur possédant une activité tyrosine kinase (VEGFR-2). Cette fixation provoque
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I’autophosphorylation subséquente des différents résidus tyrosine situés dans le domaine
cytoplasmique du récepteur et conduit a (Cf. figure 24) :

- la phosphorylation de la VE-Cadhérine par la kinase Src induisant la rupture des
jonctions adhérentes et une redistribution cellulaire par endocytose (70,71),

- ’activation de la voie de signalisation MAPK nécessaire a I’ouverture des jonctions,

- ’activation de la voie de signalisation PI3K conduisant a la production de NO et

augmentant ainsi la perméabilité vasculaire.

Intracellulaire

Extracellulaire

Figure 24 : Role du VEGF dans la perméabilité vasculaire. (Extrait these Wallez, 2007).

Le VEGF induit également la phosphorylation d’autres protéines jonctionnelles comme
I’occludine et la zona occludens des jonctions serrées. Ainsi, les contacts cellulaires sont
déstabilisés et la perméabilité est augmentée (72, 73). Les cellules ne sont plus attachées les

unes des autres et peuvent ainsi migrer.

II1.1.b.3. Réle des angiopoiétines :

Le récepteur Tie-2 est impliqué dans la régulation de I’état de quiescence des CE.

Lorsque les cellules endothéliales sont jointives, la liaison de son ligand produit par les
péricytes, 1’angiopoiétine-1 (ang-1), conduit a la migration du récepteur Tie-2 au niveau des
contacts entre les cellules endothéliales et conduit a une inhibition de la prolifération et a un

signal de survie et de protection contre 1’apoptose ; 1’état de quiescence est alors activé (Cf.
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figure 26). La phosphorylation du facteur de transcrition Foxo (forkhead transcrition factor)
par AKT (serine threonine protein kinase) le rend inactif et régule négativement I’expression
d’ang-2, autre ligand du récepteur Tie (74).

Mais, lorsque les contacts sont rompus (c’est-a-dire quand les cellules ne sont pas jointives),
ang-1 peut se lier a la matrice et induire la localisation de Tie-2 au niveau des contacts cellule-
matrice activant les voies de signalisation conduisant a 1’adhésion des CE a la matrice, a leur

migration et favorise ainsi 1’angiogenése (75) (Cf. figure 25).

Presence of cell-cell contacts
Ang1 stimulation

W K ;
/N K \ ¥ J\
Py (i
o —
Foxoll (Erk ==
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BAD |

Absence of cell-cell contacts

Ang1 bound to ECM

¢ Angiogenesis 4 - - - Migration
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e Tie2 T
Focal complex \ s /
s - — ) Ang1
formation ~
; ? : ¢
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Ang1-mediated Tie2 anchoring to ECM
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Figure 25 : Représentation des voies de signalisation impliquées dans 1’état de quiescence des CE (Adapté de
Fukuhara, Nat Cell Biol, 2008 et de Augustin, Nat Rev Mol Cell, 2009)(76) (74).

Ainsi, la surexpression précoce de I’angiopoiétine-2 (Ang-2) produit par les CE lors du signal
d’appel donné par I’hypoxie rentre en compétition avec Ang-1 pour la liaison sur le récepteur
Tie-2. Dans un premier temps, les vaisseaux régressent mais sous l’induction du VEGF,
I’angiogenese est initiée (77, 78).

De plus, en présence de VEGF, I’angiopoiétine-2 induit le détachement des péricytes

conduisant a une déstabilisation des vaisseaux (79) (Cf. figure 26).
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Figure 26 : Role des angiopoiétines dans la stabilité des vaisseaux. (Extrait de Ribatti, Int J Dev Biol, 2011)(37).

L’état de quiescence est levé. L’endothélium se trouve alors exposé aux différents facteurs
présents dans le milieu environnant. Les cellules CE sont activées et peuvent répondre aux

différents stimuli qu’elles recoivent.

III.2. Mise en place du bourgeonnement endothélial

I11.2.a. Dégradation de la matrice extracellulaire :

Une étape déterminante pour le bourgeonnement est le désassemblage de la barriére qui
restreint la migration des CE. Cette barriére est composée de la MB et MEC et comporte
différents types de collagéne, des fibres ¢lastiques, des protéoglycanes et des
glucosaminoglycanes (GAGs) aussi bien que de nombreuses glycoprotéines servant de colle
pour tous ces composés (Cf. partie 1, paragraphe III).

Lors du détachement des péricytes de la paroi des vaisseaux, les récepteurs présents a la
surface des CE deviennent accessibles au VEGF, lequel induit notamment la synthése de
protéases capables de dégrader la MB et la MEC (80, 81). Ces enzymes appartiennent a la
famille des métalloprotéases de la matrice (MMP) et des activateurs du plasminogene.

Les MMP sont des endopeptidases généralement spécifiques d’un substrat comme le
collagene ou la gélatine (2). Elles peuvent étre sous forme soluble ou exprimées a la surface
des cellules (MMP de type membranaire ou MT-MMP). Synthétisées sous forme de pro-

enzymes inactives, les MMP sont activées apres clivage d’un domaine par une enzyme

38



Partie 2 : I'angiogenése physiologique

protéase déja activée (82). Ainsi une MMP est capable d’activer une autre MMP et conduit a

la dégradation de I’ensemble des composés de la MEC (Cf. figure 27 ci-dessous).

Figure 27 : Activation des MMP. (Extrait du site internet Wikipédia
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Mutual MMP_activation.svg)

Le plasminogéne, extravasé dans le milieu périvasculaire lors de la déstabilisation de la paroi,
est transformé en plasmine sous 1’action de I’activateur du plasminogene de type urokinase
(uPA) et de l'activateur tissulaire du plasminogene (tPA) séquestrés dans la matrice. La
plasmine est une sérine protéase capable d’activer la plupart des MMPs et ayant également
une action protéolytique propre sur différentes protéines matricielles comme la fibronectine,
la laminine, le collagene IV ou la fibrine. La plasmine est également capable d’inhiber les
TIMPs (inhibiteur tissulaire des MMP). Le PAI-1 (inhibiteur de I’activateur du plasminogene)
inhibe la transformation du plasminogéne en plasmine et joue donc un rdle dans la régulation

du systéme.

La dégradation de la MEC autour des cellules vasculaires endothéliales en phase d'invasion
est contrebalancée par une protection de cette matrice d'une lyse excessive par l’action
d’inhibiteurs solubles tels que les TIMP ou les inhibiteurs membranaires (83). De méme, la
compartimentation des MMP a la surface des CE limite la protéolyse a 'espace péricellulaire
et restreint la dégradation de la matrice au niveau du bourgeon (Cf. figure 28).

De plus, la MEC interagit de mani¢re mécanique avec les CE et peut ainsi réguler

I’expression de protéases des cellules au niveau du bourgeon et conduire a sa dégradation (84-
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85). De méme, la MB restreint 1’activit¢é des CE a un état anti-prolifératif. Une fois la
membrane basale dégradée, les CE vont pouvoir commencer a proliférer et a s’infiltrer dans

I’espace extravasculaire tout en digérant la matrice.
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Figure 28 : Représentation de 1’activation des MMP a la surface des CE en phase d’invasion. (Extrait de van
Hinsbergh, Cardiovasc Res, 2008) (86).

I11.2.b. Protrusion et migration des CE :

Le VEGF généré au cours de I’hypoxie diffuse dans le tissu environnant a partir de la zone
ischémiée vers les vaisseaux les plus proches créant ainsi un gradient de concentration (87) ;
il est également libéré lors de la dégradation de la matrice. Libérés de la matrice, les
récepteurs endothéliaux deviennent accessibles aux divers stimuli du milieu environnant
comme le VEGF. Les cellules endothéliales ainsi activées commencent alors la formation du
bourgeon. Cette phase est réalisée par des cellules spécialisées et peut étre décomposée en
plusieurs étapes :

- sélection des CE en fonction de leur phénotype,

- migration des CE vers la source du stimulus,

- prolifération des CE permettant d’obtenir un nombre suffisant de cellules pour

former les nouveaux vaisseaux fonctionnels (Cf. figure 29)
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Figure 29 : représentation des différentes étapes de 1’angiogenése par bourgeonnement. (Extrait de Carmeliet,
Nature Review Clinical Oncology, 2009)(88).

11.2.b.1. Les différents phénotypes endothéliaux :

Les cellules « tip »:

Des cellules particuliéres sont sélectionnées pour former 1’extrémité du bourgeon et sont
communément appelées « tip » (Cf. figure 30). Ces cellules « tip » répondent aux facteurs de
croissance, s’activent, prennent une forme polarisée et deviennent mobiles. Elles émettent de
fins et longs prolongements appelés filopodes qu’elles utilisent pour percevoir
I’environnement et pour étre guidée par le VEGF vers la source du stimulus. Ces cellules
prennent donc la té€te du bourgeon en croissance pour guider le vaisseau en formation vers la

région avasculaire.

Tip cell

Leads new vessel sprout

Extends filopodia

Explores environment for guidance signals
Migrates through extracellular matrix

Proliferate
Form vacuoles to generate vessel lumen
Produce extra cellular matrix

[
[ )
n
v
V Form the stalk of the vessel sprout

/ o
Phalanx cells
B
( " .
' \ Become quiescent

Align and form a smooth monolayer
Express tight junctions

Make contact with mural cells (pericytes)
V- - —
® ==

Figure 30: Les différents phénotypes des CE dans un vaisseau en formation. (Extrait du site internet
http://'www.ocular-angiogenesis.nl/Angiogenesis/Angiogenesis.html).
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Les cellules « stalk »:

Les CE qui suivent en dessous du bourgeon sont appelées cellules « stalk » et font le lien
entre les cellules «tip » et le vaisseau mére. Ces cellules « stalk » ne produisent pas de
filipode mais proliférent sous la stimulation du VEGF (87) (Cf. figure 30) et restent
connectées au vaisseau mere. Ces cellules forment la lumiere du vaisseau (par formation de
vacuoles) et établissent les différentes jonctions pour maintenir 1’intégrité du vaisseau (89) et

la polarité conduisant au dépot de la lame basale et a I’attachement des cellules murales.

Les cellules « phalanx »:

Les cellules appartenant au vaisseau initial et situées a la base du bourgeon sont appelées
cellules « phalanx » (Cf. figure 30). Ces cellules ne proliférent pas et deviennent quiescentes,

s’alignent, expriment les jonctions serrées et entrent en contact avec les cellules murales (90).

111.2.b.2. La sélection du phénotype endothélial:

La spécialisation des CE est régulée par la signalisation Notch/dll-4 (9, 91). Au départ, les CE
ont toutes le méme phénotype et expriment les récepteurs VEGFR-2 et Notch. Le VEGF, issu
du gradient de concentration, se lie a son récepteur VEGFR-2 présent a la surface des CE et
active I’expression de DII-4 dans ces cellules (Cf. figure 31). DII-4 se lie a son récepteur
Notch exprimé par les cellules adjacentes (87) et induit une régulation négative de
I’expression de VEGFR-2 dans ces cellules (9, 92-93) et provoque ainsi une diminution de la
libération de DII-4 dans ces cellules. Cette régulation négative de VEGFR-2 empéche ces

cellules de répondre au signal donné par le VEGF.

Tip cell selection via lateral Notch transactivation induces
inhibition by Notch stalk cell formation
N o S O d

[ >4 Dll4

zJVEGFR2/3 Expression
levels

tVEGFR1

Figure 31 : Représentation du mécanisme de sélection des différents phénotypes endothéliaux. (Extrait de
Carmeliet, Nature Review Clinical Oncology, 2009) (88).
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Les cellules endothéliales stimulées par le VEGF rentrent donc en compétition pour devenir
des cellules « tip ». La cellule qui exprimera plus de D114 que ses voisines deviendra « tip »
(phénotype pris par défaut en absence de signalling de Notch) (91, 94). Les autres cellules

ayant subit I’activation de Notch deviendront « stalk ».

La voie de signalisation Eph/Ephrine est également impliquée dans la sélection des cellules
«tip » : ’expression d’éphrin-B2 est régulée positivement par le VEGF-A, VEGFR-2 et
notch et son expression est retrouvée sur les cellules menant le bourgeon (cellules « tip ») (Cf.
figure 32 en rose) alors qu’EphB4 est retrouvée a la base du bourgeon (cellules « stalk ») (Cf.
figure 32 en bleu) (95). Cette signalisation est impliquée dans la régulation négative de

VEGFR-2 par endocytose mais les mécanismes ne sont pas trés bien connus.

tip cell (motile & invasive)

stalk cells (sprout base)

capillary

Figure 32 : Expression d’Ephrine-B2 et Eph-B4 au niveau des cellules angiogéniques. (Extrait de Pitulescu,
Gene Dev, 2010) (95).

Le phénotype de ces cellules endothéliales n’est pas figé dans un type particulier mais peut
évoluer de maniere dynamique. La boucle de rétro-controle formée par les voies de
signalisation du VEGF et de Notch réduit la capacité des cellules a devenir des cellules
meneuses a quelques cellules et permet ainsi d’éviter un développement excessif du réseau

vasculaire (88) ou la stabilité des vaisseaux pourrait étre perdue (9).

Aprés mise en place des cellules « tip », la formation du capillaire nécessite une étape de
migration et de prolifération des cellules endothéliales permettant la croissance du capillaire
en longueur jusqu’a la zone hypoxique. Pour cela, les cellules «tip» migrent par
chimiotactisme vers la source du stimulus tandis que les cellules « stalk » se divisent pour
fournir le nombre nécessaire de cellules. Ces cellules sont en contact étroit avec les molécules
de la matrice et, pour pouvoir se déplacer, elles doivent alternativement établir et casser les

contacts focaux d’adhérence avec la matrice extracellulaire.
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II1.2.b.3. Réle de la matrice extracellulaire :

Les protéines de la matrice servent de support aux CE pendant leur migration par le biais de
leurs interactions avec les intégrines présentes a la surface de ces cellules (96). Lors de la
dégradation de la matrice, certaines protéines matricielles comme le collagéne sont clivées et
de nouveaux sites de liaison apparaissent, les propriétés d’interactions avec les intégrines sont
alors modifiées. Par exemple, la coupure protéolytique du collagéne IV, initialement li¢ a
I’intégrine alP1, laisse apparaitre un site de fixation a I’intégrine avp3. De méme, la MMP-2
coupe le collagéne I de fagon a créer un site de fixation pour I’intégrine avp3. Cette protéase
étant localisée au niveau des sites d’invasion, elle permet ainsi la migration cellulaire en

direction du stimulus angiogénique (97).

Les protéines de la matrice, par leurs interactions avec les intégrines, sont également
impliquées dans la prolifération cellulaire. Par exemple, le collageéne IV induit la prolifération
et la migration des CE apres liaison avec les intégrines alfl et a2B1 mais lorsqu’il est
dégradé par les MMP, la liaison avec ces intégrines est fortement diminuée mais, grace a sa

liaison avec I’intégrine avf3, le collageéne IV inhibe la prolifération des CE (35).

La dégradation de la MEC par les protéases permet également la libération de facteurs
angiogéniques séquestrés dans cette matrice par leur domaine de liaison a I’héparine comme
par exemple le FGF-2, le VEGF ou le TGF-B. Ces facteurs activent différentes voies de

signalisation cellulaire comme la survie, la prolifération et la migration.

11.2.b.4. Rb6le des principales voies de signalisation

angiopoiétines/Tie2

Ang-1, par sa forte affinité avec la fibronectine, le collagene et la vitronectine et a sa plus
faible affinité avec la laminine et le fibrinogene, participe physiquement a 1’adhésion a la
MEC et favorise ainsi la migration des CE.

De plus, Tie-2 est un récepteur a activité tyrosine kinase et la liaison du ligand induit une
cascade de phosphorylation ayant des conséquences sur la migration et la prolifération
cellulaire, la perméabilité vasculaire, la maturation des vaisseaux et I’inflammation (Cf. figure

33).
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Figure 33 : Représentation des différentes voies de signalisation du récepteur Tie. (Extrait de Augustin, Nat Rev
Mol Cell, 2009) (74).

VEGF/VEGFR-2

L’activation du récepteur VEGFR-2 conduit au recrutement et a I’activation de la protéine
kinase Src et induit une cascade de phosphorylation activant des molécules effectrices en aval
du signal. Différentes voies sont ainsi régulées et conduisent : (Cf. partie 1, paragraphe 1.3.a)

- a la migration des CE par activation des protéines tyrosine kinase situées aux
contacts focaux et induit le réarrangement du cytosquelette (actine) permettant a la cellule de
S€ mouvoir,

- a la prolifération cellulaire par activation de la phospholipase Cy (PLC-y) qui
déclenche une cascade d’événements produisant des messagers lipidiques secondaires
capables d’activer la protéine kinase C (PKC),

- a la survie par activation de la voie PI3K, laquelle permet la production de
phosphatidyl inositol triphosphate (PIP3) permettant 1’activation d’ Akt et abouti a 1’inhibition

de I’apoptose et a la stimulation de la survie cellulaire.
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D’autres facteurs de croissance sont impliqués dans la prolifération et la migration cellulaire
comme le FGF-2 : ce facteur stimule I’expression des intégrines et coopére avec le VEGF lors

des phases de prolifération et de migration.

VE-cadhérines :

Sur la membrane cellulaire, la VE-cadhérine se trouve a proximité du récepteur VEGFR-2 et
agit indirectement sur la prolifération cellulaire.

Le domaine cytoplasmique de la VE-Cadhérine est reli¢ aux protéines du cytosquelette et aux
microtubules (28) par interaction avec différentes protéines cytoplasmiques dont le facteur de
transcription PB-caténine (27). La protéine kinase Src constitutivement associée a la VE-
cadhérine est activée par le VEGF et induit la phosphorylation du résidu tyrosine Y685 de la
VE-cadhérine (98). La B-caténine n’est plus liée a la VE-cadhérine et peut alors jouer son rdle
de facteur de transcription notamment en induisant 1’expression de geénes codant pour la
cycline DI et myc, ce qui induit I’entrée de la cellule dans le cycle cellulaire (13). Les
jonctions étant désorganisées, le récepteur VEGFR-2 peut étre activé et induit la prolifération
tandis que les fonctions anti-apoptotiques du récepteur sont fortement réduites.

De plus, La VE cadhérine agit également sur la transmission du signal en interagissant avec
les Rho-GTPases (hydrolase a guanosine triphosphate de la famille de Rho) (Rho, Rac et
Cdc42) (99) impliquées dans la régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine. En
effet, les GTPases Rho interagissent avec la membrane plasmique de fagon tres localisée, et
permettent une polymérisation ciblée du cytosquelette d’actine et sont capables de
promouvoir la formation de fibres de stress et ’assemblage des contacts focaux (100). Les
protéines Racl et Cdc42 induisent respectivement la formation de lamellipodes et de

filopodes (100, 101).

DLL-4/Notch :

Apres liaison avec son ligand DIl-4, le récepteur Notch subit plusieurs attaques par les
enzymes TACE et y-secrétase ce qui conduit a la libération, entre autre, du domaine
intracellulaire de Notch (NICD). NICD est ensuite transloqué dans le noyau et permet le
recrutement des co-activateurs de la transcription pour induire I’expression de ses genes cibles

(Cf. partie 1, paragraphe 1.3.b).
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Ainsi, notch inhibe la prolifération des CE par la régulation de la transcription de geénes
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, la prolifération et I’apoptose. C’est pourquoi,
dans I’endothélium en quiescence, les CE ne proliférent pas.

Notch a également un rdle dans ’activit¢ de VEGFR. Il régule indirectement les voies de
signalisation des MAPK et de PI3K/Akt en inhibant ’activit¢ de VEGFR-1 et de VEGFR-2.
Ce mécanisme permet d’expliquer I’état de prolifération actif retrouvé dans les cellules

« stalk » contrairement aux cellules « tip » (102).

III1.3. Stabilisation et maturation du néovaisseau :

I11.3.a. Inhibition des signaux pro-angiogéniques :

La dégradation de la membrane basale par les MMP a non seulement généré des facteurs pro-
angiogéniques mais également des facteurs anti-angiogéniques. De méme, la composition de
la matrice change et les interactions avec les intégrines s’en trouvent modifiées.

La dégradation de la matrice ne dure pas longtemps. L’expression de MT1-MMP est
transitoire dans les cellules « tip » et ’activité de cette enzyme est régulée négativement lors
de la phase de stabilisation et de maturation du vaisseau nouvellement formé (103). Les
cellules murales secretent des inhibiteurs des MMP (comme TIMP ou PAI-1) permettant de
supprimer 1’activité protéolytique de MTI-MMP des CE et empéchant la dégradation de la

membrane basale.

Tous ces événements concourent a limiter I’angiogenese et autorisent la phase de maturation
des vaisseaux. Lorsque les vaisseaux se rejoignent, les cellules «tip » s’anastomosent et
forment une boucle vasculaire et un réseau. Le nouveau tube est ainsi formé. Seulement ce
tube n’est pas fonctionnel et nécessite une €tape de maturation faisant intervenir plusieurs
molécules impliquées dans les interactions cellulaires et matricielles (Cf. tableau 4) mais
¢galement différentes voies de signalisation (Cf. tableau 5) ; mais les mécanismes sont encore

mal connus.
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Table 2 Molecules governing cell-cell interactions

Table 3 Molecules governing cell-matrix interactions

Muolecules (cell type)

Putative roles

Molecules (cell type)

Putative roles

VE-cadherin (EC)
M-cadherin (EC, mural cell)

Connexins (EC, mural cell)
Occludins, claudins,

zona occludins (201, 2, 3) (EC)
CD148 (EC)

Forms EC-EC junctions
Facilitates EC junctions—

mural cell communication
Facilitates EC junctions—

EC junctions and EC junctions—
mural cell communications
Form tight junctions in brain
and retinal capillaries
Regulates EC-mural cell
interaction

oy, oy, oy, oy, afls
{EC)

Proteases

(EC, mural cell)

Protease inhibitors

Suppress endothelial

cell apoptosis®

Provide cues for vascular patterning by
releasing growth factors

Cleave matrix molecules (such as
collagen XVl to endostatin), plasma
proteins (such as plasminogen to
angiostatin) and protease molecules
{such as MMP2 to PEX); cleaved
products cause EC apoptosis
Stabilize vessels by preventing
dissalution of matrix

AGenetic approach does not support this role for a, By and o By (rel. 25),

Tableau 4 : Les différentes molécules impliquées dans la maturation des vaisseaux et intervenant dans les
interactions cellule-cellule (a gauche) ou cellule-matrice (a droite). (Extrait de Jain, Nature Medecine, 2003)

(104).

Table 1 Signaling pathways

Ligand/receptor (cell type)

Putative roles

VEGF/NVEGFR1, 2 (EC)

VEGF;54/VEGFR2 and NRP1 (EC)
VEGFCNVEGFR3 and NRP2
EG-VEGF/PKR1, 2 (EC)

Notch pathway (EC, mural cell)

EphrinB2/EphB4 (EC)

PDGFB/PDGFR-p (EC, mural cell)
S1PI/EDG1 (EC, mural cell)
Angl/Tie2 (EC)

Ang2/Tie2 (EC)

Angl/Tiel, 2 (EC)
TGF-B/TGF-BRII (EC, mural cell)

TGF-B1/ALK1 (EC)
TGF-B1/ALKS (EC)
TGF-B1/ALK1 and endoglin (EC)
Syk/SLP76 pathway

Upregulates proteases for matrix organization

Generates provisional matrix by increasing permeability
Upregulates PDGF-B to recruit mural cells to stabilize vessels
Suppresses apoptosis to stabilize vessels

Induces EC specialization (such as VWOs and fenestration)

Promotes arterial growth (?)

Guides lymphatic development

Induces EC specialization in endocrine organs (such as fenestration)

Determines fate of the common progenitor cell (EC versus mural cell?)

Establishes vessel fate (artery versus vein, upstream of ephrin signaling (in zebrafish?)
Determines arterial and venous endothelial cell specialization

Guides vessel branching

Promotes proliferation, migration and recruitment of mural cells
Promotes recruitment of mural cells (downstream of PDGFB signaling?)
Stabilizes vessels by facilitating interaction (EC-mural cell and EC-matrix)

Suppresses apoptosis of ECs

Induces hierarchical arrangement of vascular branching in the absence of mural cells
Induces apoptosis of ECs in the absence of VEGF

Determines lymphatic patterning

Coordinates vascular polarity

Promotes the production of ECM and proteases

Promotes differentiation of fibroblast to myofibroblast to mural cell (through serum response factor)
Regulates EC proliferation and migration (activation phase)

Regulates vessel maturation (resolution phase)

Promotes arterio-venous specialization (through Notch/ephrin signaling?)

Separates lymphatic from blood vessels

Tableau 5 : Les différentes voies de signalisation impliquées dans la maturation des vaisseaux. (Extrait de Jain,

Nature Medecine, 2003) (104).

111.3.a.1.

Stabilisation et maturation de la paroi vasculaire :

La maturation de la paroi permet [’ajout des différents composants du vaisseau : le

recouvrement par les péricytes, le dépot de la MB et des différentes lames élastiques, la

spécialisation des CE en fonction du tissu ou de I’organe (les jonctions cellule-cellule et

cellule-matrice, les fenestrations, les récepteurs, la différentiation artério-veineuse...) (Cf.

figure 34).
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Formation de la lumiere :

Au fur et a mesure que le bourgeon avance, les cellules « stalk » proliférent, s’allongent,
¢tablissent les jonctions cellule-cellule et forment la lumiére du vaisseau. Plusieurs
mécanismes de tubulogenese (formation de la lumicre du vaisseau) ont été décrits comme la
réorganisation des contacts jonctionnels au niveau des contacts cellule-cellule, la formation et
la fusion de vacuoles ou 1’accumulation d’acide sialique générant des forces €lectrostatiques
répulsives (Cf. bibliographie partie 2, paragraphe 1-2). La VE-Cadhérine est impliquée dans
ce mécanisme puisqu’elle est nécessaire pour permettre la localisation de la sialomucine
(acide sialique, CD34) au niveau des contacts cellule/cellule et pouvoir ainsi former la

lumiére vasculaire (105).

Lumen formation (VE-
Pericyte recrutment (PDGF-B, ANG-1

Myeloid cel
recruitment
ANG-2, SDF-1a

g = PIGF

€ Quiescent phalanx resolution

Transendothelial ipid transport (VEGF-B)

ar maintenance
NG-1, FGFs, NOTCH)
Bamer formation

Pericyte maty
/ ner oy
Basement membrane

deposition (TIMPs, PAl.1)  BPTNIN-B4, AlNG-

Figure 34 : Représentation des phases de résolution de 1’angiogenése. (Extrait de Carmeliet 2011 Nature) (105).

Recouvrement des péricytes :

La VE-Cadhérine est impliquée dans la stabilisation des vaisseaux en inhibant le signal du
VEGFR-2 et en activant la voie de signalisation du TGF- nécessaire pour la différenciation
des cellules mésenchymateuses en péricytes. De plus, la signalisation induite par Notch dans
les cellules «stalk » conduit non seulement a la régulation négative de VEGFR-2 et a

I’augmentation de VEGFR-1 inhibant ainsi I’effet du VEGF sur ces cellules mais également a
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I’augmentation de PDGFR-B dans les cellules murales exprimant Notch. Les CE libérent
¢galement du PDGF-B qui va permettre la migration par chimiotactisme des péricytes

exprimant le récepteur PDGFR.

Mise en place de la lame basale et activation de la quiescence :

Les CE et les péricytes activés secrétent les éléments nécessaires a la mise en place de la lame
basale (106) et a I’inhibition de la prolifération des CE. Les péricytes vont également libérer
de I’Ang-1 qui va pouvoir induire une re-localisation de Tie-1 au niveau des contacts
jonctionnels des cellules jointives et activer la survie des CE en stimulant la voie de

signalisation d’Akt, inhibant I’apotose. L’état de quiescence est activé.

Mise en place des jonctions cellulaires :

Les CE établissent des jonctions de type adhérentes et serrées par I’expression de VE-
cadhérine, d’occludine et autres claudines. Ces jonctions permettent aux vaisseaux sanguins
d’étre résistants aux forces mécaniques et créent ainsi une barriére imperméable (107). Cette
barriére est maintenue par différents récepteurs endothéliaux dont Tie-2, Notch et Robo.
Ceux-ci sont impliqués dans la régulation de la phosphorylation des VE-cadhérine et
permettent d’inhiber les effets du VEGF en inhibant la phosphorylation de VEGFR-2 par la
protéine kinase SRC (Cf. figure 35).

) VfGF
Interstitium Tio-2\|( Y VEGFR2
\
-\

" SRC)

Endothelial Oy~
cell
Lumen

Figure 35 : Les différentes voies de signalisation impliquées dans le maintien de 1’intégrité vasculaire. (Extrait
de London, Angiogenesis,2009) (108).
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La diminution de la phosphorylation de VEGFR-2 s’accompagne d’une inhibition de
I’activation de la voie des MAP kinases conduisant & une diminution de la prolifération
cellulaire et d’une activation de la voie des PI3K par le VEGFR-2 conduisant a la survie. Les
signaux anti-apoptotiques restent actifs et explique en partie 1’inhibition de contact observée

quand les cadhérines sont engagées dans des jonctions.

111.3.b. Remodelage et perméation du nouveau réseau

capillaire :

Cette étape permet d’optimiser le réseau vasculaire en régulant le nombre de branchement par
expansion ou ¢lagage afin de le rendre fonctionnel et pouvoir répondre a la demande en
nutriment et en gaz du tissu sous-jacent.

Les différentes isoformes du VEGF jouent un role dans le diamétre des vaisseaux : VEGF121
et VEGF165 augmentent le diamétre de la lumiere alors que le VEGF189 conduit a des
vaisseaux plus petits.

La régression de branches en trop (appelé pruning) est régulée par des forces
hémodynamiques et des interactions entre les CE, péricytes et I’environnement tissulaire (42,
104, 109). Elle implique le désassemblage des jonctions, la rétractation et dans une certaine

mesure ’apoptose des cellules (110-111).

La différentiation artério-veineuse implique différentes voies de signalisation dont celles de
Notch, de VEGFR-2 et d’EphrinB2/EphB4. Cette étape permet d’équilibrer le nombre et
I’assemblage correct des CE artérielles et veineuses dans les structures vasculaires distinctes
ayant un diametre adéquat (112). Comme pour la sélection des cellules « tip », le phénotype
artériel est acquis par la signalisation de Notch (EphrinB2) alors que le phénotype veineux

semble pris par défaut (90).

La fusion des cellules «tip » permet d’obtenir une lumicre continue dans les nouveaux
vaisseaux, le flux est ainsi établi (113). L’oxygénation des tissus régule négativement la
production de VEGF permettant le retour des cellules a 1’é¢tat de quiescence (90). Ce
phénotype est assimilé a celui des cellules « phalanx», état pour lequel les cellules sentent et
régulent la perfusion tissulaire (Mazzone et al 2009). L’angiogenése physiologique s’arréte

donc ainsi.
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III.4. Structure des nouveaux capillaires

La mise en place de la lame basale permet la création d’une barriére a perméabilité réduite qui
peut-étre modulable entre le sang et les tissus environnants. En effet, en fonction des besoins
du tissu a irriguer, on distingue différents types de capillaires (Cf. figure 36) :

- les capillaires continus : ils sont formés d’un endothélium et d’une lame basale
ininterrompue permettant une perméabilité de base.

- les capillaires fenétrés : les cellules endothéliales posseédent des pores qui rendent ces
vaisseaux plus perméables.

- les capillaires discontinus : ce sont des capillaires fenétrés dont la lame basale est

discontinue. Cela forme des réseaux irréguliers et trés perméables.

Continuous Capilla Discontinuous Capilla
ey complete piilary incomplete

basal lamina hasal lamina

(;o_minuous endothelial fenestrated endothelial
lining lining

Fenestrated Capillary et
complete

bhasal lamina

fenestrated endothelial
lining

Figure 36: Les différents types de capillaires. (Extrait de
http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/CorePages/Vascular/Vascular.htm).
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PARTIE 3 :

L'angiogenese tumorale
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Comme nous 1’avons vu dans la partie précédente, la formation de nouveaux vaisseaux a lieu
lors des phases de développement normal d’un individu et est finement régulée : on parle
d’angiogenese physiologique. Mais ce processus peut également étre déclenché lors du
développement de certaines maladies comme le cancer. Dans ce cas, on parle d’angiogenéese

tumorale.

I. Introduction

I.1. Le développement des tumeurs

Les tumeurs sont issues de la division clonale d’une cellule initiatrice cancéreuse ayant acquis
certaines caractéristiques au cours de sa transformation et lui permettant de se diviser a
I’infini (Cf. figure 37) :

- elles ont une capacité de croissance exagérée due a 1’expression de protéines
permettant de poursuivre le cycle cellulaire et également des protéines les rendant insensibles
aux signaux d’inhibition de prolifération (inhibiteurs physiologiques, traitements),

- elles ont une indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération grace a la
production autocrine de facteurs de croissance et au changement de propriét¢ de leur
membrane plasmique par expression de différents récepteurs de facteurs de croissance
(VEGFR, EGFR, PDGFR...),

- elles deviennent immortelles par inactivation de protéines de controle telles que
p53 et pRb afin d’échapper a la mort cellulaire programmée ou apoptose,

- elles échappent a la sénescence par des mécanismes d’€¢limination du phénotype
d’érosion télomérique par activation des télomérases qui protegent I’extrémité des
chromosomes et permet ainsi une division illimitée des cellules,

- elles sont instables du point de vue génomique et chromosomique. La morphologie
du noyau est altérée: anomalie de la taille du noyau avec une augmentation du rapport
nucléoplasmique, anomalie de la forme du noyau, anomalie de nombre (bi ou multi-nuclée),

- elles sont capables d’envahir les différents tissus de I’organisme et former des
métastases en modulant 1’expression et 1’activité des intégrines et la sécrétion de MMP

permettant la dégradation de la lame basale de la tumeur,
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- elles continuent de se diviser et s’empilent au lieu d’arréter leur multiplication

quand elles sont en contact les unes avec les autres (formation de foyers), propriété a 1’origine

de la perte de I’inhibition de contact et de la nécessité de I’ancrage,

- elles développent des stratégies pour échapper au systetme de surveillance

immunitaire de 1’hote par inhibition des cellules présentatrices de 1’antigéne induit par le

VEGF,

- elles sont capables d’induire I’angiogencse tumorale nécessaire pour leur

croissance par la libération de facteurs pro-angiogénique (VEGF, FGF-2, MMP...).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth

cell death SUpPressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Emerging Hallmarks

Deregulating cellutar Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figure 37 : Les caractéristiques du cancer. (Extrait de Hanahan, Cell, 2011) (114).
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La transformation des cellules peut étre obtenue par différents types de mutations touchant les
proto-oncogenes et conduisant a un gain de fonction ou touchant les génes suppresseurs de
tumeur et conduisant a une perte de fonction du géne en question :

- altération génique : mutation ponctuelle non-sens ou faux-sens, mutation de
substitution, déméthylation dans la séquence promotrice ou permettant de moduler la stabilité
de la protéine,

- amplification génique permettant une augmentation du nombre de copie du gene et
conduit donc a une surexpression de la protéine,

- translocation permettant 1’échange de deux segments chromosomiques. Elle peut
conduire a I’augmentation de l’expression du gene (translocation quantitative) ou a la
synthese de protéines aberrantes (protéine de fusion) (translocation qualitative),

- apport de matériel génétique exogene d’origine virale,

- phénomene épigénétique, c’est-a-dire intervenant dans les voies de régulation de
I’activité des oncogénes (épigénétique : qui ne modifie pas la structure du geéne, contrairement

aux mutations, mais modifie son expression).

Une seule mutation ne suffit pas pour conduire a un cancer. La transformation est
multifactorielle et s’effectue en plusieurs étapes : c’est la phase de promotion. Elle permet a la
cellule initiée d’aller jusqu’au cancer histologiquement décelable (cancer in situ). La
combinaison des altérations génétiques peut donner lieu a une signature moléculaire de

certains cancers sur laquelle les cliniciens s’appuient pour poser leur diagnostic.

Au début, les cellules sont peu nombreuses, la croissance est lente et elles manquent de
facteurs de croissance. A fur et a mesure que les mutations s’installent, la croissance devient
plus rapide et la perte cellulaire est faible. Ainsi, le volume de la masse tumorale s’accroit, les
déchets s’accumulent et 1’oxygeéne se fait de plus en plus rare. La mort cellulaire devient de
plus en plus élevée et il apparait des zones de nécrose : c’est la phase de ralentissement. Dans
cette phase, la tumeur a atteint un état d’équilibre dans lequel le nombre de cellules en
prolifération contrebalance le nombre de cellules mourantes. Cette tumeur peut rester en
dormance et étre non détectable pendant des années tant qu’elle reste dans cette phase
avasculaire. Seulement parfois la tumeur arrive a déclencher la formation de nouveaux
vaisseaux ou angiogenése tumorale. Cette phase dite vasculaire permet d’apporter a la tumeur

les éléments nécessaires a sa croissance.
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I1.2. Cas des cancers des VADS

1.2.a. Généralités

Les cancers des voies aéro-digestives supérieures (VADS) représentaient en 2008 la septiéme
cause de déces par cancer dans le monde (115). En termes d’incidence, la France se place
tristement en téte des pays pour ce type de cancer, qui cause 2,7% de I’ensemble des déces par
cancer (données recueillies en 2005, rapportée par 1’Institut National du Cancer dans « La
situation du Cancer en France en 2009 »).

Ces cancers incluent des tumeurs malignes survenant a différents sites anatomiques dont le
plus fréquent est la cavité buccale (44% des tumeurs des VADS), suivie de 1’oropharynx, de
I’hypopharynx et du larynx (Cf. figure 38). Le type histologique épidermoide représente 90%
des carcinomes des VADS (116).

Nasal Cavity ’
/ Pharynx
Nasopharynx—
Oral Cavity | X Oropharynx—|
Tongue
Hypopharynx
— Supraglottis
Larynx f————Glottis
Esophagus

—— Hypoglottis
Vocal Folds

Figure 38 : Représentation des voies aérodigestives supérieures (VADS) (Extrait de Lieber, Head and neck,

2010) (117).

De par leur localisation, les tumeurs des VADS surviennent aprés inhalation ou ingestion de
divers produits qui agissent localement et directement sur les cellules épithéliales. Ainsi, les
principaux facteurs de risque sont la consommation d’alcool (éthanol, esters de phorbols,...),
de tabac (nitrosamines, benzopyrenes,...). Un autre facteur de risque moins connu est
I’infection par le virus du papillome humain (ou HPV) et provient du potentiel de

transformation et de promotion de la croissance cellulaire que confere le virus.
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La carcinogenése des cancers des VADS est un processus réalisé en plusieurs étapes (Cf.
figure 39). Tout d’abord, les cellules épithéliales deviennent hyperplasiques, elles proliférent
mais I’épithélium reste inchangg, il n’y a pas de création de nouveaux tissus. Puis, lors de la
dysplasie, les cellules commencent a se désorganiser, le développement du tissu est perturbé.
Enfin, le carcinome est la derniére étape des cancers de 1’épithélium et peut rester localisé ou

devenir invasif et former des métastases.

Mugqueuse Carcinome | Carcinome

[ Hyperplasic } | Dysplasic | | .
normale I T TYPeTpRasie | ' hM ' " insit | ' | invasif

Délétion 9p21 Délétion 3p Anomalies 11q13 Anomalies 10923 et
[nactivation pl16/pl4  Délétion 17p13 (ou et 13921 3926

Trisomie 7 mutations p53) Délérion 8p Délétion 18q
Anomalie EGFR Tétraploidie Aneuploidie Inactivation de pTEN
Activation téloméras Amplification

Inhibition RAR- 3 cycline D1

Figure 39 : Les différentes étapes du développement des cancers des VADS. (Extrait de Fayette, Bull Cancer,
2009) (118).

Ce type de cancer est difficile a traiter en raison de leur localisation et de leur forte tendance a
envahir les tissus environnants et a se disséminer dans les nodules lymphatiques. De plus,
I’évolution de la maladie est difficile a prédire avec les outils conventionnels (clinique,
histopathologie). C’est pourquoi, la recherche de biomarqueur est nécessaire pour prédire
I’évolution de la maladie mais également pour faire profiter les patients d’une thérapie plus
adaptée. De nombreuses études ont été réalisées et ont conduit a I’identification de plusieurs
molécules impliquées dans cette pathologie dont le récepteur du facteur de croissance

épidermique (EGFR) (Cf. tableau 6).
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Prognostic Sample size and P value No prognostic Sample size and P value
Molecular biomarker significance variation (min.-max.)* significance variation (min.-max.)" Total
Cell cyele acceleration and p.-n.-'.lferufmn
EGFR 5" 41-140 - 0.0002-0.02 ’ 47-165 - 0.114 1
Cyelin D1 he 140-348 — <0.0001-0.0181 - - 2
Ki-67 3 41-113 - 0.0001-<0.001 1 74 - 0.091 4
PCNA - 3 60— 113 - >0.05 3
Aktl 1 84 - 0.013 - 1
Tumour suppression and apoptosis
p53 and p63 9° 45-140 — 0.0002-0.049 - - 9
p21 and p27 2 106-192 - 0.018-0.03 1 192 - 0.43 3
Bcl-2 family members 4 35-110 — <0.005-0.0489 1 110 — 0.4901-0.8287 5
pRb 2 220-348 - 0.004—<0.05 - - 2
Survivin 1 78 - 0.002 - - 1
Hypoxia
HIF-la 3 57-112 - 0.004-0.048 - 3
CAIX 2 60-117 - 0.02-<0.05 1 68 — 0.062 3
GLUT-I 1 40 — 0.035 - - 1
EPOR 1 43 - 0.030 - - 1
Angiogenesis
VEGF “ 59-1002 - <0.001-0.045 1 84 - 0.168 5
CD105 3 26176 — <0.001-0.02 - - 3
Ephs 1 59 - 0.037 1
Cell adhesion and matrix degradation
MMPs 6 68-138 — 0.008-0.032 1 38 — data not shown 7
CD44 3 36-138 - 0.01-0.03 3
Cadherins 3 47-67 — <0.0001-<0.05 1 84 — data not shown 4
Catenins 1 135 - 0.0088 - - 1
Versican 1 139 — 0.048 - - 1
Total 58 12 70

*Variations regarding the number of investigated patients and concerning the P statistical value (Cox regression or Kaplan-Meier analysis)
according to each spemﬁc marker studied amongst the different publications.

P Combined expression of EGFR, p53, and cyelin D1 was associated with an unfavourable pmgno:-ns |n OSCC patients™,

“Tumours with downregulation of pl6é and overexpression of cyclin D1 exhibited the worst prognosis™®

Tableau 6 : Valeurs pronostiques de différents biomarqueurs des cancers des VADS identifiés par
immunohistochimie (Extrait de Oliveira, Int. J. Oral Maxillofac. Surg, 2011) (119).

I.3. Le récepteur EGFR :

La voie de signalisation d’EGFR est activée de manicre aberrante dans de nombreux types de
cancers dont les cancers des VADS et est souvent associée a un mauvais pronostic et une
survie diminuée. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans 1’activation de cette voie dont
I’augmentation du nombre de récepteur présent a la surface cellulaire ou des délétions du
domaine extracellulaire conduisant a un variant activé en permanence indépendamment de la
liaison du ligand (variant III ou EGFRvVIII). Des mutations dans le domaine tyrosine kinase ou
des mutations dans les protéines effectrices peuvent également conduire a une augmentation

de la fonctionnalité de cette voie de signalisation.

1.3.a. La voie de signalisation d’EGFR :

\

EGFR est un récepteur a activité tyrosine kinase appartenant a la famille ErbB/HER

comprenant 4 membres et posséde de nombreux ligands (Cf. figure 40).

60



Partie 3 : I'angiogenése tumorale

a EGF BTC
TGFo HB-EGF NRG1 NRGS
AR EPR NRG2 NRG4

Figure 40 : Les récepteurs de la famille HER et leurs ligands. (Extrait de Hynes, Nature reviews cancer, 2005)
(120). AR : amphiréguline, BTC : bétacelluline, EGF : epidermal growth factor, HB-EGF : heparin-binding
EGF, EPR : épiréguline, NRG : neurégulines.

Comme pour tous les récepteurs a activité tyrosine kinase, la liaison du ligand conduit a un
changement de conformation permettant I’homo- ou 1I’hétéro-dimérisation du récepteur suivi
d’une auto-activation des résidus tyrosines dans le domaine intracellulaire du récepteur (Cf.
figure 41).

Selon les molécules effectrices recrutées, différentes protéines de signalisation (encore
appellées protéines effectrices) sont activées dont la voie des MAPK kinases et de PI3K/AKT
conduisant a ’augmentation de la prolifération cellulaire et a I’inhibition de 1’apoptose.
EGFR est également impliqué dans la mobilité des cellules par I’intermédiaire de RAC et des
FAK (focal adhesion kinase) et joue donc un role dans 1’adhésion et la formation de
métastases. La voie de PI3K est induite a des niveaux variables selon les co-récepteurs

recrutés lors de la dimérisation et permet la modulation du signal.

L’activation en chaine de cette cascade conduit a 1’activation de facteurs de transcription tels
que c-fos, c-jun, c-myc ou STAT (signal transducer and activator of transcription). Ceux-ci
rentrent dans le noyau de la cellule et induisent la transcription de geénes cibles entrainant une
augmentation de la production de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF (121).

Le lien entre EGFR et I’angiogenese a été montré dans un modele de souris transgéniques :
lorsque le récepteur EGFR a été inactivé par mutation, I’angiogenese €tait diminuée mais

celle-ci a pu étre restaurée par injection de VEGF (122-123). Ce lien a également été montré
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par l’utilisation d’inhibiteurs d’EGFR comme le gefitinib ou le cetuximab. Ces agents
induisent une diminution de la libération des facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGEF,
IL-8, FGF-2 ou le TGF-a par les cellules tumorales (124-125). Des études cliniques ont
montré une corrélation entre la sur-expression d’EGFR et la radiorésistance (126) et
I’utilisation d’inhibiteurs a permis de restaurer une certaine radiosensibilité (127). Ceci peut-
étre du a un mécanisme de normalisation des vaisseaux tumoraux qui permettrait un meilleur
acces aux agents cytotoxiques au niveau de la tumeur (128). Enfin, quelques études suggerent
qu’EGFR aurait un lien direct avec 1’angiogenése (127, 129), vraisemblablement a cause de
I’expression de ce récepteur a la surface des cellules endothéliales composant la paroi des

vaisseaux tumoraux (130).
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Figure 41 : Représentation de la voie de signalisation d’EGFR (Extrait d’Allison, Nat. Rev. Cancer, 2010) (131).

1.3.b. L’'internalisation du complexe EGFR-ligand :

La partie intracellulaire du récepteur EGFR peut étre ubiquitinylée par 1’enzyme ubiquitine
ligase E3 (cbl) et permettre ainsi la formation de vésicules d’endocytoses par un mécanisme
dépendant de la clathrine. Cette internalisation permet de diriger le récepteur vers le

compartiment lysosomial ou il sera détruit ou encore le diriger vers la membrane plasmique
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ou il pourra étre de nouveau activé (Cf. figure 41). Des enzymes sont capables d’enlever

I’ubiquitinylation et ainsi participent a la régulation de ces mouvements.

Les mécanismes impliqués dans 1’internalisation d’EGFR ne sont pas clairement établis. Des
expériences de mutagenése dirigée ont permis de montrer que la liaison de Grb2 semble jouer
un réle important pour cette internalisation ; de méme que la phosphorylation de certains
résidus tyrosine ou sérine (Cf figure 42) (132). Un site de liaison pour le complexe AP-2
(clathrin adaptor protein complex 2) a également été trouvé dans la partie cytosolique

d’EGFR mais il ne semble pas étre essentiel pour 1’internalisation de ce récepteur.
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Figure 42 : Représentation des motifs impliqués dans I’endocytose du récepteur EGFR. (Extrait de Sorkin, Exp
Cell Res, 2009) (132).

La présence du complexe EGF-EGFR a été retrouvée dans le noyau de certaines cellules. De
plus en plus d’évidences indiquent qu’EGFR pourrait exercer un role de facteur de
transcription. En effet, il a ét¢ montré que la fraction nucléaire d’EGFR possédait une activité
d’ADN topoisomérase (133) et peut se lier a une séquence spécifique de ’ADN riche en AT
(ATRS) et permettre la transcription du gene de la cycline D1, protéine impliquée dans
régulation du cycle cellulaire et importante pour la progression en phase G1 (134). Ceci est en
accord avec la corrélation trouvée entre la présence d’EGFR dans le noyau et 1’état prolifératif

du tissu (134) ou le faible pronostic et la résistance aux traitements (135). De plus, I’équipe de
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Li et al. ont également suggéré que le domaine tyrosine kinase pourrait exercer un control
négatif sur I’activation de la transcription puisque le domaine cytoplasmique entier d’EGFR
montre une transactivation plus faible que la partie cytoplasmique C-term riche en proline
(134). Le mécanisme du transport nucléaire d’EGFR n’est pas encore bien compris mais il a
été montré récemment une implication de la dynamine et de la clathrine dans ce processus de

translocation nucléaire (136).

1.4. Le facteur tissulaire (FT) :

Le facteur tissulaire (ou CD142) est une glycoprotéine transmembranaire appartenant a la
famille des récepteurs de cytokine de class II dont le rdle principal est d’activer la cascade de
la coagulation. Le FT est exprimé constitutivement par les fibroblastes, les cellules
musculaires lisses et les cellules épithéliales (c’est-a-dire les cellules extravasculaires) et n’est
donc normalement pas en contact avec la circulation sanguine. Ainsi TF est séparé de son

ligand, une protéase a sérine (le facteur FVII(a)), tant que 1’intégrité vasculaire est préservée.

1.4.a. La cascade de coagulation :

La coagulation est un phénomene physiologique localis€¢ au niveau d’une lésion vasculaire
entrainant 1’activation en chaine de facteurs plasmatiques circulant sous forme de précurseurs
inactifs (ou zymogenes) et aboutissant a la formation d’un thrombus plaquettaire et d’un
réseau de fibrine (caillot fibrino-plaquettaire) afin de combler cette 1€sion et de limiter la perte

sanguine (Cf figure 43).

Elle peut étre initiée de 2 fagons différentes :

- la voie principale (ou exogene ou extrinseéque) : exposition du sang au contact du
facteur tissulaire (FT).

- la voie de contact (ou endogeéne ou intrinséque) : exposition du sang au contact d'une
surface chargée négativement, surface catalytique sur laquelle vont se fixer les facteurs de la

coagulation.
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Figure 43 : La cascade de la coagulation. (Extrait du site internet de la source encyclopédie Wikipedia)

L’activation en chaine des facteurs de la coagulation de ces 2 voies aboutit a la formation de
thrombine, enzyme protéolytique qui va transformer le fibrinogéne circulant en fibrine,

constituant principal du caillot (Cf. figure 43).

Le FT fixe le facteur FVII circulant via son domaine extracellulaire et le complexe engendré
active les facteurs X et le facteur IX ; ces interactions sont favorisées par la présence de

phospholipides anioniques et de Ca®".

1.4.b. Role du TF dans le cancer :

Comme pour EGFR, le facteur tissulaire est sur-exprimé dans certains types de cancer dont
les cancers des VADS (137) (138), expression qui semble étre liée a la perte du geéne
suppresseur de tumeur p53 ou a I’activation d’oncogenes par les cellules tumorales lors de

leur transformation (Cf figure 44).

65



Partie 3 : I'angiogenése tumorale

< Genetic (cancer-specific) > ¢ Epigenetics )
Tumor suppressors m
(P53, PTEN, other) -
Oncogenes ,,” Cytokine
(ras, EGFR, HER-2, /
/ Cell adhesion

C-MET, PML-RARa)

Other 2
factors

Trousseau
syndrome

angiogenesis

| aggressive tumor growth ‘

cell migration

cell survival

Figure 44 : les facteurs impliqués dans la sur-expression du facteur tissulaire et les conséquences sur le
développement tumoral. (Extrait de Rak et al., Semin Thromb Hemost, 2006) (139)

Le facteur tissulaire est associ¢ a différents processus du développement tumoral et son
expression a été corrélée avec le grade histologique des cancers et associé a une dissémination
tumorale et a ’angiogenése (Cf figure X). Le domaine intracellulaire du TF est impliqué dans
le processus de dissémination des cellules tumorales puisque sa délétion diminue de fagon tres

nette le potentiel métastatique des cellules tumorales (140).

Par son rdle dans la coagulation sanguine, le FT est impliqué dans I’état d’hypercoagulabilité
des patients atteints de cancers et est associ¢ a une incidence plus €élevée de complications
thromboemboliques. Le TF est également présent au niveau de 1’endothélium vasculaire
tumoral et son expression est probablement induite par les facteurs inflammatoires libérés par
les cellules cancéreuses. Et, a cause de I’hyperperméabilité vasculaire observée dans les
tumeurs, les facteurs de coagulation, normalement séquestrés dans le compartiment
vasculaire, peuvent également diffuser a I’intérieur du stroma et initier le processus de

coagulation (141).

Différentes études ont évoqué I’implication du facteur tissulaire dans 1’angiogenese. En effet,
la délétion compléte du gene TF chez la souris a conduit a des problemes de remodelage des
vaisseaux du sac vitellin et a un syndrome hémorragique conduisant a la mort des embryons
9iéme

vers le jour (142). De plus, une étude a montré que 1I’augmentation de 1’expression du TF
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dans les cellules tumorales était associé avec une augmentation de 1’expression de VEGF, a
une diminution de la thrombospondine et & une augmentation de la taille de la tumeur (143). 1l
a d’ailleurs ét¢ montré que la partie cytoplasmique de TF régule la production de VEGF et
I’angiogenese (144).

Le mécanisme d’induction de 1’angiogenese par le facteur tissulaire peut étre réalisé de

maniére dépendante ou non de la coagulation (Cf figure 45).
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Figure 45 : Voie d’activation de I’angiogenése tumorale par le facteur tissulaire. (Extrait de Lopez-Pedrera
et al., Leukemia, 2006) (145).

Des études suggerent un role de récepteur pour le FT notamment a cause de la présence de
résidus phosphorylables dans sa partie intracellulaire. En effet, la liaison du facteur FVIla sur
le domaine extracellulaire du FT induit la phosphorylation de 2 sérines par un mécanisme
dépendant de la PKC (proteine C Kinase) (146).

De la méme maniére, I’extrémité C-terminale de la protéine liant I’actine ABP-280 (Actin
Binding Protein 280) se fixe au domaine intracytoplasmique du FT alors que son extrémité N-
terminale se lie aux filaments intracellulaires d’actine (147). Cela active la voie des MAP
kinases a l’origine de la phosphorylation de plusieurs kinases focales favorisant alors
I’adhésion et la migration cellulaire.

Seulement peu de données concernent 1’activité du TF dans le cadre des cancers des VADS.
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1.4.cC. Le TF circulant :

Le TF circulant est généralement véhiculé par des petites particules microscopiques libérées
par les cellules apoptotiques, les cellules activées mais également les cellules cancéreuses
(148) (Cf. partie 4: Les microvésicules paragraphe IL.5). La libération de cette forme
particulaire de TF est augmentée dans de nombreuses maladies dont le cancer et contribue a
I’augmentation des incidents thrombotiques observés chez les patients. Mais cette libération
est également augmentée sous l’effet des traitements comme la chimiothérapie et la
radiothérapie.

Le TF existe également sous forme soluble et provient de I’épissage alternatif du géne (149).
Ce variant nommé asTF (alternative spliced TF) ne posséde pas de domaine

transmembranaire ce qui réduit considérablement ses propriétés pro-coagulantes (150).

II. L'angiogenése tumorale

I1.1. Les vaisseaux tumoraux :

Il.1.a. Caractéristiques :

La structure des vaisseaux tumoraux est trés différente de celle des vaisseaux normaux. Le
réseau vasculaire tumoral n’a pas de hiérarchie dans la structure des branchements (Cf. figure
46), 1l est irrégulier en forme, chaotique, déstructuré, anormal, tortueux et allongé (Cf. figure
47). Ce réseau est formé de vaisseaux de diametre irrégulier di en partie a la compression de

la paroi vasculaire par les cellules tumorales en prolifération.

Abnormal
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Figure 46 : Représentation de la hiérarchisation des vaisseaux normaux (a gauche) et tumoraux (a droite).
(Extrait de Jain, Science, 2005) (151).
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Figure 47 : Structure des vaisseaux tumoraux. (Extrait de McDonald, Nature medecine, 2003) (152). Image
obtenue par microscopie a balayage (SEM) d’un vaisseau normal (vasa vasorum de sinus carotidien de rat,
gauche) et tumoral (xénogreffe de tumeur humaine chez la souris nude, droite).

Le réseau vasculaire tumoral est lache et relativement perméable. C’est un réseau faiblement
fonctionnel ou le sens de circulation peut étre perturbé et rend difficile la délivrance des
médicaments chimiothérapeutiques au sein de la tumeur. De méme, la délivrance inadéquate
de I'oxygéne dans les tissus tumoraux conduit a une certaine résistance vis-a-vis des
traitements a base de radiothérapie. La plasmine, libérée par I’activation des urokinases
induite par le VEGF, et les ¢léments non figurés du plasma diffusent et fournissent un terroir

riche pour la prolifération des cellules tumorales (ou niche tumorale).

Les défauts structuraux des vaisseaux tumoraux impliquent de multiples anormalités
fonctionnelles (recouvrement des péricytes anormal, trou dans I’endothélium, passage de
cellules tumorales, exsudation de plasma dans la tumeur ce qui augmente la pression
interstitielle tissulaire a 1’intérieur de la tumeur, ...). Ces anomalies touchent chaque
constituant de la paroi des vaisseaux sanguins c’est-a-dire les CE, les péricytes et la MB (Cf.

figure 48).
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Figure 48 : Schéma représentant les anomalies de chaque composant des vaisseaux tumoraux. (Extrait de
McDonald, CHEST, 2005) (153).

I11.1.b. Les cellules endothéliales tumorales :

Les cellules endothéliales sont hétérogénes au sein de la tumeur : certaines sont actives,
immatures et en prolifération alors que d’autres sont quiescentes ou méme entrent dans des
processus d’apoptose. Elles possédent des anomalies génétiques (aneuploidies, chromosomes
multiples) qui ont peut-étre une part de responsabilité dans la résistance aux thérapies anti-
angiogéniques (154). Elles secrétent des protéines qui sont trés peu ou pas libérées par les CE
normales (comme certains facteurs de croissance, récepteurs de molécules d’adhésion, facteur
protecteur de I’apoptose, métalloprotéases...).

Par ailleurs, les cellules endothéliales se développent anormalement en se superposant les
unes sur les autres (155). La MB possede des couches supplémentaires et n’est pas liée aux
cellules. Les jonctions entre les cellules endothéliales sont laches ce qui augmente la
perméabilité vasculaire bien que les vaisseaux ne soient pas fenétrés. Ceci facilite la
dissémination de cellules cancéreuses dans 1’organisme mais le réseau lymphatique participe

également a la formation des métastases.

Il.1.c. Les péricytes tumoraux :

Contrairement aux péricytes des vaisseaux sanguins normaux qui s'accrochent solidement aux

cellules endothéliales et sont enveloppés par une membrane basale bien ajustée, la plupart des
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péricytes dans les vaisseaux tumoraux sont vaguement associés aux cellules endothéliales ce
qui fragilise les vaisseaux tumoraux. (Cf. figure 49). Ils présentent également des anomalies
dans ’expression de génes tels que I’actine ce qui rend plus difficile le diagnostic. L’absence

de ce marqueur peut ainsi étre mal interprétée (absence de péricytes).

Pericytes on normal capilary

B Pericytes
O encothesal cess

Pericytes on tumor blood vessel ‘ k

Figure 49 : Schéma représentant la répartition des péricytes au niveau des vaisseaux sanguins. (Extrait de
McDonald, CHEST, 2005) (153).

En résumé, les vaisseaux tumoraux sont trés différents des vaisseaux normaux de part leur
structure et leurs propriétés (Cf. tableau 7). Ces différences morphologiques permettent aux
vaisseaux tumoraux d’étre plus réceptifs aux médicaments anti-vasculaires par exposition du

récepteur VEGFR, récepteur masqué dans les vaisseaux normaux.

Vaisseau normal Vaisseau tumoral

Structure Organisé, stable, Désorganisé, instable

Localisation localis¢ Localisation inappropriée dans la tumeur

Perméabilité Perméabilité controlée Perméabilité accrue

Circulation hiérarchisée Shunt artério-veineux

Péricytes Couverture optimale Insuffisant. Mutation génétique

CE Quiescentes Anormales (mutation génétique)
Dépendent des facteurs de survie VEGF

Flux Contrdlé Imprédictible (deux sens)

MB Lie les CE et péricytes Couches supplémentaires, liaison non apparente

Balance angiogénique Controlée Déséquilibrée

Tableau 7 : Récapitulatif de la différence entre les vaisseaux normaux et tumoraux. (Adapté de Corvol, cours
donnés au Collége de France en 20006, Paris, France).
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I1.2. Les mécanismes de formation :

Les vaisseaux tumoraux peuvent étre formés par plusieurs mécanismes (Cf. figure 50) :

Tumour cells line Cancer stem-like cells
tumour vessels differentiate into ECs

pre-existing vessels

Figure 50 : Les différents mécanismes de formation des vaisseaux spécifiques de 1’angiogenése tumorale.
(Adapté de Carmeliet, Nature, 2011) (105).

I1.2.a. Le bourgeonnement capillaire :

Le mécanisme de formation classique de nouveaux vaisseaux par bourgeonnement capillaire
(ou sprouting) est présent au niveau de 1’angiogenése tumorale. La plupart des signaux pro-
angiogéniques libérés par la tumeur stimulent sans relache 1’angiogenese tout au long de la
croissance tumorale. Le faible recouvrement des vaisseaux par les péricytes rend les
récepteurs endothéliaux disponibles en permanence d’ou un bourgeonnement continu.
L’angiogenése n’est plus controlée dans le temps et dans I’espace. De plus, 1’étape de

maturation n’a pas lieu, les vaisseaux formeés sont donc anormaux.

11.2.b. La co-option de vaisseaux :

Dans ce modele, la tumeur est capable de co-opter c’est-a-dire de récupérer des vaisseaux
normaux a son profit en se les appropriant (Cf. figure 50 A).

Lors de la co-option des vaisseaux, les cellules tumorales se développent autour des vaisseaux
existants. Rapidement, les vaisseaux commencent a produire de maniere autocrine de I’ Ang-2,
protéine responsable de la déstabilisation des vaisseaux. Les cellules endothéliales des
vaisseaux co-optés commencent a mourir par apoptose. La tumeur devient alors avasculaire et
hypoxique. Sous I’action du VEGF induit par la tumeur, les vaisseaux cessent leur régression
et D’angiogencese par bourgeonnement est déclenchée. Ainsi, 1’Ang-2 participe a la
déstabilisation des vaisseaux en 1’absence de VEGF et a I’angiogenese apres induction de

I’expression de VEGF (4).
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11.2.cC. Le mimétisme vasculaire :

Les cellules tumorales peuvent également participer a la formation des vaisseaux tumoraux en
s’incorporant dans 1’endothélium vasculaire tumoral par mosaisme ou mimétisme vasculaire
(Cf. figure 50 B). Dans le cancer colorectal ; il a été trouvé environ 15 % de mosaisme
représentant 3 a 8% de la surface totale des vaisseaux (156). Ce mécanisme facilite 1’acces
des cellules tumorales a la circulation sanguine.

Le liquide interstitiel de la tumeur est drainé par vaisseaux lymphatiques (formé par

lymphoangiogenése) et dont le role est capital pour la formation de métastases.

11.2.d. Le homing:

C’est un mécanisme de formation de vaisseaux a partir de précurseurs de CE issues de la
moelle osseuse et véhiculés dans le sang. Ces précurseurs sont capables de s’incorporer dans
les vaisseaux tumoraux d’ou le phénoméne de homing (Cf. figure 50 C).

Le mécanisme de homing implique la contribution possible des précurseurs de cellules
endothéliales circulantes CD 34+, issus de la moelle osseuse ou de I’endothélium dans le
mécanisme d’angiogenése (157-158). Le mécanisme est encore mal connu mais on trouve
chez les patients dont la maladie est en progression, un nombre de cellules endothéliales

circulantes élevé et corrélé a la production de VEGF (159-160).

I1.3. Les étapes de I'angiogenése tumorale :

Le développement de nouveaux vaisseaux est un processus important dans la progression
tumorale et favorise la dissémination des cellules cancéreuses a travers 1’organisme. Le

niveau de vascularisation est un indicateur du potentiel métastatique pour les cliniciens.

11.3.a. Le déclenchement :

Au fur et a mesure de sa croissance, l’environnement de la tumeur se modifie
(appauvrissement en nutriment en gaz, acidification due a la libération de lactate issus de la
respiration anaérobie...). L’intérieur de la masse tumorale devient progressivement hypoxique
et résulte vraisemblablement de I’augmentation de la stabilité et de I’activité de HIF-1 par les
altérations génétiques. En effet, la perte de fonction des génes suppresseurs de tumeur p53 ou
PTEN (phosphatase and tensin homolog) observée dans les cancers augmente le taux de HIF1

(161) et également la transcription subséquente de génes dépendant de HIF-1 (162). La
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transformation de I’oncogéne v-Src est due a I’induction de HIF et provoque 1’augmentation
de I’expression de HIF et de ces génes cibles (163). De méme, certains facteurs de croissance
surexprimés dans certains types de cancers comme HER-2 augmentent la synthése de HIF-1
(164).

Par le grand nombre de geénes cibles exprimés, les fonctions induites par HIF-1 conférent un
certain nombre d’avantages aux cellules tumorales. La surexpression de HIF-1 a été corrélée
avec la mortalité¢, le mauvais pronostic et la résistance aux traitements observés chez les
patients (165).

Les cellules tumorales entrent alors en hypoxie et déclenchent la libération de facteurs

nécessaires a la mise en place de I’angiogenése tumorale : c’est le switch angiogénique.

11.3.b. Le switch angiogénique :

En dehors de I’hypoxie, I’augmentation de I’expression des facteurs pro-angiogéniques (Cf.
tableau 8) est la conséquence de I’activation d’oncogenes alors que la diminution des facteurs

anti-angiogénique peut provenir de la perte d’expression de geénes suppresseurs de tumeur

(Cf. tableau 9).

Facteurs les plus fréquemment produits par les tumeurs humaines :
Abréviation PM (Da) | Nom du facteur
VEGF 45000 Facteur de croissance des cellules endothéliales vasculaires
FGF-2 18000 Facteur de croissance des fibroblastes basique
FGF-1 16400 Facteur de croissance des fibroblastes acide
PDGF 40000 Facteur de croissance dérivé des plaquettes
PD-ECGF 45000 Facteur de croissance endothélial dérivé des plaquettes
IL-8 40000 Interleukine-8
HGF 92000 Facteur de croissance des hépatocytes
EGF 6000 Facteur de croissance épidermique
Angiogenine 14100
Les autres :
TNF-a 17000 Facteur de nécrose tumorale a
TGF-p 25000 Facteur de croissance transformant o
TGF-a 5500 Facteur de croissance transformant 3
Proliférine 35000
PLGF 25000 Facteur de croissance placentaire

Tableau 8 : Les différentes molécules pro-angiogéniques sécrétées par cellules tumorales. (Extrait de Folkman,
Current Molecular Medicine, 2003) (166).
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Oncogene Activité angiogénique affectée

K-ras, H-ras Sur-régulation de VEGF, PIGF et FGF, régulation négative de TSP-1 et
Ang-1

V-src Sur-régulation de VEGF, régulation négative de TSP-1

c-sre Sur-régulation de VEGF et d’autres facteurs

c-myb régulation négative de TSP-2

N-myc régulation négative d’inhibiteurs de 1’angiogeneése (activin-A), sur-régulation
de I'IL-6

c-myc Activité angiogénique complexe dans 1’épiderme

HER-2 Sur-régulation de VEGF

EGFR Sur-régulation de VEGF, FGF-2 et IL-8

bcl-2 Induction de VEGF sous hypoxie

PyMT Régulation négative de TSP-1

c-fos Expression de VEGF

trkB Régulation négative de facteurs angiogéniques

HPV-16 Sécrétion du VEGF et IFN-a

v-P3K Production de VEGF et angiogenése

MDM-2 Sur-régulation de VEGF

ODC Facteur angiogénique

PTTGI1 Sur-régulation de VEGF et FGF-2

E2a-Pbx1 Induction de I’angiogénine-3 (souris) et VEGF

v-Abl Sur-régulation de VEGF

Ber-abl Sur-régulation de VEGF

v-sis Sur-régulation de VEGF

PML-RARa Sur-régulation de VEGF

RhoC Sur-régulation de VEGF et de cytokines

HHVS Sur-régulation de VEGF

NOX-1 Sur-régulation de VEGF

elF-4" Sur-régulation de VEGF (traduction)

p53 Sur-régulation de VEGF

Tableau 9 : Impact des oncogénes potentiels sur I’angiogenése. (Adapté de Rak, Seminars in Cancer Biology,
2004 (167) et du site internet http://www.biooncology.com/research-education/vegf/vegf/vegf-pathway/vegf-
production/index.html).

Malgré une grande hétérogénéité¢ dans les différents types de cancer, le mécanisme de
I’angiogenese tumorale est similaire a I’angiogenese physiologique. En plus de I’hypoxie
induite dans la tumeur, le VEGF est le facteur clé pour le déclenchement de 1’angiogenése
tumorale. Il est produit pendant toutes les phases de développement du cancer et dans tous les
types de cancer. Les autres facteurs sont sécrétés au fur et & mesure de la progression tumorale

(Cf. figure 51).
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tumorale

VEGF

VEGF

DEGF

Figure 51 : Expression des différents facteurs de croissance lors de la croissance tumorale. (Extrait du site
internet http://www.biooncology.com/research-education/vegf/ligand/index.html).

11.3.c.

Les différentes étapes :

L’angiogenése tumorale utilise les mémes mécanismes que 1’angiogenese physiologique : les

cellules tumorales court-circuitent ou amplifient les différentes voies de signalisation pour les

détourner a leur profit (Cf. tableau 9).

Ligand-receptor

VEGF-VEGFR1 and
VEGF-VEGFR2

VEGFC—VEGFR3-NRP2
Notch pathway

Ephrin-B2—-EPHB4

PDGF-BB-PDGFR

ANGPT1-TIE2

ANGPT2-TIE2

TGFB1-TGFBRII

Putative role in physiological
angiogenesis

Induce proliferation, sprouting and
tube formation of endothelial cells;
increase vascular permeability;
suppress apoptosis for vessel
stabilization; upregulate PDGF[3 for
mural cell recruitment

Lymphatic development

Negative feedback for
VEGF-mediated vessel sprouting
and participates in vessel fate
determination (arterial compared
with venous)

Arterial compared with venous
endothelial cell specialization
determination; guides vessel
branching

Promotes migration, recruitment
and proliferation of mural cells

Faciliates EC—matrix and
EC—mural cell interaction for
vessel stabilization; suppresses EC
apoptosis

Induces EC apoptosis in absence
of VEGF; participates in lymphatic
patterning

Promotes ECM and protease
production; promotes
differentiation of fibroblasts to
myofibroblasts and mesenchymal
cells to mural cells

Implicated role in tumour
angiogenesis

Recruitment of immune cells in
suppressing anti-tumour immune
response; recruitment of immune
cells in promoting tumour growth
and angiogenesis; promote
sustained angiogenesis

Lymphatic-mediated metastasis

DLL4 expression upregulated
in cancer and DLL4 inhibition

in vivo result in non-productive
vasculature and inhibits tumour
growth

Expression and role in
tumorigenesis may be cell type
dependent

Recruitment and survival of
tumour- and tumour vascula-
ture-associated stromal cells;
mediates TGFB-induced epithe-
lial-mesenchymal transition

Role in tumorigenesis may be
dependent on cell type and
ANGPT2 levels

Recruitment of
tumour-associated TEMs;
promotes VEGF-mediated
tumour neovascularization

Promotes angiogenesis by
inducing VEGF expression and
pro-tumorigenic phenotypes of
associated stroma cells

ANGPT, angiopoietin; DLL4, delta-like ligand 4; EC, endothelial cell; ECM, extracellular matrix;
NRP2, Neuropilin 2; PDGF, platelet-derived growth factor; TEMs, TIE2-expressing monocytes;
TGF, transforming growth factor; VEGF, vascular endothelial growth factor; VEGFR, VEGF receptor.

Tableau 10 : Les différentes voies de signalisation impliquées dans I’angiogenese physiologique et tumorale.
(Extrait de Chung, Nature Rev Cancer, 2010) (154).
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11.3.c.1. Le déroulement de |I'angiogenese tumorale :

Les facteurs pro-angiogéniques libérés par la tumeur en réponse a 1’hypoxie et a I’activation
des oncogenes provoquent le découvrement des péricytes et 1’activation des cellules
endothéliales (Cf. figure 52). Les métalloprotéases libérées dégradent la matrice et permettent

la migration des CE vers la source du stimulus. Les CE proliférent et les tubes se forment.

Matrice extracellulaire

o

Cellules *+ .%°, *+ MMPs *
: : L% . © ® \ Fuseau
umorales Y N < % mitotique
« o ® 9 @ Intégrines —
FGF/ /‘ o v SNS
° N
VEGF / ®; 74 VEGFR t iférati
PDGE 9‘ Prolifération
PDGFR ! Invasion
FGFR + Migration
Cellules

Dégradation de

-»> la membrane

endothéliale

Cascade A basale
Péricyte R signalétique Perméabilité
\ Lumiére { Formation des
vasculaire tubules
capillaires

Figure 52 : Mécanisme de I’angiogenése tumorale.

Seulement, lors de cette angiogenese tumorale, il n’y a pas de véritable phase de maturation
des vaisseaux. Le recouvrement de I’endothélium par les péricytes est anormal et les jonctions
sont incompletes. Au final, les vaisseaux tumoraux sont mal formés d’ou 1I’augmentation de la

perméabilité vasculaire observée dans les tumeurs.
La tumeur est entourée d’un tissu appelé stroma contenant de nombreux types cellulaires

comme les fibroblastes, les cellules inflammatoires et les macrophages. Ces cellules

participent également au processus d’angiogenese et de progression tumorale.
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11.3.c.2. Rbéles des autres cellules

Les fibroblastes associés aux tumeurs (TAFs).

Les fibroblastes associés aux tumeurs ou TAFs peuvent provenir des fibroblastes
environnants ou de CML, CE ou de précurseurs mésenchymateux issus de la moelle osseuse.
Les fibroblastes sont impliqués dans la synthéese, le dépot et le remodelage de la MEC (154).
Les cellules cancéreuses recrutent ces fibroblastes et les activent. Ceux-ci synthétisent a leur
tour des facteurs paracrines capables d’influencer la croissance des cellules tumorales et
également d’induire I’angiogenése.

Les TAFs peuvent sécréter la chimiokine CXCL-12 et permettent ainsi le recrutement des
progéniteurs endothéliaux depuis la moelle osseuse (168).

Les TAFs dérivés des tumeurs résistantes aux agents anti-VEGF produisent de fort taux de
facteurs pro-angiogéniques tels que le PDGF-C, I’Ang-2 et la cyclooxygénase-2 (COX2) par
rapport aux TAFs des tumeurs qui répondent aux traitements (169). Le PDGF-C est impliqué
dans 1’angiogenese (169), le recrutement des fibroblastes (170-172) et la stimulation de la
croissance tumorale par un mécanisme autocrine (173). Les PDGF sont également capables
de recruter les péricytes permettant la stabilisation des vaisseaux réfractaires aux traitements

anti-VEGF (174).

Les monocytes et les macrophages

Dans de nombreuses tumeurs solides, des macrophages sont recrutés par les molécules
chimio-attractantes sécrétées par les cellules cancéreuses comme le CS-CSF (colony
stimulating factor 1), CCL-2, CCL-5 et VEGF (175-177). La présence de ces cellules correle
avec une augmentation de la densité vasculaire et un mauvais pronostic (178).

Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) s’accumulent dans les régions nécrotiques
avasculaires des tumeurs a un stade avance ; ils expriment HIF1-a et HIF2-o conduisant a
I’expression de nombreux geénes impliqués dans la néovascularisation (VEGF, tumour
necrosis factor-a (TNFa), interleukin-8 (IL-8), FGF, IL-1B, MMP9 and semaphorin 4D135).
Les TAMs restent présents dans la tumeur, contrairement aux macrophages impliqués dans la

cicatrisation qui sont ¢liminés a la fin du processus de réparation.
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Les mastocytes :

Encore une fois, I’accumulation de ces cellules en périphérie est associée avec une
augmentation de la vascularisation et un mauvais pronostic dans un grand nombre de cancer
(179). Ces cellules sont recrutées par le SCF (stem cell factor), I’IL-3 et 1’adrénomédulline
(179). Elles secretent également des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF, le FGF-2,
I’IL-8, le TGF-B, le TNF-a, I’ANG-1 et les sérines protéases (180).

I a été¢ montré dans un modele de lymphome chez la souris, que I’induction de c-myc conduit
au recrutement des mastocytes nécessaires pour 1’angiogenese et donc pour la progression

tumorale (181).

Les cellules myéloides CD11b+Gri1+ :

C’est une population cellulaire hétérogéne comprenant les granulocytes, les cellules
dendritiques et les monocytes, mais également les cellules supresseurs dérivées de la moelle
(MDsCs). 11 a ét¢ montré que les patients cancéreux avaient un nombre plus élevé de
précurseurs myéloides dans leur sang et dans les échantillons tumoraux (182-183).

MDsCs sont recrutés par de nombreux facteurs libérés par la tumeur comme le VEGF-A, le
CSF (colony-stimulating factors), les prostaglandines, CCL2 et de nombreuses interleukines
(184).

Il a ét¢ montré¢ que les cellules CD11b+Grl+ étaient impliquées dans la résistance des
tumeurs vis-a-vis des traitements (185). Le GC-CSF (granulocyte colony stimulating factor)
est produit par les cellules tumorales ou stromales pour mobiliser ces cellules CD11b+Grl+
au niveau de la tumeur. En retour, celles-ci produisent le facteur pro-angiogénique BvS,
lequel induit la prolifération et la migration des CE (186) aussi bien que la production et la
mobilisation des cellules my¢loides (187). Ainsti GC-CSF et Bv8 permettent
I’approvisionnement en continu des cellules immunitaires au niveau de la tumeur et favorisent
ainsi I’angiogen¢se méme si VEGF-A est bloqué (179, 185). Bv8 est induit par un stress
hypoxique (187).

Les cellules myéloides matures comme les neutrophiles sont attirées par chimiotactisme et
jouent un réle important dans 1’angiogenése physiologique et pathologique par sécrétion de
VEGF-A et de MMP (MMP-9) (179, 185, 188).

Enfin, les cellules présentatrices de 1’antigéne sont responsables de 1’¢élimination des intrus
par médiation de la réponse immunitaire. Elles sont également impliquées dans 1’angiogenése

tumorale (179).
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II1.4. Les thérapies ciblées

Les traitements conventionnels utilisés pour lutter contre le cancer sont des traitements locaux
ou régionaux (chirurgie, radiothérapie), des traitements généraux (chimiothérapie,
hormonothérapie, immunothérapie) ou des traitements palliatifs permettant d’améliorer la
qualité de vie du malade. La thérapie néo-adjuvante est une chimiothérapie faite en premiére
intention pour faire diminuer le volume de la tumeur et la rendre opérable.

Seulement ces thérapies ne sont pas trés spécifiques et sont difficiles a supporter a cause de
leurs nombreux effets secondaires. De plus, les vaisseaux tumoraux ne sont pas bien perfusés
et les traitements arrivent difficilement jusqu’a la tumeur. De méme, 1’absence d’oxygéne ne
permet pas une bonne efficacité des photothérapies. Néanmoins, 1’identification de marqueurs
moléculaires spécifiques des cellules tumorales a conduit au développement d’un autre type

de thérapie : la thérapie ciblée.

La plupart des agents utilisés lors des thérapies ciblées sont cytostatiques (contrairement a la
chimiothérapie et radiothérapie qui sont cytotoxiques) et se focalisent sur une cible spécifique
bloquant une fonction indispensable au développement et a la progression tumorale. Ils
permettent donc de traiter le cancer a un niveau individuel en tenant compte du phénotype
cancéreux et nécessitent un dépistage moléculaire de la tumeur (sur une biopsie) avant toute
prescription.
Dans un premier temps, ces nouveaux traitements ont été utilisés seul en combinaison avec
les traitements conventionnels. Ils sont maintenant utilis€és en association afin de bloquer
plusieurs voies et ainsi obtenir un effet plus important en évitant les phénomenes de
résistance.
Plusieurs stratégies ont été envisagées par les industriels dont certaines ont obtenu une
autorisation de mise sur le marché ou sont en cours d’essai clinique (Cf. figure 53). Les
principales cibles sont :

- les récepteurs surexprimés dans les cancers (comme EGFR, HER-2, VEGFR, IGFR,
PDGFR...),

- les molécules impliquées dans le transfert du signal en aval des récepteurs (comme
les protéines Ras, Raf, MEK, mTor, PI3K, AKT),

- les molécules impliquées dans le cycle cellulaire (CDK),

- les molécules impliquées dans 1’apoptose (Bcl-2, ABL,),
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Dual-inhibitors
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Figure 53 : Représentation des différentes cibles des thérapies ciblées anti-tumorales et leurs principaux agents
thérapeutiques. (Adapté de Munagala, Indian Journal of pharmacology, 2011) (189).

Le suffixe du principe actif de ces médicaments donne des précisions sur la nature de la
molécule :  Rmab (anticorps monoclonaux de souris), .Rximab (anticorps chimériques
Homme-Souris), Rzumab (anticorps humanisés a = 90%), Rmumab (anticorps humanisés a =

95-99% (par génie génétique), Rnib (inhibiteur de I’activité tyrosine kinase).

D’autres molécules ont une action sur la croissance tumorale en empéchant :

- leur migration : elles agissent sur la kinase Src ou les protéases de la matrice (MMP,
ADAM),

- la synthese de ’ADN : elles agissent sur le remodelage de la chromatine (télomérase,
histone, méthylation)

- le renouvellement des protéines : elles agissent sur le protéasome ou les protéines de
choc thermique (HSP) (Cf. tableau 11).
D’autres molécules impliquées dans 1’apoptose et non représentées dans la figure 49 sont

également présentées dans le tableau 11.
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Cible

Autres

Voie atteinte .\ . Médicaments
premiére | cibles
saracatinib (AZD0530),
SRC (TKI) Sprycel® (dasatinib, BMS-354825),
bosutinib (SKI-606)
MMPs marimastat (BB-2516),
. . prinomastat (AG3340),
Migration metastat (CMT-3, COL-3, Collagenex),
MMP tanomastat (BAY 12-9566),
SB-3CT, INCB7839
MMP-2 SB-3CT
ADAM INCB7839
AZT,
imetelstat (GRN163L),
télomérase hTRC rhodacyanine (FJ-5002),
BIBR1532,
Remodelage hTERT (vaccin)
SAHA, depsipeptide,
del Istodax® (romidepsine),
¢la . A Zolinza® (Vorinostat),
histones HDAC mocetinostat, belinostat (PXD101),
chromatine panobinostat (LBH589),
MGCD-0103
DNA- Vidaza™ (5-aza-cytadine),
méthylation méthyl Dacogen™ (décitabine)
transférase
Velcade® (Bortezomib), carfilzomib,
protéasome MLN-978, ONX-912
Renouvellement CEP-18770 et 28331,
des geldanamycine, novobiocine,
& alvespimycine (17-DMAG),
proteines HSP HSP-90 tanespimycine (17-AAG/K0S-953),
retaspimycine (IPI-504), ganetespib
apogossypol,
Telcyta® (TLK-286),
Bel-2 ABT-263,
danusertib (PHA-739358)
pan-BCR- | ponatinib (AP24534),
ABL
Protéine VEGFR2
kinase FGFRI,
PDGFRa,
FLT3
LYN
Apoptose PKC, staurosporine (K252C),
PKA,PKG | midostaurin (PKC412),
, p60v-src | stauprimide.
tyrosine
protein
kinase,
CaM
kinase II
IUAP AEG35156 (smac)
TRAILR-1 mapatumumab (HGS-ETRI)
BSI-201, MK 4827
PARP olaparib (AZD2281), véliparib,

Tableau 11 : Récapitulatif des différentes thérapies ciblées. (Adapté du site internet Info cancer
(http://www.arcagy.org/infocancer/) et du site internet Drug Bank ( http://drugbank.ca/))
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Cas des anticorps dirigés contre EGFR :

Le ciblage d’EGFR peut étre réalisé avec des agents comme le panitumumab et le cetuximab,
anticorps monoclonaux qui se fixent sur la région extracellulaire du récepteur et empéchent la
liaison du ligand (Cf. figure 54 partie droite). L hétérodimérisation du récepteur n’a plus lieu
et le complexe récepteur-anticorps est internalisé dans les vésicules d’endocytose pour étre
¢liminé. Ces molécules favorisent également la réaction immunitaire par ADCC (antibody-

dependent cellular cytotoxicity) par le fragment Fc de 1’anticorps.

Ces deux anticorps sont utilisés en clinique pour le traitement des tumeurs des VADS : le
cetuximab a recu ’autorisation de mise sur le marché (AMM) et est utilisé en association
avec la radiothérapie alors que le panitumumab est en phase II d’évaluation en Espagne pour
le traitement des cancers des VADS récurrents et métastatiques (en premiere ligne en

association avec la chimiothérapie) (site internet Orphanet, http://www.orpha.net/).

1) mab blogue la

Baison du ligand
o o 21 mAb blogue
o 2) Iinhibe la o I'homo/hétérodimérisation
o phosphorylation de <o

Factivité kinase 4) mAb Induit
Finternalisation du
) £\ O\ récepteur inactif
9 8 00 L Yo B © > Sl ¢ 4 Y e

5. geE s (a0 'Y s G0 O () O R U_
1) Fixation du l" f

dans le domaine “ C,
kinase intracellulaire x

3) Absence dactivation des 3) Absence d'activation des
voles de signalisation en aval voles de signalisation en aval

Figure 54 : Mode d’action des molécules ciblant les récepteurs a activité tyrosine kinase. Exemple des
inhibiteurs de 1’activité tyrosine kinase du récepteur RTK (a gauche) et des molécules ciblant le domaine de
liaison au ligand (a droite). (Extrait de la thése de M. Rebucci , Ecole Doctorale Biologie-Santé Lille II, 2010).

Cependant, seulement 20 % des patients répondent aux traitements anti-EGFR. Ceci peut
s’expliquer par la présence de certaines mutations au niveau des protéines activatrices situées
en aval du récepteur comme c’est le cas pour la protéine K-RAS ou PI3K. De nouvelles
stratégies ont ainsi été¢ développées afin de contourner le probléme et un génotypage complet
de la tumeur est nécessaire afin de pouvoir offrir une thérapeutique adaptée au patient (Cf.

figure 53).
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De plus, I’apparition de résistance au cours de ce type de traitement a conduit au
développement de thérapies ciblant directement les vaisseaux tumoraux : les thérapies anti-

angiogéniques.

II.5. Les thérapies anti-angiogéniques

Le professeur Folkman a formulé au début des années 70 une hypothése qui a conduit au
développement de la thérapie anti-angiogénique : « les vaisseaux sanguins permettent le
développement de la tumeur en lui apportant toute la nourriture dont elle a besoin. Si on
bloque cette vascularisation, on la fait mourir de faim ».

La preuve du concept de ce type de thérapie a été¢ donnée par le premier médicament mis sur
le marché : un inhibiteur de I’agent pro-angiogénique VEGF. Depuis, d’autres stratégies ont

été développées (CT. figure 55).

CELLULE ENDOTHELIALE TUMORALE

; TKI TKI
Glivec®, Tasigna® /" " \/
(imatinib, nilotinib, ) ‘?DGFR %\:jﬁﬁgﬁ ' (semaxinib, TSU-68)
S
(pelitinib) \, x
Mgtastat® @ //\ PN \\( o ’\ fangiiaiien
Prinomastat® ‘VEGFR\‘ ovB3
\ ol \J . 4 - Vitaxin® (canstatin)
(\) N (cilengitid)
MATRICE  MwP VEGF-Trap @
(pertuzumab) Omnitarg‘® & e 4$\ } ’ro‘axgzsutr:gl? (bevacizumab)
(trastuzumab) Herceptm@ 4 IMC-A12) Erbitux® (cetuximab)

/,ﬂ—/"”'\\
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HER-2 \i\
rilotumumab
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ARG CELLULE TUMORALE

Figure 55 : Les différentes cibles impliquées dans les thérapies ciblées anti-angiogéniques et leurs principaux
agents.

Les thérapies anti-angiogéniques n’¢éliminent pas les cellules tumorales mais les empéchent de
proliférer. Elles sont donc associées comme adjuvant aux thérapies conventionnelles.
De plus, les molécules thérapeutiques offrent 1’avantage de ne toucher que les cellules

endothéliales tumorales ou angiogéniques. En effet, les CE normales sont quiescentes et ne
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proliférent quasiment pas. De plus, les récepteurs endothéliaux des vaisseaux normaux sont

masqués par les péricytes et ne peuvent donc pas étre ciblés par cette thérapeutique.

Enfin, ces thérapies permettent de normaliser la vascularisation et d’offrir une meilleure

délivrance des thérapeutiques conventionnelles. Leurs mécanismes d’action sont présentés

dans le tableau 12.

Nom de la molécule

Effet sur la cellule endothéliale

Fragment du plasminogéne. Se lie a I’ATP synthase, angiomotine et

Angiostatine I’annexine-II sur les CE et inhibe leur croissance, leur prolifération et leur
migration.
Arrestine Fragment du collagene IV. Se lie a I’intégrine a1B1 et inhibe la

prolifération, la migration, la formation de tube et la néovascularisation.

Bevacizumab (Avastin®)

Anticorps humanisé anti-VEGF

Fragment du collagéne IV. Se lie a I’intégrine avfB3 et inhibe la

Canstatine s o .

prolifération, la migration et la formation de tube.

Se lie a la tubuline constituant des microtubules impliqué dans la
Combretastatine réorganisation du cytosquelette d’actine et le bourgeonnement de la

membrane des CE

Delta-like ligand 4(DI14)

Molécule se liant au récepteur notch et induit la régulation négative de
VEGEF : inhibiteur potentiel du bourgeonnement

Fragment du collagéne XVIII. Se lie a ’intégrine a5B1 et inhibe la

Endostatine prolifération, la migration des CE capillaires et induit 1’apoptose des CE
prolifératives.
Permet 1’élimination des récepteurs a héparanes sulfate nécessaire pour la
Heparinases croissance des CE induite par les facteurs de croissance et la
néovascularisation.
. IL-4 inhibe la migration des CE, IL-12 induit I’IFN, favorise I’apoptose
Interleukines

des CE.

Kringle 5 fragment

Fragment recombinant humain du plasminogéne. Inhibe la prolifération et
la migration des CE.

NM-3

Isocoumarine, petite molécule inhibant VEGF et inhibe sélectivement la
prolifération des CE, le bourgeonnement et la formation de tube in vitro.

PEDF (Pigment epithelial-derived

Induit la mort des CE et bloque la prolifération des CE induite par le FGF-

Factor) 2 et le VEGF.
Rétinoides Inhibition de la prolifération et de la différentiation des CE. Diminue
également la libération du VEGF par les kératinocytes.
Thrombospondine Se lie au VEGF et empéche sa liaison avec les CE : inhibe la migration des
P CE et la néovascularisation mais ne semble pas étre spécifique des CE.
Troponine Dérivé du cartilage. Inhibe la formation de tube et la division des CE ;
P diminue la production de VEGF.
. Fragment du collagene IV. Se lie a I’intégrine avp3 et inhibe la
Tumstatine er . .S
prolifération des CE et la néovascularisation.
Vitaxin Anticorps monoclonal humanisé dirigé contre I’ intégrine avf3.

Tableau 12 : Inhibiteurs direct de ’angiogenése et leur mécanisme d’action. (Adapté de Kerbel, Nat Rev Cancer,
2002, Bhadada, Fundam Clin Pharmacol, 2011) (190) (191).
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Certaines molécules dirigées notamment contre certains récepteurs des facteurs de croissance

offrent 1’avantage de cibler non seulement les cellules vasculaires mais ¢galement les cellules

tumorales et possédent donc un effet anti-angiogénique indirect (Cf. tableau 13).

Cible : les récepteurs

Autres cibles

Nom de la molécule

EGFR

cetuximab (Erbitux®,IMC225),
panitumumab (Vectibis®),
matuzumab

EGFR-TK gefitinib (Iressa®, ZD1839)
erlotinib (Tarceva®, OSI774),
pelitinib (EKB569)

HER trastuzuma (Herceptin®),

EGFR-1 pertuzumab (Omnitarg®),
nimotuzumab, perutuzumab

HER-2 TK trastuzumab (Herceptin®)

EGFR-1 TKI afatinib (BIBW-2992)

EGFR-1TKI, ERK-1 et 2, AKT kinases lapatinib (Tyverb®),
FGFR VEGFR-1, PDGFR-f TSU-68 (SU6668)

VEGFR-2, PDGFR-$ semaxinib

VEGFR, PDGFR, FTL-3, ¢-KIT dovinitinib (TKI258)
PDGFR Ber/Abl , ¢c-KIT imatinib (Glivec ®),

Ber-ABL, ¢-KIT nilotinib (Tasigna®),

Ber-Abl, SRC TK, EphA2, c-KIT dasatinib (Sprycel®),
VEGFR PDGFR-a/B et ¢c-KIT axitinib (Aguron®)

PDGFR et KIT

PDGFR, ¢-KIT et FLT3

PDGFR-0/p et ¢-KIT

PDGFR-a et -B, ¢c-KIT, flt-3

PDGFR-B, kinases de Raf, FLT-3, c-KIT
PDGFR-o/B et ¢-KIT, c-FMS

Ret, EGFR

cediranib (Resantin®)

linifanib,

pazopanib (Votrient®, GW786034),
sunitinib (Sutent®, SU11248),
sorafenib (Nexavar ®),

vatalanib (PTK787),

vandetanib (Zactima®, ZD6474),

Récepteur a [Dinterféron

IFN-a

IFN- a

Tableau 13 : Inhibiteurs de I’angiogenése impliqués dans I’inhibition des récepteurs. (Adapté de Kerbel, Nat Rev
Cancer, 2002, Bhadada, Fundam Clin Pharmacol, 2011) (190) (191).
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Cas des anti-VEGFR ciblant le domaine tyrosine kinase

Les molécules ciblant le domaine tyrosine kinase du récepteur VEGFR sont des petites
molécules synthétiques qui pénétrent a I’intérieur de la cellule, rentrent en compétition avec
I’ATP pour se lier au site actif du récepteur (Cf. figure 56) et empéchent la phosphorylation
du récepteur méme en présence du ligand (Cf. figure 54, partie gauche). Ces inhibiteurs de

Iactivité tyrosine kinase (TKI) possédent tous le suffixe Rnib.

uoibau aﬁu,H

Figure 56 : Représentation des interactions entre I’ATP et le site actif du récepteur VEGFR-2. (Extrait de

Roskoski, Biochem and Biophys Res Commun, 2008) (192).

Ces molécules anti-VEGFR-2 ne sont généralement pas spécifiques de ce récepteur, elles sont
également capables d’inhiber d’autres récepteurs a activité tyrosine kinase. Par exemple le
sunitinib est capable d’inhiber les récepteurs PDGFR-a et -B, c-KIT, Flt-3 alors que le
dovinitinib inhibe les récepteurs PDGFR, FTL-3, ¢-KIT ou encore le vandetanib permet
I’inhibition de Ret et d’EGFR. (Cf. tableau 13). Ainsi, les thérapies anti-angiogéniques

peuvent offrir un double avantage en ciblant a la fois les vaisseaux tumoraux et la tumeur,

augmentant ainsi leur efficacité.
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I1.6. Récapitulatif des différentes thérapies

L’arsenal thérapeutique est maintenant dirigé contre 1’ensemble des caractéristiques des

cellules cancéreuses (Cf. figure 57) et offre de nouvelles perspectives pour le traitement des

cancers.
EGFR Cyclin-dependent
inhibitors kinase inhibitors
" . Sustaining Evading —
Aerobic glycolysis proliferative growth Immune activating
inhibitors signaling SUpPressors anti-CTLA4 mAb
Deregulating Avolding
cellular
Proapoptotic R"-’SOZTW ri;agllr?e Telomerase
e ’ o
BH3 mimetics Saails immortality Inhibitors
Genome Tumor-
instability & promoting
mutation inflammation
PARP Inducing Activating \ Selective anti-
inhibitors angiogenesis invasion & inflammatory drugs
metastasis

Inhibitors of Inhibitors of
VEGF signaling HGF/c-Met

Figure 57 : Ciblage thérapeutique des caractéristiques des cancers. (Extrait de Hanahan, Cell, 2011) (114).
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1. Les microvésicules :

I.1. Définition

Les microvésicules (MV) sont des petits fragments cellulaires circulaires relargués par la
plupart des cellules eucaryotes pendant 1’apoptose ou aprés activation. Elles sont détectées
dans les différents fluides biologiques chez des sujets sains mais également, en quantité plus
importante, dans de nombreuses pathologies dont le cancer (193). Aussi, les microvésicules
sont de plus en plus reconnues comme marqueur de pronostic dans différentes maladies et

ouvrent de nouvelles voies de recherche a des fins thérapeutiques.

On distingue trois types de microvésicules :

- les exosomes : ce sont des nanovésicules contenues dans les corps multivésiculaires
intracellulaires (organelle intracellulaire du systéme endosomal). Elles sont libérées par
exocytose apres la fusion de ces corps multivésiculaires avec la membrane plasmique. La
population des exosomes est la petite et la plus uniforme en taille et en forme des
microvésicules, avec un diametre compris entre 30 et 100 nm. On peut les séparer des autres
microvésicules a 1’aide d’un gradient de sucrose ou par ultracentrifugation a 100 000G.

- les microparticules proprement dites ou «shedding» microvésicules sont
relarguées a partir de la surface cellulaire sans affecter la viabilité de la cellule (194). La
population de ces microvésicules est plus hétérogeéne en taille que celle des exosomes avec un
diameétre compris entre 0,1 et 1 um. Leur nom différe selon la cellule d’origine : les
microparticules (MP) sont relarguées par les cellules sanguines (les plaquettes, les monocytes
ou les leucocytes) apres activation ; les microvésicules (MV) sont relarguées par les autres
types cellulaires comme les cellules endothéliales ou les cellules souches embryonnaires et les
microvésicules tumorales (TMV) sont relarguées, comme leur nom 1’indique, par les cellules
tumorales.

- les corps apoptotiques : ce sont des particules relarguées par les cellules en stade
final de l’apoptose (ou mort cellulaire programmée). Les corps apoptotiques sont des
particules plus grosses avec un diameétre généralement supérieur a 1 pm (normalement de 1 a

4 um).
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Les exosomes font I’objet de nombreuses études dans le domaine de la cancérologie
contrairement aux microvésicules proprement dites. De plus, les microvésicules sont
impliquées dans 1’angiogenese ; ¢’est pourquoi nous nous sommes intéress€s uniquement aux

microvésicules tumorales (TMV).

I.2. Composition :

La composition des microvésicules dépend du type de la cellule d’origine mais également du

mécanisme de relargage ou du stimulus d’activation (Cf. figure 58).

™
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Figure 58: Représentation schématique des différentes molécules transportées par les microvésicules tumorales.
(Adapté de Leroyer, VEGF Actu, N° 23 Juin 2011) (195).

Les microvésicules sont délimitées par une bicouche lipidique dont la composition et la
distribution des phospholipides sur les 2 feuillets restent constantes. Les PS (phosphatidyl
sérine) négativement chargés et les PE (phosphatyl éthanolamine) €lectriquement neutres sont
situés sur le feuillet externe de cette membrane. Il est a noter que les rafts lipidiques, région
particuliere de la membrane riche en cholestérol, sont particulierement observés dans les MV.
La membrane des microvésicules contient des protéines membranaires typiques de la cellule
d’origine permettant de déterminer leur origine cellulaire. Néanmoins les microvésicules sont
capables d’acquérir et de transmettre des antigénes différents de ceux de la cellule émettrice
(193). En effet, des études récentes suggerent qu’un grand nombre de protéines sont
sélectivement incorporées dans les microvésicules (196). Enfin, toutes les protéines

membranaires de la cellule d’origine ne sont pas nécessairement incorporées dans les MV.
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Certaines protéines semblent communes a la majorité des MV comme la protéine chaperonne
HSP70 ou les protéines tétraspanes, protéines trés conservées et régulant de nombreuses
fonctions cellulaires par leurs interactions avec, entre autre, des protéines kinases, des
récepteurs de facteur de croissance et des transporteurs membranaires.

Le contenu intracellulaire des MV est composé de protéines cytoplasmiques de la cellule
mere (telles que les protéines de choc thermique ou des enzymes), des acides nucléiques

(ARNm, ARNmi, ADN).

Ainsi, les microvésicules tumorales contiennent des facteurs solubles, des récepteurs
membranaires, des oncoprotéines et des suppresseurs de tumeurs mais également des acides

nucléiques (Cf. tableau 14 ci-dessous) :

Molécule transportée

Fonction

VEGF, FGF, IL-8

Facteur angiogénique

Facteurs solubles 1L-6, 1L-1 Cytokine inflammatoire
MMPs, TIMPs Régulateur de la protéolyse
CCR-5, CCR-6 Récepteur chemokine
TNFRI1 (p55) Récepteur de cytokine
Récepteurs membranaires EGFR Récepteur tyrosine kinase (RTK)
AXL Kinase impliquée dans la leucémie
FasL (Fas ligand) Ligand de la mort cellulaire
EGFR EGFR oncogénique
Oncoprotéines EGFRvIII EGFR mutant'
et HER-2, MET RTK oncogénique
suppresseurs de tumeur: K-ras GTPase oncogénique
: Akt kinase oncogénique
PTEN Suppresseur de tumeur
Lipides: sphingomy¢line Signalisation cellulaire, angiogenése

Acides Nucléiques:

mRNA: VEGF, HGF, IL-8,
mRNA : EGFRvIII
Oncomirs (miR-520g)
DNA

facteur angiogenique

receptor oncogénique

Dans les tumeurs cérébrales

Dans les microparticles apoptotiques

Tableau 14 : Composition des microvésicules tumorales. (Adapté de Lee, Semin Immunopathol, 2011) (197).

Certaines molécules impliquées dans la régulation de I’angiogenése ont été retrouvées dans
les TMV issues de carcinome humain (198-200) comme la MMP-2, la MMP-9 et 'uPA
(194). La B1-intégrine a également été retrouvée a leur surface (201) ; celle-ci peut interagir
avec la matrice extracellulaire (comme le collagéne et la fibronectine) et est impliquée dans la

régulation de I’angiogenese (202-203).
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De méme, des cellules cancéreuses humaines (dont le mélanome, le carcinome du colon, le
cancer des VADS et le cancer de I’ovaire) produisent un grand nombre de microvésicules
portant des molécules pro-apototiques telles que FasL (Fas ligand) et TRAIL (tumor necrosis
factor (TNF)Rrelated apoptosis-inducing ligand). Ces microvésicules sont impliquées dans la

destruction des cellules du systéme immunitaire (204).

1.3. Mécanisme de formation :

Les microvésicules sont formées par bourgeonnement de la membrane plasmique vers
I’extérieur suivi d’une scission sans que la viabilité de la cellule d’origine ne soit affectée (Cf.
figure 59). C’est un processus actif qui nécessite une stimulation des cellules eucaryotes. Par
exemple, les cellules endothéliales peuvent étre activées par les protéines présentes dans le
sérum (FGF-2 et VEGF) (194). Mais ce processus est réalisé de maniére constitutive par les
cellules prolifératives et invasives telles que les cellules cancéreuses in vitro and in vivo et
peut étre augmenté par les facteurs angiogéniques, 1'hypoxie ou le stress de cisaillement (205).
La transformation des cellules cancéreuses participe a la libération des TMV. En effet, il a été
montré chez la souris que la perte du gene suppresseur de tumeur p53 conduisait a une
augmentation du relargage des MV portant le facteur tissulaire (TF) (199, 206). De méme, il a
été montré que I’acquisition d’oncogenes mutants comme K-ras (199) ou EGFR (207) était

impliquée dans I’acquisition du relargage des TMV par les cellules tumorales.
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Figure 59. Mécanisme de formation des microvésicules. (Extrait de Cocucci, Trends in cell biology, 2009) (208).

Dans les cellules au repos, les 2 feuillets de la bicouche de la membrane plasmique a une

composition lipidique spécifique : la phosphatidyl sérine (PS) et la phosphatidyl éthanolamine
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(PE) sont séquestrés dans le feuillet interne alors que la phosphatidyl choline (PC) et la

sphingomy¢éline (SM) sont enrichis dans le feuillet externe.

La distribution lipidique de la membrane est sous le contréle de 3 acteurs majeurs :

- La flippase est une pompe spécifique du transport des aminophospholipides vers le
feuillet interne. Elle est spécifique de PE et de PS et est inhibée par 1’augmentation du
calcium cytoplasmique (Ca”").

- La floppase est une pompe a aminophospholipide dirigée vers I’extérieur de la
membrane. Elle est dépendante de I’ATP et n’a pas de spécificité particuliére vis-a-vis
des aminophospholipides.

- La scramblase a lipide favorise la redirection non spécifique bidirectionnelle des
phospholipides a travers la membrane (transport aspécifique bidirectionnel). Elle est

activée par I’augmentation du calcium cytosolique (209).

La stimulation cellulaire s’accompagne d’une augmentation significative et soutenue de Ca*"
cytosolique, ce qui a pour effet de stimuler la scamblase et la floppase et d’inhiber en méme
temps la flippase. Une translocation rapide de PS et PE se produit depuis le feuillet interne
vers le feuillet externe de la membrane plasmique, suivie d'un influx lent de la PC et SM vers
le feuillet interne, produisant un déséquilibre transitoire de masse (surcharge lipidique) dans
le feuillet externe au détriment du feuillet interne. Ainsi il y a plus de PS et de PE dans le

feuillet externe.

L’asymétrie de répartition et I’agrégation des lipides a I’intérieur de la membrane plasmique
entrainent des tensions a 1’origine de la formation de bulles. De plus, les protéines peuvent
altérer la courbure de la membrane par plusieurs mécanismes en exergant une force locale. En
effet, certaines protéines, en se liant a la surface membranaire, peuvent appuyer sur celle-ci
induire son plissement (en ajoutant leur énergie d'interaction et de conformation au systeme).
Elles peuvent également agir en insérant des fragments amphiphiles dans la matrice lipidique.
Dans ce dernier cas, les protéines agissent comme un coin pour forcer la courbure et
conduisent a une augmentation de la surface sur un seul feuillet.

Les protéines contractiles peuvent également apporter des forces de traction ou de contraction

a un feuillet, créant ainsi une asymeétrie structurelle permettant la flexion.
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La dégradation du cytosquelette dépendante de Ca®’ se produit en méme temps que
I’asymétrie phospholipidique. En effet, les ions calcium induisent I’activation de certaines
protéases et conduisent a une rupture dans le réseau du cytosquelette. Cette dégradation

permet le bourgeonnement de la membrane (210).

Le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) joue un role important dans I’attachement de
la membrane au cytosquelette cortical (Cf. figure 60). En effet PIP2 inhibe la formation des
MV mais la diminution de PIP2 augmente la vésiculation des plaquettes. Les autres

phospholipides n’interférent pas avec la formation MV.

Les protéines contractiles jouent également un role dans la formation des MV. La protéine
MLCK2 (myosin light chain kinase) active la myosine et permet ainsi la contraction a la base
de la bulle (90) ; la myosine-1a (MYO1A) est également nécessaire pour la formation de MV
(211). La protéine Rho li¢ au GTP active la kinase 1 associée a Rho (ROCK-1) conduisant a
la phosphorylation des chaines légeres de la myosine. De méme, ARF-6 (Adénosine
diphosphate (ADP)-ribosylation factor 6, est une petite protéine de la famille de ras liant le
GTP). ARF-6 régule I’activation de MLCK, I’activation de la myosine et contrdle le relargage

des MV par les cellules de mélanome invasives (212).

Le mouvement induit par la contraction de la myosine permet le détachement de la membrane
plasmique du cytosquelette, conduisant au relargage des MV dans le milieu extracellulaire,

d’ou le mécanisme de libération des MV par pincement.

Le bourgeonnement a lieu a des endroits spécifiques sur la membrane cellulaire qui sont
enrichis en lipides et en protéines. Le cholestérol est un composant clé des rafts lipidiques,
lesquels sont impliqués dans les événements initiaux de pincement. En effet, la déplétion

pharmacologique de cholestérol cellulaire inhibe le bourgeonnement MV (196, 213, 214).
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Figure 60 : Représentation du mécanisme de relargage des MV. (Extrait de Piccin, Blood Rev, 2007) (209).

II. RoOle des TMV dans le cancer :

Les TMV ont été détectées dans le sérum de patients atteints de différents types de cancers,
comme les cancers des VADS (215-216).

Les MV circulantes présentent des marqueurs spécifiques tumoraux (Cf. tableau 13 et figure
58) et peuvent donc étre utilisées pour le diagnostic précoce des cancers. En effet, la survie
globale est réduite quand le nombre de MV est important ; le taux de MV est plus important
dans les phases avancées de la maladie comparé aux stades moins avancés. Ainsi, les MV

peuvent donc servir a la prédiction du stade de la maladie (206).

Longtemps considérées comme des artefacts, elles sont impliquées dans la communication de
cellules a cellules. Le rdle principal des MV est le transfert d’information entre les cellules a
partir desquelles elles sont issues et leur milieu environnant. Les MV circulent dans 1’espace
extracellulaire du site ou elles ont été libérées mais en quelques minutes, elles peuvent bouger
sur de longues distances par diffusion et peuvent apparaitre dans les liquides biologiques tels

que le fluide cérébrospinal, le sang et les urines.
Les interactions avec les cellules-cibles s’effectuent de maniere spécifique par reconnaissance

avec les molécules de surface (Cf. figure 61). Dans certains cas, la liaison est suivie de la

capture par endocytose des MV ; celles-ci peuvent ensuite fusionner avec la membrane
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d’endocytose et libérer leur contenu dans le cytosol (par transfert horizontal) ou alors elles
peuvent fusionner avec les lysosomes ou encore étre libérées dans I’espace extracellulaire

apres fusion de I’endosome avec la membrane plasmique (par transcytose).
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Figure 61. Schéma représentatif des différents mécanismes d’interaction des MV avec les cellules cibles.
(Extrait de Cocucci, Trends in cell biology, 2009) (208).

Il a ét¢ montré que le transfert des MV aux cellules adjacentes ou a distance affecte les
différentes étapes de la progression tumorale incluant I’angiogenese, 1’échappement de la
surveillance immunitaire, la dégradation de la MEC, la formation des métastases, I’agressivité

et la résistance aux drogues (Cf. figure 62).
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Figure 62 : Role des microvésicules dans la progression des cancers. (Extrait de Muralidharan-Chari, J Cell Sci,
2010) (213).

I1.1. Le transfert d’'information :

Al-Nedawi et al. ont montré que le récepteur oncogénique EGFRVIII trouvé exclusivement
dans certaines tumeurs agressives de gliome peut €tre transféré a une population de cellules
tumorales non agressives par les MV (217). Les cellules réceptrices présentent une activation
des voies de signalisation de MAPK et d’Akt et un changement dans ’expression de certains
genes régulés par EGFRVIII (BEGF, Bcel-XL, p27). La morphologie de ces cellules est
transformée et leur croissance est moins dépendante de 1’accrochage. Le traitement des MV
par un inhibiteur de kinase diminue la réponse des cellules réceptrices ; I’annexine V agit de

la méme maniere en masquant des résidus PS exposés a la surface des MV.

De la méme maniere, il a ét¢ montré que les MV issues de cellules de mélanome de souris
B16 (F10) étaient capables de fusionner avec les cellules de mélanome de souris faiblement
métastatique B16 et les rendaient capables de métastaser dans les poumons.

Les MV de cellules tumorales peuvent affecter le phénotype et la fonction des macrophages

sans nécessité d’un contact direct de cellule a cellule (200).
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Ainsi, les TMV transportent des protéines membranaires ou cytosoliques et du matériel
génétique qui peuvent étre transmis aux cellules acceptrices a proximité ou a distance et
peuvent ainsi modifier leurs phénotypes par induction des voies de signalisation cellulaire ou

en induisant des changements dans la maturation et la différenciation des cellules cibles.

I1.2. La survie :

I1.2.a. Reésistance aux médicaments :

Les cellules peuvent relarguer des MV pour se défendre contre un stress intracellulaire.

En effet, il a ét¢ montré que les cellules se protégent de 1’apoptose en libérant des MV
contenant la caspase-3. Lorsque 1’on inhibe la libération des MV, la caspase-3 s’accumule
dans le cytoplasme et les cellules entrent en apoptose. De plus, des cellules dénuées de
caspase-3 ne relarguent pas ou peu de MV mais cette capacité peut étre restaurée par

transfection avec une caspase 3 fonctionnelle (206).

Il a été montré que les cellules cancéreuses résistantes a certaines chimiothérapies comme la
doxorubicine (218) ou le cisplatine (219) relarguaient plus de MV que les cellules
cancéreuses sensibles a ces traitements. Les TMV sont donc fortement impliquées dans le

mécanisme d’efflux de médicaments, mécanisme impliqué dans la résistance aux drogues.

11.2.b. Echappement de la surveillance par le systéme

immunitaire :

Les MV ont également un role dans la survie des cellules tumorales en permettant a des
antigenes de surface spécifiques aux tumeurs d’étre relargués et ainsi permettre d’éviter a ces
cellules d’étre reconnues par le systeme de défense immunitaire (220) ; les cellules tumorales
deviennent alors invisibles.

L’activité pro-coagulante des TMV peut permettre également aux cellules tumorales de se
couvrir de fibrine pour échapper a la détection et a I’attaque du systéme immunitaire.

De plus, il a ét¢é montré que les cellules tumorales participent ainsi a la diminution de la
fonction de présentation de 1’antigéne et augmentent ainsi leur chance de survie (220). Les
MYV diminuent la capacit¢ des monocytes circulant CD14+ de se différencier en cellules
dendritiques fonctionnelles. Les microvésicules peuvent renforcer la croissance des cellules

tumorales en dirigeant 1’apoptose des lymphocytes T activés de maniere Fas dépendant (220-
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221). Les cellules NK (natural killer) ne sont pas épargnées : elles perdent leur potentiel
cytolytique a travers la sous-régulation (downregulation) de I’expression de perforine apres

contact avec les TMV.

La présence de PS sur la face externe favorise la clairance des cellules apoptotiques et des
fragments par les macrophages (222). Il a ét¢ montré que 1’externalisation de PS au niveau
des cellules tumorales se produit sans doute dans un effort pour réprimer une réponse
immunitaire et promouvoir la survie des cellules tumorales (223). Les MV deviennent la cible

pour le systéme immunitaire a la place des cellules tumorales.

Enfin, Sim et al ont montré que ’activation du complément déclenchait le relargage de MV
plaquettaire. Ce relargage est impliqué dans le mécanisme de résistance au complément et
peut étre considéré comme un mécanisme de résistance contre un stress externe (224). De la
méme fagon, les cellules cancéreuses peuvent inactiver les complexes du complément et

¢échapper a la lyse en relarguant des MV (216, 225).

I1I1.3. L’'invasion et les métastases :

Les MV sont impliquées dans I’invasion et la formation des métastases par les protéines
qu’elles exposent a leur surface. Ce sont généralement des enzymes capables de dégrader le
tissu sous-jacent et qui permettent ainsi la migration des cellules tumorales. En effet, il a été
montré que les MV relarguées par les cellules tumorales pouvaient porter des
métalloprotéases responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire (comme les
MMP-2, MMP-9, MT1-MMP), de I’'uPA qui transforme le plasminogéne en plasmine et
permettaient ainsi la dégradation de la fibrine retrouvée dans I’environnement tumoral. Les
MYV peuvent également exposer de ’EMMPRIN (CD147), inducteur des métalloprotéases
matricielles. De plus, uPA est activé a un faible pH. Cet environnement acide est typiquement

retrouvé au sein des tumeurs et facilite 1’activation des MMP a l’intérieur des MV.

I1 a été montré que le taux de vésicules déversé par les cellules tumorales est corrélé avec leur
invasivité in vitro (226) et in vivo (227). L’inhibition des protéases et de I’adhésion des MV a
la matrice extracellulaire suppriment la capacité des MV a promouvoir I’invasion de la tumeur

(226). Les MV issues de personnes atteintes de maladies bénignes ont une faible activité
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lytique alors que celles issues de personnes atteintes d’un cancer présentent des MMP actives.
De méme, la protéine ARF-6 (impliquée dans la régulation de 1’invasion tumoral in vitro et in

vivo) a été trouvée sur les MV issues de lignées cellulaires tumorales invasives (212).

I1.4. La modification du microenvironnement :

La tumeur est composée d’un ensemble varié de cellules communicantes ; toutes les cellules a
I’intérieur de la tumeur (fibroblastes, cellules immunitaires, cellules endothéliales, adipocytes)
collaborent pour établir un environnement favorable au développement du cancer. Cet
environnement est appelé microenvironnement.

Castellana et al. ont montré le mécanisme de communication croisée entre les cellules
tumorales et les fibroblastes par 1’intermédiaire des MV (228) : les MV relarguées par des
cellules d’un cancer invasif de la prostate PC3 déclenchent la phosphorylation de ERK, la sur-
régulation de MMP-9, augmentation de la mobilité et la résistance contre I’apoptose des
fibroblastes dans le microenvironnement. Ainsi, les MV peuvent altérer les fonctions des
fibroblastes normaux présents dans le stroma, en stimulant leur migration et le relargage de
MV. A leur tour, les fibroblastes activés libérent des MV pour faciliter la migration et
I’invasion des cellules tumorales de la prostate. Les MV relarguées par les cellules du cancer
du poumon peuvent également activer et attirer les fibroblastes du stroma ou les cellules

endothéliales pour faciliter la croissance de la tumeur (229).

Le TF joue également un role dans 1'élaboration du microenvironnement tumoral. Le pool de
TF des cellules cancéreuse et de 1’hote a ¢été 1i¢ a 1’établissement d’une niche favorable pour

le homing des cellules cancéreuses et leur prolifération (141).

II.5. La coagulation:

Les cellules impliquées dans la coagulation (comme les plaquettes et les CE) liberent des MV
permettant d’apporter une surface supplémentaire en aminophospholipides permettant de
fournir un grand nombre de site de liaison pour les facteurs intervenant dans la coagulation
sanguine comme le facteur 1Xa, VIII, Va et lia (Cf partie 2 paragraphe 1.4.a). Le facteur
tissulaire (TF) présent a la surface des MV issues des monocytes joue également un role dans

la coagulation sanguine (196). Le TF est exprimé sur les MV des monocytes au niveau des
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rafts lipidiques riches en cholestérol et est associé a PSLG-1 (P-selectin glycoprotein ligand-
1) (196). Ce complexe se lie aux plaquettes via les récepteurs CD62P pour amplifier la
formation du thrombus intravasculaire (230).

Les MV jouent donc un réle dans la coagulation en apportant le support phospholipidique et

le TF nécessaire a I’initiation de la cascade.

A coté de ce rdle physiologique, les MV sont également impliquées dans de nombreuses
maladies ou la coagulation est perturbée. En effet, I’inhibition de la formation des MV
conduit au syndrome hémorragique de Scott alors que 1’augmentation de leur libération joue
un role important dans 1’état pro-coagulant observé dans de nombreuses maladies (infarctus
du myocarde, syndrome antiphospholipide, polyarthrite rhumatoide, thrombocytopénie
induite par I’héparine (TIH)...).

De méme, le cancer est généralement associé a un fort risque de thrombose,

I’hypercoagulabilité étant la seconde cause de mort chez les patients cancéreux.

Le role critique de TF dans hémostase est sous le controle de son expression normalement
limité aux cellules extravasculaires. Ainsi, le TF est séparé de son ligand (FVII(a)) tant que
I’intégrité vasculaire est préservée.

Le TF est sur-régulé dans les cellules malignes et les cellules normales apres stimulation.
L’initiation de la coagulation peut étre induite directement par le TF quand il est exprimé a la
surface des cellules malignes ou induite de maniére indirecte apres 1’expression de TF par les
cellules endothéliales, les monocytes ou les macrophages stimulés lors de I’inflammation. De
plus, a cause de I’hyperperméabilité vasculaire observée dans les tumeurs, les facteurs de
coagulation, normalement séquestrés dans le compartiment vasculaire, peuvent diffuser a

I’intérieur du stroma et initier le processus de coagulation (141).

Les PS exposées a la surface des MV propagent le processus de coagulation en facilitant
I’assemblage et 1’activation des complexes tenase et prothrombinase. De plus, PS est un
cofacteur important pour I’activité du TF en lui donnant la surface indispensable chargé
négativement pour promouvoir la génération de la thrombine.

Les propriétés procoagulantes des MV dérivées des cellules cancéreuses peuvent entretenir la
formation de fibrine intravasculaire et facilite ainsi I’adhérence des cellules cancéreuses a la

paroi du vaisseau (231).
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I1.6. L’angiogenese:

Plusieurs études indiquent que les microvésicules dérivées de tumeurs stimulent la sécrétion
de plusieurs facteurs pro-angiogéniques par les fibroblastes du stroma, attirent chimiquement
et facilitent la prolifération des cellules endothéliales pour promouvoir I’angiogenése et la
croissance de la tumeur. Des effets angiogéniques ont également été induits par transfert
horizontal d’ARNm et de miARN via les microvésicules libérées par des tumeurs et capturées

par les cellules endothéliales (208,232).

I1 a été montré que les facteurs pro-angiogéniques comme le FGF ou le VEGF augmentent la
libération de microvésicules contenant des MMP par les cellules endothéliales et sont
responsables de la dégradation de la matrice et favorisent I’angiogenése. Les MMP-2 et
MMP-9 ont également été trouvés sur les microvésicules tumorales issues de cancer du sein
(233), de fibrosarcome (234), de cancer de I’ovaire (235). De méme, I’intégrine-f1 (236)
impliquées dans les interactions avec la matrice est retrouvée sur les TMV et I’hypoxie induit

une augmentation du relargage des MV dans le cancer du poumon.

Le role des MV dans I’angiogenése est complexe. En effet, un faible taux de MV stimule la
formation de tubes endothéliaux in vitro alors qu’un fort taux a un effet inhibiteur sur la
formation de tubes mais stimule 1’invasion des HUVEC (human umbilical vein endothelial

cells) dans une matrice (194).

Les microvésicules tumorales peuvent activer les cellules endothéliales en leur délivrant des
protéines comme EMMPRIN pouvant promouvoir la néo-angiogenese (237), ou le facteur
tissulaire (TF) ayant une activité pro-angiogénique et capable d’initier la transduction du

signal et de contrdler 1I’expression de génes comme le VEGF (238, 239).

Les lipides des MV (comme la sphingomyéline) sont également capables d’induire des
activités pro-angiogéniques en agissant sur la migration des cellules endothéliales, I’invasion

et la formation de tubes in vitro et la néovascularisation in vivo (240).
En résumé, les MV sont issues non seulement des cellules tumorales mais sont également

libérées par les CE et les cellules du stroma. Ces MV participent activement a la progression

des cancers (Cf. figure 63).
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Figure 63 : Role des microvésicules dans le cancer (Extrait d’Aharon, Best Practice & Research Clinical

Haematology, 2009) (241).
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Matériel et méthodes

Toutes les manipulations de culture cellulaire ont été effectuées sous une hotte a flux
laminaire avec du matériel stérile et des milieux préchauftés a + 37°C. La culture des cellules
est effectuée par incubation des boites dans un incubateur a CO, thermostat¢ a + 37°C
contenant un mélange de gaz (5 % CO; et 95 % d’air) et 85 % d’humidité.

Des solutions bactéricides et fongicides sont utilisées pour nettoyer les consommables avant
leur introduction sous la hotte ou pour nettoyer les appareils et €léments présent dans la piece.
Les effluents sont jetés en respectant les régles d’hygiéne et sécurit¢ en vigueur dans

I’établissement.

1. Matériel

I.1. Les cellules endothéliales :

Les cellules endothéliales ont été isolées selon la méthode de Jaffe modifiée (242) a partir de
cordons ombilicaux obtenus aprés consentement des femmes arrivées a terme aupres de la

maternité régionale de Nancy.

1.1.a. Les réactifs :

l.1.a.1. Le milieu de culture endothélial :

Le milieu servant a la culture des HUVEC est composé de :

Milieux synthétiques commerciaux M199 et RPMI-1640 (50%/50% v/v) (GibcoBRL, France)
+ 20 mM HEPES (Sigma, France)

+ 20 % de sérum humain AB (provenant de donneurs volontaires sains) décomplémenté

+ 2 mM de glutamine (GibcoBRL, France)

+ 100 U/mL de pénicilline (GibcoBRL, France)

+ 100 pg/mL de streptomycine (GibcoBRL, France)

+ 2,5 pg/mL de fungizone (GibcoBRL, France).

Conservation a + 4°C jusqu’a utilisation.

La décomplémentation est réalisé par incubation du sérum AB a + 56°C pendant 30 minutes

et stérilisé par filtration (filtre de 0,22 pm de diametre).
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1.1.a.2. Le tampon de lavage HBSS :

La poudre commerciale d’HBSS (Hank’s balanced salts solution, Sigma, France) est
reconstitué selon les recommandations fournies par le fabriquant :

+ 0,35 g de NaHCOs; (Sigma, France)

+ eau distillée qsp 1 L (pH 7,2).

La solution est stérilisée par filtration sur 0,22 um et conservées a 4°C jusqu’a utilisation.

Ce tampon contient : KCI1 0,4g/L ; NaCl 8,0g/L ; KH,PO4 0,06g/L ; Na,HPO4 0,04778 g/L ;
D-glucose 1,0g/L et rouge de phénol 0,011g/L.

1.1.a.3. Les solutions de digestion (trypsinisation)

Le détachement des HUVEC de la veine ombilicale s’effectue avec une solution de trypsine-
EDTA a 0,25 % (Sigma, France), soit 2,5 g de trypsine porcine et 0,2 g de EDTA-Nas dans
100 mL de HBSS.

Le détachement des HUVEC des supports de culture s’effectue avec une solution trypsine-
EDTA a 0,125 % obtenue aprés dilution de la solution précédente au 2 avec du tampon
HBSS.

La solution de gélatine (coating des supports de culture) est une solution de PBS contenant 1
% (p/v) de gélatine porcine (Sigma, France) et permet une meilleure adhérence des cellules au

support de culture.

1.1.b. L’isolement et la culture des CE :

1.1.b.1. Le recueil des cordons

Les cordons sont recueillis deés I’expulsion placentaire. Ils sont coupés a une longueur
d’environ de 20 4 25 cm et mis immédiatement dans un flacon de culture de 75 cm” contenant
150 mL de HBSS stérile. Placé rapidement a + 4°C, le cordon est utilisé le plus tot possible et

au maximum 6 heures apres le prélévement.

1.1.b.2. Le lavage de la veine ombilicale

Tout le travail d’isolement des HUVEC a partir des cordons ombilicaux s’effectue sous une
hotte a flux laminaire a I’aide d’instruments stériles et des milieux préchauffés a + 37°C.
Le cordon est déposé dans une boite de culture stérile. L’extérieur du cordon est nettoyé¢ avec

de I’¢éthanol 70 %. Aprées dilatation de I’extrémité de la veine a 1’aide d’une pince, un robinet
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est inséré dans orifice de la veine et ligaturé fortement autour du cordon. A 1’aide d’une
seringue reliée au robinet, la veine est lavée trois fois avec du tampon HBSS pour éliminer le

sang.

1.1.b.3. Le détachement des cellules (trypsinisation)

A D’aide de la seringue, la veine est remplie avec un peu de la solution de digestion.

Dés que la solution s’écoule de la veine, la deuxiéme extrémité du cordon est fermée avec une
pince de chirurgien. Puis la solution de digestion continue d’étre injectée jusqu’a ce que la
veine soit bien gonflée (15-20 mL final).

Le cordon est ensuite immergé dans du tampon HBSS et placé au bain-marie pendant 10 min
a + 37°C. Le cordon est alors retiré, posé sur une boite de pétri, massé doucement quelques
secondes. L’extrémité fermée par la pince est coupée et la solution de digestion est recueillie
dans un tube plastique de 50 mL contenant 1 mL de sérum AB humain pour arréter 1’action de
la trypsine.

La veine est lavée trois fois avec 10 mL de tampon HBSS. La suspension cellulaire est
centrifugée a 300 g pendant 6 minutes a température ambiante.

Apres centrifugation, le surnageant est jeté et les cellules sont lavées avec 10 mL de milieu de
culture.

Aprés la deuxieme centrifugation, les cellules sont remises en suspension dans 5 mL de
milieu de culture. Les cellules sont ensemencées dans une flasque de culture de 25 cm?, puis

placées dans I’incubateur a + 37°C.

1.1.b.4. Evolution de la culture

Dés le lendemain, les globules rouges restant sont éliminés en faisant subir a la boite de
culture quelques mouvements oscillatoires et le surnageant de culture est jeté.

Les cellules sont lavées deux fois de la méme maniere avec du tampon HBSS. Elles sont
ensuite remises dans 1’incubateur avec 5 mL de milieu de culture endothélial.

L’examen au microscope inversé a contraste de phase montre que la plupart des cellules ont
adhérées au fond de la boite, sous forme de nombreux ilots de cellules endothéliales. Cette
culture correspond au passage zéro (PO).

Normalement apres 5-7 jours de culture, les cellules sont confluentes, leur croissance s’arréte

par inhibition de contact.
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1.1.b.5. Passage en subcultures

A confluence, les cellules sont lavées 2 fois avec 5 mL de tampon HBSS. Les cellules sont
détachées en laissant agir pendant 2 minutes a + 37°C 1,5 mL de trypsine-EDTA 0,125 %.

La digestion est arrétée par addition de 5 mL de milieu de culture.

La suspension cellulaire est recueillie dans des tubes coniques stériles, puis centrifugée a 350
g pendant 5 minutes. Apres avoir été lavées, les cellules sont remises en suspension dans 15
mL de milieu de culture et ensemencées dans une flasque 75 cmz, préalablement coatée avec
la solution de gélatine, et correspond au premier passage (P1).

Apres leur deuxieme passage (P2), les cellules peuvent alors étre ensemencées aux
densités cellulaires nécessaires a I'expérience que 'on doit réaliser.

Les cellules ont été utilisées au maximum jusqu’au 5¢me passage.

I.2. Les lignées cellulaires tumorales :

Les lignées cellulaires utilisées pour ces travaux sont issues de carcinomes
épidermoides de la cavité buccale fournies par le Centre Alexis Vautrin (CAV, Nancy,
France). Les cellules Cal 27 (CRL-2095, ATCC) proviennent d'un carcinome épidermoide
de la langue et les cellules FaDu (HTB-43, ATCC) d’un carcinome de I'hypopharynx. Les

cellules sont conservées congelées dans I'azote liquide a - 180°C.

1.2.a. Les réactifs :

1.2.a.1. Le milieu de culture

Le milieu servant a la culture des lignées est composé de :

Milieux commerciaux RMPI-1640 sans rouge de phénol (GibcoBRL, France)
+ 10 % de sérum veau feetal décomplémenté (SVF, Dutscher, France)

+ 2 mM de glutamine (GibcoBRL, France)

+ 100 U/mL de pénicilline (GibcoBRL, France)

+ 100 pg/mL de streptomycine (GibcoBRL, France)

Conservation a + 4°C jusqu’a utilisation.

La décomplémentation est réalisé par incubation du SVF a + 56°C pendant 30 minutes.
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1.2.a.2. Les autres réactifs utilisés

PBS (sans Ca, sans Mg) (Sigma-Aldrich, France)

Solution de digestion : trypsine-EDTA 1X

Milieu de congélation : Cell culture freezing medium DMSO (GibcoBRL, France)
Isopropanol (VWR, France).

1.2.b. La culture des lignées tumorales :

1.2.b.1. La décongélation des cellules

Les cellules sont rapidement décongelées et mélangées a 10 mL de milieu de culture.
Apres centrifugation a 300 g pendant 10 minutes, le culot est resuspendu dans 15 mL de
milieu de culture et ensemencé dans une flasque de 75 cm?. La boite de culture est placée

dans I’incubateur (+ 37°C, 5 % CO,) jusqu’a atteindre 80 % de confluence.

1.2.b.2. Le passage en subcultures (trypsinisation)

Les boites de culture des cellules a sub-confluence sont lavées 1 fois avec 10 mL de tampon
PBS préchauffé a + 37°C. Les cellules sont ensuite détachées en laissant agir pendant 3
minutes a + 37°C 3 mL de trypsine-EDTA 1X. La digestion enzymatique est arrétée par
addition de 10 mL de milieu de culture. La suspension cellulaire est recueillie dans des tubes
coniques stériles, puis centrifugée a 300 g pendant 10 minutes. Apres avoir été lavées, les
cellules sont remises en suspension dans 10 mL de milieu de culture et dénombrées. Les
cellules sont ensemencées & 4000 cellules’cm” pour la continuité de la culture et/ou
ensemenceées selon le protocole utilisé. Les boites alors sont placées dans 1’incubateur.

Les cellules Cal27 ont été utilisées entre les passages 10 et 35 ; les cellules FaDu entre

les passages 65 et 90.

1.2.b.3. La congélation des cellules

Les cellules sont détachées selon le protocole indiqué au paragraphe 1.2.b.2.

La suspension cellulaire est dénombrée et X x 10° cellules sont mis a centrifuger 4 300 g
pendant 10 minutes dans un tube conique. Le culot est suspendu avec X x ImL de milieu de
congélation. Des aliquotes de 1 mL sont rapidement transférés dans les cryotubes clairement
identifiés (date, lignée, nombre de passage, initiales). Les tubes sont trés vite placés dans la
boite a congélation contenant de I’isopropanol et mis rapidement a congeler a - 80°C. Une

fois congelé, les tubes sont transférés dans 1’azote liquide (- 180°C).
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I.3. Les molécules thérapeutiques utilisées

1.3.a. Les molécules anti-angiogéniques :

Les molécules anti-VEGFR-2 ont été¢ synthétisées par le Dr M. Enrico Perspicace dans le
cadre de sa thése réalis¢ au laboratoire d’ingénierie moléculaire et biochimie
pharmacologique (LIMBP) de I’université Paul Verlaine de Metz et soutenue publiquement le
5 octobre 2010. Ce sont des petites molécules pouvant s’insérer dans la poche de liaison a
I’ATP du domaine tyrosine kinase du récepteur et empéche la phosphorylation et donc
I’activation du récepteur.

Plusieurs molécules ont été synthétisées mais seul le tartrate de thiénopyrimidinone (EPS4)

est soluble dans les milieux physiologiques ; voici sa formule chimique :
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Figure 64 : Structure du tartrate de thiénopyrimidinone (EPS4).

Afin que les facteurs de croissance présents dans le sérum n’interférent pas avec les
expériences, les molécules ont été diluées dans du milieu de culture appauvri en sérum (2 %
SVF). L’effet du médicament en présence du ligand a également été testé en présence de 10

ng/mL de VEGF-165 recombinant humain (R&D Systems Europe, France).

1.3.b. Les molécules anti-tumorales :

Les anti-EGFR étudiés sont des anticorps monoclonaux dirigés contre le domaine
extracellulaire du récepteur et possedent une affinité plus forte que le ligand naturel du
récepteur (EGF). Ainsi, ils empéchent la fixation du ligand et 1’activation subséquente du
récepteur.

Le cetuximab (C225, Erbitux®) (Merck Serono, France) est utilisé a partir de solutions
injectables a 5 mg/mL. Le panitumumab (Vectibix®, Amgen S.A.S, France) est utilisé a partir

de solutions injectables a 20 mg/mL.
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Afin que les facteurs de croissance présents dans le sérum n’interférent pas avec les
expériences, les médicaments ont ét¢ dilués dans du milieu de culture appauvri en sérum (2 %
SVF).

Certains essais ont été réalisés en présence d’EGF recombinant humain (Roche Applied

Science, Meylan, France) aux concentrations indiquées dans les expériences correspondantes.

II. Méthodes

II.1. La numération cellulaire :

Il.1.a. Principe:

Cette technique permet de déterminer la quantité¢ de cellules viables contenues dans une
suspension a I’aide d’un hématimetre (Cf. figure 65). L’hématimeétre (cellule de Malassez ou
de Thoma) est une chambre de mesure quadrillée dont le volume est calibré (1 mm® et 0,1
mm’ respectivement).

La numération est réalisée apres ajout d’un colorant vital, le bleu trypan, exclu par les cellules

viables mais pouvant rentrer dans les cellules mortes et les colore ainsi en bleu.

YT 1 717 T Profondeur de la

| | ,_r.-+.+ ------------------ chambre

Lamelle Rigoles Lame porte - objet

1 _

11| H

A

Quadrillage

Figure 65 : Représentation d’un hématimétre.

I1.1.b. Réactifs:

Chambre de Malassez et Thoma (VWR, France).
Bleu trypan (Sigmal-Aldrich, France)
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11.1.c. Protocole :

Fixer la lamelle sur I’hématimeétre apres avoir humecté les ergots. S’assurer qu’elle ne bouge
plus.

Dans un microtube, mélanger 450 uL de la suspension cellulaire avec 50 uLL d’une solution de
bleu trypan. Bien homogénéiser.

Déposer un peu de suspension cellulaire dans la chambre en posant le bout de la pipette sur la
partie centrale transparente, contre le bord de la lamelle et remplir toute la chambre (la
suspension doit 1égerement déborder).

Compter le nombre de cellules viables contenu dans la chambre et effectuer les calculs.

Nombre de cellules / ml de solution =

Nombre de cellules dans toute la chambre * dilution * (1/volume de la chambre) * 1000

11.2. Les milieux conditionnés :

Il.2.a. Principe:

Les milieux conditionnés sont des milieux issus de la culture des cellules. Ils contiennent tous
les facteurs libérés par les cellules pendant un temps de culture déterminé mais sont appauvris
en certaines substances utilisées par les cellules pendant la culture comme le glucose ou
certains facteurs de croissance.

Cette technique nous permet de récupérer les différents facteurs libérés par les cellules
tumorales exposées ou non a un traitement. L’effet indirect de ces traitements pourra par la
suite étre évalué par des techniques spécifiques aprés incubation des cellules endothéliales

avec ces différents milieux conditionnés.

11.2.b. Réactifs :

Le milieu appauvri en sérum (2 % SVF) est un milieu commercial RMPI-1640 sans rouge de
phénol (GibcoBRL, France) avec :

+ 2 9% de SVF décomplémenté (Dutscher, France)

+ 2 mM de glutamine (GibcoBRL, France)

+ 100 U/mL de pénicilline (GibcoBRL, France)

+ 100 pg/mL de streptomycine (GibcoBRL, France)

Conservation a +4°C jusqu’a utilisation.
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I1.2.c. Méthode de préparation :

1) Les cellules tumorales sont détachées de leur support de culture par trypsinisation classique
(Cf. paragraphe 1.2.b.2).

2) Aprés numération, les cellules sont ensemencées & 10000 et 8000 cellules /cm? pour les
Cal27 et FaDu respectivement dans des flasques 75 cm®.

3) Les cellules sont cultivées pendant 3 jours jusqu’a atteindre 50 % de confluence.

4) Les cellules sont ensuite lavées 3 fois avec PBS.

5) 15 mL de milieu 2 % SVF contenant ou pas la molécule a tester a la concentration désirée
sont déposés dans les boites de culture. En paralléle, des boites ne contenant pas de cellule
sont également préparées et traitées dans les mémes conditions afin d’obtenir les controles
négatifs, c’est-a-dire des milieux contrdles non conditionnés.

6) Apres 48 heures de culture, les milieux de culture sont transférés dans des tubes coniques
stériles et centrifugés a 300 g pendant 10 minutes a + 20°C.

7) Les milieux conditionnés ainsi prélevés sont ensuite aliquotés et congelés a - 20°C jusqu’a

leur utilisation (durée de conservation 3 mois maximum).

11.2.d. Caractérisation des facteurs pro- et anti-

angiogéniques :

11.2.d.1. Human Angiogenesis Array

Principe :

L’array protéique est une technique d’analyse rapide et semi-quantitative de 1I’expression des
protéines reposant sur le principe de I’Elisa sur membrane et couplée a une technique de
détection par chimiluminescence. Des anticorps spécifiques reconnaissant 55 protéines
impliquées dans I’angiogenese (Cf. tableau 15) ont été¢ fixées sur une membrane de
nitrocellulose sous forme de spot, en duplicat par le fabriquant. L’échantillon est mélangé
avec les anticorps de détection et déposé sur la membrane. Aprés quelques lavages pour
¢liminer les protéines non liées, la streptavidine-HRP (horseradish peroxidase) et les réactifs
de détection par chimiluminescence sont ajoutés. La lumiere est émise par chaque spot et est
proportionnelle au taux de protéines liées. Trois contrdles positifs et un controle négatif sont

¢galement répartis sur la membrane afin de tenir compte des liaisons non spécifiques.
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Position Cible Position Cible Position Cible
Al, A2 Positive Control (+) B21,B22 FGF-4 D13,D14 PDGF-AA
AS, A6 Activin A B23, B24 FGF-7 (KGF) D15,Dl16 PDGF-AB/PDGF-BB
A7, A8 ADAMTS-1 Cl,C2 GDNF D17,D18 Persephin
Platelet Factor 4 (PF4)
A9, A10 Angiogenin (ANG) C3,C4 GM-CSF D19, D20
(CXCL4)
All, A12 | Angiopoietin-1 (Ang-1) Cs, Co HB-EGF D21, D22 PI/GF
Al13, A14 | Angiopoietin-2 (Ang-2) C7, C8 HGF D23, D24 Prolactin
AlS5, A16 | Angiostatin/Plasminogen | C9, C10 IGFBP-1 El, E2 Serpin B5 (Maspin)
Al7, Al18 Amphiregulin (AR) Cl11,C12 IGFBP-2 E3, E4 Serpin E1 (PAI-1)
A19, A20 Artemin C13,Cl14 IGFBP-3 ES, E6 Serpin F1 (PEDF)
A23, A24 Positive Control (+) Cl15,Cl6 IL-1B (IL-1F2) E7,E8 TIMP-1
Coagulation Factor III
B1, B2 C17,C18 IL-8 (CXCLS) E9, E10 TIMP-4
(TF)
Thrombospondin-1
B3, B4 CXCL16 C19, C20 LAP (TGFB-1) Ell1, E12
(TSP-1)
Thrombospondin-2
BS5, B6 DPPIV (CD26) C21,C22 Leptin E13,El14
(TSP-2)
B7, B8 EGF C23,C24 MCP-1 (CCL-2) E15,El6 uPA
B9, B10 EG-VEGF PK1 D1, D2 MIP-1 CCL3 E17,E18 Vasohibin
B11,B12 Endoglin (CD105) D3, D4 MMP-8 E19, E20 VEGF
Endostatin/Collagen
B13,B14 D5, D6 MMP-9 E21, E22 VEGF-C
XVII
B15,B16 Endothelin-1 (ET-1) D7, D8 NRG1-B1 (HRGI -B1) F1,F2 Positive Control (+)
Pentraxin 3 (PTX3)
B17,B18 FGF acidic (FGF-1) D9, D10 F23, F24 Negative Control (-)
(TSG-14)
B19, B20 FGF basic (FGF-2) D11, D12 PD-ECGF

Tableau 15 : Liste des cytokines détectées par le kit « Proteome Profiler™ Array ».

Réactifs :

Dosage des protéines par la méthode BCA (Bicinchoninic acid) : BCA® protein assay kit

(Thermo scientific, France)

Human Angiogenesis Array Kit : Proteome Profiler® Array assay (ARY007, R&D Systems,

France) : les différents réactifs du kit sont reconstitués avec de 1’eau distillée 15MQ.
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Réactifs de révélation par chimiluminescence :

- SuperSignal WestPico Chemiluminescent Substrate (Thermo scientific, France).

- Immun-Star® WesternCTM Chemiluminescent kit (BioRad, France).
Analyseur d’image : Chemidoc® XRS (BioRad, France) + logiciel d’analyse d’image
Quantity One (BioRad, France)

Protocole :

1) Le dosage du contenu total en protéines dans les milieux conditionnés a été réalisé selon le
principe de la méthode de Lowry (kit BCA) conformément aux recommandations fournies par
le fabriquant.

2) Le kit « Proteome Profiler” Array » a été utilisé conformément aux recommandations faites
par le fabriquant. Les réactifs du kit ont été placés 30 minutes a température ambiante avant
d’étre utilisés.

3) Les sites de liaison non spécifique de la membrane de nitrocellulose ont été¢ bloqués
pendant 1 heure sous agitation a température ambiante avec le tampon fourni par le kit.

4) 900 pg/mL de protéines ont été mélangés dans un microtube avec 500 pL de tampon de
dilution et 15 pL d’anticorps de détection biotinylés et laissé incubé pendant 1 heure a
température ambiante.

5) Le mélange échantillon/anticorps de détection est déposé sur la membrane et laissé a
incuber pendant une nuit a + 4°C apres élimination de la solution de blocage.

6) Trois lavages sont réalisés avec le tampon de lavage fourni dans le kit.

7) 1,5 mL de streptavidine-HRP sont déposés dans le fond de la boite. La membrane est
égouttée puis retournée sur la solution de streptavidine et incubée pendant 30 minutes a
température ambiante.

8) Trois lavages sont réalisés avec le tampon de lavage fourni dans le kit.

9) La détection de la chimiluminescence est réalisée selon les recommandations fournies par
le fabriquant) : les membranes sont €gouttées et déposées sur le plateau de 1’analyseur
d’image. 450 pL de solution de révélation (X mL de tampon péroxide + X mL de luminol)
sont déposés sur chaque membrane.

Apres avoir effectué la mise au point, les spots sont révélés par une illumination de 10
minutes.

10) Le niveau de gris est déterminé pour chaque spot et le niveau du bruit de fond est soustrait

a cette valeur. Le seuil de détection limite a été fixé a trois fois le niveau du bruit de fond. Les
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protéines détectées sont identifiées a I’aide d’un film transparent représentant les coordonnées

de chaque spot (Cf. figure 66 ci-dessous).

Human Angiogenesis Array GD_ , e ?
Transparency Overlay T Wi oo
g -
Controle @
positif

(D)

: | Controle 1 >
Part No 607586 négatif () i =G

Figure 66 : Méthode de détection des protéines sur une membrane du kit « Proteome Profiler® Array » : film
transparent servant a identifier les protéines détectées (a gauche), exemple de membrane obtenue apres
incubation avec les milieux conditionnés issus des Cal27 (a droite, au dessus) et FaDu (a droite, au dessous). Les
contrdles positifs sont entourés en rouge et les contrdles négatifs en noir.

11.2.d.2. Bioplex® protein array :

Principe :

Le Bioplex protein array (BPA) est une technique d’analyse de 1’expression des protéines
semiquantitative qui repose sur le principe de ’ELISA sur billes, couplée a la technique de
détection de la cytométrie en flux (243). Développé par Luminex (Oosterhout, Pays-Bas), ce
principe de détection des protéines permet I’analyse simultanée de nombreuses protéines
cibles (jusqu’a 100 théoriquement) sur des échantillons de quantité trés réduite. L’anticorps
spécifique dirigé contre la protéine d’intérét est couplé de facon covalente a une bille marquée
par un fluorophore. Chaque bille a donc sa signature spectrale propre. Suite a I’incubation de
I’échantillon avec le mélange contenant les billes, un anticorps biotinylé dirigé contre un
épitope différent de la protéine est ajouté, réagissant avec la streptavidine-phycoérythrine
(PE). Ce systeme de « sandwich » permet une double détection : un laser excitant la
fluorescence de la bille (635 nm) et ’autre excitant le complexe streptavidine-PE (532 nm).
La fluorescence de la bille couplée a I’anticorps assure 1’identité de la cible, I’intensité de

fluorescence de la streptavidine-PE permet la quantification.
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Réactifs utilisés :
Dosage des protéines par la méthode BCA (Bicinchoninic acid) : BCA® protein assay kit
(Thermo scientific, France)
Kit de détection BioPlex ™ :
- Bio-Plex Cytokine Reagent Kit (BioRad, France) : solution de lavage, streptavidine-PE.
- Bio-Plex Human Basic FGF Assay
- Bio-Plex™ Human VEGF Assay.

Protocole :

1) Le dosage du contenu total en protéines dans les milieux conditionnés a été réalisé selon le
principe de la méthode de Lowry (kit BCA) conformément aux recommandations fournies par
le fabriquant.

2) 6 pg de protéines (échantillon ou gamme de concentration) sont déposés dans les puits
d’une plaques 96 puits et diluées dans une solution tamponnée présente dans le kit.

3) Ajouter les billes couplées aux anticorps spécifiques (anti-VEGF, anti-FGF-2) et laisser a
incuber pendant 1 nuit a + 20°C.

3) Apres un ringage, les plaques sont incubées avec la solution d’anticorps biotinylés pendant
30 minutes a température ambiante sous agitation.

4) La solution de révélation contenant le complexe streptavidine-PE est ajouté et mis en
contact 10 minutes.

5) L’analyse consiste ensuite a une double excitation fluorescente permettant de recueillir le
signal de la bille et de quantifier la protéine cible via I’intensit¢ de fluorescence de la
phycoérythrine. Le logiciel calcule la concentration en cytokine a partir d’une courbe standard

obtenue avec une solution étalon.

I11.3. Etude de la viabilité des cellules :

I1.3.a. A travers l'activité métabolique global (test MTT)

11.3.a.1. Principe :
Cette technique permet la mesure spectrophotométrique de la croissance cellulaire en fonction

de ’activité mitochondriale des cellules vivantes.
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Le MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2yl)-2,5 diphényltétrazolium) est un sel de
tétrazolium hydrosoluble de couleur jaune qui est réduit en un cristal insoluble pourpre
(formazan) par les succinates déshydrogénases mitochondriales (NADH+ dépendante). Cette
conversion n’est effectuée que par les cellules ayant une activité métabolique mitochondriale,
c’est-a-dire par les cellules viables.

Le métabolisme des cellules en prolifération est plus important que celui des cellules
quiescentes ou non actives. La mesure spectrophotométrique de la quantité¢ des cristaux de
formazan formé pendant un temps donné permettra d’évaluer une éventuelle cytotoxicité des
différents milieux utilisés lors de la culture (dilution de médicaments ou milieux

conditionnés) par rapport aux milieux contrdle (sans le médicament ou non conditionnés).

11.3.a.2. Réactifs et matériels :

RMPI (GibcoBRL, France)

MTT : 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide ; blue Thiazolyl
(Sigma, France) a 2 mg/mL dans RMPI

DMSO (dimethylsulfoxide, Fisher Scientific, France)

Spectrophotometre : EL800 Universal microplate reader (Bio-Tek instrument, USA).

11.3.a.3. Protocole :

1) Les cellules sont ensemencées a une densité de 2 x 10* cellules/cm® dans des plaques de 24
puits et cultivées pendant 24 heures.

2) Le milieu de culture est ensuite remplacé par 500 pL des différents milieux conditionnés
ou des dilutions de médicaments.

3) Apres incubation pendant 24 ou 48 heures, le surnageant de culture est remplacé par 500
puL d’une solution de MTT préparée extemporanément a 0,4 ug/mL et mis a incuber pendant
2 ou 3 heures a + 37°C pour les lignées et les cellules endothéliales respectivement.

4) Les cristaux pourpres de formazan sont dissous avec 400 uL. de DMSO.

5) Apres avoir bien mélangé par agitation rotative, 100 pL de surnageant sont transférés dans
les puits d’une plaque de 96 puits.

6) L’absorbance est mesurée a la longueur d’onde de mesure de 570 nm; la valeur
d’absorbance obtenue a la longueur d’onde de référence de 630 nm pour le méme puits est

soustraite de cette valeur. Le graph Absorbance = f(expérience) est tracé.
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Ainsi, une diminution de la formation du formazan peut étre observée lorsqu’une molécule
présente dans le milieu de culture des cellules diminue [Dactivité de la succinate
déshydrogénases. Cependant, cette diminution de la formation du formazan peut également
étre observée lorsque le nombre de cellule diminue. Le nombre de cellules présentes dans un
échantillon peut étre évalué par numération apres avoir détaché les cellules de leur support.
Mais cette technique devient vite laborieuse lorsque 1’on a de nombreuses conditions, sans
compter le risque de perdre des cellules quand on travaille en plaque multipuits. Nous avons

préféré utilisé une méthode de quantification de I’ADN, la méthode au Hoechst.

11.3.b. A travers la quantification de I’ADN total (Hoechst) :

11.3.b.1. Principe :
Le Hoechst 33258 est un colorant vital fluorescent se liant préférentiellement aux bases AT de
I’ADN. Une fois li¢ a ’ADN, la longueur d’onde d’émission de cet agent change ce qui
permet la mesure de la quantité d’ADN totale par fluorimétrie apres lyse des cellules. Les
cellules en culture contiennent globalement la méme quantit¢ d’ADN lorsque 1’on ne
consideére qu’un seul type cellulaire. Ainsi, la quantité de Hoechst incorporé dans I’ADN est
quasiment proportionnel au nombre de cellules présentes dans 1’échantillon. Il permet ainsi de
quantifier précisément le nombre de cellules par mesure de la fluorescence émise par le

compos¢ li¢ a I’aide d’une gamme étalon (réalisée avec une gamme de cellules).

Ainsi, le résultat de ces deux tests (MTT et Hoechst) nous permet de déterminer si les agents
thérapeutiques utilisés sont plutdt cytostatiques (diminution de ’activité métabolique sans
affecter le nombre de cellules) ou plutot cytotoxiques (diminution de I’activité métabolique et

du nombre de cellules).

11.3.b.2. Réactifs et matériels :

Solution mere de Hoechst 33258 (Sigma, France): 10 mg/mL dans de I’eau distillée et
congelé a - 20°C jusqu’a utilisation.

Solution de travail (WS) de Hoechst : 100 pg/mL (dilution solution mere dans le tampon
TNE)

Eau distillée 15 MQ

Tampon TNE : 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 2 M NaCl pH 7,5
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Spatule inox
Plaque 96 puits pour fluorescence

Lecteur microplaque de fluorescence : Twinkle LB970 (Berthold, France)

11.3.b.3. Protocole :

1) Les cellules sont ensemencées a une densité de 2 x 10 cellules/cm” dans des plaques de 24
puits et cultivée pendant 24 heures.

2) Le milieu de culture est ensuite remplacé par 500 pL des différents milieux conditionnés
ou des dilutions de médicaments.

3) Apres 24 ou 48 heures d’incubation, le milieu de culture est éliminé et la plaque multipuits
est retournée sur du papier absorbant pendant 1 min puis mise a congeler a - 80°C.

4) Les cellules sont lysées une premiere fois par addition de 250 pL d’eau distillée stérile dans
chaque puits et laissé sous agitation rotative a plat pendant 1 heure & T. Amb.

5) La plaque est ensuite remise a congeler a - 80°C.

6) La lyse cellulaire est complétée en laissant la plaque se réchauffer a T. Amb pendant 1
heure sous agitation rotative, suivi d’un grattage des puits avec 1’extrémité plat d’une spatule
en inox.

7) Dans les puits d’une plaque noire, déposer 100 pL de lysat cellulaire et 100 pL de WS. Le
blanc est obtenu en remplagant le lysat par de I’eau distillée stérile.

8) La fluorescence est mesurée par le lecteur de microplaque a fluorescence aux longueurs

d’excitation et d’émission de 360 et 460 nm respectivement.

11.3.b.4. Vérification de la linéarité de la méthode :

Cette expérimentation a été réalisée pour savoir si cette méthode de dosage est linéaire avec le
nombre de cellule utilisé lors des expérimentations. Les temps de doublement des cellules
étant d’environ 24 heures, le nombre de cellules présent dans les puits au bout des 3 jours de
culture se situe approximativement aux alentours de 120000 cellules par puits (pour une
densité d’ensemencement 30000 cellules/puits).

Une gamme étalon de différentes densités de cellules a été réalisée :

Apres avoir décollé les cellules de leur support et effectu¢ une numération de la suspension

cellulaire, une série de dilution a été effectuée pour obtenir la gamme étalon de cellule.
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0,5 mL de chaque point de la gamme (0 a 200000 cellules/mL) sont déposés dans les puits
d’une plaque de 24 puits en triplicat et laissé adhérés 24 heures a + 37°C dans I’incubateur a

CO..

La mesure de la viabilité est ensuite réalisée selon le protocole indiqué ci-dessus.

Les graphiques représentant le nombre de cellules/puits en fonction de D’intensité de
fluorescence obtenue ([nombre de cellules] = f (Unité relative de fluo)) sont donnés dans la
figure 67 pour les lignées Cal27 et FaDu et la figure 68 pour les cellules endothéliales.

Les résultats montrent une relation linéaire entre ces deux parameétres avec un coefficient de
corrélation supérieur a 0,9.

Enfin, afin de minimiser les variations dues au changement de réactif, chaque série

d’expérimentation a ét¢ analysée avec la méme solution de travail (WS Hoechst).

Lignée FaDu Lignée Cal27

80000+ 20000
< : <
=2 60000 2 15000
o ] o
Qo 1 8]
c g c
g 40000+ 8 10000
@ 1 y = 0.3094x - 669.28 7 y = 0.2205x - 124.66
o ] R2 = 0.9983 o R?=0.9976
S 20000 S 5000 :
o 1 o

s 0 . . : ‘ ;
0 50000 100000 150000 200000 0 20000 40000 60000 80000 100000
Densité cellulaire (Nombre/puits) Densité cellulaire (Nombre/puits)

Figure 67 : Vérification de la linéarité de la technique de mesure de la viabilité (Hoechst) par I’utilisation de
gamme étalon des lignées cellulaire Cal27 (a gauche, N=4 triplicat) et FaDu (a droite, N=2 triplicat).
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Figure 68 : Vérification de la linéarité de la technique de la mesure de la viabilité (Hoechst) par ’utilisation de
gamme étalon des cellules endothéliales HUVEC (N=4, triplicat).
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Méme si les résultats obtenus avec les HUVEC sont mieux extrapolés avec une courbe de
régression polynomiale, ces essais ont été réalisés en diluant les cellules dans le milieu
endothélial complet. Or, lors de nos expérimentations, nous utilisons du milieu appauvri en
sérum et les HUVEC proliférent moins vite dans ce milieu.

Par conséquent, le test de viabilité effectué varie bien linéairement en fonction du nombre de
cellule dans nos conditions expérimentales. Nous pouvons donc 1’utiliser pour évaluer la

viabilité des cellules apres incubation avec la molécule ou le milieu a tester.

11.3.b.5. Calcul du temps de doublement des cellules :

Cette technique nous a permis de calculer les temps de doublement des différents types
cellulaire étudié a partir des courbes de croissance obtenues.

Les cellules ont été ensemencées a 20000 cellules/cm” dans leur milieu de culture et cultivées
pendant 7 jours. La viabilité a été mesurée au bout de 1, 3 et 7 jours de culture. Le nombre de
cellule/puits a été calculé a partir d’une gamme étalon de cellule. La courbe de croissance

(nombre de cellule en fonction du temps) est tracée (Cf. figure 69).
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Figure 69 : Courbe de prolifération cellulaire des différents types cellulaires utilisés.

Le temps de doublement (temps pour lequel la population cellulaire est capable de doubler
son nombre d’individu) est calculé a I’aide de la relation suivante :

TD = (T72n-T24n) In2 / In N7op, - In Nogp

ou Taap et Toon sont les temps apres 24 et 72 heures de culture respectivement, et Noap et Nooy

sont le nombre de cellules au temps Taan et T72n respectivement.
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Les temps de doublement calculés sont les suivants :

Lignée Cal27 : 20 heures

Lignée FaDu : 19 heures

Cellules endothéliale HUVEC : 21 heures
Le temps de doublement entre les différents types cellulaire utilisés n’est pas tres différent, les
cellules FaDu sont les plus rapide et ne montre pas d’inhibition de la prolifération au bout de
7 jours de culture contrairement aux Cal27.
Ces courbes de prolifération cellulaire nous a permis de fixer I’ensemencement des cellules a

2 x 10* cellules/cm?.

II.4. Etude de la formation des structures pseudo-

capillaires in vitro :

Cette technique nous permet d’évaluer I’effet des milieux (conditionnées ou médicaments) sur
la formation de tubes pseudo-capillaires par les HUVEC cultivées sur une matrice et peut étre

assimilée au mécanisme d’angiogenése in vitro.

Il.4.a. Principe:

Les cellules endothéliales cultivées sur une matrice migrent rapidement pour former des
structures ressemblant a des capillaires. Ce modele assez simple permet d’étudier les
premicres ¢étapes de 1’angiogenese. Ces réseaux sont visualisés par microscopie de
fluorescence aprés marquage des cellules avec un fluorophore puis évalués par la
quantification de différents parametres (densité du réseau, nombre de jonction, longueur du
réseau). L’impact des médicaments ou des milieux conditionnés sur la formation de ces
réseaux peut ainsi étre étudié.

Le Matrigel® est une substance isolée a partir de souris portant le sarcome Engelbrecht HolmR
Swarm (EHS). La composition exacte de ce produit n’est pas connue mais c’est un mélange
complexe de protéines de la membrane basale comme la laminine, le collagene de type IV, les
héparanes sulfate, la fibrine et certains facteurs de croissance tels que EGF, TGF-b, PDGF et
IGF-1. Le Matrigel® est liquide a + 4°C mais devient solide (gel) aprés incubation a + 37°C. 1
permet d’offrir un support aux cellules en mimant 1’environnement naturel et 1’initiation

d’une réponse angiogénique. Sans support, le processus d’angiogenése ne peut pas avoir lieu.
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11.4.b. Réactifs :

Matrigel® (Becton Dickinson, France)

Lame de verre (Marienfeld laboratory, Allemagne)

Phalloidine-sulforhodamine (SR) (Fluoprobes®, Interchim, France),

Solution de blocage : PBS-BSA 1% (p/v) (Sigma Aldrich, France)

Solution de fixation : paraformaldéhyde (PAF) 4% (p/v) dissout dans PBS sous agitation
pendant 1 nuit a + 50°C.

Microscope intravital : AZ100 (Nikon, France) équipé de la camera Digital Light DS-QilMc
(Nikon, France) et du logiciel d’analyse d’image « NIS élément software » (Nikon, France).
Logiciel d’analyse des structures pseudocapillaires : Angiosys Software (TCS Cellworks,

UK).

11.4.c. Protocole :

1) Revétement des puits (coating) en plaque P24 :

Une lame de verre stérile (et dégraissée avec de I’acétone puis de I’éthanol 70°) est placée
dans le fond de chaque puits et recouverte avec 200 pL de Matrigel® dilué au 1/3 dans PBS.

La polymérisation est effectuée a + 37°C dans I’incubateur pendant 30 min a 1 heure.

2) Ensemencement des cellules endothéliales :

Les cellules endothéliales sont mise a cultiver dans des flasques jusqu’a sub-confluence.

Les cellules sont détachées (Cf. protocole paragraphe 1.1.b.3) et une numération cellulaire de
la suspension est réalisée (Cf. paragraphe II.1.c).

Les cellules sont ensemencées 4 90000 cellules/cm? dans du milieu complet.

Les cellules adhérent au support pendant 1’incubation d’1 heure a + 37°C dans I’incubateur a

CO..

3) Changement de milieu et traitement des cellules :

Le milieu de culture est éliminé et un lavage est effectué¢ avec 500 uL. PBS.
Puis, 500 uL. de milieu a tester sont déposés dans chaque puits et laissé a incuber pendant 48

heures.

4) Fixation des cellules :

Le milieu de culture est éliminé délicatement.

2 lavages avec PBS sont effectués avec douceur.
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Puis, 300 pL de la solution de fixation sont ajoutés et laiss¢ a incuber pendant 20 minutes a
température ambiante.
Apres 3 lavages avec PBS les plaques sont conservées a + 4°C jusqu’au marquage par

fluorescence.

I1.4.d. Analyse par microscopie de fluorescence :

11.4.d.1. Marquage des cellules endothéliales (Phalloidine) :

Les cellules endothéliales formant le réseau capillaire sont marquées par la phalloidine-SR,
molécule permettant la visualisation de 1’actine (protéines du cytosquelette).

1) Les cellules sont perméabilisées avec 200 uL d’une solution de méthanol a froid (- 20°C)
pendant 15 minutes.

2) Apres avoir éliminé le méthanol, les sites non spécifiques sont bloqués avec 150 puL de
PBS-BSA 1 % pendant 10 minutes.

3) La solution de blocage est éliminée. La phalloidine-SR est diluée au 1/60“™ dans du PBS-
BSA 1 %. Puis, 150 pL de la dilution sont déposés dans chaque puits et laissé a incuber 45
minutes a T. Amb.

4) Aprés 3 lavages de 10 minutes avec PBS, les plaques sont conservées a + 4°C jusqu’a

I’analyse par microscopie de fluorescence.

11.4.d.2. Analyse des réseaux capillaires :

Les réseaux capillaires sont photographiés a I’aide du microscope a fluorescence.

Les puits ont été entierement reconstitués grace a la fonction « Grab image » du logiciel.
L’objectif « 0,5 » permettant de prendre des photos avec un champ plus large a été utilisé lors
des analyses de la formation des tubes capillaires en présence de la molécule anti-
angiogénique EPS4.

La densité du réseau capillaire est calculée avec le logiciel « NIS element » et est donné par le
ratio calculé entre l’aire des structures observées et I’aire totale du champ observé. La
longueur totale du réseau (incluant les branches) et le nombre de jonctions sont quantifiés

avec le logiciel d’analyse des réseaux « Angiosys ».
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II.5. Expression des protéines par western blot :

Cette technique nous a permis de mesurer 1’effet du médicament ou des milieux conditionnés

sur I’expression de certaines protéines par les HUVEC.

Il.5.a. Principe:

Une certaine quantité de protéines est séparée par électrophorése SDS PAGE (sodium
dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). Les protéines sont ensuite transférées sur
une membrane de type nitrocellulose puis incubées avec un anticorps spécifique de la protéine
a étudier (anticorps primaire). La liaison de l'anticorps a I'antigéne (la protéine d'intérét) est
visualisée a I’aide d’un anticorps secondaire (dirigé contre le premier anticorps) et couplé a un
fluorophore. La détection s’effectue par chimiluminescence. Les résultats sont normalisés par
rapport aux valeurs obtenues avec une protéine dont I’expression n’est pas influencée par

I’expérience.

11.5.b. Réactifs :

Kit de dosage des protéines : BCA® protein assay kit (Thermo scientific, France).
Tampon de RIPA : 20 mM Tris-HCL pH 8, 1 % TritonX-100, 200 mM NaCl, ImM EDTA.
Le tampon de lyse RIPA est complémenté extemporanément avec des inhibiteurs de protéases
et de phosphatases :

- complete 1X: (Roche, France)

- 1 % d’inhibiteurs de phosphatases (phosphatase inhibitor coktail 1 et 2, Sigma-
Aldrich, France)

- et PMSF (phenyl methane sulfonyl fluoride (Sigma-Aldrich, France).
Marqueur de taille (PM) : Precision Plus Protein’™ Standards dual color (Biorad, France)
Tampon de charge 4X (laemmli) : 8 % SDS, 10 % B mercapto-éthanol, 30 % glycérol, 0,02 %
bleu de bromophénol, Tris-HCI 0,25M
Tampon de migration : 18,19 g Tris-Base, 3 g SDS, 86,95g Glycine, ED gsp 3L
Tampon de transfert 10X : 119,2 g Tris Base, 58,6 g glycine, 7,5 g SDS, 2L ED 18MQ.
Tampon de transfert 1X : 100 mL
Tampon de transfert 10X, 100 mL méthanol, 700 mL ED 18MQ
Tampon de lavage 10X (TBS): 36,3 g Tris-Base (500mM), 43,8 g NaCl, ED 18MQ gsp
500mL. Ajuster le pH a 7,5.
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Tampon de lavage 1X (TBS) : 100mL tampon TBS 10X + 900 mL d’ED 18MQ.
Tampon de lavage (TBST) : 1 L de Tampon TBS + 1 mL de Tween20 (Sigma, France)
Tampon de blocage (TBST-lait) : 1 L de Tampon TBS + 5 % lait écrémé (Régilait)
Membrane de transfert en PVDF (polyvinylidene fluoride) (0,45 um, Amersham, France)
Papier filtre (Biorad, France).

Substrat de révélation par chimiluminescence : SuperSignal WestPico Chemiluminescent
Substrate (Thermo scientific, France).

Systéme électrophorése et de transfert liquide : Mini-Protean®Tetra cell (BioRad, France)
Générateur PowerPac™ HC (Biorad, France).

Analyseur d’image : Chemidoc™XRS (BioRad, France) et le logiciel d’analyse d’image
Quantity One (BioRad, France).

Composition des gels de polyacrylamide :

Réactifs Fournisseur 10% 8% Concentration
(5%)

Acrylamide/bis 29 :1 (mL) Biorad, France 2,5 2 0,625

dH,O (mL) 2,4 2,9 1,825

Tris/HCI 1,5M pH 8,8 (mL) Biorad, France 5 5 néant

Tris/HCI 0,5M pH 6,8 (mL) Biorad, France néant néant 2,5

SDS 10% (ul) Sigma, France 100 100 50

TEMED (ul) Biorad, France 8,5 8,5 5

APS 10% (ul) Biorad, France 85 85 50

Tableau 16 : composition des gels de polyacrylamide (technique western blot).

I11.5.c. Protocole expérimental :

1) Les cellules endothéliales sont ensemencées a une densité de 32000 cellules/cm” dans des
flasques 25 cm®.

2) Apres 24 heures d’incubation, les cellules sont lavées 3 fois avec du PBS puis incubées
avec 5 mL des différents milieux conditionnés ou contrdles préparés avec ou sans cetuximab.

3) Les cellules sont laissées a incuber pendant 24 heures.
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11.5.d. Extraction des protéines :

1) A I’issue du protocole expérimental, le milieu de culture des cellules est éliminé.

2) Les cellules sont rincées 3 fois avec PBS et incubées avec 300 uL de tampon de lyse
pendant 30 minutes sur un lit de glace.

3) Le tapis cellulaire est gratté puis récupéré dans des microtubes.

4) Les échantillons sont ensuite passés au travers d’une aiguille a seringue 23 G : 10 fois.

5) Le lysat cellulaire obtenu est ensuite aliquoté et conservé a - 20°C jusqu’a analyse par
western blot.

6) Le dosage du contenu total en protéines dans le surnageant est réalisé sur le principe de la
méthode de Lowry a I’aide du kit BCA et utilisé selon les recommandations fournies par le
fabriquant. Les concentrations sont calculées en pg/mL a partir d’'une gamme étalon de BSA

(fourni dans le kit).

I1.5.e. Western blot :

1) Les mini-gels sont coulés (Cf. tableau 16), mis a polymériser (30 minutes pour le gel de
séparation, 10 min pour le gel de concentration) a température ambiante et montés sur le
systéme d’électrophorése apres avoir éliminé les peignes avec précaution.

2) la cuve est remplie avec le tampon de migration.

3) les échantillons sont mélangés avec du tampon de charge (1X final) et dénaturés par
chauffage a + 95°C pendant 5 minutes.

4) 25 pg de protéines sont déposés dans chaque puits (+ 1 puits contenant 10 pl du marqueur
de taille).

5) La migration s’effectue a 100 V pendant 2 heures.

6) Le systetme est démonté et les gels sont déposé€s sur une membrane PVDF activée au
préalable par des 3 bains successifs dans du méthanol et du tampon de transfert. L’ensemble
est mis a transférer dans le systtme de transfert liquide (Transblot) correctement assemblé
pendant 1 heure a 350 mA.

7) Les liaisons non spécifiques des membranes sont bloquées pendant 1 heure sous agitation
par incubation dans le tampon de blocage.

8) Les membranes sont incubées avec les anticorps spécifiques de la protéine a étudier

pendant 1 nuit a + 4°C sous agitation (Cf. tableau 17).
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9) Apres 3 lavages avec le tampon de lavage TBST, les membranes sont incubées avec

I’anticorps secondaire couplé a la HRP (Cf. tableau 17) pendant 1 heure a température

ambiante sous agitation suivi de 3 lavages de 10 min dans du tampon de lavage TBST.

10) La membrane est immergée dans la solution de substrat de révélation pendant 5 min.

11) Les membranes sont ensuite séchées et déposées sur le plateau de I’analyseur d’image.

12) La révélation des bandes s’effectue par illumination des membranes pendant une durée

variable selon la protéine cible (de 0,5 a 10 minutes).

13) L’intensit¢ de chaque bande est déterminée a 1’aide du logiciel « Quantity One ». Les

résultats sont ensuite normalisés en utilisant la protéine B-tubuline comme référence et

présentés en expression relative par rapport aux extraits protéiques des cellules non traitées.

Anticorps Fournisseur Espéce Dilution
anti-human B-tubulin Santa Cruz, .
Souris 1/1000
(polyclonal) TEBU, France
Anti-human VEGFR-2 Santa Cruz,
Souris 1/1000
(monoclonal) TEBU, France
Cell Signaling
Anti-human EGFR
Technologies, Lapin 1/1000
(polyclonal)
France
Anti-human PECAM-1 DakoCytomation,
Souris 1/1000
(monoclonal) France
Anti-human Notch-4 Santa Cruz, ‘
Lapin 1/1000
(polyclonal) TEBU, France
horseradish peroxidase (HRP)- Santa Cruz, Souris
‘ 1/10000
conjugated secondary antibody | TEBU, France Lapin

Tableau 17 : Liste des anticorps avec leur dilution utilisés pour le western blot. Les anticorps sont dilués avec du

tampon TBST + 5% de lait demi-écrémé.
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I1.6. Les microparticules:

Il.6.a. La purification des TMV

11.6.a.1. Principe :

Cette étape de purification des milieux conditionnés permet d’éliminer les débris cellulaires et
d’avoir ainsi une suspension de microparticules plus homogeéne.

Lors d’une premicre étude, nous avions centrifugés les milieux conditionnés de maniére a
obtenir un culot de microparticules mais les pertes étaient importantes et les suspensions
obtenues aprés mise en suspension des particules étaient plus hétérogénes (d’apres les
analyses faites par cytométrie en flux et microscopie €électronique) mais les résultats ne seront
pas présentés dans la suite du manuscrit.

Le protocole présenté répond aux critéres internationaux de préparation des microparticules

plaquettaires approuvé par le comité international de standardisation scientifique ISTH (244).

11.6.a.2. Réactifs :

Sérum de veau déplété en microparticules (SVFd) : sérum de veau centrifugé a 14000 g

pendant 1 heure a + 20°C puis aliquoté et congelé a - 20°C.

11.6.a.3. Protocole :

1) Préparer les milieux conditionnés (CM) comme indiqué au paragraphe II.2 en utilisant du
SVFd.

2) Les milieux conditionnés sont répartis dans des tubes coniques de 15 mL (5 mL final).

3) Les tubes sont centrifugés a 2500 g pendant 15 minutes a + 20°C sans frein.

4) 4 ml de surnageant est transféré avec précaution a 1’aide d’une pipette automatique de 1000
puL dans un autre tube conique de 15 mL (5 mL final) et centrifugé a 2500 g pendant 10
minutes.

5) Les surnageants sont prélevés toujours avec précaution et transférés dans d’autres tubes de
15 mL (10 mL final).

6) Les suspensions de microvésicules sont analysées immédiatement aprés leur extraction.
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11.6.b. L’analyse de la taille par granulométrie laser :

11.6.b.1. Principe :

La granulométrie laser est une technique basée sur la diffusion dynamique de la lumiére
(DLS) encore appelée spectroscopie a corrélation de photon (PCS) et permet la détermination
de la taille de micro- ou nano-particules en suspension dans un liquide (0,6 nm et jusqu’a 6
microns).

Les molécules en suspension ne sont pas statiques mais subissent le mouvement brownien
induit pas les chocs réalisés avec les autres molécules présentes dans le fluide. Lorsque les
particules sont éclairées (lumiére monochromatique provenant d'un laser), elles diffusent la
lumiére et leur mouvement brownien produit des fluctuations d'intensité significative au sein
de ces signaux qui peuvent étre détectés a de nombreux angles différents (Cf. figure 70).
L’analyse de ces fluctuations a 1'aide d'une fonction d'auto-corrélation donne le coefficient de
diffusion et le rayon hydrodynamique des particules peut alors étre simplement calculé a
l'aide de la relation de Stokes-Einstein. Il est donc possible de déduire avec précision la taille
des particules a condition que la viscosité et 1’indice de réfraction de la solution soient
connus.
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Figure 70 : Principe de mesure de la taille des particules en suspension par DLS. (Extrait du site internet
Wikipédia). L’amplitude des variations des intensités de la lumiere diffusée par les petites particules pendant un
temps tres court est plus importante que celle de la lumiére diffusée par les particules plus grosses, en raison de
leur plus grande vitesse.
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11.6.b.2. Description de I'appareil :

L’appareil utilisé¢ est le Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd) (Cf. figure 71) : il
utilise un laser néon-hélium 633 nm comme source lumineuse (N°1) pour éclairer
I’échantillon présent dans la cuve (N°2). L’atténuateur permet de réduire 1’intensité de la
source lumineuse en fonction de la concentration de I’échantillon et du type de particules
présent dans la suspension (les petites particules diffusent moins que les grosses particules et
il donc faut les éclairer avec un peu plus d’intensité). Le détecteur de rétrodiffusion est situé a
173° (backscatter) de la source lumineuse et récupére les intensités de la lumiere diffusée par
la suspension. La cuve est thermostatée a la température de mesure (+ 25°C) pendant
quelques minutes avant ’analyse car le mouvement brownien augmente avec la température.
Le corrélateur (N°5) permet I’analyse des variations des intensités diffusées et transmet au

systéme informatique les données obtenues.
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Figure 71 : Schémas descriptif de 1’appareil Zétasizer NanoZS (Malvern Instruments Ltd).

Cette technique est simple d’utilisation, rapide et offre I’avantage de ne pas imposer d’étape
préparative a 1I’échantillon comme c’est le cas pour la microscopie électronique par exemple.

C’est également une technique trés sensible et qui nécessite tres peu d’échantillon.
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11.6.b.3. Utilisation de |'appareil :

Cet appareil n’a pas besoin d’étre calibré mais nécessite tout de méme une vérification des
mesures une fois par semaine grace a I’analyse d’une suspension de particules monodisperse

calibrées (Cf. figure 72).
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Figure 72 : Exemple d’analyse obtenue avec un contrdle de taille (taille de étalon 200 nm + 20 nm, Fluka,
France).

Nous n’avons pas pu établir I’indice de réfraction et la viscosité de nos milieux de culture
servant a la fabrication des microvésicules. Néanmoins, grace a 1’existence de tables de
correspondance fournies par le fabriquant de 1’appareil, nous avons attribu¢ la valeur
suivantes :

- matériel a mesurer (TMV) : indice de réfraction = 1,400 et absorption = 0,010.

- dispersant (eau) : viscosité = 0,8872 CP ; indice de réfraction = 1,330 et constante

diélectrique = 78,5.

Cet appareil est trés simple d’utilisation, comme un spectrophotomeétre :

500 pL d’échantillon a analyser sont déposés dans une cuve en plastique de 1,5 mL et placée
dans DI’appareil. L’appareil est ensuite paramétré et I’analyse est lancée en appuyant sur
START.

L’appareil regle lui-méme le focus et I’intensité du laser en fonction de la concentration des
échantillons avant d’effectuer les analyses. Aprés un temps d’équilibration de 30 secondes, il
effectue au moins dix mesures de tailles en triplicat par échantillon ce qui lui permet de
déterminer la qualité des échantillons. Si les valeurs sont trop différentes, le systéme indique

qu’il y a un probléme.
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L’indice de polydispersité (PdI) est calculé par le logiciel a partir de I’analyse des cumulants
des intensités mesurées. Un PdI de 1 indique que la distribution en taille des particules est
large (suspension polydisperse) alors qu’une valeur proche de zéro indique qu’il n’y a pas de

variation dans la taille de 1’échantillon (suspension monodisperse).

Une fois I’analyse effectuée, 1’appareil donne un rapport contenant la valeur moyenne de la
taille obtenue pour chaque triplicat en volume ou en intensité ainsi que les graphs de

corrélations.

I1.6.c. Le marquage des TMV avec un marqueur

membranaire fluorescent

11.6.c.1. Principe :

Les microvésicules sont des particules assez fragiles qui ne supportent pas les centrifugations
a haute vitesse. C’est pourquoi nous avons préférés effectuer un marquage indirect : les
cellules tumorales ont d’abord ét¢ marquées avec un marqueur membranaire fluorescent et
cultivées. Les milieux conditionnés contenant les microparticules fluorescentes ont ensuite été

récoltés.

11.6.c.2. Réactifs :

Solution mere de DiO (FluoProbes®, Interchim, France) : reconstitution a 14,2 mM (12,5
mg/mL) avec DMSO, conservation a température ambiante.

Solution DiO a 1 mM : dilution de la solution mére de DiO dans du PBS.

11.6.c.3. Protocole :

1) Les cellules tumorales sont détachées de leur support de culture par trypsinisation classique
(Cf. paragraphe 1.2.b.2).

2) 10 x 10° cellules sont incubées avec 5 mL de DiO 2 uM dilué extemporanément dans du
PBS pendant 15 minutes a température ambiante a I’abri de la lumiere. Un tube contrdle (sans
cellule) est réalis¢ avec du PBS (pour remplacement les cellules) et du DiO et servira de
controle négatif pour les analyses de cytométrie en flux et d’imagerie en flux.

3) La réaction de marquage est stoppée par addition de 5 mL de milieu de culture.

4) La suspension cellulaire est centrifugée pendant 10 minutes a 300 g.

5) Le culot est resuspendu avec 10 mL de milieux complet.
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6) La suspension est ensuite transférée dans un autre tube et centrifugé.

7) Le culot est resuspendu avec 10 mL de milieux complet et les cellules sont comptées (Cf.
paragraphe I1.1).

8) Les cellules tumorales marquées sont ensemencées a ~ 3 x 10° cellules par flasque de 75
cm?’.

9) Apres 24 heures d’incubation a + 37°C 5 % CO,, le milieu de culture est éliminé et
remplacé par du milieu de culture contenant 2 % SVF + 20 pg/mL cetuximab. La figure 73
montre le marquage cellulaire obtenu apres 24 et 48 heures de culture.

10) Apres 48 heures d’incubation, 5 mL de milieux conditionnés sont transférés dans un tube
de 15 mL stérile et centrifugé a 2500 g pendant 15 minutes a + 20°C sans frein.

11) Les surnageants sont prélevés avec précaution avec une pipette automatique de 1 mL et
transférés dans un autre tube de 15 mL : centrifugation 2500 g 15 minutes a + 20°C sans frein.
12) Les surnageants sont prélevés et les suspensions de microvésicules sont prétes a étre

utilisées.

Figure 73 : Observation des cellules FaDu marquées au DiO aprés 24 heures (a gauche) et 48 heures (a droite)
d’incubation a +37°C 5% CO2. Barre d’échelle 20 pm (en rouge). Le DiO s’insére dans la memebrane des
cellules de maniére homogeéne Les petits points observés aprés 48 heures de cultures peuvent étre des
microvésicules (peu nombreux a 24 heures).

Nous avions effectué au préalable un essai de marquage avec le PKH67 (Sigma Aldrich,

France) mais ce marqueur ne nous a pas donn¢ satisfaction (Cf. figure 74). En effet, on ne voit
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pas les cellules mais plein de petits points partout. Le marquage n’est pas homogene et ce

marqueur n’a pas été utilisé par la suite.

Figure 74 : Image des lignées FaDu marquées en monocouche avec PKH67 (110 nM dans éthanol 1% PBS,
incubation 3 minutes avant lavages et culture dans milieux complet) et cultivées pendant 48 heures. Barre
d’échelle 20 pum. Le PKH67 ne s’insére pas dans la membrane des cellules de maniére homogéne. Le marquage
des cellules apparait sous forme de spot ; cette méthode de marquage n’est pas utilisable pour fabriquer des
microvésicules fluorescentes

I1.7. La cytométrie en flux

Cette technique a permis d’une part d’évaluer I’influence des traitements sur le nombre de
TMV libérés par les cellules tumorales mais également de quantifier I’expression de différents

marqueurs a la surface de ces microparticules et des cellules tumorales dont elles sont issues.

Il.7.a. Principe:

Cette technique repose sur la mesure de parameétres physiques (taille relative, granulosité) et
biologiques (intensité relative de immunofluorescence) de cellules isolées entrainées par un
flux liquide et défilant a une grande vitesse devant un faisceau lumineux monochromatique
excitateur. La lumiére émise est séparée de la lumicre excitatrice par ’emploi de filtres
optiques adaptés et est amplifiée par un photomultiplicateur. Les signaux lumineux sont
convertis en données numériques pouvant €tre traitées par un systéme informatique et sont

exprimés en unité relative.
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L’appareil utilisé est équipé de plusieurs photomultiplicateurs capables de détecter des
longueurs d’ondes d’émission différentes et permet des analyses multiparamétriques. De plus,
L’appareil comporte 3 lasers d’excitation (bleu, rouge, violet) et augmente ainsi les
possibilités d’analyse d’un échantillon. L’ordinateur calcule les données statistiques associées
aux distributions des parameétres mesurés et les représente sous la forme d’histogramme
monoparamétrique (un seul parametre) ou biparamétrique (deux parameétres) sur la population

des événements sélectionnés dans la fenétre de tri (Cf. figure 75).
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Figure 75 : Représentation des données de cytométrie en flux sous-forme mono- ou bi-paramétrique (a gauche et
a droite respectivement).

La diffusion de la lumiére aux petits angles (FSC, Forward Scatter Collection) est collectée
dans I’axe du faisceau lumineux et permet la mesure des parameétres physiques (renseigne sur
la taille de la structure de I’événement mesuré). Cet appareil est doté d’un systeme amélioré
permettant de collecter la lumiere diffusée par des particules submicroscopiques et est donc
adapté a I’analyse des TMV.

La diffusion de la lumiére aux grands angles (SSC, Side Scatter Collection) est collectée a 90°
par rapport au faisceau lumineux et donne des indications sur la structure interne de la

structure analysée (granulométrie).

I1.7.b. Contrdles qualités :

11.7.b.1. Vérification de I'alignement des lasers :

Une suspension de billes fluorescentes calibrées (Flow-Check® Fluorospheres, Beckman

Coulter, France) est utilisée pour la vérification journaliere de l'alignement optique et des
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circuits fluidiques de 1’appareil. Elles sont excitables a 488 nm et émettent une fluorescence

entre 525 nm a 700 nm et permet de vérifier tous les canaux en méme temps.

11.7.b.2. Vérification des intensités :

Un mélange de billes calibrées d’intensité et de taille différentes est également utilis€¢ pour
vérifier la stabilit¢ de 1’appareil en fonction du temps. Elles sont excitables a toutes les
longueurs d’onde (365 a 650 nm) ce qui permet leur utilisation sur tous les canaux de
I’appareil en un seul passage.

Ces billes (SPHERO® Rainbow Calibration Particles, Spherotech, USA) ont été analysées
avant chaque expérience nécessitant la mesure de I’intensité de fluorescence. Il s’agit d’un
mélange de 8 billes de tailles différentes. Nous avons regard¢ les intensités des populations de
billes bien séparées et dont la valeur est proche des valeurs obtenues pour les

expérimentations (Cf. figure 76).
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Figure 76 : Exemple d’histogramme obtenu lors de 1’analyse des billes Rainbow : exemple du canal FL1 (FITC).

L’¢évolution des intensités au cours du temps est donnée dans la figure 77.

Quelque soit le canal observé, I'intensité des différentes billes est linéaire dans le temps, on
observe une légeére augmentation en fonction du temps pour le pic correspondant a la valeur la
plus ¢€levée, valeur non atteinte lors de nos expériences.

L’¢échelle des intensités n’est pas linéaire et augmente de facon exponentielle avec le signal.
La dispersion des valeurs est proportionnelle a I’intensité des billes avec un pourcentage de

variation identique pour chaque type de billes (Cf. tableau 18).
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Figure 77 : Contrdle qualit¢ du cytométrie en flux : variation des intensités des différents canaux utilisés :
représentation des intensités en fonction du temps (2 gauche) et des intensités obtenues pour chaque type de
billes ou pic (a droite). La valeur des intensités est stable dans I’intervalle de temps étudié.
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Canal / Pic Pic 1 Pic 2 Pic 3 Pic 4
FL1 1,7+ 0,1 (6%) 4,5+0,3 (7%) 13+£1(8%) 27+ 2 (7%)
FL2 1,8 £ 0,1 (6%) 4,9+0,3 (6%) 12 +£1(8%) 25+ 2 (8%)
FL4 1,7+ 0,1 (6%) 4,7+ 0,2 (4%) 13+ 1 (8%) 26 £ 1 (4%)
FL6 1,6 £ 0,1 (6%) 6,3 + 0,4 (6%) 16 £1 (6%) 39+ 2 (5%)

Tableau 18 : Controle qualité¢ du cytométre en flux : valeurs des intensités pour chaque canal.

11.7.c.

Immunomarquage :

Les récepteurs exprimés a la surface des cellules ou des TMV sont reconnus spécifiquement

par un anticorps dirigé spécifiquement contre 1’antigéne désiré et marqué par un fluorophore

(marquage direct).

I1.7.c.1.

Les caractéristiques des anticorps sont présentées dans le tableau 19 ci dessous.

Les réactifs utilisés :

Le contrdle négatif est un contrdle isotypique : les cellules sont incubées avec un anticorps

monoclonal du méme isotype que I’anticorps spécifique et également couplé avec le méme

fluorochrome. Il permet également de régler les compensations du protocole lorsque le

marquage est multiple. Il est préparé et analysé en méme temps que les échantillons.

Anticorps Fournisseur Type d’échantillon Dilution Volume
Espéce (uL)
Anti-EGFR-FITC AbD Serotec, Lignées 1/10 20
ISO-FITC (10X) (Rat) HUVEC 1/10 10
™V 1/10 5
Anti-TF-PE (CD-142) BD Biosciences Lignée Pur 10
ISO-PE (Souris) HUVEC Pur 10
™™V 12 4
Anti-Epcam-Cy5.5PrPC BD Biosciences Lignée Pur 10
ISO-CYS5.5PrPC (Souris) HUVEC Pur 10
™V 12 4
Annexine-V-APC BD Biosciences Lignée Pur 5
HUVEC Pur 2
™™V 1/10 2

Tableau 19 : Caractéristiques et volumes des anticorps utilisés pour les immunomarquages. (Remarque :
I’anticorps isotypique FITC étant dix fois plus concentré que I’anticorps anti-EGFR-FITC, il a été dilué au

préalable au 1/10iéme).
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PBS (Sigma-Aldrich, France)

Tampon annexine-V : Annexin-V Binding Buffer, 10X (BD Pharmingen®, Becton
Dickinson, France).

Solution de fixation : PAF a 1 % p/v (Sigma, France) dans PBS.

Tube cytométrie en flux (Beckman Coulter, France).

Billes fluorescentes utilisées pour la calibration du protocole « microvésicules » : Mégamix®
(Diagnostica Stago S.A.S, France).

Cytometre en flux : Navios (Beckman Coulter, France) + logiciel « cytometry list mode data

acquisition & analysis NaviosTM cytometer 1.0 » (beckman Coulter, France).

11.7.c.2. Immuno-marquaqge des cellules tumorales :

1) Les cellules cultivées en flasque de culture 75 cm” sont détachées de leur support par
trypsinisation classique (Cf. méthode de culture des lignées cellulaires) et mises en
suspension dans 10 mL de milieu de culture.

2) Apres comptage, 10° cellules sont mises & centrifuger et le culot est resuspendu avec 1 mL
de tampon annexine-V dilué au 1/10°™ avec PBS.

3) 50 uL de la suspension cellulaire sont déposés dans les tubes de cytométrie en flux bien
identifiés (type échantillon, type de marquage).

4) le volume correspondant d’anticorps est ajouté (Cf. tableau 19) et les tubes sont mis a
incuber 15 minutes a température ambiante dans le noir.

5) La réaction est arrétée par addition de 500 uLL de PBS.

6) les tubes sont mis a centrifuger a 500 g 5 minutes.

7) Le surnageant est éliminé par retournement du tube.

8) Les cellules sont fixées avec 500 puL de solution de fixation.

9) Analyse des tubes par cytométrie en flux.

11.7.c.3. Immuno-marquage des TMV :

1) 500 pL de milieu conditionnés sont déposés dans des tubes de cytométrie en flux bien
identifiés (type échantillon, type de marquage).

2) Le volume correspondant d’anticorps est ajouté (Cf. tableau 19) et mis a incuber 15
minutes a température ambiante dans le noir. Pour le marquage avec 1’annexine-V, 50 uL de

tampon annexine sont ajoutés pour permettre sa fixation sur la membrane.

147



Matériel et méthodes

3) Incubation 30 minutes a température ambiante dans le noir.

8) Vortexer le tube extemporanément avant I’analyse par cytométrie en flux.

11.7.c.4. Immuno-marquage des cellules endothéliales :

1) Les cellules cultivées en flasque de culture 25 cm” sont détachées de leur support par
trypsinisation classique (Cf. méthode de culture des cellules endothéliales) et mises en
suspension dans 5 mL de milieu de culture.

2) Aprés comptage, 10° cellules sont mises & centrifuger et le culot est resuspendu avec 1 mL
de tampon annexine dilué au 1.10°™ dans du PBS.

3) 50 uL de la suspension cellulaire sont déposées dans les tubes de cytométrie en flux bien
identifiés.

4) Le volume correspondant d’anticorps est ajouté (Cf. tableau 19) et les tubes sont mis a
incuber 15 minutes a température ambiante dans le noir.

5) La réaction est arrétée par addition de 500 uL de PBS.

6) les tubes sont mis a centrifuger a 500 g pendant 5 minutes.

7) Le surnageant est éliminé par retournement du tube.

8) Les cellules sont fixées avec 500 pL d’une solution de PAF 1 %.

9) Analyse des tubes par cytométrie en flux.

I1.7.d. Analyse des échantillons :

1) Avant toute analyse, I’appareil est lavé en passant un tube contenant une solution de lavage
suivi de trois tubes contenant de I’eau pour le ringage.

2) L’alignement des lasers est ensuite vérifié en passant les billes Flow Check : le flacon est
vortex¢ vigoureusement pendant 30 secondes et 10 gouttes sont déposées dans un tube de
cytométrie. Le protocole «alignement bleu red violet C» est lancé par le bouton
« autoscheduler ». L appareil valide automatiquement les différents canaux s’il y a lieu.

Puis un ringage est effectué systématiquement avec un tube contenant de I’eau.

3) L’intensité des lasers est contrdlée grace a I’analyse des billes fluorescentes Rainbow : le
flacon est vortexé vigoureusement pendant 30 secondes et 1 goutte est déposée dans un tube
de cytométrie contenant 300 uL de PBS. Le protocole « spherorainbow » est utilisé pour
I’analyse.

Puis un ringage est effectué systématiquement avec un tube contenant de I’eau.
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4) Les analyses des cellules sont effectuées en séries contrairement a celles des
microparticules qui nécessitent 2 ringages a 1’eau avant toute analyse ; les tubes sont passés
un par un.

L’analyse des échantillons est effectuée pendant 300 secondes.

11.7.d.1. Analyse des cellules :

Le protocole est déterminé et réglé en fonction du type cellulaire et des marqueurs utilisés :

La population est repérée sur le scattogramme représentant la taille en fonction de la
granulosité (Cf. figure 78). Une fenétre prenant en compte uniquement cette population est
dessinée afin d’éliminer les débris cellulaires, ou les doublets et triplets de cellules.

La tension du photomultiplicateur (PMT) est réglée, a 1’aide de 1’histogramme représentant
les intensités de fluorescence du fluorophore considéré, de maniere a ce que les cellules non
marquées apparaissent négatives, en dessous de 0 sur I’échelle logarithmique (10°) (Figure
74). La tension du PMT ne doit plus étre touchée apres ce réglage afin de ne pas faire d’erreur
sur la lecture des intensités de fluorescence des échantillons analysés. Le seuil de positivité
est déterminé a ’aide des cellules marquées avec un contrdle isotypique (Cf. paragraphe
I.7.e). L’intensité de fluorescence de la population cellulaire est mesurée automatiquement

par le cytometre en flux et analysée a 1’aide du logiciel fourni par le fabriquant.
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Figure 78 : Cytométrie en flux : exemple de scatogramme obtenu lors de I’analyse des cellules. Représentation
de la taille en fonction de la struture lors de I’analyse des cellules FaDu (a gauche), Cal27 (au centre) et HUVEC
(a droite).

11.7.d.2. Analyse des microvésicules :

L’analyse des microvésicules nécessite 1'utilisation de billes de différentes tailles afin de

repérer les événements correspondant a ces particules dont la taille est inférieur a 1 pm (Cf.
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figure 79 A). Une fenétre est dessinée sur le scatogramme représentant 1’intensité FLI1
(marqueur des billes) en fonction de la taille (FS) (Cf. figure 79 B). Dans la suspension, le
nombre de billes par volume est la méme pour les billes de 0,5 et 0,9 um ; le canal FL1 est
réglé de telle sorte a obtenir 50 % pour chaque population de bille (Cf. Figure 79 C).

La suite de I’analyse est identique a celle des cellules (Cf. paragraphe ci-dessus).
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une suspension commerciale de billes fluorescente calibrées de tailles égale a 0,5 0,9 et 3pum (A) est utilisé pour
effectuer les réglages de I’appareil permettant la sélection des événements dont la taille est en dessous de 0,9 pm
(B) c¢’est-a-dire les événements correspondant aux microparticules. Dans la suspension Mégamix®, il y a autant
de billes de 0,5 um que de 0,9 um ; le canal FL1 est réglé de maniére a obtenir environ 50 % pour chaque
population (50 % + 2 %).

11.7.d.3. Exemple d'analyse :

Les contrdles isotypiques permettent de déterminer un seuil au-dela duquel les échantillons
sont considérés comme positifs, ¢’est-a-dire exprimant 1’antigéne testé. Voici des exemples de
controles isotypiques obtenus avec les lignées tumorales Cal27 (Cf. Figure 80) et les TMV
(Cf. Figure 81).
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Figure 80 : Cytométrie en flux : représentation des marquages obtenus avec les cellules Cal27 : cellules non
marquées en vert, contréle isotypique en rouge et marquage spécifique en noir.
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Figure 81 : Cytométrie en flux : représentation des marquages obtenus avec les TMV- Cal27 : TMV non
marquées en vert, contréle isotypique en rouge et marquage spécifique en noir.

Voici également un exemple d’histogramme obtenu lors de 1’analyse du marquage des

cellules tumorales au DiO (Cf. figure 82) et des TMV libérées dans les milieux conditionnés

(CM) (Cf. figure 83).
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Figure 82 : Cytométrie en flux : marquages des lignées avec le DiO : Cal27 a gauche, FaDu a droite. Marquage

DiO en noir, non marqué en vert.
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Figure 83 : Cytométrie en flux : représentation des marquages des TMV avec le DiO : TMV-Cal27 a gauche,
TMV-FaDu a droite. Marquage DiO en noir, milieu contrdle en vert.
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I1.8. Etude de la fusion des TMV avec les CE par

cytométrie et imagerie en flux:

I11.8.a. Principe de I'imagerie en flux :

La technique d’imagerie en flux combine les avantages d’un cytométre en flux (vitesse,
sensibilit¢ et quantification) avec ceux d’un microscope (image détaillée des éléments
observés). Il est équipé de 5 lasers d’excitation et des objectifs x20, x40 et x60. Elle nous a
permis d’observer les interactions entre les cellules endothéliales et les TMV libérés par les
cellules tumorales traitées ou non avec le cetuximab.

Cette technique repose donc sur la mesure de parametres physiques et biologiques comme
pour la cytométrie en flux mais couplé a une caméra permettant la visualisation en direct des
cellules défilant a une grande vitesse devant le faisceau lumineux. Les signaux lumineux émis

par les cellules sont recueillis et traités par un systéme informatique (Cf. figure 84).

STANDARD COLLECTION SYSTEM OPFTIONAL COLLECTHON SYSTEM
Image Channeli: 1-6 Ienage Channels: 712

Dptional Excitation Lasern

Figure 84 : Principe de fonctionnement de 1’Image StreamX®. (Amnis, USA).
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11.8.b. Réactif:

PBS-PAF-1 % (p/v) (Sigma-Aldrich, France)
Cytométrie en flux : Navios (Beckman Coulter, France)

Imagerie en flux : Image StreamX" (Amnis, USA) et son logiciel IDEAS (version 2010).

11.8.c. Protocole expérimental :

1) Les cellules HUVEC sont ensemencées a 800000 cellules par boite de 25 cm? et incubées
pendant 24 heures a + 37°C.

2) Le milieu de culture est remplacé par 4 ml de suspension de TMV marquées avec DiO (Cf.
protocole de préparation paragraphe 11.6.c.3).

3) Incubation a + 37°C 5 % CO; pendant 24 ou 48 heures.

4) Elimination du surnageant

5) Les cellules endothéliales sont détachées de leur support par trypsinisation classique (Cf.
protocole paragraphe 1.1.b.3).

6) Le culot est resuspendu avec 500 ul de PAF-1 % pour les analyses de cytométrie en flux ou

avec 250 pl dans le cas d’une analyse par imagerie en flux.

11.8.d. Analyse par cytométrie en flux

Apres avoir réalisé le protocole expérimental, les tubes sont directement analysés par

cytométrie en flux (Cf. paragraphe 11.7.d).

Milieu contréle TMV-Cal27-DiO TMV-Cal27-DiO
24 heures 48 heures

DiO (FL1 INT Log) DiO (FL1 INT Log) DiO (FL1 INT Log)
Figure 85 : Cytométrie en flux : essai de fusion entre les HUVEC et TMV-Cal27-DiO : représentation du

nombre en fonction des intensités en haut a gauche (milieu controle en vert, aprés 24 heures d’incubation en
noir, aprés 48 heures d’incubation en gris) et la structure en fonction des intensités.

153



Matériel et méthodes

I11.8.e. Analyse par imagerie en flux

Apres avoir réalisé le protocole expérimental les cellules sont marquées de la manicre
suivante :

1) 70 uL de cellules sont déposés dans un microtube.

2) 5 uL d’anticorps anti-CD44 utilisé non dilué sont ajoutés dans le microtube.

3) Incubation 30 minutes a température ambiante dans le noir.

4) Analyse des tubes par Imagerie en flux.

L’appareil effectue lui-méme ses réglages en passant les billes contrdles.
Les intensités et les compensations sont réglées avec les contrdles isotypiques préparé en
méme temps que les échantillons et avec le controle de la préparation c¢’est-a-dire le tube

contrdle sans cellule réalisé lors de la préparation des TMV-DiO).

I1.9. Mesure de I'activité pro-coagulante des TMV par

thrombinographie

11.9.a. Principe:

La thrombinographie est une technique permettant de suivre la cinétique de génération de
thrombine a partir d’un substrat fluorescent dans des conditions bien définies et
reproductibles. Selon le profil obtenu sur le thrombinogramme (Cf. figure 86) et les valeurs
des différents paramétres calculés, cette technique permet de déduire la réactivité du systeme
de coagulation d’un patient. Nous 1’utilisons ici pour étudier I’influence des TMV sur la
coagulation d’un plasma pauvre en plaquette.
La thrombine est générée dans le plasma en présence de facteur tissulaire, du calcium et de
phosphololipides anioniques (PS, PC, PE). Ces derniers peuvent étre apportés au systéme par
ajout d’un réactif exogéne ou étre présent dans 1’échantillon a tester ou le plasma riche en
plaquette (PRP).
La quantité de thrombine active est mesurée par conversion d’un substrat fluorescent de la
thrombine (Z-Gly-Gly6Arg-AMC).
La génération de thrombine peut étre découpée en 3 phases :

- phase d’initiation et d’amplification correspond au déclanchement de la réaction et

est caractérisé par son temps de latence,
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- phase de propagation pendant laquelle la génération de la thrombine s’effectue de
manicre exponentielle,
- phase de terminaison qui est li¢ a I’appauvrissement du milieu en substrat ; la

concentration de thrombine générée diminue jusqu’a revenir a 1’état de base (zéro).

11.9.b. Réactifs

Fluorimetre :  Fluoroskan Ascent (ThermoFischer, France) avec le logiciel dédié
Thrombinoscope® version 3.0.0.29 (Thrombinoscope BV, The Netherlands).

Subtrat couplé a un fluorophore : Z-Gly-Gly-Arg-AMC (Bachem, Switzerland)

Tampon calcium : Hépes 20 mM, BSA 60 g/L, CaCl, 102 mM, pH 7.5

Calibrant thrombine (Thrombinoscope BV, The Netherlands)

PPP Low™ : mélange de TF et PL (Diagnostica Stago, France)

PRP Reagent” : TF seul (Diagnostica Stago, France)

MP Reagent” : PL seul (Diagnostica Stago, France)

140
120
X Propagation A 100 i';
Xa P < =
* 80 o
- l 3 4 3
Xa- 4 E
5 ¢ 2 60 9
Villa/t 1 : % £
©
Xa-Va/t —> : \
, iy J % a0
: by
,: ’3[*" 20
(i :A'}""" T = T T o
0 10 20 30 40
. 2 = Temps (mn)
: Xi Xa — = B
FT
X RCH

Xa
‘/7 / Vil

IXa " \o
lla Aoy, ; Villa
B & \ Porterimy

¥ ¥
“
Il lla x ¢
Initiation Amplification

Figure 86 : Thrombinographie : les différentes phases de génération de thrombine : phase

d’initiation a gauche, phase d’amplification a droite. (Extrait de Lecompte, Hématologie,
2006) (245).
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11.9.c. Protocole :

11.9.c.1. Préparation du plasma pauvre en plaquette (PPP) :

Le sang de volontaires sains est prélevé au niveau de la veine du pli du coude dans des tubes
contenant du citrate 0.109 M (1/9 vol/vol) comme anticoagulant.

Le sang est ensuite centrifugé a 2500 g pendant 15 minutes a + 20°C puis le PPP est récupéré
puis congelé a - 80°C jusqu’a utilisation.

La décongélation s’effectue par une incubation de 10 min a + 37°C au bain marie.

11.9.c.2. Préparation des TMV :

1 ml d’échantillon contenant les TMV sont transférés dans un microtube.

Les TMV sont centrifugées a 15000 G pendant 1 heure a + 20°C.

900 pL de surnageant sont délicatement prélevés et éliminés.

Les TMV sont re-suspendues avec 900 pL. de PPP.

Le témoin a été réalisé avec le milieu de culture n’ayant pas ¢ét¢ mis en contact avec les

cellules et traité comme les autres échantillons ; ils ne contiennent pas de TMV.

11.9.c.3. Réalisation du test :

La génération de thrombine a ét¢ mesurée selon la méthode CAT (calibrated automated
thrombin) de Lecompte et al (246). Tous les échantillons sont testés en triplicat.

Tous les réactifs sont pré-chauffés a + 37°C au bain marie avant de réaliser le test.

Dans les puits d’une plaque 96 puits, déposer selon le plan de plaque rentré dans le logiciel du
fluorimetre :

20 pL de réactif PPP low® (1 pM FT, 4 uM PL final) ou PRP reagent” (1 pM FT final) ou MP
reagent” (4 uM PL final)

+ 80 nL d’échantillon (TMV ou controle)

La calibration de I’appareil s’effectue pour chaque échantillon par addition de 20 pL de
calibrant.

La plaque est insérée dans I’appareil.

La réaction de coagulation est déclenchée par ajout de 20 pL d’une solution diluée du substrat

fluorescent (2,4 mM final) dans le tampon calcium et distribué par I’appareil.
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La fluorescence du a la libération du fluorophore AMC (7-amino-4-methylcoumarin) est
mesurée toutes les 30 secondes a la longueur d’onde d’excitation de 390 nm et une longueur
d’onde d’émission de 460 nm et enregistrée pendant 90 minutes.

La conversion des unités de fluorescence en concentration molaire de thrombine générée est
effectuée par le logiciel Thrombinoscope® par comparaison avec la gamme de calibrant.

Le temps de latence, le pic et 1’aire en dessous de la courbe ou ETP (Endogenous Thrombin

Potential) sont également calculés par ce logiciel (Cf. figure 87).

Le calibrant sert a corriger les effets de consommation du substrat et de filtre interne ainsi que

I’influence de facteurs optiques intrinséques au plasma (couleur), de 1’appareillage et des

consommables.
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Figure 87 : Exemple d’un thrombinogramme obtenu lors de 1’analyse des milieux

conditionnés : représentation des différents paramétres calculés par le logiciel : temps de latence (Lagtime),

valeur de concentration maximale de thrombine (Peak) et I’aire sous la courbe (ETP, endogenous thrombin
potential).

I1.10. Mesure de I'agrégation plaquettaire :

11.10.a. Principe:

L’agrégation plaquettaire constitue la premicre étape de I’hémostase, étape de coagulation du
sang induite lors d’une lésion. Une fois activées, les plaquettes changent de forme et
s’agregent pour former le thrombus permettant de combler la bréche et permet de limiter les

pertes sanguines. Les plaquettes possedent le récepteur de I’ADP et du collageéne et sont ainsi
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capable de s’agréger en présence d’agonistes. La taille du caillot augmente au fur et & mesure
que les autres plaquettes présent dans la suspension s’activent et viennent s’ajouter au
systeme. Lorsque 1’on mesure la transmission de la lumicre a travers un échantillon, celle-ci
augmente grace a la clarification du milieu accompagnant 1’agrégation des plaquettes.

Ce test fonctionnel est effectué¢ en routine par le service hématologie du Centre Hospitalo-

universitaire (CHU) Nancy Brabois et sert a dépister des problémes lié a la coagulation.

11.10.b. Protocole :

Le sang de volontaires sains est prélevé au niveau de la veine du pli du coude dans des tubes
contenant du citrate 0.109 M (1/9 vol/vol) comme anticoagulant.

Le sang est ensuite centrifugé a 350 g pendant 10 minutes a + 20°C, de PRP est récupéré.

Le plasma restant est ensuite centrifugé a 2500 g pendant 15 minutes a + 20°C pour préparer
le PPP.

Une numération plaquettaire est réalisé sur le PRP est le nombre de plaquette est ajusté a 300
G/L avec le PPP.

Le PRP est ensuite mis a incuber 10 minutes a + 37°C en présence de la molécule a tester a
différentes concentration sous agitation magnétique. Un tube contrdle est réalisé avec PBS.
L’ajout de 1’agoniste (2,5; 5 et 10 uM d’ADP ou 2 et 10 pg/mL de collagéne) permet le
déclenchement de la réaction.

L’appareil mesure la transmission de la lumiére jusqu’a 1’obtention d’une agrégation
complete et définitive et donne les résultats sous forme de pourcentage d’agrégation en

fonction du temps

Une inhibition de 1’agrégation se traduit généralement par un allongement du temps de
latence ou de I’agrégation maximale. De plus, ’agrégation peut ¢galement devenir réversible
c’est-a-dire que le pourcentage d’agrégation diminue par manque d’activation suffisante des

plaquettes.
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II.11. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés par la moyenne + déviation standard (SD) pour chaque milieu
étudié, excepté pour les expériences de western blot ou la I’erreur standard (SEM) a été
utilisée.

Une analyse de la variance (Anova) a été réalisée avec comparaison des échantillons par un
test de Bonferroni/Dunn (Statview® software 5.0, Abacus Concepts Inc., Berkley, CA, USA)
excepté pour les expériences de western blot ou le test a posteriori de PLSD Fisher a été
utilisé. Les valeurs de probabilité (p) inférieures a 0,05 % ont été considérées comme

statistiquement significatives.
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Partie 2 :

Résultats
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Les travaux de ma theése avaient pour but d’étudier 1’effet de thérapies ciblées anti-EGFR,
telles que le cetuximab, sur 1’angiogenése ; le cetuximab étant déclaré dans le résumé des
caratéristiques du produit (RCP) comme anti-angiogénique du fait de sa capacité a diminuer
la synthése tumorale de VEGF. Nous nous sommes donc intéressés aux anticorps
monoclonaux utilisés en clinique comme le cetuximab. Nous avons également commencé une
étude avec le panitumumab en cours d’essai clinique en Espagne pour le traitement des
cancers des VADS. Par ailleurs, nous avons été sollicités durant ma thése pour évaluer
I’efficacité d’un agent anti-angiogénique ciblant le récepteur au facteur de croissance
endothélial VEGFR-2. L’¢évaluation des effets d’une telle molécule ciblant directement les
cellules endothéliales nous a paru complémentaire a nos objectifs initiaux et c’est la raison

pour laquelle nous avons accepté d’effectuer cette étude.

Nous présenterons tout d’abord dans une premiere partie les résultats des travaux sur les anti-
VEGFR-2 puis, dans une seconde partie, ceux sur les anti-EGFR. Enfin une troisiéme partie
sera consacrée a l’influence du cetuximab sur le relargage des microvésicules, nouveaux

vecteurs de communication cellulaire.
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Chapitre 1 : Evaluation in vitro
de nouvelles molécules anti-

angiogénique ciblant VEGFR-2

Le but de cette partic est donc d’évaluer I’efficacité¢ in vitro d’un nouveau candidat

thérapeutique anti-angiogénique ciblant VEGFR-2

Nous avons travaillé en collaboration avec M. Enrico Perspicace, doctorant en chimie et sa
directrice le Dr. Stéphanie Hesse au sein du laboratoire LIMBP du Pr. G. Hirsch de
I’universit¢ Paul Verlaine de Metz. L’objectif de leurs travaux de recherche était de
synthétiser des nouvelles molécules ciblant VEGFR-2. A I’aide d’un logiciel informatique, ils
ont modélisé le récepteur et déterminé la structure de molécules pouvant entrer dans la poche
de liaison a ’ATP et ainsi inhiber ’activation de ce récepteur. Puis, ils ont effectu¢ la
synthése de différents composés et réalisé des tests d’activité en solution, in vitro, de ces
molécules. Enfin, ils nous ont sollicités pour confirmer I’efficacité des molécules retenues sur
I’activité des cellules endothéliales en culture (HUVEC). Ce travail fait I’objet d’une

publication en cours d’écriture.

Les différentes molécules retenues ciblant VEGFR-2 sont des petits composés synthétiques a
base de noyau pyrimidine, structure de base des nucléosides triphosphates (ou nucléotides).
Ainsi, en mimant la structure de I’ATP, ces petites molécules sont capables de s’insérer dans
la poche de liaison a I’ATP du récepteur VEGFR-2. Elles empéchent donc la phosphorylation
du récepteur induite par la fixation du ligand et I’activation des voies de signalisation
subséquentes. Plusieurs formes ont été synthétisées par M. Enrico Perspicace et les tests
d’activité in vitro ont montré une activité plus forte pour le composé thiénopyrimidinone
codifi¢ dans la suite de ce document par EPS4 (Cf. structure dans le chapitre matériel et

méthode § 1.3.a).
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Les premicres molécules fournies par les chimistes étaient solubles dans le diméthylsulfoxide
(DMSO), solvant toxique pour les HUVEC. De plus, certaines molécules cristallisaient
lorsqu’elles étaient diluées dans le milieu de culture des cellules endothéliales ; ces molécules
n’ont donc pas pu étre testées. C’est pourquoi, nous avons imposé, a nos collégues chimistes
de produire ces molécules sous forme de sels. Les formes salines synthétisées n’étaient pas
toutes compatibles avec les milieux de culture a pH physiologique et nous avons du réfuter
toutes les molécules proposées en sels de chlorhydrate (HCI), de méthylsulfonate et de
phosphate (H3;PO,) totalement insolubles dans ces milieux. Seule, la forme tartrate du
thiénopyrimidinone est soluble dans les milieux physiologiques et a pu étre retenue et testée.

Les résultats présentés dans ce chapitre sont uniquement ceux obtenus avec cette molécule.

Ainsi, ’effet de la molécule EPS4 a été évalué sur la prolifération des cellules endothéliales et

la formation de structures pseudo-capillaires in vitro.

I. Effet sur I'activité métabolique et la viabilité des
HUVEC :

L’effet de ’EPS4 sur I’activité métabolique et la viabilité des HUVEC ont été testés apres 24

heures de culture en présence ou en absence d’un apport exogene de VEGF.

Les essais préliminaires réalisés avec des molécules anti-angiogéniques potentielles ont
montré une forte activité anti-métabolique sur les HUVEC dés 24 heures d’incubation ; nous

avons donc fixé ce temps d’incubation de 24 heures pour réaliser nos différents tests.

Dans un premier temps nous avons testé I’effet de différentes concentrations de VEGF sur
I’activité métabolique des HUVEC afin de déterminer celle a utiliser par la suite pour tester
I’efficacité d’EPS4 (Cf. figure 88).

Apres 24 heures d’incubation, I’activité métabolique des HUVEC est peu modifiée en
présence de VEGF, quelle que soit la concentration utilisée. En effet, ces cellules ont un
temps de doublement de 21 heures (Cf. partie matériel et méthode 11.3.b.5) et I’effet mitogene
du VEGF ne peut-&tre détecté qu’apres au moins deux cycles cellulaires (soit 42 heures). Or,

I’effet obtenu avec ces agents anti-VEGFR-2 lors de l’analyse des premiéres molécules
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synthétisées a montré une forte inhibition de I’activité métabolique des HUVEC des 24
heures, c’est pourquoi nous avons poursuivi notre étude et évalué 1’effet d’EPS4 aprés 24

heures d’incubation.
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Figure 88 : Effet de VEGF sur I’activité métabolique des HUVEC : les cellules ont été cultivées pendant 24
heures dans milieu de culture contenant 2% de SVF et différentes concentrations de VEGF. La ligne discontinue
représente ’activité métabolique des HUVEC cultivées en milieu de culture complet contenant 20 % sérum
humain AB (n=2, triplicat).

Ainsi, pour réaliser 1’étude de I’efficacité d’EPS4, nous avons choisi d’utiliser 10 ng/mL de
VEGF, concentration généralement utilisée par les auteurs et supérieure a la concentration

correspondant a la dose de demi-efficacité (ED50) fournie par le fabriquant (1 a 6 ng/ml).

L’effet d’EPS4 sur I’activité métabolique et la viabilité des HUVEC ont été évalués avec des
concentrations comprises entre 0 et 100 uM, les résultats sont présentés dans la figure 89.
EPS4 induit une diminution significative de I’activit¢ métabolique des HUVEC des 1,5 uM,
diminution proportionelle a la dose. L’activité obtenue est la méme en présence et en absence
de ce facteur de croissance (- 51 % dans les deux cas a 100 uM d’EPS4). La concentration
calculée correspondant a une activité métabolique diminuée de moitié (ou concentration de
demi-inhibition, ICs) est de 12 uM si on considére que I’effet maximal est obtenu a 100 pM.
Il reste a tester des concentrations plus €élevées pour s’en assurer.

Il est important de noter qu’EPS4 ne présente aucun effet significatif sur la viabilité des
HUVEC aprés 24 heures de culture. Il sera intéressant d’évaluer cet effet sur des temps plus

longs d’exposition afin de préciser I’effet d’EPS4 sur la viabilité des cellules endothéliales.
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Figure 89 : Etude de I’effet du tartrate de thiénopyrimidinone (EPS4) sur les HUVEC : mesure de I’activité
métabolique (carré noir) et de la viabilité (rond noir) des HUVEC en présence (a droite) et en absence (a gauche)
de VEGF aprés 24 heures de culture (n=3, triplicat, p<0,05, * versus milieu sans EPS4).

Ainsi, quelle que soit la concentration utilisée, EPS4 réduit significativement 1’activité
métabolique des HUVEC aprés 24 heures d’exposition sans étre cytotoxique ; son action est
donc plutét cytostatique. L effet d’EPS4 sur I’activité angiogénique des HUVEC a ensuite été

étudié.

II. Effet sur la formation de tubes pseudo-capillaires :

L’activité angiogenique d’EPS4 a été évaluée dans un modele in vitro de culture des cellules
HUVEC sur matrice (Matrigel®) aprés 24 heures d’exposition en présence ou en absence de

VEGF. Les réseaux sont visualisés aprés marquage des cellules avec la phalloidine-SR (Cf.
figure 90).

Le VEGEF stimule a lui seul la formation de tubes pseudo-capillaires par les HUVEC et sert
ainsi de controle positif. En absence de VEGF, les HUVEC forment un réseau de tubes
pseudo-capillaires beaucoup moins développé et possédant de grandes plages ou les cellules
forment plut6t une monocouche de cellules jointives.

Les tests réalisés avec EPS4 montrent une forte inhibition de la formation de ces tubes
pseudo-capillaires des la premicre concentration testée (3 uM) et ce, quelle que soit la

présence de VEGF.
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Milieu controle Milieu controle [EPS4] en présence de VEGF
-VEGF +VEGF 3 uM 6 uM
12,5 uM 25 uM 50 uM 100 uM

Figure 90 : Effet d’EPS4 sur la formation de tubes pseudo-capillaires in vitro induite par le VEGF. Les cellules
HUVEC ont été cultivées sur matrigel en présence de 10 ng/mL de VEGF et de 0 a 100 uM d’EPS4 pendant 24
heures. Le réseau de tubes pseudo-capillaire a été observé par microscopie de fluorescence aprés marquage des
cellules avec la phalloidine-SR (rouge). (n=2 en duplicat, barre d’échelle = 1000 pum).

La densit¢ de I’ensemble du réseau pseudo-capillaire a ¢ét€¢ quantifiée a partir des images
obtenues par microscopie de fluorescence a 1’aide du logiciel NIS-Elément et représente la
surface occupée par les tubes pseudo-capillaires par rapport a la surface totale du champ
observe.

Comme on peut le voir sur la figure 91 ci-apres, lorsque les HUVEC sont cultivées en
présence de VEGF, la densité du réseau est réduite de 60% vraisemblablement parce que les
cellules s’organisent en un réseau composé par de fines structures pseudo-capillaires. Lorsque
I’on ajoute de ’EPS4, cette densité, malgré la présence de VEGF, est comparable a celle
obtenue sans VEGF. Cette absence de formation de réseau pseudo-capillaire traduit I’effet
inhibiteur de la molécule EPS4 sur I’angiogenése induite par le VEGF. De plus, cet effet anti-
angiogénique est obtenu quelle que soit la concentration en EPS4 utilisée (jusqu’a 100 uM).
Pour préciser et quantifier cet effet, nous n’avons pas pu utiliser le logiciel AngioSys comme
pour la suite du travail. En effet, les plages de cellules jointives interferent avec
I’établissement du squelette correspondant au réseau endothélial et faussent ainsi les calculs

du nombre de jonction et de la longueur des tubes pseudo-capillaires. Nous développons en
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collaboration avec le CRAN (UMR CNRS 7039, Dr. Th. Bastogne et H.El Djermoun) une
méthode de traitement d’image permettant de prendre en compte 1’existence de ces plages

cellulaires.
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Figure 91 : Effet d’EPS4 sur la formation de tubes pseudo-capillaires in vitro induite par le VEGF. Les cellules
HUVEC ont été cultivées sur matrigel dans du milieu de culture contenant 2 % de SVF (noir) ou additionné de
10 ng/mL de VEGF (blanc) et d’EPS4 (3-100 pM) (gris) pendant 24 heures. La densité du réseau formé par les
tubes pseudo-capillaires a été quantifiée a partir des images prises par microscopie de fluorescence a 1’aide du
logiciel NIS Element. (n=2).

Les résultats obtenus au cours de cette ¢tude montrent qu’EPS4 apparait €tre un candidat
potentiel anti-angiogénique ayant une activité anti-métabolique et anti-angiogénique sans effet

cytotoxique notable sur les cellules endothéliales.

III. Effet sur I’agrégation plaquettaire :

Les patients atteints de cancer ont un risque ¢levé de développer des événements thrombo-
emboliques. De plus, certains agents thérapeutiques anti-VEGFR-2 utilisés en clinique
présentent comme effet indésirable une augmentation du risque d’événements thrombo-
emboliques comme le sorafenib et le sunitinib (risque d’infarctus du myocarde, de
thrombose...) (247). Ainsi il semble important d’étudier, parallélement a la mise au point de
nouvelles molécules, les effets indésirables potentiellement rédhibitoires pour 1’obtention
d’une autorisation de mise sur le marché pharmaceutique.

Ainsi, dans ce paragraphe, nous avons cherché a connaitre 1’effet de notre candidat anti-

angiogénique sur I’agrégation plaquettaire.

Ce travail a ¢été réalisé en collaboration avec le Dr Julien Perrin, assistant hospitalo-

universitaire dans le service d’hématologie biologique du Pr. Th. Lecompte du CHU-Nancy
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Brabois. Ce test permet d’étudier la réponse plaquettaire en présence d’agonistes de différents
récepteurs impliqués dans 1’activation de leur 1’agrégation. Nous avons choisi d’utiliser
I’ADP et le collagéne car ce sont deux agonistes plaquettaires majeurs mettant en jeu des
voies d’activation distinctes.

Lorsque ’on ajoute de I’ADP exogene a un plasma riche en plaquettes, celles-ci s’agrégent.
L’appareil mesure la lumiére diffusée a travers 1’échantillon et la convertit directement en
pourcentage d’agrégation. Lors de 1’ajout de I’ADP, et selon la concentration utilisée, un
temps de latence assez court est nécessaire pour déclencher 1’activation des plaquettes puis
I’agrégation augmente de fagon exponentielle jusqu’a atteindre un maximum.

Une inhibition de 1’agrégation plaquettaire se traduit en général par un allongement du temps
de latence ou un allongement de I’agrégation maximale. Mais I’agrégation peut également
étre réversible c’est-a-dire que le pourcentage d’agrégation peut diminuer au cours du temps
par une faiblesse dans I’activation des plaquettes.

Dans une premicre approche, la molécule EPS4 n’a montré aucun effet sur la fonctionnalité
plaquettaire en plasma riche en plaquette citraté (PRP). Les essais réalisés avec une gamme de
concentration en EPS4 (entre 12,5 uM et 100 uM) ne montrent aucun effet significatif sur

I’agrégation des plaquettes induite par I’ADP (Cf. figure 92 ci-dessous).

°4 4 Voie N'8: EP54 125+ ADP 25
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Figure 92 : Exemple de la cinétique de I’agrégation des plaquettes induite par I’ADP en présence d’EPS4 :
I’agrégation des plaquettes a été déclenchée avec de I’ADP (2,5 ; 5 et 10 uM) en présence ou en absence d’EPS4
(12,5 et 100 uM).

171



Résultats : évaluation des anti-VEGFR-2

De méme, EPS4 n’a aucun effet significatif sur I’agrégation des plaquettes induite par le
collagéne (Cf. figure 93), quelque soit la concentration en agoniste utilisée.

De plus, la molécule seule, en 1’absence d’agoniste n’a pas déclenché une agrégation

plaquettaire.

V \"4: EP54 11 igéne 10 pg/n Voie N“8: EP54 12.5 + collagéne 10 pg/mL
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Figure 93 : Exemple d’agrégation des plaquettes induite par le collagéne en présence d’EPS4 : I’agrégation des

plaquettes a été déclenchée avec du collagéne (2 et 10 ug/mL) en présence ou en absence d’EPS4 (12,5 et 100
uM).

Ces résultats ne montrent pas d’activité directe d’EPS4 sur 1’agrégation plaquettaire.

Cependant la structure de la molécule ESP4 étant une thiénopyrimidinone, elle présente
certaines homologies avec la structure thiénopyrimidine de certains anti-agrégants
plaquettaires. Nous pensons que les métabolites hépatiques d’EPS4 seraient peut-Etre
capables d’avoir une action anti-agrégante sur les plaquettes et pourraient ainsi apporter un

bénéfice dans les traitements des pathologies cancéreuses. Nous prévoyons de vérifier cet

effet chez la souris.
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IV. Discussion:

L’objectif de cette étude était d’évaluer I’effet biologique d’un agent thérapeutique potentiel
anti-angiogénique ciblant VEGFR-2, la thiénopyrimidinone ou EPS4, sur [’activité
métabolique et la viabilité des cellules endothéliales et 1’angiogenése in vitro.

Le travail de thése du Dr. Enrico Perspicace a permis d’élaborer un programme informatique
3D-QSAR permettant de modéliser les structures tridimensionnelles des molécules et
d’évaluer leur capacité a entrer en compétition avec ’ATP pour bloquer 1’activation de
VEGFR-2. Différentes molécules potentielles ont été synthétisées et leur activité a été testée

in vitro.

L’activité biologique du tartrate de thiénopyrimidinone a été évaluée dans un modele de
culture in vitro de cellules endothéliales. EPS4 est capable d’inhiber 1’activité métabolique
des HUVEC, et ce, malgré la présence de VEGF avec une concentration de demi-activité
biologique ou ICsy de 12 uM. Cette valeur est supérieure a celle trouvée in vitro par les
chimistes, qui, par mesure de 1’activité enzymatique du récepteur VEGFR-2 en présence
d’EPS4 dans un test de compétition avec I’ATP, avait défini I’ICsp a 2,25 uM (Pr. R. Ragno,
Université La Sapienza de Rome, Italie). Cependant, I’activité anti-angiogénique de cette
molécule dans un mod¢le de culture de cellules sur matrice semble supérieure puisque 1’effet
maximal est atteint des la premiére concentration testée c’est-a-dire 3 pM. Ainsi, le modele
3DQSAR utilis¢é est bien prédictif de I’efficacit¢é des molécules sur notre modéle
d’angiogenese in vitro. Cette activité est proche de celle du sorafenib, molécule utilisée en
clinique pour le traitement de carcinomes avec une ICsy de 5 uM (248). Cependant, d’autres
molécules utilisées en clinique ou en cours de développement présentent une concentration de
demi-inhibition de ’activité métabolique des HUVEC située entre 0,67 nM et 0,16 uM (Cf.

tableau 20 ci-apres).

Le tartrate de thiénopyrimidinone semble donc moins actif que les molécules en cours
d’essais. Des modifications sont envisagées afin de rendre le composé plus actif.

En effet, lorsque 1’on regarde la conformation tridimensionnelle de cette molécule dans la
poche de liaison a I’ATP de VEGFR-2 (Cf. figure 90), on s’apergoit qu’un groupement benzyl
sort de la poche (Cf. rond rouge figure 90). Les chimistes envisagent donc de remplacer ce
groupement par un groupement moins encombrant comme un méthyle. De plus, toute la

structure de la poche n’a pas été utilisée pour dessiner la structure de ce composé, il reste un
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espace vide (Cf. double fleche rouge figure 94). Ainsi, en modifiant la structure du composé
pour qu’il occupe tout I’espace, ils peuvent peut-&tre augmenter son affinité pour le récepteur.
De nouvelles simulations doivent ainsi étre effectuées avec le modele informatique 3D-QSAR
afin de savoir si les modifications envisagées sont susceptibles d’améliorer I’ICs, ceci avant
de se lancer dans une nouvelle synthése. Cependant, EPS4 n’affecte pas la viabilit¢ des
HUVEC et peut, par ce fait, avoir un mécanisme d’action intéressant. Augmenter son ICsg

pourrait peut-&tre ¢éliminer cette caractéristique et rendre le composé plus toxique avec de

nombreux effets secondaires.

Nom de 1a molécule IC 50 (uM) Références
YN968D1 0,17 uM (249)
AEE-788 0,16 uM (250)
vandetanib 60 nM (251)
BAY-579352 26 nM (252)

. . Agence européeenne d’évaluation
pazopanib (votrient) 21 nM Procedure No. EMEA/H/C/001141
Sunitinib (SU-11248, Sutent) 0,01 uM (253)

AMG-706 10 nM (254)
BIBF-1120 10 nM (255)
AZD-2171 0,4 nM / 4 nM (256) / (252)
E7080 2,7 M (257)
KRN-951 0,67 nM (258)

Tableau 20 : Exemple d’IC50 obtenues pour quelques molécules ciblant le domaine tyrosine kinase de VEGFR-

2 : d’apres des tests effectués sur 1’activité métabolique ou la prolifération des HUVEC.

Figure 94 : Visualisation de la thiénopyrimidinone dans la carte des interactions moléculaires avec le domaine de
liaison a I’ATP de VEGFR-2 (mod¢le 3B-QSAR). (Extrait de la Thése M. Perspicace du 5 Oct 2010, Université
Paul Verlaine Metz). En vert, les interactions positives, en jaune, les interactions interdites pour obtenir une

bonne interaction entre le composé et le récepteur et ainsi une meilleure inhibition de VEGFR-2.
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La viabilité des cellules endothéliales n’est pas modifiée par EPS4, ce qui suggere un effet
cytostatique de cette molécule. Une véritable étude de la prolifération des cellules
endothéliales cultivées en présence d’EPS4 pendant plusieurs jours permettra de juger de la
réelle toxicité mais également d’évaluer 1’effet anti-mitotique de cette molécule. La
comparaison de I’effet d’EPS4 vis-a-vis d’autres molécules sélectionnées par leur I’ICsy nous
permettra de positionner I’activité anti-angiogénique de notre molécule par rapport aux autres
molécules en cours de développement. Enfin, EPS4 ne montre pas d’effet pro-agrégant. Ceci
est un point positif pour ce potentiel agent thérapeutique compte tenu de 1’état thrombotique
des patients atteints de cancer. Un effet anti-agrégant aurait été un réel bénéfice par rapport a
ses concurrents. En effet, il a ét¢ montré que les traitements comme le sorafetinib et le
sunitinib étaient associés a une augmentation significative du risque d’événements
thromboemboliques artériels (247). Seulement, nous avons regardé uniquement 1’hémostase
primaire et une étude approfondie doit étre réalisée afin d’évaluer, dans sa globalité, 1’effet de

cette molécule sur la coagulation sanguine.

Dans la mesure ou cette molécule sera retenue pour un développement plus important, des
études permettant d’évaluer D’efficacité de la molécule sur d’autres activités cellulaires
impliquées dans 1’angiogenése comme la prolifération, I’adhésion et la migration des cellules
endothéliales, doivent étre envisagées.

L’état de phosphorylation du récepteur VEGFR-2 devra également étre étudié pour confirmer
I’inhibition de son activation par EPS4. Les molécules inhibant 1’activité tyrosine kinase ne
sont généralement pas spécifiques d’un seul récepteur mais sont capables de bloquer
I’activation d’autres récepteurs (Cf. tableau 13). Ainsi, 1’état de phosphorylation des différents
récepteurs a activité tyrosine kinase devra également étre analysé afin d’évaluer la spécificité
de notre nouvelle molécule. De plus, certains récepteurs a activité tyrosine kinase sont
également exprimeés par les cellules tumorales et certaines molécules comme le sorafenib sont
capables d’induire une diminution de I’activité métabolique de différentes lignées tumorales
(248) ; alors que d’autres comme le pazopanib, par exemple, n’en sont apparemment pas
capables (european medecine agency, EMA/CHMP/248579/2010). Ainsi, I’efficacit¢ d’EPS4
sur la prolifération et la viabilité de nos lignées cellulaires tumorales devront également étre
définies.

En utilisant un modéle in vitro de cellules endothéliales cultivées sur une matrice, nous avons
montré qu’EPS4 était capable d’inhiber la formation de structures pseudo-capillaires induite

par le VEGF. Cette activit¢ demande a étre confirmée par ['utilisation d’un modele
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d’angiogenése plus complexe (259) comme celui de la culture d’anneau aortique utilisé pour

tester le YN968D1 (249) ou celui de 1’angiogenése in vivo dans un modele de fenétre dorsale.
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Chapitre 2 : Evaluation in vitro

des anticorps ciblant EGFR

Le but de cette partie est d’évaluer les effets indirects des agents ciblant EGFR sur

I’angiogeneése induite par les cellules tumorales issues de carcinomes des VADS.

EGFR est un récepteur a activité tyrosine kinase surexprimé dans la plupart des tumeurs
solides et représente une cible de choix pour les nouvelles thérapies dites ciblées. Le
développement des thérapies anti-EGFR a conduit a la mise sur le marché de plusieurs types
d’inhibiteurs : les inhibiteurs de I’activité tyrosine kinase qui ciblent le domaine intracellulaire
comme le gefitinib et les anticorps ciblant le domaine extracellulaire du récepteur comme le
cetuximab (anticorps chimérique homme souris) et le panitumumab (anticorps complétement

humanisg).

Ces agents thérapeutiques sont décrits comme des agents cytostatiques pouvant bloquer le
cycle cellulaire en phase GO/G1 des cellules tumorales et diminuent ainsi leur prolifération.
Ils sont également connus pour diminuer la sécrétion de divers facteurs pro-angiogéniques
comme le VEGF, le FGF-2 ou I'IL-8 (124, 260-262). Ainsi, une activité anti-angiogénique
indirecte, via les cellules tumorales, a été attribuée a ces médicaments mais sans 1’avoir

vérifié sur les cellules endothéliales, siege de 1’activité angiogénique.

L’expression du récepteur EGFR par les cellules endothéliales, et plus précisément par les
HUVEC, n’est pas clairement établie: Certains auteurs ont démontré sa présence (129, 263)
alors que d’autres ne 1’ont pas détecté (130, 207, 264-265). Cependant, il a ét€ montré que le
gefitinib est capable de diminuer la migration et la formation de tubes par action directe sur
les cellules endothéliales (263, 266). Par ailleurs, les cellules endothéliales tumorales sont

capables de surexprimer EGFR (130, 207) et peuvent répondre aux traitements anti-EGFR.
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De plus, un des mécanismes de résistance possibles aux agents anti-EGFR pourrait étre 1i¢ a
une stimulation de 1’angiogenése tumorale (262), impliquant ainsi indirectement les cellules

endothéliales.

L’activité des thérapies anti-EGFR sur 1’angiogenése n’est donc pas trés claire et les agents
ciblant le domaine extracellulaire ’EGFR peuvent peut-€tre avoir un effet direct sur I’activité
des cellules endothéliales, en plus de leur effet indirect sur 1’angiogenése attribué¢ a la

diminution de facteurs pro-angiogéniques sécrétés par les cellules tumorales.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés spécifiquement aux anticorps ciblant EGFR tels
que le cetuximab et le panitumumab dans un contexte de tumeurs des voies aérodigestives
supérieures (VADS) et plus précisément de carcinomes épidermoides surexprimant EGFR.

Notre but était de définir I'impact réel de ces anticorps sur 1’angiogenese induite par ces

cellules tumorales.

Dans un premier temps, nous avons €tudié 1’efficacité du cetuximab sur I’activité métabolique
de nos deux lignées tumorales issues de carcinomes des VADS (Cal27 et FaDu) et de cellules
endothéliales extraites de la veine ombilicale humaine (HUVEC). Ces travaux nous ont
permis de déterminer deux concentrations de médicament non cytotoxiques sur les HUVEC,

concentrations utilisées ensuite pour évaluer I’impact de cette molécule sur I’angiogeneése.

Dans un deuxiéme temps, ’impact du cetuximab sur I’angiogenese induite par les cellules
tumorales a été évalué a 1’aide de milieux conditionnés. En effet, les cellules tumorales sont
capables d’envoyer des signaux moléculaires afin de modifier le phénotype des cellules
endothéliales et de favoriser I’angiogenese tumorale. /n vitro, ces signaux sont libérés dans le
milieu de culture des cellules tumorales et peuvent ainsi €tre récupérés, c’est ce que 1’on

appelle communément les milieux conditionnés.

Une étude préalable réalisée au laboratoire a permis de déterminer le temps de culture
nécessaire avant le recueil des milieux conditionnés. Les résultats ont montrés que les CM
récupérés au bout de 24, 48 et 72 heures de culture des cellules Cal27 induisaient un effet
similaire sur D’activit¢ métabolique des HUVEC. De plus, une autre étude menée au
laboratoire a montré que 1’effet du cetuximab sur la prolifération des cellules tumorales était

plus important apres 48 heures d’exposition, par comparaison avec les résultats obtenus apres
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un temps d’exposition de 24 heures. Ainsi, nous avons choisi de récupérer les milieux

conditionnés au bout de 48 heures de culture.

La composition de ces milieux conditionnés vis-a-vis de différentes protéines impliquées dans
I’angiogeneése a été évaluée ainsi que leurs effets sur la prolifération des cellules endothéliales
et la formation de tubes pseudo-capillaires in vitro. L’effet indirect du cetuximab sur ces
différentes activités a également été évalué par utilisation de milieux conditionnés récupérés

apres exposition des cellules tumorales a cet agent.

Enfin dans la derniére partiec nous avons présenté les premiers résultats obtenus avec
I’anticorps humanisé ciblant EGFR : le panitumumab. Ses effets sur la viabilité de nos lignées
tumorales et des cellules endothéliales ont ét¢ évalués ainsi que sur la composition des

milieux conditionnés vis-a-vis de certaines protéines impliquées dans I’angiogeneése.

I. Effet du cetuximab sur I'activité métabolique et la

viabilité des lignées cellulaires de cancer des VADS

I.1. Effet de la concentration en cetuximab

Les cellules tumorales ont été exposées a différentes concentrations de cetuximab et 1’effet du
médicament sur 1’activité métabolique et la viabilité de ces cellules ont été évalués apres 48
heures d’incubation. Les résultats sont donnés dans la figure 95.

Le cetuximab induit une diminution de 25 % de I’activité métabolique et de la viabilité¢ des
cellules Cal27 des 2 pg/mL. Par contre, I’activité métabolique des cellules FaDu est diminuée
de 25 % par le cetuximab mais pas leur viabilité, et ce, quelque soit la concentration utilisée.
Ainsi, le cetuximab aurait un effet plutdt cytotoxique chez les cellules Cal27 et un effet plutot

cytostatique chez les cellules FaDu.
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Figure 95 : Effet du cetuximab sur I’activité métabolique et la viabilité des cellules Cal27 et FaDu : mesure de
I’activité métabolique (a gauche) et de la viabilité (2 droite) des cellules Cal27 (en noir) et FaDu (en blanc) aprés
48 heures d’exposition au cetuximab (0-100 pug/mL). (n=3, p<0,05 ; * versus milicu sans cetuximab).

I.2. Influence de I’EGF sur la réponse des cellules

tumorales au cetuximab :

Nous avons voulu vérifier si le cetuximab était capable de bloquer le signal induit par la
fixation du ligand naturel du récepteur : EGF. Pour se faire, les cellules tumorales ont été
exposees a différentes concentrations de ce médicament en présence de ce ligand. L’activité
métabolique et la viabilit¢ des cellules Cal27 et FaDu ont été¢ évaluées apres 48 heures
d’incubation.

Comme on peut le voir sur la figure 96, le cetuximab diminue I’activité métabolique des
Cal27 et des FaDu quelque soit la concentration d’EGF utilisée. La présence d’EGF seul
augmente ’activité métabolique des Cal27 mais pas celles des FaDu. L’effet du cetuximab
observé en présence d’EGF chez les Cal27 est supérieur a celui observé en absence d’EGF
(- 41 % versus R 24 % d’inhibition de I’activité métabolique respectivement). Cependant,
chez les FaDu, la plus forte concentration d’EGF (10 ng/mL) semble limiter I’effet induit par

le cetuximab.

Le cetuximab diminue la viabilité des cellules Cal27 quelque soit la présence d’EGF ; avec
cependant un effet beaucoup moins marqué en présence d’EGF (Cf. figure 97). En effet, pour
de faibles concentrations en cetuximab (jusqu’a 20 pg/mL), la présence d’EGF permet de
rétablir une viabilité normale alors que des concentrations plus élevées en médicament sont
nécessaires pour diminuer la viabilité de ces cellules. Le cetuximab n’ayant pas d’effet sur la

viabilité des FaDu, 1’ajout d’EGF ne modifie pas la viabilité de ces cellules.
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Figure 96 : Effet d’EGF sur 1’activité métabolique des Cal27 et des FaDu en présence de cetuximab. Les cellules
Cal27 (a gauche) et FaDu (a droite) ont été exposées a différentes concentrations de cetuximab (0-100 pg/ml) et
d’EGF (0-10 ng/mL) pendant 48 heures avant de procéder a I’analyse de I’activité métabolique de ces cellules.
(n=3, triplicat). P<0,05 ; * : versus méme groupe sans cetuximab ; $ : versus méme groupe sans EGF).
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Figure 97 : Effet d’EGF sur la viabilité des cellules Cal27 et des FaDu en présence de cetuximab. Les cellules
Cal27 (a gauche) et FaDu (a droite) ont été exposées a différentes concentrations de cetuximab (0-100 pg/ml) et
d’EGF (0-10 ng/mL) pendant 48 heures avant de procéder a 1’analyse de la viabilité de ces cellules. (N=3,
triplicat ; P<0,05 ; * : versus méme groupe sans cetuximab ; $ : versus méme groupe sans EGF).

Ainsi, Deffet du cetuximab est modulé par la présence d’EGF chez les cellules Cal27, le
rendant plutdt cytostatique ; effet retrouvé chez les cellules FaDu en présence ou non d’EGF.

Seulement, nous avons voulu tirer bénéfice de cette différence de comportement des cellules
Cal27 et FaDu vis-a-vis du traitement en absence d’EGF, différence nous permettant
d’évaluer I’effet du cetuximab sur I’angiogenése induite par deux lignées tumorales possédant

différentes sensibilités vis-a-vis du cetuximab.
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II. Effet direct du cetuximab sur la viabilité et I'activité

métabolique des cellules endothéliales

Comme pour les lignées tumorales, les cellules endothéliales ont été exposées a différentes
concentrations de cetuximab et I’activité de ce médicament sur la prolifération des cellules a
été évaluée apres 48 heures d’incubation. Les résultats sont présentés dans la figure 98.

Les faibles concentrations de cetuximab (2 et 10 pug/mL) n’ont aucun effet sur I’activité
métabolique et la viabilit¢ des HUVEC. On observe une diminution significative de 1’activité
métabolique de ces cellules qu’a partir de 25 pg/mL de cetuximab (-23 %). Le cetuximab n’a
aucun effet significatif sur la viabilit¢ des HUVEC. Ainsi, le cetuximab agit sur les HUVEC
mais a des doses supérieures a celles requises pour inhiber la prolifération des cellules
tumorales. Cette diminution de 1’activité métabolique des cellules endothéliales peut étre due
a I’interaction de I’agent thérapeutique avec le récepteur EGFR potentiellement présent a la
surface des CE ou a un mécanisme non spécifique. Des expériences de liaison avec un
anticorps marqué pourraient déterminer si le cetuximab est capable de se lier aux cellules
endothéliales mais ceci n’a pas pu étre réalisé dans le cadre de cette these.
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Figure 98 : Effet du cetuximab sur I’activité métabolique et la viabilité des cellules endothéliales. Mesure de
I’activité métabolique (MTT, en noir) et de la viabilité (Hoechst, en blanc) des HUVEC cultivées en présence ou
en absence de cetuximab (0-100 pg/mL) pendant 48 heures. (n=3, p<0,05 ; * versus milieu sans cetuximab).

Ainsi, pour étudier les effets du cetuximab sur la libération des signaux permettant I’induction
de ’angiogenese, nous avons décidé de travailler avec deux concentrations de médicament
n’affectant pas directement 1’activité métabolique et la viabilité des cellules endothéliales : 2

et 20 ug/mL de cetuximab.
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III. Effet du cetuximab sur la composition des milieux

conditionnés :

La composition des milieux conditionnés (CM) vis-a-vis de nombreuses protéines solubles
impliquées dans ’angiogenese a été évaluée par une méthode semi-quantitative. Ainsi, nous
avons pu observer les variations de la composition de ces milieux aprés exposition des
cellules tumorales au cetuximab. Nous avons tent¢ de trouver, parmi ces signaux, des
marqueurs impliqués dans 1’angiogenése permettant ainsi de prédire la réponse des cellules
tumorales vis-a-vis des traitements et ayant une influence sur I’'impact du cetuximab dans

I’angiogenese.

III.1. Dosage des protéines totales :

Lorsque les cellules proliférent, elles métabolisent les composés présents dans leur milieu de
culture mais synthétisent et sécretent également d’autres molécules dans leur milieu de
culture. Nous avons donc essay¢ de quantifier la sécrétion des protéines par nos cellules
tumorales en effectuant un dosage des protéines présentes dans les milieux conditionnés
(Cf. figure 99).

Comme attendu, la quantité totale de protéines présentes dans les milieux augmente
significativement apres culture des cellules tumorales. Il n’y a pas de différence significative
entre les deux lignées tumorales utilisées. L exposition de ces lignées tumorales au cetuximab
(2 et 20 pg/mL) n’a pas d’effet significatif sur la quantité de protéines totales retrouvées dans

ces milieux conditionnés.
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Figure 99 : Effet du cetuximab sur la sécrétion des protéines par les cellules tumorales : dosage des protéines
totales dans le milieu contrdle (en noir) et dans les milieux conditionnés issus de la culture des cellules Cal27 (en
blanc) ou FaDu (en noir) exposées ou non au cetuximab (n=3, duplicat, p<0,05 ; # : versus milieu contrdle).
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D’apres la littérature, le cetuximab est capable de diminuer la sécrétion de VEGF ou d’IL-8
par les cellules tumorales. Nous avons donc poursuivi notre étude par une analyse plus fine
des facteurs libérés dans les milieux conditionnés, comme le dosage du VEGF par la

technique du Bioplex.

II1.2. Dosage du VEGF :

Le dosage du VEGF a été réalis€¢ par une méthode semi-quantitative et les résultats sont
présentés dans la figure 100.

Dans des conditions normales de culture, les cellules Cal27 secrétent quatre fois plus de
VEGF que les cellules FaDu. Comme attendu, le cetuximab induit une diminution dose-
dépendante de la quantité de VEGF libérée dans les milieux conditionnés, et ce, quelle que

soit la lignée utilisée (- 46 % et - 31 % a 20 pg/mL pour les Cal27 et FaDu respectivement).
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Figure 100 : Effet du cetuximab sur la libération de VEGF par les cellules tumorales : dosage par la technique
Bioplex du VEGF dans les milieux conditionnés issus des cellules Cal27 (en noir) et des cellules FaDu (en
blanc) exposées a 2 pg/ml (C2) ou 20 pg/ml (C20) de cetuximab pendant 48 heures.

Ainsi, nous avons pu retrouver, dans nos conditions expérimentales, 1’effet du cetuximab sur
la libération du VEGF par les lignées tumorales. Nous avons continué 1’étude par 1’analyse de

I’expression d’autres facteurs impliqués dans I’angiogenese.
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III.3. Evaluation des différents facteurs impliqués dans

I'angiogeneése :

La sécrétion du VEGF étant diminué apres exposition des cellules tumorales au cetuximab,
nous avons voulu savoir si d’autres facteurs impliqués dans 1’angiogenése étaient libérés dans
les milieux conditionnés. Ceci a été réalisé par la technique des arrays permettant I’analyse de
55 protéines impliquées dans I’angiogenese dans un méme €chantillon. L’analyse a montré
que les cellules Cal27 sécrétent une plus grande diversit¢ de facteurs dans les milieux
conditionnés comparativement aux FaDu (13 facteurs principaux versus 7 respectivement)
(Cf. figure 101). Les analyses montrent également que le cetuximab induit une diminution a la
fois des facteurs pro-angiogéniques (VEGF, IL-8, uPA) et des facteurs anti-angiogéniques
(TIMP, PAI-1) (Cf. tableau 21). Aucun facteur ne semble étre un facteur clé et il est

impossible de prédire I’effet résultant de ces milieux conditionnés sur 1’angiogenése.
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Figure 101 : Analyse de 1’expression de protéines impliquées dans 1’angiogenése et libérées dans les milieux
conditionnés : analyse des CM issus de la culture des cellules Cal27 (A) et des cellules FaDu (B) exposées (en
blanc, C20) ou non (en noir, NT) a 20 pg/mL de cetuximab pendant 48 heures.
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Certaines protéines impliquées dans les processus angiogéniques sont considérées comme des
facteurs de mauvais pronostic dans les tumeurs des VADS et sont retrouvés dans nos CM (Cf.
tableau 21). C’est le cas du facteur PAI-1 impliqué dans la migration et I’invasion des cellules
tumorales des carcinomes épidermoides des VADS (267) et retrouvé dans nos milieux. La
libération de ce facteur anti-angiogénique par les cellules Cal27 et FaDu diminue sous 1’effet
des traitements anti-EGFR. Il en est de méme pour le facteur TIMP-1, inhibiteur des
métalloprotéases matricielles (268).

Outre son role au cours du développement et lors de la formation des organes glandulaires par
tubulogenése, 1’amphiréguline (autre ligand d’EGFR) est également impliquée dans les
processus conduisant a la prolifération des cellules tumorales dont I’angiogenéese (269). En
effet, il a ét¢ montré que I’amphiréguline était un puissant mitogene pour les cellules
musculaires vasculaires et que des anticorps neutralisants empéchaient la formation de tubes
par les cellules endothéliales (270). L’amphiréguline a été faiblement détectée dans nos CM
mais semble augmenter aprés exposition des cellules Cal27 au cetuximab; cependant son

expression semble diminuer aprés exposition des celules FaDu.

D’autres protéines également impliquées a la fois dans 1’angiogenc¢se et dans les cancers des
VADS n’ont pas été détectées comme I’EGF, le FGF-2, le HGF, le NRG1- B1, I’'IL-1B, la
MMP-8, le PDGF-AB/BB, la Serpine-BS5, la Serpine-F1, le TGF-B1 et le VEGF-C. En effet,
certaines de ces molécules sont relarguées non pas par les cellules tumorales elles-mémes
mais par les cellules du microenvironnement tumoral. Ces molécules comme ADAMTS ou
I’IL-1B ne peuvent donc pas €tre présentes dans nos milieux conditionnés.

Le facteur anti-angiogénique thrombospondine-1 (TSP-1) est impliqué dans la régulation de
nombreuses fonctions dont la prolifération, la migration et D’apoptose. Il est régulé
négativement dans les tumeurs VADS (271) et ¢’est pourquoi il n’a été retrouvé qu’en faible
quantité dans nos milieux conditionnés. Le cetuximab n’a pas d’influence sur la sécrétion de

TSP-1.

De plus, méme si ces facteurs ont été retrouvés chez des patients atteints de tumeurs des
VADS, ils ne sont jamais tous exprimés en méme temps ; la diversité¢ de ces facteurs dépend
de la taille et du type de la tumeur. Le VEGF semble étre commun a tous les individus, mais
les autres sont surexprimés dans un certain nombre de cas. Ainsi le panel de facteur pro-
angiogénique exprimé est différent pour chaque tumeur des VADS et refléte la différence

d’expression observée par nos deux lignées Cal27 et FaDu.
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Seuls le VEGF, I'IL-8, le TIMP-1, la MMP-9, le PAI-1, le FT et 'uPA semblent étre

communs a nos deux lignées tumorales et sont retrouvés dans les cancers des VADS (Cf.

tableau 21) ; on retrouve ¢galement des différences de sécrétion et il en résulte une balance

angiogénique complexe.

Activité Présence Présence lien avee
Nom du facteur pro-angiogénique (+) dans les dans les HNSCC
ou anti-angiogénique (-) CM Cal27 | CM FaDu
ADAMTS-1 +
ADAMSs with TSP motifs NON NON oul
Angiogénine + OUI + OUI
Angiostatine/Plasminogéne - NON NON ?
Amphiréguline + + OUI
CXCL-4 - NON NON
CXCL-16 0]0]1 +
EGF + NON NON [0]9)
HB-EGF + + + Ooul
Endostatine - NON NON ?
Endothéline-1 (ET-1) + 0]0]1 + Ooul
FGF-2 + NON NON [0]9)
FGF-1/ NON NON ?
FGF-4/ + NON NON NON
FGF-7 NON NON ?
GM-CSF + 0]0]1 + Ooul
HGF NON NON Oul
HRG-B1 (NRGI- B1) + NON NON OuUl
IGFBP-1 +/- +/- ?
IGFBP-2 - NON NON ?
IGFBP-3 Ooul Ooul ?
IL-1B + NON NON (8]9)}
1L-8 + Ooul Ooul Ooul
MCP-1 + Ooul NON (8]9)}
MMP-8 + NON NON Ooul
MMP-9 Ooul Ooul Ooul
PDGF-AA + + + oul
PDGF-AB/BB NON NON (8]9)}
PTX-3 + Ooul + Ooul
Serpine-B5 (Maspin) - NON NON (0]0) 1
PAI-1 (serpine-E1) OUI OUI OUI
Serpine-F1 NON NON OUIl
TF + Ooul Ooul Ooul
TGF-B1 + NON NON Ooul
TIMP-1 - Ooul oul oul
TIMP-4 NON NON
TSP-1/TSP-2 For.rpe §01uble - +/NON + /NON oul
Forme liée a la matrice : +
uPA + Ooul Ooul Ooul
VEGF-A165 + Ooul oul OouUl
VEGF-C + NON NON Ooul

Tableau 21 : Liste des molécules impliquées dans les cancers des VADS et détectées par le kit « proteome

profilerTM array » : récapitulatif de leur présence dans les milieux conditionnés issus des Cal27 et des FaDu (= :
en dessous du seuil de détection limite). Molécule ayant une activité pro-angiogénique (+) ou anti-angiogénique

).
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IV. Effet des milieux conditionnés sur les cellules

endothéliales :

Le cetuximab, en diminuant la libération de molécules pro-angiogéniques comme le VEGF
devrait avoir un role anti-angiogénique et ainsi diminuer ’activité métabolique, la viabilité
et/ou la formation de tubes pseudo-capillaires par les cellules endothéliales in vitro.

L’effet angiogénique des ces signaux moléculaires a été étudi¢ dans un modele in vitro de
culture de cellules endothéliales dans les milieux conditionnés analysés dans la partie 1. Le
résultat de ces travaux a été publié¢ dans la revue Microvascular Research (V. Jouan-Hureaux

etal, 2011) (272) ; une copie de I’article figure en annexe.

Pour alléger le discours, ’utilisation des abréviations suivantes semble nécessaire :
CM-Cal27 : milieux conditionnés issus de la culture des cellules tumorales Cal27
CM-FaDu : milieux conditionnés issus de la culture des FaDu

De méme, les milieux conditionnés issus de la culture des cellules tumorales exposées au

cetuximab sont appelés : CM-Cal27-Cetux ou CM-FaDu-Cetux.

IV.1. Effet du cetuximab sur I'activité métabolique et la
viabilité des HUVEC :

IV.1.a. Influence de la concentration en cetuximab :

L’effet des milieux conditionnés sur D’activit¢ métabolique et la viabilité des cellules
endothéliales sont présentés dans la figure 102.

L’activité métabolique des HUVEC est diminuée lorsqu’elles sont cultivées en présence de
milieux conditionnés, et ce, quelle que soit la lignée tumorale utilisée. Cependant la viabilité
des HUVEC n’est significativement diminuée qu’au contact des CM-FaDu. Le cetuximab
utilisé lors de la fabrication de ces CM n’a pas d’effet sur la viabilit¢ des HUVEC quelle que

soit la concentration utilisée.
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Figure 102 : Effet des CM sur I’activit¢é métabolique et la viabilité des cellules endothéliales : mesure de
I’activité métabolique (2 gauche) et de la viabilité (a droite) des HUVEC cultivées pendant 48 heures dans les
milieux contrdles (en noir) ou en présence de CM issus de la culture des Cal27 (en blanc) ou des FaDu (en gris)
exposées a 2 ou 20 pug/mL de cetuximab pendant 48 heures (C2 et C20 respectivement). (n=3, triplicat, p<0,05 ;
* . versus milieu contrdle NT).

L’observation de cette baisse de ’activité métabolique des HUVEC induite par les milieux
conditionnés nous a amené a supposer que ces milieux conditionnés, récupérés apres 48
heures de culture des cellules tumorales, pouvaient étre appauvris en €léments essentiels au

maintien de I’activité métabolique des HUVEC.

1IV.1.b. Influence de I'enrichissement des milieux

conditionnés avec du milieu frais :

Les milieux conditionnés contiennent des facteurs libérés par les cellules tumorales mais la
quantité de certains nutriments nécessaires a la croissance des cellules est diminuée (glucose,
acides aminés...). Ainsi, la diminution de I’activit¢ métabolique observée avec les milieux
conditionnés pourrait est due a une carence en nutriments. Pour vérifier cela, nous avons tenté
de compenser cet appauvrissement par un apport exogeéne de nutriment apporté par du milieu
de culture frais et contenant entre autre du SVF. Nous avons donc évalué 1’effet de ces
milieux conditionnés dilués sur I’activité métabolique et la viabilité des HUVEC (Cf. figure
103).

Les résultats montrent que I’activit¢ métabolique et la viabilit¢ des HUVEC ne sont pas

significativement modifiées par I’apport de nutriments supplémentaires.
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Figure 103 : Effet de la dilution des milieux conditionnés sur 1’activité métabolique et la viabilit¢ des HUVEC :
mesure de Iactivité métabolique (2 gauche) et de la viabilité (a droite) des HUVEC cultivées pendant 48 heures
dans les milieux conditionnés pur (en noir) ou les milieux conditionnés dilués au % avec du milieu de culture
contenant 10 % SVF. (n=3 pour CM pur, n=2 pour CM dilué).

La diminution de I’activité métabolique n’étant pas due a un manque nutritionnel, nous avons
continué¢ notre étude en utilisant des milieux conditionnés purs, c¢’est-a-dire sans apport

exogene.

IV.2. Effet du cetuximab sur la formation des tubes

pseudo-capillaires in vitro :

L’analyse des facteurs impliqués dans I’angiogenése et présents dans les milieux conditionnés
ne permettent pas de prédire I’effet de la balance angiogénique induite par ces milieux sur
I’angiogenese. C’est pourquoi, 1’effet angiogénique des milieux conditionnés a été évalué
dans un modele de culture de cellules endothéliales sur une matrice, modele permettant la
formation d’un réseau de tubes pseudo-capillaires.

Comme on peut 1’observer sur les photos prises par microscopie de fluorescence (Cf. figure
104), l’effet direct du cetuximab présent dans les milieux de culture contrdles se traduit par
une légere diminution de la formation des tubes pseudo-capillaires (voir les astérisques sur la
figure 104). A I’inverse, les résultats obtenus avec les milieux conditionnés issus des cellules
tumorales traitées au cetuximab ne sont pas en faveur d’un effet anti-angiogénique, comme il
est indiqué dans le résumé des caractéristiques du produit (RCP). Au contraire, 1’effet induit
est un effet plutdt pro-angiogénique. En effet, la structure du réseau de tubes pseudo-
capillaires formé par les HUVEC augmente significativement lorsqu’elles sont cultivées en

présence de CM préparés avec du cetuximab (voir les fléches sur la figure 104), contrairement
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aux CM préparés sans cetuximab. Cet effet se traduit par une augmentation de la densité et de
la longueur totale du réseau mais également du nombre de jonction (Cf. figure 104). L’effet
est plus marqué avec les CM-Cal27-Cetux comparativement aux CM-FaDu-Cetux.

Il est intéressant de rappeler que ces mémes milieux conditionnés induisaient une baisse de

I’activité métabolique des cellules endothéliales.

L’effet de ces milieux conditionnés a ¢galement été évalué¢ dans un autre modele un peu plus
complexe d’angiogenese : le modele ex vivo de culture d’anneaux aortiques de souris et
réalisé dans le cadre du doctorat de I’'UHP-Nancy 1 de J. Mriouah soutenue publiquement le 8
novembre 2010. Les résultats obtenus montrent également une augmentation du réseau
pseudo-capillaire lorsque les anneaux aortiques sont cultivés en présence des CM-Cal27-

Cetuximab. L’effet paradoxalement pro-angiogénique de ces milieux semble donc confirmé.

IV.3. Effet du cetuximab sur I'expression de récepteurs

endothéliaux impliqués dans I'angiogeneése :

Pour tenter d’expliquer cet effet pro-angiogénique observé, nous avons cherché a caractériser
I’effet des ces milieux conditionnés sur le phénotype des cellules endothéliales. Nous avons
choisi d’analyser I’expression totale de certains récepteurs membranaires des HUVEC
impliqués dans I’angiogeneése comme PECAM-1, VEGFR-2 et Notch-4. Nous avons
également choisi d’étudier 1’expression d’EGFR par les cellules endothéliales car des études
ont montré qu’in vivo, les cellules endothéliales pouvaient devenir tumorales par expression

P’EGFR (130, 207, 273).

L’expression totale de ces protéines membranaires a été évaluée par la technique de western
blot (Cf. figure 105). L’expression de la B-tubuline ne varie pas avec 1’expérience et nous a
servi de référence pour normaliser 1I’expression des résultats.

Les résultats montrent qu’il n’y a pas de variation significative dans I’expression de VEGFR-
2 , PECAM-1 et Notch. Mais, il semble tout de méme que I’expression de PECAM-1 diminue
lorsque les HUVEC sont cultivées en présence des CM-Cal27 et semble augmenter en
présence des CM-FaDu. De plus, I’expression de VEGFR-2 diminue sous I’effet direct du
cetuximab sur les cellules HUVEC. Cet effet est également observé lorsqu’elles sont cultivées
en présence de CM issus des deux lignées tumorales. Seulement, les écarts-types sont trop

importants pour observer de réelles différences significatives.
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Figure 104 : Effet des milieux conditionnés préparés en présence de cetuximab sur la formation des tubes
pseudo-capillaires in vitro. Les cellules HUVEC ont été cultivées sur une matrice en présence de milieux
contrdles (en noir) ou de milieux conditionnés par les cellules Cal27 (en blanc) et FaDu (en gris) exposées a 2 ou
20 pg/mL de cetuximab pendant 48 heures. Représentation du réseau capillaire aprés marquage a la phalloidine-
SR par microscopie de fluorescence (A). Analyse de la densité du réseau pseudo-capillaire (surface occupée par
les cellules endothéliales /surface totale du champ observé) (B), de la longueur du réseau (C) et du nombre de
jonction (D) calculés a 1’aide du logiciel dédié AngioSys (n=3, p<0,05; *: versus control media sans
cetuximab).
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Néanmoins, nos résultats montrent que les HUVEC expriment faiblement EGFR lorsqu’elles
sont cultivées dans les milieux contrdles. Cette expression ne semble pas varier sous 1’effet
des CM-Cal27 mais, curieusement, I’expression d’EGFR est exacerbée lorsque les HUVEC
sont exposées aux CM-Cal27-Cetuximab (expression x2). A [D’inverse, EGFR est
significativement surexprimé par les cellules HUVEC cultivées en présence de CM-FaDu, et
cette surexpression diminue sous 1’effet du cetuximab présent dans les CM-FaDu-Cetuximab,

jusqu’a atteindre le niveau basal a la concentration de 20 pg/mL.
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Figure 105 : Expression d’EGFR (A), PECAM-1 (B), Notch-4 (C) et VEGFR-2 (D) par les cellules
endothéliales : les cellules HUVEC ont été cultivées pendant 48 heures en présence des milieux contrdles (en
noir), des milieux conditionnés issus de la culture des cellules Cal27 (en blanc) ou FaDu (en gris barré) exposées
ou non a 2 ou 20 pg/mL de cetuximab pendant 48 heures. L’expression de la B-tubuline a permis la
normalisation des résultats. (n=3, p<0,05 ; * : versus milieu contrdle sans cetuximab).

Ainsi, DPactivit¢ modérément anti-angiogénique directe du cetuximab sur les cellules
endothéliales pourrait étre associée a une baisse de D’expression de VEGFR-2.

Paradoxalement, lorsque le réseau pseudo-capillaire est augmenté suite a 1’influence des
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cellules tumorales, on constate une 1égere diminution de I’expression du récepteur VEGFR-2.
Cette réduction de VEGFR-2 est en adéquation avec la diminution de sécrétion du VEGF par
les cellules Cal27 ou FaDu en réponse au cetuximab. Ainsi le développement du réseau
pseudo-capillaire ne semble pas étre corrélé avec la signalisation VEGF/VEGFR-2.

La signalisation endothéliale dépendante d’EGFR semble particuliére et a attiré notre
attention pour la suite du travail. On constate une surexpression d’EGFR par les HUVEC
soumises a I’influence des signaux moléculaires envoyés par les cellules tumorales. Mais,
selon la lignée utilisée, cette surexpression est inversée.

Ces résultats nous renseignent sur 1’expression globale des protéines par les cellules HUVEC
mais pas sur I’expression membranaire d’EGFR a la surface de ces cellules endothéliales. En
effet, les analyses réalisées par la technique de western blot sont effectuées a partir de lysats
cellulaires. Ceux-ci contiennent non seulement les protéines membranaires mais également
les protéines cytoplasmiques. Nous avons donc voulu vérifier la présence d’EGFR a la surface
des cellules HUVEC par cytométrie en flux en utilisant un anticorps spécifique marqué au
FITC. Malheureusement aucune expression membranaire d’EGFR n’a été retrouvée sur les
cellules HUVEC exposées aux différents milieux conditionnés. Cela provient peut-étre du fait
que le nombre de récepteur EGFR a la surface des HUVEC est faible et ne permet pas d’étre

détecté par cette technique.

Malgreé ces résultats, nous avons voulu poursuivre sur cette voie afin de comprendre comment
les HUVEC pouvaient acquérir cette capacit¢ a surexprimer EGFR. Cette étude est

développée dans la partie 3 de ce travail expérimental.

V. Evaluation de l'effet du panitumumab :

Afin de vérifier si I’effet du cetuximab était di a un effet de classe ou était propre a la
molécule elle-méme, nous avons évalu¢, dans les méme conditions que pour le cetuximab,
I’efficacité du panitumumab sur 1’angiogenése induite par nos deux lignées Cal27 et FaDu. Le
panitumumab est un anticorps humanisé ciblant EGFR en cours d’évaluation en Espagne dans
les carcinomes des VADS. L’étude est en cours mais nous présentons ici les premiers
résultats obtenus. Ceux-ci semblent montrer une réponse différente des cellules tumorales

exposées au panitumumab comparativement au cetuximab.
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V.1. Effet du panitumumab sur I'activité métabolique

et la viabilité des cellules tumorales :

Dans un premier temps, nous avons expos¢ les cellules tumorales a différentes concentrations
de panitumumab et regard¢ I’effet du médicament sur 1’activité métabolique et la viabilité de
ces cellules apres 48 heures d’incubation. Les résultats sont donnés dans la figure 106.

Le panitumumab induit une diminution modérée de 1’activité métabolique des cellules Cal27
quelle que soit la concentration utilisée (=-15 %) tandis que la viabilité de ces cellules est tres
fortement diminuée (-50 % relevé au maximum de I’inhibition). Cet effet sur la viabilité des
Cal27 semble avoir lieu de maniére dose dépendante jusqu’a 50 pg/mL de médicament.
L’effet du panitumumab sur D’activité métabolique des cellules FaDu est plus marqué
comparativement aux Cal27 avec une inhibition de 30 % quelle que soit la concentration
utilisée. L’effet sur la viabilité des cellules FaDu semble similaire a celui des Cal27 avec une

inhibition de la viabilit¢ qui fluctue également entre 30 % et 50 % selon la concentration

utilisée.
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Figure 106 : Effet du panitumumab sur 1’activité métabolique et la viabilité des cellules tumorales : mesure de
I’activité métabolique (MTT, rond noir) et de la viabilité (Hoechst, carré blanc) des cellules Cal27 (a gauche) et
des FaDu (a droite) aprés 48 heures d’exposition au panitumumab (0-100 pug/mL). (n=1, triplicat).

Ainsi, le panitumumab semble avoir une action plutdt cytotoxique sur les lignées tumorales.
Cet effet cytotoxique est également observé sur les cellules FaDu, cellules dont la viabilité
n’était pas diminuée sous I’influence du cetuximab. Cet anticorps humanisé ciblant EGFR
semble donc avoir une efficacité différente du cetuximab.

Nous avons donc voulu savoir si cette molécule pouvait avoir un effet sur 1’activité

métabolique et la viabilité des cellules endothéliales.
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V.2. Effet du panitumumab sur I'activité métabolique

et la viabilité des cellules endothéliales :

L’effet direct du panitumumab sur I’activit¢ métabolique et la viabilit¢ des cellules
endothéliales ont été étudiés aprés 48 heures d’incubation et les résultats sont donnés dans la
figure 107. Le panitumumab n’a pas d’effet sur la viabilité des cellules endothéliales quelle
que soit la concentration testée. Ce médicament ne semble pas avoir d’effet sur ’activité
métabolique des HUVEC, excepté peut-€tre a 100 pg/mL mais cela demande a étre confirmé

vu ’écart-type obtenu.
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Figure 107 : Effet du panitumumab sur I’activité métabolique et la viabilité des cellules endothéliales : mesure
de I’activité métabolique (MTT, rond noir) et de la viabilité (Hoechst, carré blanc) des cellules HUVEC aprées 48
heures d’exposition au panitumumab (0-100 pg/mL). (n=1, triplicat).

Compte tenu des résultats ci-dessus, nous avons poursuivi notre ¢tude en utilisant 2 et 20
pg/mL de panitumumab, concentrations identiques a celles utilisées lors de 1’évaluation du

cetuximab.

V.3. Effet du panitumumab sur la composition des

milieux conditionnés :

Les milieux conditionnés ont été obtenus apres exposition des cellules Cal27 et FaDu a 2 et

20 pg/mL de panitumumab pendant 48 heures.
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V.3.a. Dosage des protéines totales :

Le résultat du dosage des protéines totales présentes dans les différents milieux conditionnés
obtenus est donné dans la figure 108. Comme attendu, les milieux conditionnés contiennent
une quantité plus importante de protéines par rapport aux milieux controles et ce, quelle que
soit la lignée utilisée. L’exposition des cellules tumorales au panitumumab n’influence pas de

manicre significative la quantité de protéines totales sécrétées par ces cellules.
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Figure 108 : Effet du panitumumab sur la quantité de protéines sécrétées par les cellules tumorales dans les
milieux conditionnés : dosage des protéines totales contenues dans les milieux contrdles (en noir) et les milieux
conditionnés issus des Cal27 (en blanc) ou des FaDu (en noir) aprés exposition a 2 ou 20 pg/mL de
panitumumab pendant 48 heures. (n=1, duplicat).

V.3.b. Evaluation de la libération des facteurs impliqués

dans l'angiogeneése :

Comme pour I’étude du cetuximab, nous avons effectué un screening et une étude semi-
quantitative des protéines impliquées dans I’angiogenése contenues dans les différents
milieux conditionnés par la technique des arrays. Les résultats sont donnés dans la figure 109.
Les cellules Cal27 secretent une plus grande variété de facteurs comparativement aux FaDu
méme en présence du médicament.

Le panitumumab induit une diminution de la sécrétion du facteur anti-angiogénique TIMP-1
par les Cal27 mais également une augmentation du facteur pro-angiogénique IL-8 (Cf. figure
109 A). D’autres facteurs, possédant une activité pro- ou anti-angiogénique selon le contexte,
comme |’amphiréguline, IGFBP-1 ou TSP-1 sont exprimés de manicre assez faible mais
semblent augmenter sous ’effet du traitement. Bizarrement, la sécrétion du VEGF par les
Cal27 ne semble pas étre influencée par le panitumumab contrairement a celle des cellules

FaDu.
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Les cellules FaDu ne sécrétent pas une grande variété de facteurs (Cf. figure 109 B). La
sécrétion des facteurs pro-angiogéniques comme I’IL-8, 'uPA et le VEGF sont diminués

ainsi que I’expression des facteurs anti-angiogéniques tels que PAI-1 et TIMP-1.
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Figure 109 : Analyse de I’expression des protéines impliquées dans 1’angiogenése et libérées dans les milieux

conditionnés : quantification des protéines détectées par le kit Proteome Profiler Array dans les CM issus de la
culture des Cal27 (A) et des FaDu (B) exposées (en blanc, P20) ou non (en noir, NT) a 20 pg/mL de
panitumumab.

La comparaison des effets du panitumumab et du cetuximab sur la sécrétion de quelques
protéines retrouvées dans les milieux conditionnés est présentée dans le tableau 22 ci-

dessous :
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CAL27 FaDu
Agents Cetuximab Panitumumab Cetuximab Panitumumab
VEGF l + 1 10
IL-8 ! 1 ! !
PAI-1 + - 1
TIMP-1 + ) I
FT ! - - 10
MMP-9 ! 1 - ND
uPA ! ! ! !
Ang 1 10 (faible) - ND
ET-1 ! . 1 1
Amphireguline ND 1 ND 10 (faible)
TSP-1 ND 1 ND -

Tableau 22 : Comparaison des effets du panitumumab et du cetuximab sur la sécrétion des protéines impliquées
dans ’angiogenése : analyse des CM issus des lignées tumorales Cal27 et FaDu. (1 : sécrétion augmentée, |
sécrétion diminuée, |0 : sécrétion inhibée a 100%, =+ : effet modéré, - : pas d’effet, ND : non détecté).

Les cellules FaDu semblent réagir de la méme facon lorsqu’elles sont exposées a ces deux
agents ciblant EGFR. En effet les variations observées de la sécrétion de la plupart des
protéines indiquées dans le tableau 22 vont dans le méme sens. Ce n’est pas le cas avec les
cellules Cal27. En effet, les cellules Cal27 diminuent la sécrétion d’IL-8 lorsqu’elles sont
exposées au cetuximab mais I’augmentent sous I’effet du panitumumab. 1l en est de méme
pour d’autres protéines comme la MMP-9 ou le VEGF. Seule la sécrétion de I'uPA est

modulée de la méme maniére par ces deux anticorps.

Lorsque I’on s’intéresse aux effets de 1’anticorps humanisé anti-EGFR observés sur la
sécrétion de ces protéines par les lignées Cal27 et FaDu, on s’apergoit que les variations vont
dans le méme sens, excepté pour I’IL-8.

Encore une fois, il est difficile de prédire 1’effet résultant de ces milieux sur I’angiogenése.
Ainsi, seule 1’analyse de 1’effet angiogénique induit par les milieux conditionnés dans notre
modele d’angiogenése in vitro nous permettra de savoir si le panitumumab agit ou non de la
méme facon que le cetuximab. Cette étude nous permettra d’en déduire si D’effet pro-
angiogénique observé avec les CM-cetuximab est di ou non a un effet de classe

thérapeutique.
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VI. Discussion:

L’objectif de cette étude ¢était de mieux comprendre 1’influence des thérapies ciblées sur la
communication entre les cellules tumorales et les cellules endothéliales. Cette étude est la
premiere, a notre connaissance, a évaluer le comportement des cellules endothéliales cultivées
avec les milieux conditionnés issus de la culture des cellules tumorales de cancers
épidermoides des VADS exposées a des anticorps monoclonaux ciblant EGFR (le cetuximab
et le panitumumab).

Le cetuximab est un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre EGFR et est utilisé en
clinique pour le traitement des tumeurs VADS en association a la radiothérapie ou a la
chimiothérapie. Le panitumumab est un anticorps humanisé anti-EGFR actuellement en étude
de phase II en Espagne pour le traitement en premicre ligne en association avec la
chimiothérapie pour le traitement des cancers des VADS récurrents et métastatiques (site
internet Orphanet, http://www.orpha.net/). Mais il est généralement utilisé en clinique dans le
traitement des cancers colorectaux métastatiques en monothérapie aprés échec des
chimiothérapies. Le cetuximab et le panitumumab se lient sur le méme domaine
extracellulaire du récepteur EGFR (domaine III) et le bloque dans sa forme inactive (274) ; ils
inhibent ainsi ’activation des voies de signalisation en aval du récepteur dont la survie et la
prolifération cellulaire.

Depuis de nombreuses années, un effet anti-angiogénique indirect (127) est attribué aux anti-
EGFR et notamment au cetuximab par diminution de la libération du VEGF, de I’'IL-8 et du
FGF-2 par les cellules tumorales (124, 261-262) mais sans €tudier réellement I’effet de cette
molécule sur I’angiogenese. Plus récemment, une augmentation de la densité vasculaire a été
observée in vivo par différentes équipes avec des traitements inhibant 1’activité tyrosine
kinase d’EGFR (erlotinib, gefitinib). Cet effet peut expliquer I’efficacité de leur association
avec la radiothérapie. Ainsi ’augmentation de la densité vasculaire est constatée in vivo
malgré une inhibition de la sécrétion de VEGF, d’IL-8, de FGF-2. C’est pourquoi, il nous a
paru intéressant de préciser le role des anti-EGFR dans I’angiogen¢se pour expliquer,
notamment, d’éventuels phénomeénes de résistance et d’envisager leur association avec
d’autres agents thérapeutiques.

Dans la premiere partie de ce chapitre, nous nous sommes attachés a vérifier 1’efficacité du
cetuximab et du panitumumab sur nos deux lignées de cancers des VADS : les cellules Cal27
et FaDu. Nos résultats montrent que le cetuximab induit une diminution de l’activité de

I’enzyme déhydrogénase mitochondriale des Cal27 et des FaDu mais ne diminue que la
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viabilité des Cal27 mesurée par un test d’incorporation de ’ADN. L’effet du panitumumab
sur ces lignées est plus marqué avec une diminution de 1’activité métabolique des Cal27 et
FaDu mais également de la viabilité de ces deux lignées.

Cette différence vient probablement du fait que le panitumumab a une affinité nettement
supérieure pour EGFR (Kd 0,05 nM, (275) comparativement au cetuximab (Kd 0,2 nM, Clin
cancer Res 1995 Goldman). L’affinité de ce dernier pour le récepteur est du méme ordre de
grandeur que celle du ligand naturel EGF (Kd 0,26 nM, (276). De plus, le panitumumab est
également capable de bloquer la liaison du TGF-a et provoque ainsi un effet supérieur au
cetuximab. Malgré cette différence d’affinité, ces deux molécules induisent les mémes effets
sur les cellules tumorales : inhibition de la prolifération cellulaire, arrét du cycle cellulaire en
phase G0/G1, régulation négative de I’expression d’EGFR a la surface par internalisation du

récepteur.

Les lignées tumorales Cal27 et FaDu surexpriment le récepteur EGFR via une augmentation
de la transcription du géne mais également par une sur-repésentation du gene retrouvé chez
ces lignées (277). Seulement ces deux lignées surexpriment EGFR a des niveaux différents.
En effet, en accord avec la littérature (278), nous avons trouvé, par la technique de western
blot, que les cellules Cal27 expriment significativement plus d’EGFR que les FaDu.
Cependant, des mutations dans les voies de signalisation en aval d’EGFR ont été reportées et
sont impliquées dans les mécanismes de résistances aux traitements (279, 280). BRAF et
KRAS ne sont pas mutés dans nos lignées (281). Le récepteur mutant EGFRVIII (tronqué au
niveau du domaine de liaison du ligand et activé constitutivement) a ¢été détecté par western
blot chez les Cal27 et semble représenter 30 % de I’expression d’EGFR total. Les FaDu
expriment plus faiblement EGFR (30 % comparativement aux Cal27) et la bande
correspondant 3 EGFRVIII n’a pas été détectée, peut-€tre en raison de la faible proportion de
ce récepteur qui se confond avec le bruit de fond. Il a été reporté une mutation de NRAS chez
les Cal27 (277) et des mutations de PI3K dans les deux lignées utilisées (282). Tout cela peut
expliquer la faible inhibition de la viabilité et de 1’activité métabolique des cellules observées
apres exposition a cet agent.

Le cetuximab n’a pas le méme effet sur la viabilit¢ des Cal27 et des FaDu et peut étre
expliqué par une différence dans le niveau d’expression de la cycline D1. En effet, Larry H.
Kalish et al. ont montré que les FaDu surexpriment plus cette protéine et possédent une plus
grande amplification du geéne de la cycline D1 (283) comparativement aux Cal27 ; et celle-ci

serait responsable de la résistance de ces cellules vis-a-vis du gefinitib (EGFR-TKI). De plus,
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Liu et al. ont montré que les cellules possédant un fort taux de cycline D1, comme les FaDu,
¢taient plus invasives (284) ; la cycline D1 joue donc un réle indépendamment de la

régulation du cycle cellulaire.

Dans une deuxiéme partie, nous avons évalué ’effet de ces médicaments sur ’activité
métabolique et la viabilité¢ des cellules endothéliales afin de connaitre I’effet direct des anti-
EGFR sur ces cellules. Le cetuximab diminue 1’activité métabolique des HUVEC a partir de
25 ug/mL de cetuximab mais n’a pas d’influence sur la viabilit¢ de ces cellules ; le
panitumumab ne semble pas avoir d’effet significatif. Ainsi les concentrations de 2 et
20 pg/mL utilisées dans notre étude sont suffisantes pour diminuer la viabilité des cellules
cancéreuses mais sans présenter d’effet majeur sur les cellules endothéliales. Par ailleurs, ces
concentrations sont inférieures aux concentrations sériques de médicament retrouvées apres
3 semaines de traitement en monothérapie de patients atteints de tumeurs des VADS :
concentration moyenne 40 pg/mL avec un maximum de 155 pg/mL (page du Vidal). Cette
faible activité des anti-EGFR sur les cellules endothéliales est cohérente avec les analyses de
I’expression membranaire d’EGFR a la surface des HUVEC par la technique de cytométrie en
flux. En effet, nous n’avons pas détecté la présence de ce récepteur a la surface des cellules

endothéliales.

Différentes conditions de culture des cellules tumorales ont été testées dans ce travail afin
d’évaluer la réponse de ces cellules vis-a-vis des traitements et de pouvoir choisir les
conditions les plus adaptées pour I’étude des milieux conditionnés.

Tout d’abord, I’effet inhibiteur du cetuximab en présence d’EGF a été évalué. Ce facteur est
capable de stimuler la croissance des Cal27 mais pas celle des FaDu. Le cetuximab est
capable d’inhiber I’activité métabolique des Cal27 et des FaDu et la viabilité des cellules
Cal27 méme en présence du ligand, avec un effet moins marqué avec 10 ng/mL d’EGF. De
plus, les milieux conditionnés fabriqués dans ces conditions n’influencent pas la viabilité et
I’activité métabolique des HUVEC. Cependant, il a ét¢ montré qu’EGF était capable d’induire
la formation de tubes pseudo-capillaires par les cellules endothéliales in vitro (285, 286). De
méme, EGF est capable d’induire une augmentation de la synthése de I’ADN et la migration
des CE (265). Ainsi, pour ne pas interférer avec les molécules sécrétées par les cellules
cancéreuses, nous avons donc choisi de continuer les expérimentations sans ajouter ce facteur

de croissance.
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Dans une troisieéme partie, nous avons évalué¢ I’effet des différents milieux conditionnés par
les cellules Cal27 et FaDu exposées ou non au cetuximab sur 1’activit¢ métabolique et la
viabilité¢ des cellules endothéliales. Ces milieux, quelle que soit la lignée tumorale utilisée,
induisent une diminution de 1’activité métabolique des cellules HUVEC ; effet ne pouvant pas
étre attribué a une diminution en nutriments nécessaires a la croissance lors du
conditionnement des milieux comme nous 1’avons démontré. Les milieux conditionnés
contiennent donc un ou plusieurs facteurs libérés par les cellules tumorales et impliqués dans

la baisse de ces activités.

Dans une quatriéme partie, 1’effet de ces milieux conditionnés sur 1’angiogenése a été évalué
dans un modele in vitro de culture de cellules endothéliales sur matrice.

Nos résultats montrent que le cetuximab induit directement une légere diminution de la taille
du réseau formé par les cellules endothéliales. Ceci est en accord avec les observations de
Hirata et al. qui ont montré un effet anti-angiogénique du gefitinib (inhibiteur de 1’activité
tyrosine kinase EGFR) par inhibition de I’activation d’EGFR dans les cellules endothéliales
(263, 266). Seulement, dans nos travaux, ’expression d’EGFR par les HUVEC n’est pas
diminuée significativement par I’action directe du cetuximab, les récepteurs EGFR n’ayant
pas été détectés par cytométrie en flux. Cependant, on constate une surexpression d’EGFR
total par les HUVEC cultivées en présence de milieux conditionnés par les cellules tumorales
traitées au cetuximab.

Ainsi, lorsque I’on regarde ’effet indirect du cetuximab apres exposition des HUVEC aux
milieux conditionnés, les résultats obtenus ne montrent pas 1’effet anti-angiogénique attendu
du cetuximab. En effet le cetuximab est déclaré dans le résumé des caractéristiques du produit
(RCP) comme étant anti-angiogénique du fait de sa capacité¢ a diminuer la synthése tumorale
de VEGF in vitro. Or, nous avons trouvé le contraire. En effet, dans ces conditions, les
cellules des VADS libérent un ou plusieurs facteurs responsables de 1’augmentation de la

taille du réseau traduisant ainsi un effet pro-angiogénique induit par cet agent.

L’angiogenése est régulée par une balance trés fine entre les différents facteurs pro-
angiogéniques et anti-angiogéniques. L’analyse des arrays ne nous a pas permis de trouver le
ou les facteurs responsables de cet effet. Néanmoins, ces résultats semblent €tre en accord
avec des publications rapportant une normalisation de la vascularisation in vivo observée
aprés traitement des tumeurs avec le gefitinib (287) et I’erlotinib (288) (EGFR-TKI) avec une

augmentation de la densité vasculaire et du flux sanguin. Dans cette étude, le traitement des
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tumeurs n’a eu aucune conséquence sur la croissance de la tumeur probablement parce que
I’augmentation des besoins sanguins était contrebalancée par 1’effet anti-prolifératif de

I’inhibiteur.

Cet effet pro-angiogénique a été observé quelle que soit la lignée utilisée alors que le niveau
de sécrétion de VEGF par les FaDu est plus faible comparativement aux Cal27. De plus,
I’augmentation du réseau a lieu en méme temps qu’une diminution de la sécrétion de VEGF
induit par I’exposition des cellules tumorales aux agents anti-EGFR comme cela a déja été
observé chez les cellules des VADS UM-SCC-9 et 11B (260).

Le facteur VEGF, facteur pro-angiogénique puissant, ne semble donc pas étre impliqué dans
I’effet pro-angiogénique observé. Seulement, le VEGF-A posséde de nombreuses isoformes
(121, 145, 148, 162, 165, 183, 189 et 206 AA). Les formes les plus connues possédent une
activité pro-angiogénique. Mais une nouvelle famille de VEGF appelée VEGFxxxb a été
identifiée par Bates et al. et présente une activité anti-angiogénique (289). C’est le rapport
entre ces deux familles de VEGF qui détermine le potentiel angiogénique de ce facteur de
croissance. Ainsi, la quantification de ces deux familles de VEGF nous aurait permis de
savoir si la proportion de VEGFxxxb est diminuée sous I’effet du cetuximab et si le ratio

VEGF/VEGFxxb peut expliquer I’activité pro-angiogénique observée.

La quantité¢ d’autres molécules pro-angiogéniques est également diminuée sous I’effet du
cetuximab comme pour I’'[L-8 ; leur diminution avait déja ét¢ reportée par d’autres auteurs
(124, 261-262). Seulement, le FGF-2 n’a pas été retrouvé dans nos milieux. Le panitumumab
diminue bien la libération de VEGF et d’IL-8 chez les FaDu comme évoqué dans la littérature
(290) mais bizarrement la libération de I’IL-8 semble augmenter chez les Cal27.

Certains ligands d’EGFR ont été retrouvés en trés faible quantité dans nos échantillons
comme I’amphiréguline, ’HB-EGF ou NRG1- B1. Malheureusement le TGF-a (autre ligand
d’EGFR) n’est pas détecté dans le kit utilisé¢, sa quantification aurait peut-étre permis
d’expliquer la différence de viabilité observée dans les deux lignées lors de 1’exposition au
cetuximab. Toutefois, 1’équipe de Hickinson a reporté une plus grande quantité de la protéine
TGF-a chez les FaDu comparativement aux Cal27 (277). De plus, dans un mode¢le de cancer
du colon, Kuwai a montré que les cellules tumorales qui n’expriment pas EGFR ou HER-2
libérent du TGF-a conduisant a I’activation d’EGFR dans les CE tumorales (273). Ainsi, les

cellules tumorales Cal27 et FaDu exposées au cetuximab augmentent peut-&tre leur sécrétion
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de TGF-a a l'origine de 1’augmentation du réseau vasculaire observé dans notre modele

d’angiogenése in vitro.

Ces différents ligands d’EGFR sont capables de se lier aux autres récepteurs de cette famille
comme HER-2 et HER-3 exprimés par nos lignées. En effet, il a ét¢ montré que la protéine
HER-2 était exprimée par les Cal27 contrairement 8 HER-3 qui a été retrouvé dans les deux
lignées (277). Ainsi, ces récepteurs peuvent se dimériser éventuellement avec EGFR et
induire la cascade de signalisation en aval. Il a été reporté que le cetuximab était capable de
bloquer la dimérisation EGFR-EGFR et EGFR-HER-2 mais pas celle HER-2-HER-2 (291).
De plus, Harari et al. ont montré que 1’activation d’EGFR est impliquée dans 1’augmentation
de HER-2 et de HER-3 et de la voie de signalisation subséquente du récepteur et contribue
ainsi a la résistance vis-a-vis des anticorps anti-EGFR (292). L’activité des autres récepteurs
EGFR peut ainsi expliquer I’inhibition modérée de 1’activité métabolique et de la viabilité des
cellules tumorales induites par le cetuximab. En effet, les cellules HUVEC expriment HER-2,
ErbB3 et ErbB4 ; et il a ét¢ montré que la bétacelluline (autre ligand d’EGFR) était capable
d’induire 1’angiogenése par activation des voies de signalisation PI3K et MAPK et la

phosphorylation de ErbB2, ErbB3 et ErbB4 (265).

Le TGF-B n’est pas retrouvé dans nos milieux conditionnés quelle que soit la lignée utilisée
alors que sa surproduction est retrouvée dans des cas de cancer des VADS avancés et est
impliquée dans les processus de progression et d’invasion tumorale (293). Ceci est surprenant
car TGF-B est capable d’induire la production de PAI-1 retrouvé dans nos milieux
conditionnés (294). Des données suggerent que cet inhibiteur des sérines protéases PAI-1
stabilise la structure les vaisseaux capillaires en formation et facilite l'invasion des cellules

tumorales par un contrdle précis du microenvironnement protéolytique péritumoral (294).

L’angiogénine est un facteur pro-angiogénique également surexprimé dans les tumeurs des
VADS (295) et est un facteur permissif pour I’angiogenéese induite par des facteurs autre que
le VEGF par son rdle de ribonucléase (296). Seulement, ce facteur est trés faiblement détecté
dans les milieux conditionnés issus des FaDu. Mais sa libération semble Iégérement
augmenter sous 1’effet du traitement et pourrait peut-étre expliquer I’effet pro-angiogénique

observé. Des études ultérieures sont nécessaires pour le confirmer.
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L’IGF-1R est responsable de la résistance des Cal27 vis-a-vis du gefitinib (297), or le ligand
IGFBP-1 est retrouvé en faible quantit¢ dans nos milieux conditionnés, malgré une

augmentation observée sous 1’effet des traitements.

Malgré ’analyse de I’expression de 55 protéines impliquées dans 1’angiogenése dans nos
milieux conditionnés par la technique des arrays, nous n’avons pas pu trouver le ou les
facteurs solubles capables de médier 1’effet pro-angiogénique observé. Nous avons donc
poursuivi I’étude en évaluant I’effet des milieux conditionnés sur 1’expression de différents
récepteurs endothéliaux impliqués dans 1’angiogenése par la technique de western blot.
L’expression de VEGFR-2, de Notch-4 et de PECAM-1 ne semblent pas varier sous 1’effet
des milieux conditionnés. Cependant, bien qu’elles n’exposent pas EGFR a leur surface, les
HUVEC sont capables d’exprimer EGFR comme cela a déja été reporté par d’autres auteurs
(129, 263). L’expression d’EGFR par les cellules endothéliales est augmentée lorsqu’elles
sont cultivées dans les milieux conditionnés issus des Cal27 exposées au cetuximab.
Bizarrement, les milieux conditionnés issus des FaDu sont capables d’induire une
augmentation de cette expression, surexpression diminuant sous 1’effet du traitement. Ceci
suggere un mécanisme différent entre les deux lignées cellulaires. AlI-Nedawi et al. ont montré
que les cellules endothéliales étaient capables de devenir tumorales par acquisition d’EGFR
(130) ; ce phénotype tumoral étant acquis par le transfert horizontal d’EGFR porté par des

microvésicules (207, 217).

Nous avons donc poursuivi notre étude en évaluant 1’effet des traitements anti-EGFR sur cette
une nouvelle voie de communication cellulaire formée par les microvésicules. Les
microvésicules sont des petits fragments membranaires relargués constitutivement par les
cellules tumorales. Elles transportent de nombreux facteurs qui peuvent agir a proximité ou a
distance du lieu de leur libération (298). Ce transfert d’information est responsable de
nombreuses caractéristiques acquises par les cellules pendant leur transformation, dont
I’angiogenese (213). De plus, plusieurs équipes ont montré la présence de ces microvésicules
dans le sérum de patients atteints de cancer des VADS (215, 221). Nous nous sommes donc

demandé si ces microvésicules ne pourraient pas étre responsables des effets observés.
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Chapitre 3 : Evaluation des
microvésicules libérées par les
cellules tumorales exposées au

cetuximab

Le but de cette partie était d’étudier la libération des microvésicules par les cellules tumorales,
nommées TMV, et de caractériser I’expression de différents marqueurs a leur surface. Ces
marqueurs pourront nous permettre de déterminer I’origine cellulaire de ces microvésicules

mais également leur fonctionnalité.

Il est maintenant bien établi que les cellules tumorales relarguent des microvésicules
impliquées dans le développement des cancers (Cf. partie bibliographie partie 4 paragraphe
IT). Ces microvésicules sont capables d’agir a proximité ou a distance du lieu de leur
libération et sont impliquées dans 1’angiogenése. En effet, Taraboletti et al. ont montré
qu’elles étaient capables d’induire la formation de structures capillaires in vitro (194).
Cependant, leur rdle est différent en fonction du nombre de microvésicules libérées : un faible
nombre serait plutot stimulateur alors qu’un fort taux serait plutot inhibiteur. Al-Nedawi et al.
ont montré que les cellules endothéliales pouvaient acquiérir un phénotype tumoral apres
fusion avec des microvésicules tumorales portant EGFRVIII (217). Ces CE ainsi activées

augmenteraient alors leur expression de VEGF.

Lors de 1’analyse des milieux conditionnés, nous avions remarqué la présence d’un facteur
habituellement ancré dans la membrane des cellules, le facteur tissulaire (TF). Les cellules
tumorales sont connues pour exprimer ce facteur a leur surface. De plus, TF n’est pas soluble
mais est généralement transporté sur une membrane. Ainsi, la présence de ce TF dans les
milieux conditionnés nous a intrigués et ¢’est pourquoi nous avons voulu analyser la présence

des microvésicules dans nos milieux conditionnés.
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De plus, il a été montré que les cellules endothéliales pouvaient acquiérir un phénotype
tumoral et exprimer EGFRVIII aprés capture de microvésicules tumorales (217). Ces
microvésicules sont impliquées dans divers processus dont I’angiogenese (Cf. bibliographie

partie 4 paragraphe 11.6).

Ainsi, I’étude des microvésicules nous permettrait :
- d’expliquer la sur-expression d’EGFR par les cellules endothéliales observée apres
culture des HUVEC en présence des CM,
- et d’expliquer ’augmentation du réseau vasculaire induit par ces mémes milieux,
malgré la baisse de sécrétion de VEGF par les cellules tumorales exposées aux

anticorps ciblant EGFR.

Plusieurs catégories de microvésicules sont distinguées en fonction de leur taille. Les plus
petites appelées exosomes (30-100 nm) nécessitent 1’utilisation d’appareillage lourd et
colteux pour les isoler (gradient de densité, ultra-centrifugation). Les microvésicules
proprement dites sont un peu plus grosses (entre 0,1 et 1 um) et sont fortement étudiées par
les hématologistes en raison de leur libération par tous les éléments figurés du sang et
principalement par les plaquettes lors de leur activation.

La technique de détection des microvésicules par cytométrie en flux dans le sang de patient
est maintenant bien établie depuis 1’obtention d’un consensus international a 1’automne 2010
dans le cadre du comité international de standardisation scientifique ISTH (244). Elle
nécessite cependant un cytométre de technologie récente permettant la détection de ces
événements de taille microscopique. La plateforme Nancytomique créé en 2009 au CHU
Nancy-Brabois est équipée d’un tel cytometre (Navios), et nous avons pu y avoir acces. Pour
débuter ce travail, nous avons donc choisi de n’étudier que les microvésicules proprement

dites.

Dans un premier temps, nous avons préparé les milieux conditionnés comme pour les
précédentes études. Cependant, toutes les cellules eucaryotes sont susceptibles de produire
des microvésicules et elles sont trouvées en grand nombre dans le sérum, et notamment dans
le sérum de veau feetal utilisé pour cultiver nos cellules. Ainsi, nous avons dii dépléter les
milieux de culture en microvésicules avant de les mettre en contact avec les cellules tumorales
pour 1’obtention des CM. Ainsi, les microvésicules détectées lors des analyses proviendront

uniquement de nos lignées tumorales.
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Puis, nous avons di mettre au point une méthode de purification non délétére pour ces
microvésicules. En effet, en tout premier lieu, nous avions voulu vérifier la présence de ces
microvésicules en les observant par microscopie ¢lectronique mais nous nous sommes heurtés
a un probléme technique : ces particules ne supportent pas bien les centrifugations répétées
nécessaires pour 1’inclusion en résine. La technique de choix aurait ét¢ d’utiliser le SEM
(scanning electron microscopy) ou I’échantillon est directement adsorbé sur la grille de
carbone avant d’effectuer les différents bains nécessaires a 1’observation des structures. Mais
nous n’avons pas pu bénéficier d’un tel équipement. Aussi, nous avons contourné le probléme
en effectuant une analyse de la taille des microvésicules présentes dans les milieux
conditionnés par granulométrie laser. Cette technique permet 1’analyse de la taille de

microvésicules en suspension.

Dans un deuxiéme temps, nous avons adapté le protocole d’isolement des microvésicules issu
du consensus international a la culture de nos cellules tumorales pour 1’analyse de nos milieux
conditionnés. Celui-ci nous a permis de :

- mettre en évidence la libération des microvésicules par nos deux lignées cellulaires
Cal27 et FaDu,

- caractériser I’expression de plusieurs protéines membranaires a la surface des TMV
comme EGFR, EPCAM et TF,

- d’étudier D’effet du cetuximab sur la quantit¢ de TMV libérées par les cellules

tumorales et sur le niveau d’expression des protéines membranaires.

Dans un troisieme temps, nous avons voulu évaluer le risque thrombotique associ¢ a la
présence de ces microvésicules. En effet, les phospholipides présents a la surface des
microvésicules peuvent servir de support a la coagulation plasmatique et la présence du TF
sur ces microvésicules peuvent induire cette coagulation. Pour cela, nous avons étudié si nos
TMV ¢étaient capables d’induire la génération de thrombine par la technique de
thrombinographie, technique disponible au service d’hématologie biologique du CHU Nancy-
Brabois. L’effet du cetuximab sur cette génération de thrombine a également été évalué a

travers la libération des microvésicules.
Enfin pour terminer, et puisque d’aprés Al-Nedawi et al. les cellules endothéliales sont

capables de fusionner avec des microvésicules, nous avons voulu vérifier cette capacité avec

nos TMV (217). Nous avons utilisé la méthode de cytométrie en flux et nous avons pu obtenir
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des images de ces interactions grace a ’utilisation de la technique d’imagerie en flux. Cette
technique permet de coupler la cytométrie en flux avec I’imagerie microscopique (Amnis).
Cet appareil est disponible a la plateforme technique Nancytomique du CHU Nancy-Brabois
et nous avons pu I’utiliser.

Comme nous n’avons pas pu détecter la présence d’EGFR a la surface des cellules
endothéliales nous n’avons pas utilisé ce marqueur pour suivre une éventuelle fusion avec les
microvésicules. Ainsi, nous avons préféré marquer au préalable les TMV avec un fluorophore
(e DiO) avant de procéder aux tests de fusion. Cependant, les centrifugations sont néfastes
pour les TMV et nous n’avons pas pu les marquer directement au DiO. Nous avons donc
résolu le probléme en effectuant un marquage indirect, c’est-a-dire en marquant les cellules
tumorales avant leur mise en culture pour I’obtention des milieux conditionnés et donc des
TMV. De plus, en procédant de cette maniere, la méthode de purification des TMV n’est pas
modifiée ; la qualité et la reproductibilité des préparations s’en trouvent préservées.

Le DiO est une molécule s’insérant dans la bicouche lipidique et permet de marquer de fagcon
homogeéne et continue la membrane des cellules tumorales. Nous avions essayé en tout
premier lieu un marquage avec le PKH67, autre marqueur des phospholipides, mais le
marquage apparaissait sous forme de points et n’était donc pas utilisable pour nos

expérimentations.

I. Mise en évidence des TMV

Nous avons cherché a mettre en évidence, par microscopie électronique, la présence des
microvésicules tumorales dans les milieux conditionnés. Les centrifugations répétées des
échantillons nécessaires a I’imprégnation de la résine d’inclusion provoquent non seulement
une perte d’échantillon mais également la formation d’artefacts. Nous avons donc opté pour
une technique permettant de détecter et de mesurer la taille des microvésicules sans

préparation particuliére avant I’analyse de 1’échantillon.

Les résultats de 1’analyse des milieux conditionnés par granulométrie laser sont donnés dans
la figure 110. Le graphique représentant les intensités en fonction de la taille des particules
détectées montre deux pics pour les milieux controles (10 nm et 100 nm). Ces pics sont dus a
la présence d’exosomes dans le sérum. En effet, nous avons pu dépléter le sérum de veau

feetal en microvésicules mais la vitesse de centrifugation utilisée ne permettait pas

210



Résultats : évaluation des microvésicules tumorales

I’¢élimination des exosomes. L’analyse des milieux conditionnés montre la présence d’un pic
supplémentaire dont la taille moyenne se situe aux alentours de 3500 nm (Cf. figure 111). Ce
pic correspond aux microvésicules proprement dites malgré une valeur de taille mesurée plus
¢levée par rapport a la taille pressentie (entre 0,1 et 1 um). L’indice de polydispersité (PdI) est

assez ¢levé et refléte la présence de plusieurs types de particules dans nos suspensions.
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Figure 110 : Détection par la technique de diffusion de la lumiére (DLS) des microvésicules : analyse de la
distribution de la taille des TMV présentes dans les milieux contréles et les milieux conditionnés (CM) obtenus
aprés culture des cellules Cal27 et FaDu exposées (C20) ou non (NT) a 20 pg/mL de cetuximab pendant 48
heures. Les figures données sont représentatives de 4 séries d’analyses. PdI = indice de polydispersité.
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Figure 111 : Mesure de la taille des microvésicules par la technique de diffusion dynamique de la lumiére

(DLS) : analyse de la taille des TMV présentes dans les milieux controles et les différents milieux conditionnés
(CM) obtenus apres culture des cellules Cal27 et FaDu exposées (C20) ou non (NT) a 20 pg/mL de cetuximab
pendant 48 heures. (n=4).

L’appareil utilis¢ (Zétasizer NanoZS) est capable de mesurer avec précision la taille d’une
suspension monodisperse c’est-a-dire d’une suspension homogene de billes dont la taille est
comprise dans un intervalle étroit de valeur. Une suspension monodisperse ne contient donc
qu’'un seul type de microvésicules. Dans notre cas, la présence de particules de différentes
tailles perturbe la mesure. La valeur obtenue est donc faussée et ne refléte pas la taille réelle
des microvésicules. Cependant, des auteurs ont mesuré¢ la taille de microvésicules
plaquettaires a 1’aide de deux appareils dont le Zétasizer NanoZS utilisé ici (299). La taille
mesurée par ces auteurs €tait du méme ordre de grandeur que celle obtenue avec nos
échantillons (entre 3600 et 4200 nm). Les valeurs obtenues sont donc cohérentes avec celles

trouvées dans la littérature.

Pour de prochaines études nous devrons utiliser un sérum complétement déplété en
microvésicules (quelle que soit leur taille) par centrifugation a 100000 g. Ainsi, nous serons
en mesure d’évaluer en plus des TMV, la présence d’exosomes relargués par les cellules
tumorales. De plus, cela nous permettra peut-étre d’obtenir une valeur de taille des TMV
correspondant mieux a la réalité. De méme, si les suspensions de TMV obtenues sont plutot
monodisperses, nous pourrons également effectuer des mesures de potentiel zéta et de poids
moléculaire sur ces échantillons. Nous serons alors en mesure d’évaluer des modifications de
charge ou de masse a la surface des TMV, variations résultant d’une différence d’expression

de certaines protéines membranaires.
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La présence des TMV dans les CM a été confortée par les analyses de cytométrie en flux qui
montrent la présence d’événements dont la taille est située en dessous de 0,9 pum
(Cf. figure 112). Comme attendu, trés peu d’événements ont été retrouvés dans les milieux
controles et ceux-ci proviennent vraisemblablement de [’agrégation de protéines lors de
I’incubation a + 37°C ou ayant lieu lors de la décongélation du sérum déplété en
microvésicules (SVFd). Ce faible nombre d’événements peut également provenir d’une
déplétion insuffisance du sérum de veau feetal en microvésicules. Il faudrait peut-&tre

effectuer une centrifugation supplémentaire a 14000 g.
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Figure 112 : Détection par cytométrie en flux des microvésicules : effet du cetuximab. Analyse des TMV
présentes dans les milieux controles et les milieux conditionnés (CM) obtenus apres culture des cellules Cal27 et
FaDu exposées (C20) ou non (NT) a 20 pg/mL de cetuximab pendant 48 heures. Représentation de la structure
(FS) en fonction de la taille (SS), échelle logarithmique.
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II. Effet du cetuximab sur le relargage des TMV:

Le relargage des microvésicules par les cellules tumorales a été quantifié par la mesure du
nombre d’événements comptabilisés pendant les 300 secondes de I’analyse. Cette valeur a été
rapportée a un nombre de microvésicules libérées dans 1 mL de milieu conditionné en
considérant que le volume prélevé par 1’appareil correspondait & 50 pL. de suspension (soit le

volume total analysé au débit lent de 10 uL/min) (Cf. figure 113).
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Figure 113 : Effet du cetuximab sur la libération des TMV : analyse par cytométrie en flux du nombre de TMV
contenues par mL de milieux contrdles ou de milieux conditionnés obtenus apres culture des cellules Cal27 et
FaDu exposées (C20) ou non (NT) a 20 pg/mL de cetuximab pendant 48 heures. (N=4 en duplicat, p<0,05).

Les milieux controles possedent une quantité négligeable d’événements correspondant a des
microvésicules (NT : 2215 + 439 ; C20 : 2560 + 485 TMV/mL) comparativement au nombre
d’événements obtenu avec les milieux conditionnés issus des deux lignées tumorales exposées
ou non au cetuximab.

Lors de leur culture, les cellules Cal27 liberent plus de microvésicules que les cellules FaDu
(26790 + 1667 et 21830 + 1185 TMV/mL respectivement). Mais ce nombre diminue
significativement lorsque les cellules tumorales sont exposées au cetuximab, et ce, quelle que
soit la lignée utilisée (-19 % et -28 % respectivement). Ce nombre de TMV relarguées par les
cellules tumorales aprés traitement reste malgré tout trés élevé et supérieur au nombre de

d’événements présents dans les milieux contrdles.
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III. Effet du cetuximab sur I’expression de protéines

membranaires a la surface des lignées et des TMV :

En hématologie, il est recommandé de confirmer 1’existence et la qualité des microvésicules
par la recherche de ’exposition des phosphatidyl sérines présentes sur le feuillet externe de la
membrane par quantification de la liaison de 1’Annexine-V a leur surface. Depuis quelques
temps, la présence de I’annexine-V sur les microvésicules a été remise en question par des
travaux montrant que certaines microvésicules n’exprimaient pas 1’annexine-V. Néanmoins,
nous avons tenu a vérifier la présence de 1’annexine-V sur nos TMV.

Ensuite, afin de préciser I’origine tumorale des microvésicules, I’expression d’EPCAM a été
recherchée a leur surface par la technique de cytométrie en flux. Nous avons également
recherché I’expression d’EGFR et de TF afin de caractériser le rdle potentiel des TMV dans le
transport de ces récepteurs. L’expression d’EGFR, de TF et d’EPCAM a la surface des

cellules Cal27 et FaDu ont bien évidemment ét¢ évaluées par la méme technique.

III.1. Annexine-V:

L’annexine-V est une protéine liant les phospholipides en présence de calcium et posséde une
grande affinité¢ pour la phosphatidyl sérine (PS). Ce marqueur est généralement utilisé pour
détecter les cellules qui sont entrées dans la voie de 1’apoptose. L’intensité du marquage par
I’annexine-V des cellules Cal27 et FaDu n’est pas différente de celle obtenue avec les cellules

contrdles non marquées ; le marquage est donc négatif (Cf. figure 114).
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Figure 114 : Effet du cetuximab sur le marquage des cellules tumorales avec ’annexine-V : représentation de
I’intensité moyenne de marquage des cellules Cal27 et FaDu exposées ou non a 20 pg/mL de cetuximab pendant
48 heures. (N=3 ; p<0,05).
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Physiologiquement, les microvésicules sont formées apres activation des cellules et exposent
la PS sur le feuillet externe de leur membrane. Ainsi, les techniques d’analyses des
microvésicules plaquettaires utilisent le marquage a I’annexine-V comme marqueur pour les
discriminer. Seulement, de nombreuses ¢études récentes montrent que toutes les
microvésicules ne fixent pas I’annexine-V (300-301).

L’analyse de I’intensit¢ de marquage de nos TMV montre que la phosphatidyl sérine est
présente a leur surface contrairement aux cellules dont elles sont issues, mais néanmoins de
facon faible (intensit¢ moyenne de fluorescence (IFM) 2,5 UA) (Cf. figure 115 vs figure 114).
Le cetuximab n’influence pas I’intensité de ce marquage.

Nos résultats montrent que toutes les microvésicules tumorales ne fixent pas 1’annexine-V.
Les TMYV issues des cellules FaDu présentent un pourcentage de marquage significativement
plus important que celles issues des cellules Cal27 (40 % vs 19 % respectivement).
L’exposition des lignées tumorales au cetuximab n’a pas d’effet, ni sur I’intensité¢ de la
fixation de 1I’Annexine V, ni sur le pourcentage de TMV marquées. Le cetuximab n’a donc

pas d’effet sur ’exposition de la phosphatidyl sérine a la surface des TM'V.
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Figure 115 : Expression de I’annexine-V a la surface des TMV : représentation de I’intensité moyenne (2
gauche) et du pourcentage de TMV marquées (2 droite) issues de la culture des cellules Cal27 et FaDu exposées
(C20) ounon (NT) & 20 ug/mL de cetuximab pendant 48 heures. (N=4, p<0,05).

Ainsi, les TMV issues des Cal27 exposent plus faiblement la phosphatidylsérine a leur surface
comparativement aux FaDu. Les caractéristiques membranaires de ces deux types de TMV

semblent donc étre différentes.
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III.2. EGFR:

Les HUVEC présentent une surexpression d’EGFR aprés culture avec les milieux
conditionnés issus des carcinomes épidermoides des VADS surexprimant le récepteur EGFR.
Nous avons donc évalué I’expression de ce récepteur a la surface des cellules tumorales et des

TMYV afin de savoir si les TMV pouvaient &tre responsables de cette surexpression.

Les résultats de 1’analyse de 1’expression d’EGFR a la surface des lignées tumorales sont
présentés dans la figure 116. Les cellules Cal27 présentent une intensité de marquage
significativement plus élevée que celle des cellules FaDu (23 = 1 vs 13 + 1 UA
respectivement). Ceci est en accord avec les résultats de western blot réalisés au laboratoire
qui ont montré que les cellules Cal27 surexprimaient plus EGFR par rapport aux FaDu (non
présenté). L’exposition des lignées tumorales au cetuximab induit une légere diminution de
I’intensité de marquage des Cal27 mais pas celle des FaDu. Cependant, quelle que soit la
lignée utilisée, 100 % des cellules tumorales exposent EGFR et le cetuximab n’a pas d’effet
sur le pourcentage de cellules marquées. Le cetuximab induit donc une diminution du nombre
de récepteurs présents a la surface des cellules Cal27 mais n’a pas d’effet sur celui des

cellules FaDu.
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Figure 116 : Expression d’EGFR a la surface des lignées cellulaires : représentation de 1’intensité moyenne (a
gauche) et du pourcentage de marquage (2 droite) des cellules Cal27 et FaDu exposées (C20) ou non (NT) a 20
pg/mL de cetuximab pendant 48 heures. (N=3, p<0,05).

Lorsque 1’on s’intéresse aux TMV, on s’apercgoit que les microvésicules expriment EGFR ;
elles sont donc capables de le transporter. De plus, I’intensité du marquage EGFR obtenu avec
les TMV des deux lignées n’est pas significativement différente (Cf. figure 117). Cependant,

le pourcentage de TMV exposant EGFR est supérieur lorsqu’elles sont issues des Cal27.

217



Résultats : évaluation des microvésicules tumorales

Ceci est en accord avec la différence d’intensité observée avec les lignées dont les TMV sont
issues. Le cetuximab diminue significativement le pourcentage de TMV-Cal27 portant EGFR
mais pas celui des TMV-FaDu.

Ainsi, ces résultats suggerent que le cetuximab ne diminue pas le nombre de sites EGFR
présents a la surface des microvésicules tumorales mais seulement le nombre de TMV-Cal27

portant ce récepteur.
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Figure 117 : Effet du cetuximab sur 1’expression d’EGFR a la surface des TMV : représentation de !’intensité
moyenne (a gauche) et du pourcentage de marquage (a droite) des TMV issues de la culture des cellules Cal27 et
FaDu exposées (C20) ou non (NT) a 20 pg/mL de cetuximab pendant 48 heures. (N=4, p<0,05).

I11.3. EPCAM:

EPCAM est une molécule d’adhésion des cellules épithéliales et est surexprimée dans les
carcinomes ¢€pidermoides des VADS. C’est pourquoi nous avons analysé son expression a la

surface des lignées cellulaires, puis sur celle des TMV afin de signer leur origine cellulaire.

L’intensité¢ de marquage est identique pour les deux lignées Cal27 et FaDu (Cf. figure 118).
De plus, toute la population des cellules Cal27 et des cellules FaDu exposent EPCAM. Ce
marqueur surexprimé dans les cellules épithéliales est bien retrouvé sur la membrane de nos
lignées. Le cetuximab n’a pas d’influence sur I’expression de ce marqueur quelle que soit la

lignée considérée.
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Figure 118 : Effet du cetuximab sur I’expression d’EPCAM a la surface des lignées cellulaires : représentation
de I’intensité moyenne (a gauche) et du pourcentage de marquage (a droite) des cellules Cal27 et FaDu exposées
(C20) ounon (NT) a 20 pg/mL de cetuximab pendant 48 heures. (N=3, p<0,05).

Bien qu’EPCAM soit fortement exprimée a la surface des lignées cellulaires, aucun marquage
n’a été trouvé a la surface des TMV issues de ces cellules. Cette protéine ne semble donc pas
étre incorporée lors de la libération des TMV par les cellules tumorales. EPCAM ne pourra
donc pas étre utilisée pour témoigner de 1’origine cellulaire des TMV. Ceci est en accord avec
la littérature qui rapporte que certains marqueurs de la cellule d’origine ne sont pas retrouvés

dans les microvésicules (193).

II1.4. TF:

Le facteur tissulaire est une protéine impliquée dans la coagulation sanguine. Il joue
¢galement un role dans la progression des cancers par sa disposition transmembranaire qui lui
confere le pouvoir d’activer de nombreuses voies de signalisation protumorales y compris
pro-angiogéniques. Il n’existe pas sous forme soluble, c’est pourquoi I’ayant retrouvé dans
nos milieux conditionnés, nous avons voulu vérifier son expression a la surface des TMV. Au
préalable, nous avons étudié son expression sur nos lignées tumorales Cal27 et FaDu et les
résultats des analyses sont présentés dans la figure 119.

Comme supposé, le TF est bien retrouvé a la surface des cellules Cal27 et des FaDu,
I’intensité du marquage étant tout de méme plus faible chez les cellules Cal27 par rapport aux
cellules FaDu. Néanmoins, le pourcentage de cellules marquées est identique pour ces deux
lignées et proche de 100 %. Le nombre de molécules présentes a la surface des cellules Cal27

est donc significativement inférieur a celui des cellules FaDu.
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Figure 119 : Effet du cetuximab sur I’expression de TF a la surface des lignées cellulaires : représentation de
I’intensité moyenne (2 gauche) et du pourcentage de marquage (a droite) des cellules Cal27 et FaDu exposées
(C20) ounon (NT) a 20 pg/mL de cetuximab pendant 48 heures. (N=3, p<0,05).

Les résultats de 1’analyse de I’expression de TF a la surface des TMV sont présentés dans la
figure 120.

Le marquage du TF présent a la surface des TMV-Cal27 est relativement faible aussi bien du
point de vue de I’intensité que du pourcentage de marquage des TMV ; ce pourcentage de
TMV portant TF est néanmoins différent du controle isotypique (TMV-Cal27 : 4,0 = 0,5 % ;
controle isotypique : 0,2 £ 0,2).

L’analyse du marquage des TMV issues des FaDu montre une intensit¢ de marquage
comparable a celle des TMV-Cal27 mais avec un pourcentage de TMV portant TF supérieur
(11 £ 2 % pour les TMV-FaDu versus 4,0+0,5% pour les TMV-Cal27). L’exposition des
cellules tumorales au cetuximab n’a pas d’influence sur 1’expression de ce marqueur a la

surface des TMV libéres par ces cellules.
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Figure 120 : Effet du cetuximab sur I’expression de TF a la surface des TMV : représentation de I’intensité
moyenne (a gauche) et du pourcentage de marquage (a droite) des TMV issus de la culture des cellules Cal27 et
des FaDu exposées (C20) ou non (NT) a 20 pg/mL de cetuximab pendant 48 heures. (N=3, p<0,05).
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En résumé, comme attendu, les lignées tumorales surexpriment EGFR, TF et EPCAM mais a
des degrés différents selon la lignée utilisée (Cf. tableau 23) ; les cellules Cal27 surexpriment
plus EGFR que les cellules FaDu et inversement pour 1’expression du TF. Aucune de ces
deux lignées n’est capable de lier ’annexine-V. L’expression d’EPCAM est identique pour
ces deux lignées cellulaires.

Les TMV issues de ces lignées sont également différentes conformément a I’expression des
cellules dont elles sont issues (Cf. tableau 23): les TMV-Cal27 expriment plus d’EGFR a leur
surface alors que les TMV-FaDu surexpriment plus le TF. EPCAM n’a pas été trouvée a la
surface de ces TMV et ne pourra pas servir de marqueur tumoral permettant de suivre

I’évolution des TMV dans le sang des patients.

Echantillon Cal27 FaDu
Marqueur Cellule ™V Cellules ™™V
Annexine-V - ++ - -+
EGFR ++ ++ + +
TF - +/- e +
EPCAM ++ - ++ -

Tableau 23 : Tableau récapitulatif de I’expression d’EGFR, du TF et ’EPCAM a la surface des cellules Cal27 et
FaDu et des TMV libérées par ces cellules.

IV. Risque thrombotique des TMV

D’aprés les résultats obtenus en cytométrie en flux, les TMV issues des cellules Cal27 sont
pauvres en TF contrairement aux TMV issues des FaDu. Il nous a donc paru intéressant
d’évaluer I’activité biologique pro-coagulante du facteur tissulaire présent a la surface des
TMV par la technique de génération de thrombine.

La cinétique de libération de la thrombine générée lorsque 1’on ajoute du TF, des PL et du
calcium a un plasma pauvre en plaquette est évaluée en présence des milieux conditionnés
contenant les microvésicules tumorales et permet d’apprécier 1’apport global des TMV, par
comparaison avec les milieux contrdles. L’activité assurée par le TF ou les PL présents sur les

microvésicules tumorales est évaluée en ¢liminant I’'un ou I’autre de ces facteurs du systéme.
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IV.1. Apportglobal:

L’apport global des TMV en TF et en PL est mesuré en présence de tous les éléments
nécessaires a la génération de la thrombine (TF, PL, calcium). Un exemple de cinétique de
génération de la thrombine obtenue lors de 1’analyse de nos différents milieux conditionnés
est donné dans la figure 121 et les valeurs moyennes des parametres calculés sont présentées
dans le tableau 24.

Le temps de latence observé lors de 1’analyse des milieux controles est trés nettement diminué
en présence de TMV quelle que soit la lignée cellulaire d’origine (environ 3 fois) ; le pic et
’aire sous la courbe (ETP) sont également tres significativement augmentés par rapport aux
échantillons controles (x 2 et 1,3 respectivement). Ceci indique que nos TMV sont capables
d’activer le systéme de coagulation, et ce, de maniere trés rapide et de manicre importante. De
maniere surprenante, les TMV-Cal27 exprimant trés peu de TF montrent une activité
comparable aux TMYV issues des FaDu. Le cetuximab ne semble pas influencer 1’activité pro-

coagulante de ces TMV quelle que soit leur origine cellulaire.

500 1 = Controle NT
Contrdle C20
400 il — CMFaDuNT
- CM FaDu C20
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' CM Cal27 C20
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100 +

temps (min)

Figure 121 : Exemple de cinétique de génération de la thrombine mesurée par thrombinographie : analyse de
I’apport global des TMV en PL et en TF.
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Condition Controle CM Cal27 CM FaDu
Parametre NT C20 NT C20 NT C20
LagTime (min) 6.1+0.1 6.3+0.2 1.4+0.3 1.740.3 1.9+0.3 1.9+0.2
Pic (nM) 179+45 168+25 370+6 37946 380+47 344+18
ETP (nM min) 1177+89 1172499 1550+87 1620484 | 16574223 | 1502+119

Tableau 24 : Effet de ’apport global des TMV sur la génération de thrombine mesurée par thrombinographie :
valeur moyenne obtenue pour les différents paramétres mesurés : le temps de latence (LagTime), la
concentration maximale de thrombine (Pic) et I’aire sous la courbe (ETP) (N=3).

IV.2. ApportenPL:

L’apport en PL des TMV est mesuré en présence de tous les éléments nécessaires a la
génération de thrombine a 1’exception des PL. Un exemple de cinétique de formation de la
thrombine et les valeurs moyennes des parameétres calculés pour les différentes préparations
sont présentés dans la figure 122 et le tableau 25 respectivement.

La quantité de thrombine générée au cours du temps est plus faible lorsque 1’on enléve les PL
du systeme, I’étape d’activation/amplification étant plus longue en absence de PL.

Cependant, cette génération de thrombine induite par les TMV reste trés importante en
absence de PL exogene, et ce, quelle que soit leur lignée cellulaire d’origine. De méme, le
temps de latence reste trés court comparativement a celui observé pour les milieux contrdles
et n’est pas influencé par I’exposition des cellules au cetuximab.

La valeur du pic et de I’ETP sont trés nettement supérieurs en présence de TMV
comparativement aux échantillons controles (Cf. figure 123). Mais, malgré des valeurs d’ETP
identiques, la valeur du pic de thrombine généré par les TMV issues des Cal27 est
significativement plus élevée par rapport a celle obtenue avec les TMV issues des FaDu
(x 1,3) lorsque les lignées tumorales sont exposées au cetuximab. Le cetuximab n’influence
pas cette activité quelle que soit la lignée utilisée.

Ces résultats suggerent que les PL de ces TMV sont un excellent support pour la coagulation.

223



Résultats : évaluation des microvésicules tumorales

100 -

75 A

thrombine (nM)

= Controle NT
Contréle C20

— CMFaDuNT
CM FaDu C20

—— CM Cal27 NT
CM Cal27 C20

temps (min)

Figure 122 : Exemple de cinétique de génération de la thrombine mesurée par thrombinographie : analyse de
I’apport en PL des TMV.

Condition Controle CM Cal27 CM FaDu
Paramétre NT C20 NT C20 NT C20
LagTime (min) 9.9+1.0 9.5+1.1 2.1+0.4 2.440.3 2.6+0.5 2.8+0.3
Pic (nM) 14+5 164 76+11 74+9 61+3 5143
ETP (nM min) 310+95 344468 1216+42 1276+73 1473£361 | 1259+153

Tableau 25 : Effet de ’apport en PL des TMV sur la génération de thrombine mesurée par thrombinographie :

valeur moyenne obtenue pour les différents paramétres mesurés :

concentration maximale de thrombine (Pic) et 1’aire sous la courbe (ETP) (N=3).

le temps de latence (LagTime), la

apporten PL apport en PL
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Figure 123 : Effet des microvésicules tumorales dans la génération de la thrombine mesurée par
thrombinographie : analyse de 1’apport global des TMV en PL par mesure de 1’aire sous la courbe (ETP,
nMxmin) et de la concentration en thrombine générée (nM).
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IV.3. Apporten TF:

L’apport en TF des TMV est mesuré en présence de tous les ¢léments nécessaires a la
génération de thrombine a I’exception du TF. Un exemple de cinétique de formation de la
thrombine et les valeurs moyennes des paramétres calculés pour les différentes préparations
sont présentés dans la figure 124 et le tableau 26 respectivement.

Les valeurs du temps de latence, du pic et de ’ETP observées sont comparables aux valeurs
obtenues dans le systéeme complet et restent toujours trés différentes en présence de TMV par
rapport aux milieux contréles. Il n’y a pas de différence observée pour les différents
parametres calculés entre les TMV issues des deux lignées (Cf. tableau 26). Le FT apporté par
les TMV est trés efficace pour activer la génération de thrombine sans PL dans le systéme et

le cetuximab n’a pas d’effet significatif sur cette activité.
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Figure 124 : Exemple de cinétique de génération de la thrombine mesurée par thrombinographie : analyse de
I’apport en TF des TMV.

Condition Controle CM Cal27 CM FaDu
Paramétre NT C20 NT C20 NT C20
LagTime (min) 13.7+£5.9 11.242.2 1.4+0.3 1.740.3 1.9+0.3 2.0+0.4
Pic (nM) 197+61 193457 371=+11 39345 386+53 355+£12
ETP (nM min) 1117£142 | 1127485 | 1540+113 | 1601155 | 1662214 | 1503117

Tableau 26 : Effet de ’apport en TF des TMV sur la génération de thrombine mesurée par thrombinographie :
valeur moyenne obtenue pour les différents paramétres mesurés : le temps de latence (LagTime), la
concentration maximale de thrombine (Pic) et I’aire sous la courbe (ETP) (N=3).

225



Résultats : évaluation des microvésicules tumorales

En résumé, les TMV apportent a la fois une part de PL (par I’intermédiaire de leur membrane)
et une quantité suffisante de TF actif permettant la formation de thrombine dans un systéme
clos. La différence dans le niveau d’expression du TF par les TMV issues des deux lignées ne
modifie pas leur capacité¢ a générer de la thrombine. De plus, les TMV-Cal27 semblent
apporter une part de PL supplémentaire par rapport aux TMV-FaDu.

Ceci est en contradiction avec les résultats de cytométrie en flux qui montrent un pourcentage
plus faible de PS sur la face externe des TMV marquées a 1’annexine-V. Ceci peut s’expliquer
par le fait que d’autres PL comme la phosphatidyl choline (PC) ou la phosphatidyl
¢thanolamine (PE) sont également impliqués dans la formation de thrombine. D’ailleurs, on
trouve ces PL dans le réactif PPP Low utilisé pour effectuer les tests (ce réactif contient 20%
phosphatidylsérine, 20% phosphatidyl éthanolamine and 60% phosphatidyl choline).

La part supplémentaire de PL apportée par les TMV-Cal27 peut également étre due a une plus
faible expression protéique a la surface de ces TMV comme semble 1’évoquer I’expression de

TF a la surface de ces TMV analysées par cytométrie en flux.

V. Interaction des TMV avec les EC :

Pour vérifier I’hypothése selon laquelle les TMV peuvent transmettre le récepteur EGFR aux
cellules endothéliales en culture, nous avions, dans un premier temps, vérifi¢, par cytométrie
en flux, le niveau d’expression d’EGFR a la surface des cellules HUVEC cultivées pendant
48 heures en présence des milieux contrdles ou des milieux conditionnés contenant les TMV.
Cette expérience n’a pas été concluante et nous n’avons pas pu détecter la présence d’EGFR a
la surface des cellules endothéliales. Ceci peut étre expliqué par le fait que :
- les TMV n’expriment pas EGFR et ne peuvent donc pas le transmettre aux cellules
endothéliales,
- les TMV sont endocytées par les cellules endothéliales : dans ce cas, la membrane des
TMV ne fusionne pas avec la membrane des cellules endothéliales,
- le nombre de récepteur EGFR présent a la surface des TMV est trop faible,
- ou que I'incorporation des TMV par les HUVEC est trop faible...

Nous avons quand méme tenté¢ de vérifier la présence d’interactions entre les TMV et les

cellules HUVEC apres marquage des TMV par un fluorophore (DiO). Le DiO est un
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marqueur des phospholipides et s’inseére dans la membrane des cellules. Ainsi, lors de la
formation des microvésicules, une partie du DiO est incorporée dans les TMV.

Dans un premier temps, nous avons vérifié¢ le marquage des TMV par le DiO puis nous avons
évalué la capture de ce marqueur par les cellules HUVEC aprés culture dans les différents
milieux conditionnés contenant ces TMV-DiO par cytométrie en flux (Navios) et imagerie en

flux (Amnis).

V.1. Marquage des TMV par le DIiO :

Les cellules Cal27 et FaDu ont ét¢ marquées de fagon similaire par le DiO (93 % et 95 %
respectivement) avant d’étre ensemencées dans les boites de culture servant a fabriquer les
milieux conditionnés (Cf. figure 125). L’intensité du marquage cellulaire est également

identique pour les deux lignées (8 vs 7 UA pour les Cal27 et les FaDu respectivement).
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Figure 125 : Marquage des lignées cellulaires Cal27 et FaDu au DiO : pourcentage des cellules marquées a
gauche ; intensité du marquage a droite (* : p<0,05 n=3).

L’analyse des CM issus des deux lignées marquées au DiO montre qu’environ 1/3 des TMV
sont marquées par le DiO (36 % et 32 % pour les TMV-Cal27 et TMV-FaDu respectivement)
(Cf. figure 126). Ceci provient probablement du fait que le DiO est transmis aux cellules filles
lors de la division cellulaire. Le DiO se retrouve dilué au fils des générations et le marquage
des TMV issues des cellules filles devient moins intense. Il n’y a pas de différence
significative dans I’intensit¢ du marquage obtenu avec les TMV issues des deux lignées

cellulaires.

227



Résultats : évaluation des microvésicules tumorales

Analyse des TMV Analyse des TMV
20, 50
153 * +
S -I' S 3 -
= 101
2 ~—= 2 2
& 10
07? T T T T T 0 1 1 T T T T
@\S‘ o> ,\e’-\ & & P @é‘ KOSIRNI \;\’-\ o
& & N PP & & N P
§ & G P @ S & &P @
C T C ST

Figure 126 : Marquage des TMV au DiO par cytométrie en flux: intensité moyenne (a droite) et pourcentage de
marquage (a gauche) des TMV libérées dans les milieux conditionnés aprés culture des cellules Cal27 et FaDu
exposées (C20) ou non (NT) a 20 pg/mL de cetuximab pendant 48 heures. (N=3).

V.2. Analyse des interactions par cytométrie en flux

Pour vérifier la capacité qu’ont les cellules endothéliales a interagir avec les TMV, nous
avons ¢étudié I’émission de fluorescence par les cellules HUVEC aprés culture dans les
milieux conditionnés contenant les TMV marquées au DiO.

Apres 24 heures de culture, un certain nombre de cellules HUVEC sont capables d’acquérir la
fluorescence provenant des TMV-Cal27 marquées au DiO (5 % des HUVEC) contrairement
aux TMV-FaDu qui interagissent faiblement avec les HUVEC. En effet, le pourcentage de
cellules HUVEC marquées en présence des TMV-FaDu n’est pas statistiquement différent de
celui obtenu avec les milieux controles (Cf. figure 127).

Lorsque I’on regarde les valeurs d’intensité de marquage, on se rend compte que les cellules
HUVEC sont marquées de la méme fagon aprés incubation avec les TMV-Cal27 et TMV-
FaDu. Ainsi, on peut dire que les HUVEC interagissent avec les TMV issues des Cal27 et
beaucoup plus faiblement avec les TMV-FaDu. Le cetuximab n’influence pas les interactions

entre les HUVEC et les TMV apres 24 heures d’incubation.
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Figure 127 : Mesure par cytométrie en flux des interactions entre les TMV et les cellules endothéliales :
intensité moyenne (& gauche) et pourcentage de marquage (a droite) des cellules HUVEC aprés 24 heures
d’incubation avec les TMV présentes dans les milieux conditionnés issus de la culture des cellules Cal27 et
FaDu marquées au DiO et exposées (C20) ou non (NT) a 20 pg/mL de cetuximab pendant 48 heures. (n=3).

Pour vérifier I’interaction des HUVEC avec les TMV-FaDu nous avons augmenté le temps
d’incubation. Apres 48 heures de culture, le nombre de cellules HUVEC marquées par le DiO
augmente apres culture avec les TMV-Cal27 mais pas avec les TMV-FaDu, comparativement
aux valeurs obtenues apres 24 heures d’incubation (Cf. figure 128). De plus, apres 48 heures
d’incubation, le cetuximab semble diminuer les interactions des HUVEC avec les TMV-
Cal27. Mais il faudrait augmenter le nombre d’essais pour savoir si ces différences sont
significatives. L’intensité de fluorescence émise par les cellules HUVEC marquées avec les
TMV-DiO aprés 24 heures d’incubation est identique a celle obtenue aprés 48 heures

d’incubation et n’est pas influencée par le cetuximab.
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Figure 128 : Effet du temps d’incubation sur les interactions entre les TMV et les cellules endothéliales par
cytométrie en flux : intensité moyenne (a gauche) et pourcentage (& droite) de marquage des HUVEC apres 24
heures (en noir) et 48 heures (en blanc) d’incubation avec les TMV présentes dans les milieux conditionnés issus
de la culture des cellules Cal27 et FaDu marquées au DiO et exposées (C20) ou non (NT) a 20 pg/mL de
cetuximab pendant 48 heures. (n=2).
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Ainsi, les TMV semblent capables d’interagir avec les cellules HUVEC mais de manicre plus
importante si elles sont issues des cellules CAL27. Cette interaction augmente au cours du
temps. Seulement, ces événements sont rares et il faudrait utiliser une méthode plus sensible
afin de pouvoir étudier plus précisément les variations ; ¢’est pourquoi nous avons essay¢ de

visualiser ces interactions avec une nouvelle technique : I’imagerie en flux.

V.3. Analyse des interactions par imagerie en flux

Les interactions entre les HUVEC et les TMV marquées au DiO ont été observées apres 24
heures d’incubation par imagerie en flux (Amnis). Cette technique permet non seulement
d’obtenir des paramétres quantitatifs mais également une image de chaque cellule analysée.
Les résultats présentés ici concernent des essais préliminaires.

Les cellules HUVEC cultivées pendant 24 heures avec les TMV issues des Cal27 et des FaDu
présentent une intensité de fluorescence supérieure aux cellules HUVEC cultivées avec les
milieux contrdles (Cf. figure 129). Le cetuximab n’influence pas I’intensité de marquage des

HUVEC.

Le pourcentage de cellules marquées est plus important quand les HUVEC sont incubées avec
les TMV-Cal27 par rapport aux TMV-FaDu et est influencé par le cetuximab (Cf. tableau 27).
En effet, le pourcentage de cellules HUVEC marquées augmente lorsqu’elles sont cultivées
en présence de TMV-Cal27 exposées au cetuximab mais semble diminuer en présence des
TMV-FaDu exposées a cet agent. Seulement, le nombre d’essai est assez faible et il faudrait

faire quelques expérimentations supplémentaires afin de pouvoir procéder a des analyses

statistiques.
Conditi MP Cal27 NT- | MP Cal27 C20- MP FaDu NT- MP FaDu C20-
onditon DiO DiO DiO DiO
Marquage 11,2 21,9
HUVEC (%) 11,8 25,4 13,3 9,24

Tableau 27 : Mesure des interactions entre les TMV et les cellules HUVEC par imagerie en flux : expression du
marquage (%) des HUVEC cultivées en présence des TMV issues de la culture des cellules Cal27 et FaDu
marquées au DiO et exposées (C20) ou non (NT) a 20 pg/mL de cetuximab. (N=1 pour TMV-FaDu, N=2 pour
TMV-Cal27).
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Figure 129 : Mesure par imagerie en flux des interactions entre les TMV et les cellules endothéliales : intensité
de marquage des HUVEC aprés 24 heures d’incubation avec les TMV présentes dans les milieux conditionnés
issus de la culture des cellules Cal27 et FaDu marquées au DiO et exposées (C20) ou non (NT) a 20 pg/mL de
cetuximab pendant 48 heures. (N=2 pour TMV-Cal27 et N=1 pour TVM-FaDu).

Les images prises par imagerie en flux lors de I’observation des HUVEC apres incubation
avec les différents milieux contenant les TMV-DiO sont présentées dans la figure 130. Le
canal BF (Bright field) permet de visualiser les cellules avec une lumiere blanche comme un
microscope a contraste de phase ; le canal DiO correspond au marquage des cellules avec le
DiO ; le canal BF/DiO représente la superposition de ces deux canaux et enfin le canal SSC

permet de visualiser les granulations cellulaires.
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Figure 130 : Etude par imagerie en flux de I’effet du cetuximab sur les interactions entre les TMV et les cellules
endothéliales : observation des HUVEC apres 24 heures d’incubation avec les TMV présentes dans les milieux

conditionnés issus de la culture des cellules Cal27 et FaDu marquées au DiO et exposées (C20) ou non (NT) a 20
pg/mL de cetuximab. (Objectif x40).

Lors de ces essais préliminaires, nous avons essay¢ de marquer le noyau des cellules HUVEC
avec le marqueur nucléaire DAPI et la membrane de ces cellules avec le marqueur
membranaire CD44. Seulement ces marquages ne nous ont pas donné satisfaction (Cf. figure
131). IIs doivent étre améliorés afin de pouvoir déterminer la localisation du marquage induit

pas les TMV-DiO a I’aide des fonctions de co-localisation inclus dans le logiciel d’analyse.
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Figure 131 : Observation par imagerie en flux des HUVEC aprés 24 heures d’incubation avec les milieux
conditionnés contenant les TMV marquées au DiO, HUVEC également marquées avec un anti-CD144-PE
(objectif x40).

Ainsi, cette technique d’imagerie en flux nous a permis de montrer que les HUVEC sont
capables d’interagir avec les TMV issues des cellules tumorales Cal27 et FaDu, toutefois avec
plus d’affinité avec les TMV Cal27. Le cetuximab utilis¢ lors de la fabrication des CM
semble avoir un effet sur ces interactions, peut-étre en modifiant la composition membranaire
de ces TMV. Le marquage se présente sous forme de points mais peut également apparaitre
de maniere plus diffuse. Il n’est pas encore possible de savoir si ces TMV sont incorporées
dans la membrane des HUVEC ou s’ils entrent par endocytose a I’intérieur de la cellule. Il ne
semble pas qu’ils soient a I’extérieur de la cellule car cela formerait un halo ou des points a
I’extérieur des HUVEC (au dessus de la membrane) mais des études ultérieures sont

nécessaires pour le confirmer. Des analyses par microscopie confocale permettraient de
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localiser avec précision les TMV au niveau du compartiment cellulaire apres fusion avec les

HUVEC (membrane, cytoplasme, noyau).

VI. Discussion:

L’¢étude du relargage des microvésicules issues des cellules tumorales des cancers des VADS
est une étude préliminaire visant a évaluer leur implication dans I’effet pro-angiogénique
observé lorsque les cellules endothéliales sont cultivées en présence des milieux conditionnés

issus de la culture des cellules tumorales exposées au cetuximab.

Dans un premier temps, nous avons essayé de caractériser ces microvésicules par microscopie
¢lectronique. Mais, comme d’autres auteurs ’ont déja rapporté, les centrifugations sont
néfastes pour ces structures et ont généré de nombreux artefacts (302). Nous avons donc
utilisé¢ une méthode simple pour démontrer 1’existence de ces microvésicules dans nos milieux
conditionnés en utilisant la technique de diffusion dynamique de la lumicre. Seulement
I’appareil utilisé n’est pas capable de mesurer avec précision la taille de microparticules
présentes dans une solution polydisperse comme c’est le cas avec nos milieux conditionnés.
Ainsi, nous avons continué cette étude en utilisant la technique de cytométrie en flux qui
permet la détection de petits événements apres calibration de I’appareil a 1’aide de billes

fluorescentes de différentes tailles (303-304).

Les analyses effectuées par cytométrie en flux montrent la présence de microvésicules dans
nos milieux conditionnés. En effet, I’équipe de Bergmann a montré la présence de TMV dans
le sérum de patients atteints de tumeurs des VADS (215). Toutes les TMV ne lient pas
I’annexine-V alors que ce marqueur est couramment utilis¢é comme référence pour la
détermination des microvésicules plaquettaires (305). Mais ceci a également été rapporté par

d’autres auteurs (300, 306, 307).

Nos résultats montrent que le cetuximab induit une diminution du relargage des TMV quelle
que soit la lignée utilisée. Ainsi, la numération des TMV pourrait permettre de suivre
I’efficacité des traitements chez les patients atteints de tumeurs des VADS comme cela a déja
été évoqué lors du traitement par chimiothérapie a base de docetaxel de différentes tumeurs de

la prostate (308) en suggerant un réle de biomarqueur potentiel pour ces TMV (212, 231,

234



Résultats : évaluation des microvésicules tumorales

309). De plus, une méthode basée sur la détection des oncogeénes présents a la surface des
TMV et permettant le diagnostic des cancers, le suivi de la progression de la maladie et de
I’efficacité thérapeutique des traitements a fait 1’objet d’un dépot de brevet (Brevet de R.
JAanusz et al, - European: A61K45/06; GOIN33/574T; GOIN33/574V2). Une étude pilote
concernant la détection des TMV chez des patients atteints ou non de cancer de la vessie a
montré que la composition en protéine des TMV peut potentiellement étre utilisée pour la
détection précoce de ces cancers (310). Toutefois, il faudra au préalable trouver un bon
marqueur permettant de discriminer les microvésicules tumorales des autres microvésicules
relarguées par les cellules vasculaires et retrouvées dans le sérum. L’équipe de Skog J. et al a
montré la présence de TMV issues de glioblastomes portant une mutation spécifique d’EGFR
(232). De méme 1’équipe de Tesselaar a montré une plus faible survie chez les patients
possédant un plus grand nombre de microvésicules a activité pro-coagulante (311). C’est
pourquoi nous avons ¢tudié 1’expression de différents récepteurs a la surface de ces TMV

comme EGFR et le facteur tissulaire (TF).

Nos résultats montrent que les TMV issues des deux lignées sont différentes mais que
I’expression des différents récepteurs retrouvés a leur surface est en accord avec I’expression
de ces marqueurs observée chez les lignées dont elles sont issues, a I’exception d’EPCAM.

En effet, EPCAM n’a pas ¢été détecté a la surface des TMV malgré sa présence a la surface
des cellules d’origine. De plus, la présence d’EPCAM a été trouvée a la surface d’exosomes
tumoraux (312-313) et montre bien une différence de formation des différents types de
microvésicules. De plus, ce résultat confirme le caractére sélectif de 1’incorporation des

protéines dans les TMV (193).

Le facteur tissulaire est présent a la surface des TMV et est capable d’induire la formation de
thrombine (314-315). Cette activité du TF a la surface des microvésicules a également été
montrée par d’autres équipes (316). Néanmoins, les phospholipides de la membrane des TMV
participent également a cette activité en donnant un support membranaire pour la formation

du thrombus.

Le récepteur EGFR a été trouvé a la surface des TMV comme I’ont déja montré Al-Nedawi et
al. avec la technique de western blot (217). De plus, les TMV issues des Cal27 sont capables
d’interagir avec les HUVEC. Ce genre d’interaction a déja été montré par 1’équipe d’Al-

Nedawi dans un mod¢le in vivo utilisant une technique de microscopie de fluorescence (217).
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Cette interaction semble augmenter lorsque les TMV sont issues des cellules tumorales
exposées au cetuximab. Toutefois, ces résultats montrent que les CM-Cal27 sont capables de
véhiculer le récepteur EGFR vers les cellules endothéliales par le biais des TMV. Des études
complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes d’incorporation des TMV
dans les CE afin de pouvoir confirmer leur implication dans I’effet pro-angiogénique observé
avec les CM issus de la culture des cellules CAL27 exposées au cetuximab. De plus, le
contenu des TMV (facteurs de croissance, microARN) devrait étre étudié car il pourrait
expliquer I’effet des CM issus de la culture des FaDu, cellules qui semblent agir de manicre

différente des Cal27.

Les TMV transportent de nombreux récepteurs membranaires mais également des protéines
solubles jouant un rdle dans I’angiogené¢se. En effet, Taraboletti et al. ont montré la présence
de VEGF dans les microvésicules, VEGF pouvant induire la migration des CE et la formation
de tubes pseudo-capillaires (317). D’autres facteurs pro-angiogéniques comme le FGF-2 et
I’IL-8 peuvent étre retrouvés dans ces microvésicules ainsi que des petits acides nucléiques

comme des ARNm codant pour le VEGF, I’'HGF ou I’IL-8 (197).

L’équipe de Taraboletti a ¢galement montré un effet dose-dépendant des microvésicules sur
I’angiogenése (194). En effet, de fortes concentrations sont plutdt inhibitrices alors qu’un
faible taux est plutdt stimulateur. Ceci peut expliquer I’augmentation du réseau vasculaire
induit par I’exposition des cellules tumorales au cetuximab. Des ¢tudes sont donc nécessaires
pour évaluer I’effet de ces TMV dans I’angiogene¢se afin de déterminer leur implication dans

I’effet pro-angiogénique observé.
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Chapitre 4 : Conclusion et

perspectives

Le but de cette these était d’évaluer 1’effet des thérapies ciblées sur I’angiogenese induite par
les cellules tumorales. En effet, les anticorps ciblant EGFR diminuent la sécrétion de VEGF
par les cellules tumorales. Le VEGF est un facteur pro-angogénique par excellence, c’est
pourquoi un effet anti-angiogénique a ¢été attribué a ces agents thérapeutiques mais sans

étudier réellement leur effet dans 1’angiogenése.

Les travaux effectués dans la premiére partie ont permis d’évaluer 1’effet d’un agent anti-
angiogénique direct ciblant VEGFR-2 sur I’activité métabolique et la viabilité des HUVEC et
¢galement sur I’angiogenése dans un modele in vitro de culture de cellules endothéliales sur
matrice. L’agent testé, le tartrate de thiénopyrimidinone ou EPS4, induit une forte inhibition
de D’activité métabolique des HUVEC mais sans affecter leur viabilité¢ apres 24 heures de
culture. De plus, cette nouvelle molécule est capable d’inhiber 1’angiogenése induite par le
VEGF des 3 uM. Des études ultérieures sont maintenant nécessaires pour confirmer la
diminution de I’activation du récepteur par 1’évaluation du niveau de phosphorylation des
différents résidus tyrosine présents dans le domaine tyrosine kinase de ce récepteur. De plus,
la structure de la molécule doit étre améliorée afin d’augmenter son affinité et d’obtenir une
ICsop de l'ordre du nanomolaire, comme c’est le cas pour les molécules en cours de
développement. De plus, cela permettra d’utiliser de plus faibles doses lors des études

d’évaluation de ’activité anti-tumorale de cette molécule chez la souris nude.

Dans la deuxiéme partie de cette thése, nous avons évalué I’activité angiogénique du
cetuximab. Cet anticorps ciblant EGFR n’a pas d’effet significatif sur 1’activité métabolique
et la viabilité des cellules endothéliales et induit une légere diminution de la formation du
réseau pseudo-capillaire. Nous avons montré que la diminution de la sécrétion de facteurs
pro-angiogéniques par les cellules tumorales n’induit pas forcément un effet anti-

angiogénique dans notre modéle de formation de tubes pseudo-capillaires in vitro. Ceci a
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¢galement été confirmé dans un modele un peu plus complexe d’angiogenése : la culture
d’anneau aortique de souris (Thése Jihane Mriouah, 8 Nov 2010). L’évaluation de
I’expression de 55 protéines impliquées dans I’angiogenese n’a pas permis de déterminer un
marqueur spécifique capable de prédire 1’effet de ces milieux conditionnés sur I’angiogenese.
Nous avons également montré que les milieux conditionnés issus de la culture des cellules
tumorales exposées au cetuximab étaient capables de moduler I’expression du récepteur
EGFR par les cellules endothéliales, ceci malgré une expression membranaire trés faible de ce

récepteur a la surface des cellules endothéliales.

L’équipe d’Al-Nedawi ayant montré 1’acquisition d’EGFR par les cellules endothéliales apres
capture de microvésicules, nous avons consacré la dernic¢re partie de ces travaux de thése a
I’évaluation de ces particules microscopiques. Les résultats ont montré la présence de
microvésicules dans les milieux conditionnés et leur possible implication dans 1’effet pro-
angiogénique observé. Le relargage de ces microvésicules aprés exposition des cellules
tumorales au traitement anti-EGFR est cohérent avec I’étude de Taraboletti qui a montré
qu’un faible taux de microvésicules avait un rdle stimulateur de I’angiogenése contrairement a
un fort taux qui avait un rdle inhibiteur dans un modele de formation de tubes pseudo-
capillaires. De plus, les interactions entre les TMV-Cal27 et les cellules endothéliales
semblent augmenter sous ’effet du traitement. Cette interaction peut étre responsable de
I’augmentation d’EGFR observée chez les HUVEC lorsqu’elles sont cultivées dans les
milieux conditionnés. Le mécanisme semble étre différent avec les TMV-FaDu puisque les
interactions avec les cellules endothéliales ne semblent pas augmenter sous 1’effet du
traitement.

De plus, ’augmentation de I’interaction des TMV-Cal27 avec les cellules endothéliales sous
I’effet du cetuximab montre la capacité de ces cellules tumorales a réagir vis-a-vis des

agressions provoqueées par le traitement dans le but de pouvoir continuer a se développer.

Des études complémentaires sont maintenant nécessaires pour évaluer 1’effet de ces
microvésicules dans I’angiogenése afin de savoir si elles sont impliquées dans I’effet pro-
angiogénique observé. Pour cela, nous allons utiliser des tubes a centrifuger contenant des
filtres permettant de concentrer les échantillons en TMV en appliquant une vitesse peu élevée
afin de ne pas abimer les microvésicules. Ainsi, nous serons en mesure d’étudier les effets de
ces TMV sur I’angiogenese en fonction de la dose utilisée. De plus, cela nous permettra

d’effectuer des analyses protéomiques et de pouvoir identifier les différentes protéines
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transportées par ces TMV. Ensuite, nous pourrons étudier 1’effet des thérapies ciblées sur
I’expression de ces différents marqueurs. Enfin, a plus long terme et aprés avoir trouvé un
marqueur tumoral, nous pourrons évaluer ’efficacité des traitements par caractérisation des

TMYV libérées dans le sérum de patients atteints de carcinomes épidermoides des VADS.
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Overexpression of EGFR plays a key-role in head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) and justifies the
extensive use of cetuximab, a monoclonal anti-EGFR antibody, as well as EGFR-tyrosine kinase inhibitors
(EGFR-TKI), which have been reported to inhibit tumor cell growth and the secretion of pro-angiogenic
factors by tumor cells, such as VEGF and IL-8. Moreover, vessel normalization in tumors, suggesting a more
complex mediation of endothelial cell growth control has also been observed in vivo.

The present study was designed to investigate the angiogenic consequences of exposure of HNSCC tumor cell
lines to cetuximab and intercellular signaling between tumor and endothelial cells by secretion of pro- and
anti-angiogenic mediators in the conditioned media (CM).

The results achieved showed that cetuximab decreased the secretion of VEGF by HNSCC cells and that
exposure of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) to CM from HNSCC cells exposed to cetuximab
induced an increase in endothelial cell network formation. Angiogenesis proteome profiling showed that
cetuximab induced a complex alteration of the secretion of pro- and anti-angiogenic factors by HNSCC cells
without enabling to identify a unique molecular marker.

Expression of endothelial membrane receptors (VEGFR-2, EGFR, PECAM-1 and Notch-4) was investigated and
only EGFR expression was found influenced when HUVEC were exposed to CM from cetuximab-exposed
HNSCC cells.

These results showed that the decrease in the secretion of pro-angiogenic agents like VEGF by HNSCC cells

exposed to cetuximab could not be sufficient to justify its anti-angiogenic activity in vitro.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Numerous human cancers overexpress EGFR such as gastrointestinal
tract, colorectal, breast, lung, prostate, bladder, ovarian and head and
neck squamous cell carcinoma (HNSCC). EGFR (Erb-1 or HER-1) is a
member of human epithelial receptor (HER) tyrosine kinase family and
implicated in the regulation of cellular proliferation, migration,
differentiation and apoptosis in normal tissues. EGFR activation after
ligand binding and subsequent phosphorylation is often associated with
poor prognosis and decreased survival (Ang et al., 2002). For these
reasons, EGFR inhibitors (Zhu, 2007) have been developed such as

Abbreviations: CM, conditioned media; EGFR, epidermal growth factor receptor;
FCS, heat inactivated fetal calf serum; FGF-2, fibroblast growth factor-2; HNSCC, head
and neck squamous cell carcinoma; HUVEC, human umbilical vein endothelial cells; IL-
8, interleukin-8; PECAM-1, platelet endothelial cell adhesion molecule-1; VEGF-A,
Vascular endothelial growth factor-A; VEGFR-2, Vascular endothelial growth factor
receptor-2.

* Corresponding author at: EA 4421 SiGReTO, Faculté de Pharmacie, UHP-Nancy 1, 5
Rue Albert Lebrun, BP 80403, 54001 Nancy cedex, France.
E-mail address: Beatrice.Faivre@pharma.uhp-nancy.fr (B. Faivre).

0026-2862/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.mvr.2011.07.008

monoclonal antibodies targeting the extracellular domain of EGFR and
tyrosine kinase inhibitor targeting EGFR catalytic domain (EGFR-TKI).

Cetuximab, a chimerical monoclonal antibody directed against
EGFR has been approved for use in clinical practice in combination
with radiation in patients with locally advanced HNSCC and as
monotherapy for recurrent and metastatic HNSCC (Baselga and Eur,
2001; Bonner et al., 2006). Cetuximab competes with EGF or TGF-o for
binding to EGFR, blocks ligand-induced dimerization of the receptor
and the subsequent downstream PI3K and MAPK signaling pathways
(Vincenzi et al., 2008). Moreover, cetuximab, by promoting receptor
internalization, reduces the number of receptor available for ligand
binding at the cell surface (Vincenzi et al., 2008). Cetuximab decreases
the secretion of VEGF-A, IL-8 and FGF-2 by tumor cells in vitro and in
vivo (Perrotte et al., 1999; De Luca et al., 2008; Viloria-Petit et al.,
2001). Thus the anti-tumoral effects of cetuximab are known to be
due to direct interactions with tumor cellular growth (proliferation,
migration and apoptosis) (Vincenzi et al., 2008; Huang et al., 2002)
and to indirect anti-angiogenic effects.

Angiogenesis is required for tumor progression and the develop-
ment of metastasis. A number of pro- and anti-angiogenic factors
regulate blood vessel formation. VEGF-A is the main potent pro-
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angiogenic molecule and promotes endothelial cell proliferation and
migration. VEGF-A exerts potent mitogenic and prosurvival effects on
endothelial cells and has been shown to be a key factor in pathologic
situations that involve neovascularization and change in vascular
permeability. During vessel sprouting, particular endothelial cells are
selected by Notch and VEGFR-2 signaling and migrate through
guidance by VEGF-A concentration gradient.

A link between EGFR and angiogenesis has been reported by
Goldman et al. (1993) who showed that EGFR signaling might be
implicated in the regulation of VEGF-A production in malignant glioma
cells. Indeed, EGFR-null mice exhibited lower vessel density as
compared to EGFR wild-type mice in skin carcinogenesis or skin grafts
models (Casanova et al., 2002; Repertinger et al., 2004). EGFR is also
implicated in the wound healing process. It has been showed that EGFR
is particularly necessary for re-epithelialization and angiogenesis during
wound repair (Repertinger et al., 2004). EGFR-TKI was reported to
decrease VEGF-A, HB-EGF or amphiregulin transcription implicated in
this process (Stoll et al., 1997). Finally, some studies suggested the
possibility of a direct anti-angiogenic effect of anti-EGFR (Huang et al.,
2002; Bozec et al, 2005) due to the expression of EGFR on tumor
endothelial cells (Amin et al.,, 2006). Thus, the anti-angiogenic effect of
the EGFR inhibitors could be due, in part, to an inhibition of the secretion
of angiogenic factors by tumor cells and to another part by their direct
interaction on tumor-associated endothelial cell but mechanisms are
still unknown. However a synergic effect of chemo- and anti-angiogenic
therapy was achieved by possible normalization of tumor vessels (Jain,
2001) enabling a better access to cytotoxic drugs.

Despite clinical benefit in some patients, clinical resistance to anti-
EGFR agents has been described and correlated with overexpression
of VEGF-A (Viloria-Petit et al., 2001). Thus, such data emphasize the
need for response predictive markers to anti-EGFR drugs in HNSCC
and particularly on angiogenesis. Consequently, a more detailed
understanding of the molecular signals that govern the interactions
between the tumor and endothelial cells will help to improve
strategies for using anti-EGFR therapeutics not only for cancer
treatment but also to prevent recurrence. In this context, we
evaluated not only the direct impact of cetuximab on human umbilical
vein endothelial cells (HUVEC) but also the impact of cetuximab on
the signaling between HNSCC cell lines and HUVEC. For this purpose,
we prepared conditioned media (CM) i.e. culture media harvested
from cell culture of HNSCC cell lines (Cal27 and FaDu) and studied the
effect of CM on cell viability and on endothelial cell network
formation. Angiogenesis proteome profiling as well as endothelial
cell expression of some receptors implicated in angiogenesis such as
VEGFR-2, EGFR, PECAM-1 and Notch-4 was studied.

Material and methods
Endothelial cell culture

Umbilical cords were cut after delivery in compliance with
relevant laws in respect with consent of women. Rapidly, human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were collected from
umbilical cords as previously described by Jaffe et al. (1973). HUVEC
were cultured and used until passage 5 in “HUVEC medium”
consisting in 50% M199 (GibcoBRL, France) and 50% RPMI 1640
(v/v) (Sigma, France) supplemented with 20% heat inactivated human
AB serum (EFS, Nancy, France), 2 mM L-glutamine (GibcoBRL),
100 U/ml penicillin (GibcoBRL, France), 100 pg/ml streptomycin
(GibcoBRL, France), 2.5 ug/ml amphothericin B (GibcoBRL, France),
and 20 mM HEPES (Sigma, France).

Conditioned media preparation (CM)

HNSCC cell lines (Cal27: human tongue squamous cell carcinoma;
FaDu: human hypopharynx squamous cell carcinoma) were cultured in

RPMI 1640 medium (GibcoBRL, France) (Sigma, France) supplemented
with 10% heat inactivated fetal calf serum (FCS) (Dutscher, France),
2 mM L-glutamine (GibcoBRL), 100 U/ml penicillin (GibcoBRL, France)
and 100 pg/ml streptomycin (GibcoBRL, France).

At 50% confluence, cultures of Cal27 or FaDu were exposed to 2%
FCS with 0-2-20 pg/ml cetuximab (Erbitux®, Merck Serono, France)
for 48 h. Then, the culture media were collected, centrifuged at 350 g
and the supernatants were frozen at — 20 °C until used (CM obtained
from Cal27:CM Cal27; CM obtained from FaDu:CM FaDu). Samples
from three independent cell cultures were pooled. Control medium
was RPMI 1640 medium supplemented with 2% FCS with or without
cetuximab. Protein content was evaluated using bicinchoninic acid
assay (BCA™ protein assay kit, Thermo scientific, France).

Effect of cetuximab on endothelial cell viability

Viability was measured via the mitochondrial dehydrogenase activity
of living cells (MTT assay). HUVEC were plated at 20,000 cells/cm? in 24
well plates in complete medium. After 24 h, the medium was changed
and cells were cultured with cetuximab (0-100 pg/ml) in RPMI 1640
medium supplemented with 2% FCS during 48 h. Cells were incubated
with 0.4 mg/ml of 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) (Sigma, France) at 37 °C during 3 h. Formazan crystals
were dissolute by dimethylsulfoxide (Fisher Scientific, France) and
absorbance was measured at 570/630 nm (EL800 Universal microplate
reader, Bio-Tek instrument, USA).

Endothelial cell network formation

HUVEC were plated (90,000 cells/cm?) onto 24-well plate pre-
coated with Matrigel® (BD Biosciences, France). After 1 h, media were
removed and replaced by control or CM media and HUVEC were
cultured during 24 h before being fixed with 4% paraformaldehyde.

Network formation was analyzed after phalloidin-sulforhodamine
staining (Fluoprobes®, Interchim, France). Photomicrographs (Nikon
AZ100, Digital Sight DS-Qi1Mc camera, Nikon, France) were taken and
whole wells were reconstituted using Grab image function of NIS
element software (Nikon, France). Endothelial cell density was
calculated with NIS Element Software and represented as the area
fraction in relation to whole field. The total additive length of all
cellular structures including all branches and the number of junctions
was quantified with Angiosys Software (TCS Cellworks, UK).

Cytokines analysis in the conditioned media

VEGF-A concentration in CM was determined using sandwich bead
immunoassay (Bioplex®, Biorad, France). Briefly, VEGF monoclonal
antibody was covalently coupled to fluorescent beads. Beads were
incubated with 6 pg of total protein and unbound molecules were
removed. Anti-VEGF biotinylated antibody was added and detected
after coupling to streptavidin-phycoerythrin using a dual-laser flow-
based reader. The Bio-Plex software automatically calculates the
concentration of cytokines from standard curves drawn from analysis
of calibration standards.

Angiogenesis related proteins in CM were evaluated using Proteome
Profiler™ Array assay (R&D Systems, France) according to the
manufacturer recommendations. Briefly, specific antibodies have
been spotted in duplicate on nitrocellulose membranes. 900 pg/ml
of protein was mixed with biotinylated detection antibodies and
incubated overnight with the array. After several washes and
substrate addition, chemiluminescence was detected (Chemidoc,
Biorad, France). For each spot, gray level density was determined by
image analysis (Quantity One, Biorad, France) and the background
level was subtracted. A signal to background noise ratio is three.
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Effect of cetuximab on the secretion of each protein was calculated
as percentage of variation from values measured in untreated control
cell cultures.

Western blot analysis

HUVEC were allowed to grow in conditioned media with or without
cetuximab. After 24 h of exposure, HUVEC cells were lysed with RIPA
containing proteases inhibitor cocktail (complete, Roche, France) during
30 min and protein extracts were collected and kept frozen at —20 °C
until analyzed. Protein concentration was quantified using BCA™
protein assay (Thermo Scientific, France). 25 pg of proteins obtained
from HUVEC lysates were submitted to 8% sodium dodecylsulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (100V during 2 h).
After protein migration, the gels were blotted onto a polyvinylidene
fluoride membrane. The non-specific protein binding was blocked by
soaking the membrane with blocking buffer for 1 h (5% fat free dried
milk, 10 mM Tris, 100 mM NacCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5). The
membranes were incubated for 1 h at room temperature with blocking
buffer and with anti-human, polyclonal B-tubulin (Santa Cruz, TEBU,
France), monoclonal VEGFR-2 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Germany), polyclonal EGFR (Cell Signaling Technologies, France),
monoclonal PECAM-1 (DakoCytomation, France) and polyclonal
Notch-4 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany). Detection
was performed after incubation with horseradish peroxidase-conjugat-
ed secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germa-
ny) and the expression of the different proteins was measured with a
chemiluminescent detection system (Chemidoc, Biorad, France) and
analyzed by image analysis (Quantity One, Biorad, France). The results
were normalized using B-tubulin as reference protein and given as
relative expression from untreated cell protein extract values as
reference.

Statistical analysis

All results were given as mean + standard deviation (SD), except
for western blotting where standard error of the mean (SEM) was
used. Differences among groups were tested using variance analysis
(ANOVA) followed by Bonferroni/Dunn test (Statview software 5.0)
or PLSD Fisher for western blotting analysis. A value of p<0.05 was
considered as statistically significant.

Results
Direct effect of cetuximab on endothelial cell viability

Endothelial cell viability was not influenced by cetuximab until
20 pg/ml (Fig. 1, see control media) but a 23% significant decrease in
viability was achieved after exposure to 100 pg/ml of cetuximab (data
not shown) Thus, in order to evaluate the impact of cetuximab on the
signaling pathway between tumor and endothelial cells, we decided
to work with 2 and 20 pg/ml of cetuximab, concentration that did not
affect viability of endothelial cells.

Indirect effect of cetuximab on endothelial cell viability

A significant decrease in viability was observed as HUVEC were
exposed to CM Cal27 or CM FaDu (—26% and —50% respectively)
(Fig. 1). No significant influence of cetuximab was observed whatever
the concentration and whatever the HNSCC line used.

Direct effect of cetuximab on endothelial cell tube formation
To evaluate whether cetuximab modified directly capillary

structure formation, HUVEC were plated onto Matrigel® and allowed
to grow in control medium with or without cetuximab (0-20 pg/ml).

140
L B Control media

£ CM Cal27
M CM FaDu

Viability
(% of untreated control)

0 2 20
[Cetuximab] (ug/ml)

Fig. 1. Effect of conditioned media on endothelial cell viability. Viability (MTT assay) of
HUVEC grown in control medium (M) or CM Cal27 (@) or CM FaDu (m) with or without
cetuximab (0-20 pug/ml) was measured after 48 h of exposure. Results are presented as
percent of variation with values obtained for control medium without cetuximab as
reference. (n=4 in triplicate). Differences are considered as significant when p<0.05
using Bonferroni/Dunn test. *, versus control medium without cetuximab; $, versus
control medium with cetuximab.

After 24 h of incubation, the formation of capillary structures decreased
when endothelial cells were exposed to 20 pg/ml cetuximab (Fig. 2A see
asterisks in control media) and this was consistent with the decrease in
cell density, length and number of junction of the cellular network
calculated from photographs (Figs. 2B, C and D).

Indirect effect of cetuximab on endothelial cell network formation

CM prepared with 2 pg/ml of cetuximab did not affect endothelial
cell network formation but unexpectedly CM prepared with 20 pg/ml
of cetuximab induced formation of numerous structures (Fig. 2A see
arrows) especially with CM Cal27. Endothelial cells were organized
into network exhibiting a lot of ramifications particularly with CM
Cal27 obtained with 20 pg/ml cetuximab consistently with the
increase in the number of junction (Fig. 2D). In addition, cell density
was significantly increased in presence of 20 ug/ml of cetuximab
(x2.2 or 1.6 for CM Cal27 and FaDu respectively as compared to
control medium) (Fig. 2B), as well as the length of the cellular
network (Fig. 2C).

Effect of cetuximab on angiogenesis mediators secreted by tumor cells

VEGF-A was not detected in control media (Fig. 3) but VEGF-A
expression was found in CM and higher in CM Cal27 than CM FaDu
(approx 4 folds). Moreover, the secretion of VEGF-A in CM decreased
as cetuximab concentration increased from 2 to 20 pg/ml whatever
cell lines used.

Then, to screen for factors secreted by tumor cells and implicated in
the cetuximab “VEGF-A-independent pro-angiogenic effect”, analysis of
55 angiogenesis mediators was performed in the conditioned media
using Proteome profiler™ array. No angiogenesis mediator was
detectable in cell free culture media. Analysis of arrays showed that
Cal27 secreted a higher amount of molecules than FaDu (Fig. 4).
ActivinA, ADAMTS-1, angiopoietin-1 and -2, angiostatin, artemin, CD26,
EGF, EG-VEGF, CD105, endostatin, FGF-1, FGF-2, FGF-4, FGF-7, GDNF,
HGF, IGFBP-1 and -3, IL-13, TGF-31, leptin, MIP-1a, MMP-8, NRG1-B31,
PD-ECGF, PDGF-AB, persephin, PF-4, PIGF, prolactin, serpin B5, serpin F1,
TIMP-4, TSP-2, vasohibin and VEGF-C were not detected on the arrays
from both CM. Amphiregulin, HB-EGF, IGFBP-1, PDGF-AA and TSP-1
were detected under background level. Some proteins were expressed
at a very low level close to the detection limit as angiogenin (ANG),
tissue factor (TF), MMP-9 and pentraxin-3 (PTX-3) for Cal27 and CXCL-
16, ET-1, MCP-1, GM-CSF and IGFBP-3 for FaDu.

In Cal27 cells, analysis of pixel intensity of each spot highlights that
Cal27 exposed to 20 pg/ml cetuximab did not modify the secretion of
some anti-angiogenic proteins like PAI-1 and TIMP-1 but decreased
the secretion of PTX-3 (—35%) (Fig. 4A). The secretion of some pro-
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Fig. 2. Effect of conditioned media on endothelial cell tube formation. HUVEC were seeded onto matrigel® pre-coated wells and cultured in control medium (M) CM Cal27 (r1) or CM
FaDu (m) prepared with or without cetuximab (0-20 pg/ml) for 24 h. Phalloidin-Sulfo-rhodamine staining (A). Cell density (B), length (C) and number of junction (D) of endothelial
cell network are presented as percent of variation with values obtained for control medium without cetuximab as reference (n = 3). Differences are considered as significant when
p<0.05 using Bonferroni/Dunn test. *Versus control medium without cetuximab.
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Fig. 3. Effect of cetuximab on the secretion of VEGF by HNSCC cell lines. VEGF secretion
was quantified in control media (M), CM Cal27 (@) and CM FaDu (m) using Bioplex
analysis assay.

angiogenic proteins decreased markedly under cetuximab exposure
as observed for VEGF-A (—54%), uPA (—42%), IL-8 (—29%), MCP-1
(—39%), MMP-9 (—58%), TF (—63%), CXCL-16 (—34%) and more
slightly for ET-1 (— 18%). Interestingly, ANG, which was found to be a
potent pro-angiogenic protein, increased under cetuximab exposure
(+38%).

When FaDu cells were exposed to cetuximab 20 nug/ml (Fig. 4B),
the secretion of some pro-angiogenic proteins decreased like IL-
8 (—33%), uPA (—25%), VEGF-A (— 71%) while another proteins were
not modified like MMP-9. The secretion of anti-angiogenic protein
PAI-1 and TIMP-1 was decreased (—29% and —25% respectively)
whereas PTX-3 was not modified.

Indirect effect of cetuximab on the expression of EGFR, VEGFR-2, PECAM-1
and Notch-4 by endothelial cells

In order to know if cetuximab modifies endothelial cell expression
of some membrane bound protein, we chosen to analyze global
VEGFR-2, EGFR, PECAM-1 and Notch-4 expression of HUVEC by
western blotting.

As expected, EGFR was very slightly expressed on HUVEC when
cultured with control media (Fig. 5A). When cultured with CM Cal27,
EGFR expression of HUVEC was not modified as compared to control
medium but interestingly was increased approx 50% with 20 ug/ml of
cetuximab in this conditioned media. In contrary, CM FaDu increased
statistically EGFR expression of HUVEC as compared to control medium
but 20 pg/ml of cetuximab in this CM decreased this overexpression.

PECAM-1, Notch-4 and VEGFR-2 expression of HUVEC was not
modified whatever cetuximab concentration used (Figs. 5B, C and D
respectively). We can notice that PECAM-1 expression decreased
when HUVEC were cultured in CM Cal27.

Discussion

Cetuximab, a monoclonal antibody directed against EGFR, blocks
activation of this receptor and the downstream signaling cascade. The
anti-tumor effects of cetuximab are known to be due to an interaction
with direct tumor cellular growth and invasion as well as an indirect
anti-angiogenic effect (Huang et al., 2002) attributed to the inhibition
of VEGF-A, IL-8 and FGF-2 secretion by tumor cells (Perrotte et al.,
1999; De Luca et al.,, 2008; Viloria-Petit et al., 2001). Nevertheless,
recent publications reported that, in vivo, the vascular normalization
observed in gefitinib (Qayum et al., 2009) and erlotinib (Cerniglia
et al., 2009) (EGFR-TKI) treated tumors was associated with an
enhancement of vessel density and blood flow. The present study was
designed to better understand the influence of anti-EGFR therapies on
the tumor-endothelial cell communication and is the first to evaluate
the behavior of endothelial cells cultured in conditioned media
obtained from HNSCC cell lines exposed to cetuximab.
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Fig. 4. Effect of cetuximab on angiogenesis related proteins secreted by HNSCC cell
lines. Analysis of angiogenesis mediators in CM Cal27 (A) or CM FaDu (B) with 20 pg/ml
(or C20) (1) or without cetuximab (or NT) (M). Background noise was subtracted from
the experimental values of intensity/mm?. A signal to background noise ratio is three.

The effect of cetuximab on HNSCC was investigated in FaDu (HTB-43)
and Cal27 (CRL-2095). Our results show that cetuximab induced a 20%
decrease of mitochondrial dehydrogenase activity of Cal27 (Mriouah
et al,, 2010) and FaDu and a similar blockage on GO/G1 phase (data not
shown). Furthermore, cetuximab induced 20% decrease of the number of
Cal27 cells but not of FaDu (data not shown). Accordingly, Cal27 was
found to be more sensitive to cetuximab exposure than FaDu (Mriouah
et al,, 2010). In addition, EGFR expression was found higher in Cal27
compared with FaDu (data not shown) as also reported by Azemar et al.
(2000) and the expression of the mutated EGFR was detected only in
Cal27 (data not shown).

The difference observed between these two HNSCC cell lines was also
found in the level of VEGF-A secretion and the variety of pro and anti-
angiogenic mediators detected in array which were found more elevated
in Cal27. Despite these differences, CAL27 and Fadu conditioned media
induced a similar effect on endothelial cell network formation.

These angiogenic secretions were found to decrease under cetux-
imab exposure whatever cell line used, as already observed for VEGF-A
in UM-SCC-9 and 11B HNSCC cell lines (Bancroft et al., 2002) and show
the complexity of tumor angiogenic process. Surprisingly, exposure of
HUVEC to conditioned media prepared in presence of cetuximab was
found to promote the formation of endothelial cell network and
enhanced the number of junction as well as the cell density. It is in
agreement with recent pre-clinical studies which demonstrated an
increase in tumor vasculature in HNSCC mouse xenografts treated by
gefitinib (Qayum et al., 2009) or erlotinib (Cerniglia et al., 2009). In these
studies, no consequence on tumor growth rate was observed in the
treated tumor probably because the increase in blood supply was
countered by the antiproliferative effect of the signaling inhibitor.

The increase in endothelial cell network formation was found to
occur in conjunction with a decrease of VEGF-A expression illustrating
the complexity of angiogenesis molecular control because tiny variation
of the angiogenic balance could be sufficient to modify the behavior
of endothelial cells. Moreover, Bates et al. have reported that the
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Fig. 5. Effect of conditioned media on total HUVEC membrane expression of EGFR, PECAM-1, VEGFR-2 and Notch-4 (western blotting). Relative expression analysis of western blots
of total expression of EGFR (A), PECAM-1 (B), Notch-4 (C) and VEGFR-2 (D) in HUVEC grown in control medium (M), CM Cal27 (1) or CM FaDu (m) with or without cetuximab (0-
20 pg/ml). Results are normalized with 3-tubulin values and presented as percent of expression with values obtained with control medium without cetuximab as reference.
Differences are considered as significant when p<0.05 using PLSD Fisher test. *, versus control medium without cetuximab; $, versus control medium with cetuximab and f, versus

same group without cetuximab. (n=3).

expression of an additional spliced form of VEGF-A called VEGF165b was
downregulated in renal cell carcinoma (Bates et al., 2002), prostate
cancer (Woolard et al.,, 2004) or diabetic retinopathy (Perrin et al.,
2005). Member of VEGFxxxb isoform family has an anti-angiogenic effect
and a decrease of these isoforms could explain the increase of the
endothelial cell network formation observed after cetuximab exposure.

Although the expression of EGFR in endothelial cells is debated
(Bozec et al., 2005; Amin et al., 2006; Kim et al., 2003; Hirata et al.,
2002; Sini et al., 2005; Baker et al., 2002; Semino et al., 2006; Huang et
al., 2004), the HUVEC used in the present study were found to slightly
express EGFR which was not influenced under cetuximab exposure.
Cetuximab (under 25 pg/ml) did not modify endothelial cell viability
but induced a moderated decrease of the length and the number of
junction of endothelial cell tubes, in agreement with other studies
demonstrating that endothelial cells can express EGFR and be
responsive to anti-EGFR agents (Bozec et al., 2005; Amin et al.,
2006; Hirata et al.,, 2002; Wu et al., 2007; Kuwai et al., 2008).

In addition, we showed that, in this context, endothelial cells can
gain EGFR expression, probably corresponding to the acquisition of
tumor phenotype as already reported (Amin et al., 2006). Moreover,
Al-Nedawi et al. have showed that endothelial cells can gain
information by interaction with microvesicles shed by tumor cells
(Al-Nedawi et al., 2009). These microvesicles can bind angiogenic
protein and was implicated in several tumor process such as
angiogenesis (Muralidharan-Chari et al.). Finally, Taraboletti et al.
(2002) have showed that very low concentrations of microvesicles
stimulated cord formation and higher ones being inhibitory but are
required to increase HUVEC invasiveness. Thus, it is possible that our

HNSCC released such microvesicles that can interact with endothelial
cells to promote angiogenesis since TMV have been described in PC13
(HNSCC cell line) and in sera of HNSCC patients (Szajnik et al.;
Bergmann et al., 2009).

Taken together all these data clearly show that the effect of
cetuximab should be mediated by direct effect on EGFR signaling and
indirect effect on angiogenesis mediators secreted by tumor cells. The
effect of cetuximab on tumor vasculature increases tumor oxygena-
tion and enhances the distribution of cytotoxic agent and could
explain the efficacy of cetuximab in clinic in association with
chemotherapy and radiotherapy. However, this raises the question
of using cetuximab as single agent since increasing the effectiveness of
the vasculature could lead to enhanced tumor growth. These results
could explain in part the lack of benefit of the association of anti-EGFR
monoclonal antibodies with bevacizumab (an anti-VEGF therapy)
reported in clinical trials with cetuximab (Tol et al., 2009) and
panitunumab (Hecht et al, 2009). Finally, the decrease of pro-
angiogenic agent secretion induced by anti-EGFR treatment (such as
VEGF-A, IL-8 or FGF-2) should not be sufficient to affirm that this
targeted therapy has an anti-angiogenic activity in HNSCC and should
be studied specifically to propose more efficient association therapy.
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Résumé - Abstract

Les thérapies ciblées anti-EGFR ont-elles un réel effet anti-angiogénique ? Etude in vitro
de l'angiogenése induite par des cellules cancéreuses des VADS traitées par le
cetuximab.

La surexpression du récepteur EGFR a un réle majeur dans le développement des carcinomes
des voies aérodigestives supérieures (VADS) et son inhibition par les anticorps anti-EGFR
(cetuximab) induit un effet anti-tumoral mais pourrait également avoir un effet anti-
angiogénique. Cependant, les effets de ces agents sur 1’angiogenese et les cellules
endothéliales (CE) n’ont pas réellement été évalués. L’objectif de ce travail est d’étudier
I’angiogenese induite par les molécules libérées par les cellules tumorales des VADS (Cal27,
FaDu) dans les milieux de culture en présence ou non de cetuximab, appelés milieux
conditionnés (CM). Le cetuximab n’a pas d’effet direct significatif sur les CE. Il induit une
diminution de la sécrétion de VEGF par les cellules tumorales mais paradoxalement, les CM
obtenus induisent un effet pro-angiogénique. L’analyse de la composition des CM ne permet
pas d’identifier de molécule clé responsable de cet effet, le cetuximab diminuant a la fois la
sécrétion tumorale des facteurs pro- et anti-angiogéniques. Pour expliquer ce paradoxe et en
accord avec la littérature, nous avons mis en évidence une libération de microvésicules par
nos cellules tumorales (TMV), TMV exprimant EGFR et TF, et une régulation de cette
libération et de leur contenu par le cetuximab. Ces TMV peuvent interagir avec les CE et le
cetuximab favoriserait cette interaction. La caractérisation de ces TMV et leur role dans le
processus angiogénique en réponse ou non au cetuximab permettront dans le futur de
comprendre la réelle activité des anticorps anti-EGFR sur 1’angiogenése.

Mots-clés : Angiogeneése, Cancers des VADS (HNSCC), Thérapies ciblées, Cellules
endothéliales, anti-EGFR, microvésicules tumorales.

Are the anti-EGFR targeted therapies having an anti-angiogenic effect? In vitro study of
angiogenesis induced by head and neck squamous cell carcinoma exposed to cetuximab.
Overexpression of EGFR has a major role in the development of head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC) and its inhibition by anti-EGFR antibodies (cetuximab) induced an anti-
tumor effect but could also induce an anti-angiogenic effect. However, the effects of these
agents onto angiogenesis and endothelial cells (EC) have not really been evaluated. The
objective of this work is to study angiogenesis induced by mediators released by head and
neck squamous carcinoma cells (Cal27, FaDu) in culture media with or without cetuximab
exposure, known as conditioned media (CM). Cetuximab has no significant direct effect on
EC. It induces a decrease in the secretion of VEGF by tumor cells but, paradoxically, the CM
induces a pro-angiogenic effect. The analysis of the composition of the CM does not allow us
to identify a key molecule responsible for this effect because cetuximab decreases the
secretion of both pro- and anti-angiogenic factors by tumor cells. To explain this paradox and
in agreement with the literature, we highlighted the release of microvesicles by our tumor
cells (TMV), TMV which express EGFR and TF, and regulation of this release and the
content of TMV after cetuximab exposure. These TMV may interact with the EC and
cetuximab increases this interaction. Further characterization of TMV and studying their role
in the angiogenic process in response to cetuximab will allow us in the future to understand
the real activity of anti-EGFR antibodies onto angiogenesis.

Keywords : Angiogenesis, HNSCC, Targeted therapy, Endothelial Cells, anti-EGFR, tumor
microvesicles.
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