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Abstract (in French)

INTRODUCTION

Pendant des années le cancer a été considéré comme une maladie initiée uniquement
par des mutations aux sein des futures cellules tumorales (Sonnenschein and Soto, 2000).
Cependant si I'initiation de la tumeur est caractérisée par une prolifération anarchique des
cellules cancéreuses, le développement du cancer nécessite la mise en place d'un
microenvironnement tumoral (MET). Le point de départ d’un cancer est devenu non plus
seulement une cellule "renégate", mais plutdt un ensemble de cellules mutées dans un
microenvironnement dynamique et permissif en remodelage constant. Ainsi le travail de ces
dernieres années sur le MET a montré qu’il assure un réle prépondérant dans la progression
tumorale et la formation de métastases (Bissell and Hines, 2011). En effet, la premiere
hypothese sur le role de MET a d'abord été énoncée par Paget, qui en 1889 a proposé son
hypothese du « seed and soil » pour expliquer la sélectivité des métastases au sein d’organes
spécifiques lors d’un cancer. Paget a suggéré que le développement de métastases n’est pas
une question de « chance », mais est plutdt associé a une affinité spécifique des cellules
tumorales (« seed ») pour un organe (« soil ») qui peut alors fournir un environnement de
croissance favorable. Depuis, plusieurs modeles expérimentaux soutiennent cette hypothese.
Le role clé du microenvironnement dans la régulation de la progression du cancer a été
démontré pare exemple, dans des expériences ou le phénotype néoplasique de cellules
tumorales est réprimé lorsque ces cellules sont gréffées dans un micro-environnement
"normal" (McCullough et al., 1998; Sonnenschein and Soto, 2000). En effet, McCullough et
ses collegues ont montré que des cellules épithéliales tumorigéniques de foie de rat génerent
une tumeur uniquement lorsqu’elles sont dans leur propre micro-environnement, le foie, mais
pas lorsqu’elles sont greffées dans un autre organe comme la rate (McCullough et al., 1998).
De facon convaincante, le travail de Illmensee et Mintz a montré que greffer des cellules de
tératocarcinome murin dans un blastocyste d’embryon de souris ne conduit pas a la formation
d’une tumeur, mais plutdt au développement d'une souris normale, présentant une
incorporation de cellules tumorales dans les différents tissus, y compris au sein de la lignée
germinale (Illmensee, 1978; Stewart and Mintz, 1981). Le travail de Bissell et Dolberg a aussi

montré que le potentiel oncogénique des cellules transformées par le virus du sarcome de



Rous est inhibé lorsque les cellules sont injectées dans un embryon de poulet. Ce résultat
indique que les propriétés de ces cellules tumorales peuvent étre réprimées par un micro-
environnement non permissif (Dolberg and Bissell, 1984). En outre I’injection de fibroblastes
activés avec des cellules non-cancéreuses est suffisante pour déclencher la formation d’une
tumeur tandis que ces cellules seules sont incapables de le faire par elles-mémes (Camps et

al., 1990; Olumi et al., 1998, 1999).

Si le micro-environnement "normal" peut réprimer la tumorigenese, alors un
microenvironnement anormal pourrait étre, a 1’opposé, capable de promouvoir ou méme de
déclencher l'initiation de la tumeur. Il existe des résultats soutenant cette hypothese. Le travail
de Maffini et ses collegues a montré que I'exposition du stroma a un agent cancérogene tel
que la N-nitrosométhylurée (NMU) permet le développement de tumeurs. Cependant, le
traitement in vitro de cellules épithéliales mammaires par ce carcinogeéne conduit a la
formation d’une tumeur uniquement si leur greffe se fait dans un tissu préalablement exposé a
ce méme agent cancérigene (Maffini et al., 2004). Des conclusions similaires ont été tirées des
expériences effectuées avec un autre agent cancérigéne, un 4-nitroquinoléine N-oxyde (4-
NQO) qui est utilisé pour induire expérimentalement par voie orale un carcinome des cellules
squameuses chez la souris (Hawkins et al., 1994; Schoop et al., 2009). De méme, la greffe de
cellules épithéliales prénéoplasiques dans un micro-environnement mammaire préalablement
irradié (facteur connu pour induire des mutations dans les cellules affectées) donne lieu a la
formation de tumeurs mammaires (Barcellos-Hoff, 1998). Ces études soutiennent fortement
que le microenvironnement est un puissant régulateur capable d’initier la formation de

tumeurs a partir de cellules présentant des mutations oncogéniques.

Schématiquement, le MET comprend une composante cellulaire avec des cellules
tumorales, des fibroblastes associés au cancer (CAF) ou des cellules vasculaires, ainsi que des
composants moléculaires comme les protéines de la matrice extracellulaire (MEC) (Bissell
and Hines, 2011; Lorusso and Riiegg, 2008). Initialement considérées pour leur role structural
et passif, les molécules de la MEC sont maintenant bien connues pour réguler I’homéostasie
tissulaire et d’autres phénomenes physiopathologiques (Frantz et al., 2010). Les protéines de
la MEC jouent un rdle actif en modulant le comportement cellulaire. Elles agissent en activant
des récepteurs d'adhésion et des cascades de signalisation, en régulant les contraintes
biomécaniques du tissu ou en jouant un réle potentiel de réservoir de facteurs de croissance

(Erler and Weaver, 2009; Hynes, 2009). Dans le MET, certaines molécules sont surexprimées
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par rapport au tissu normal. A titre d’exemple, des membre de la famille des collagenes (Chen
et al., 2013), des laminines (Simon-Assmann et al., 2011) et des ténascines (Midwood et al.,
2011) sont des protéines fortement surexprimées dans la plupart des tumeurs solides, en
particulier dans le stroma tumoral. Les molécules de la MEC et les facteurs de croissance
cooperent dans le MET pour fournir des signaux biochimiques (par exemple, cytokines,
chimiokines, matrikines) et les contraintes structurelles (molécules d'adhésion, forces
biomécaniques) qui dictent leur comportement aux cellules afin de favoriser le développement
du cancer (Schmeichel et al., 1998). En effet, les molécules de la MEC ne sont plus
considérées comme de simples fibres d'ancrage pour les cellules (Frantz et al., 2010). Comme
Richard Hynes I’a souligné dans I’une de ses revues, les molécules de la MEC ne sont pas «
seulement des jolies fibres ». La MEC peut stimuler directement des signalisations cellulaires
par l'activation de récepteurs d'adhésion cellulaire telles que les intégrines et moduler 1'acces

aux facteurs de croissance présents dans le micro-environnement (Hynes, 2009).

Toutes les cellules dans un tissu donné interagissent avec la MEC de facon dynamique.
Les molécules de la MEC sont des agonistes puissants de multiples voies de signalisation qui
modulent le comportement des cellules. Les intégrines sont un exemple de famille de
récepteurs qui interagissent avec de nombreuses protéines de la MEC et qui sont impliqués
dans la régulation du comportement cellulaire (Harburger and Calderwood, 2009). Les
intégrines sont des hétérodimeres composés de deux sous-unités B et o. Ils constituent une
superfamille de récepteurs d'adhésion a la surface des cellules (comprenant trente membres
fonctionnels connus). Les intégrines sont liées a la régulation du cytosquelette et jouent un
role essentiel dans la régulation du comportement des cellules tel que leur ancrage, leur
forme, leur polarité, leur prolifération, leur migration, leur survie ou leur différenciation. Les
intégrines régulent plusieurs processus physiologiques tels que la cicatrisation ou
I'organogenese, mais sont également impliquées dans des pathologies telles que le cancer
(Giancotti and Ruoslahti, 1999; Harburger and Calderwood, 2009). Les protéines de la MEC
sont généralement de longues molécules possédant différents domaines. Ces domaines
présentent des motifs qui ont le potentiel de se lier directement aux récepteurs d'adhésion.
Cette interaction directe induit des réponses cellulaires a travers les voies de signalisation
comme c’est le cas par exemple avec la fibronectine (FN). La FN est une glycoprotéine
impliquée dans 1'adhérence cellulaire et est retrouvée dans une grande variété de tissus (Hynes
and Yamada, 1982). La FN se lie directement aux intégrines comme la aSB1, a4B1 or avP3 a

travers son motif Arg-Gly-Asp (RGD), et détermine la polarité et la morphologie des cellules
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ce qui affecte, par exemple, leur survie (Astrof and Hynes, 2009). Un role important des
protéines de la MEC est aussi de servir de supports de signalisation pour les vaisseaux
sanguins (Dejana and Orsenigo, 2013; Simon-Assmann et al., 2011). En effet, I'interaction
entre les cellules qui composent les vaisseaux sanguins et les récepteurs aux intégrines comme
ovB3 and avP5 par I’intermédiaire des molécules de la MEC, a montré un role essentiel dans
le développement et la stabilisation de ces vaisseaux (Oliveira-Ferrer et al., 2008). En outre,
les intégrines sont des modulateurs indispensables de la polymérisation de 1'actine et donc de
I’organisation du cytosquelette. L'actine est l'une des protéines intracellulaires les plus
abondantes dans les cellules eucaryotes. La propriété fondamentale de 1'actine est sa capacité
a polymériser et donc de passer de maniere réversible d’une forme monomérique, 1’actine
globulaire appelée G-actine, en une actine polymérisée filamenteuse ou F-actine. Les
monomeres de G-actine sont capables de s’associer dans un agencement hélicoidal pour
former des filaments ou des structures de F-actine capables elles-mémes de former des fibres
de stress dans les cellules. Cette réorganisation du cytosquelette couplée a des protéines
contractiles joue un role prépondérant dans la survie et la mobilité cellulaire. En effet la
liaison des myosines et d'autres molécules avec ces fibres de stress ou cables d'actine forme
des prolongements cellulaires de type lamellipodes ou filopodes, qui régulent directement des
processus tels que 1'adhésion cellulaire, la migration et la morphogenese (Ridley et al., 2003).
La polymérisation de l'actine est régie essentiellement par trois membres de la famille des
Rho GTPases, Rho, Rac et Cdc42, par le biais de facteurs spécifiques, les guanine-nucleotide-

exchange factors (GEF) et les GTPase-activating proteins (GAP) (Allen et al., 1997).

Les cellules détectent les stimuli extracellulaires comme par exemple ceux de la MEC.
Une question importante est de savoir comment est intégré ce signal et comment il est traduit
et transduit menant a une voie de signalisation intracellulaire. La liaison des protéines de la
MEC aux intégrines et la réorganisation induite du cytosquelette d'actine jouent un role
crucial dans ce phénomene (Schwartz, 2004). En effet, 1’activation des intégrines génere des
complexes focaux qui modulent et orientent la polymérisation d’actine dans la cellule. Cela
conduit a une activation de voie de transcription qui induit a partir du cytoplasme la
translocation de facteurs de transcription vers le noyau. Grace a la liaison de ces facteurs a des
motifs spécifiques sur 'ADN, la polymérisation de 1’actine a un impact sur l'expression de
nombreux genes (Allen et al., 1997; Ridley et al., 2003; Schwartz, 2004). Récemment a titre
d'exemple, la polymérisation de I'actine cellulaire a montré qu’elle modulait deux effecteurs

importants dans le développement, I'hnoméostasie mais aussi dans le cancer, YAP (Yes
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associated protein) et un son co-activateur transcriptionnel TAZ (Tafazzin) (Halder et al.,
2012). Des études récentes indiquent que YAP et TAZ sont des facteurs cruciaux pour relayer
les signaux mécaniques provenant du micro-environnement (Halder et al., 2012;
Tschumperlin, 2015; Tschumperlin et al., 2014). La signalisation YAP et TAZ influe sur la
prolifération cellulaire, la migration ou la différenciation et est sensible aux molécules de la
MEC et a 1'état du cytosquelette (Calvo et al., 2013a; Dupont et al., 2011). En effet, YAP et
TAZ sont régulés par la polymérisation de I’actine en F-actine qui permet ainsi leur
translocation dans le noyau. Le complexe YAP/TAZ interagit alors dans le noyau avec les
membres de la famille des TEAD 1 a 4 et active l'expression de geénes cibles pouvant par
exemple moduler 1’angiogenese. En Il'absence d’actine polymérisée, YAP subit une
phosphorylation et est soit séquestré dans le cytoplasme, soit dégradé par le protéasome

inhibant cette voie de signalisation (Halder et al, 2012;. Lapi et al., 2008).

Ensemble, ces données mettent en évidence l'importance d’étudier I'impact des
molécules de la MEC dans 'homéostasie et la physiopathologie. Dans le laboratoire, nous
nous intéressons principalement a un des membres de la famille des ténascines, la ténascine-C
(TNC). La TNC est une glycoprotéine importante de la MEC qui est fortement induite lors de
la cicatrisation, de l'inflammation ou dans le MET. Successivement nommée glial-
mesenchymal extracellular matrix antigen, hexabrachion, cytotactin, J1 220/200, neuronectin
et tenascin, la TNC appartient a une famille contenant quatre membres connus, les ténascines
C, R, X et W (Midwood et al., 2011; Chiquet-Erishman et al., 2014). La TNC forme un
hexamere résultant de la liaison de six monomeres par des ponts disulfure dans la partie N-
terminale de chaque protéine (Jones et Jones, 2000). Les monomeres de TNC ont un poids
moléculaire qui fluctue entre 180 et 320 kDa chez I'homme avec des rdles potentiellement
indépendants (Jones et Jones, 2000). La TNC peut se lier a d'autres protéines telles que des
facteurs de croissance, des récepteurs de surface cellulaire ou d'autres protéines de la MEC
(Martino et al., 2014; Midwood et al., 2011; Saupe et al., 2013). La TNC est une molécule
virtuellement absente ou tres faiblement exprimée dans le tissu normal, mais est fortement
surexprimée en conditions pathologiques comme dans le cancer. De plus, son expression est
corrélée avec un mauvais pronostic pour la survie des patients (Herold-Mende et al., 2002;
Ishihara et al., 1995; Midwood et al., 2011; Mitselou et al., 2012; Ohtsuka et al., 2013). La
TNC favorise la progression du cancer en soutenant l'invasion des cellules tumorales et la

formation de métastases (Hirata et al., 2009, Saupe et al., 2013). En effet la TNC jouerait un



role de niche pro-métastatique assurant un MET permissif au développement de la tumeur
secondaire ou métastase (Lowy and Oskarsson, 2015).

De facon intéressante, l'expression de la TNC n’est pas limitée aux cellules
cancéreuses mais est fortement présente dans le stroma (Castellani et al., 1995; Herold-Mende
et al., 2002; Martina et al., 2010). En effet, malgré son absence au niveau des vaisseaux
sanguins normaux, la TNC peut €tre fortement exprimée autour des vaisseaux sanguins
tumoraux, en particulier dans les hauts stades de gliomes (Herold-Mende et al., 2002; Martina
et al., 2010; Mustafa et al., 2012). L'expression périvasculaire de la TNC augmente avec le
grade tumoral et est corrélée avec la malignité du cancer (Herold-Mende et al., 2002). Ces
données et d'autres mentionnées dans différents types de tumeurs (Galler et al., 2011;

Renkonen et al., 2013) indiquent que la TNC modulerait a 1'angiogenese tumorale.

L'angiogenese correspond a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de
vaisseaux pré-existants (Folkman et al., 1989). La vascularisation de la tumeur est
indispensable pour fournir les nutriments et l'oxygene requis a la progression tumorale.
L'angiogenese est contrélée par un déséquilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques
qui régulent la prolifération, la migration et I’organisation des cellules endothéliales (CE) et
périvasculaires ainsi que le remodelage de la MEC et plus spécifiquement de la membrane
basale vasculaire (Carmeliet and Jain, 2000). L'angiogenese normale est un processus tres
structuré qui maintient I'homéostasie tissulaire, a contrario de 1'angiogenese pathologique qui
est peu efficace et conduit a la progression de la maladie. L'angiogenese tumorale est une
caractéristique essentielle du développement des cancers (Hanahan and Weinberg, 2000,
2011). La formation du systeme vasculaire assure la progression de la tumeur, l'entretien et
favorise la dissémination des cellules tumorales (Carmeliet and Jain, 2000). Grice au travail
de Judah Folkman nous savons qu’en l'absence d’une vascularisation suffisante la plupart des
tumeurs ne peut pas dépasser 2 mm® et reste cliniquement inactive (Folkman, 1996; Hanahan
and Folkman, 1996). En effet beaucoup de 1ésions cancéreuses ne progressent jamais a un
stade invasif, probablement en raison d’une répression par le micro-environnement, ce
phénomene est appelé « cancer sans maladie » (Folkman and Kalluri, 2004) ou dormance
tumorale (Aguirre-Ghiso et al., 2007; Ghajar et al., 2013). De ce point de vue, les cellules
tumorales ont besoin pour quitter leur état de dormance d’initier la formation de nouveaux
vaisseaux pour ainsi proliférer, migrer et reprogrammer le microenvironnement.
L'angiogenese tumorale commence tot au cours de la progression tumorale. L'initiation de

I'angiogenese tumorale résulte du déséquilibre entre facteurs pro- et anti-angiogéniques et est
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appelée le « switch angiogénique » (Folkman et al., 1989). Ce déséquilibre de la balance vers
une accumulation de facteurs pro-angiogéniques est responsable de la formation de néo-
vaisseaux (Bergers and Benjamin, 2003). Ceci représente une série d'événements tels que la
sécrétion de facteurs pro-angiogéniques, la survie accrue, l'activation, la migration des CE et
la sécrétion d'enzymes protéolytiques (suivie par le remodelage de la membrane basale et la
MEC alentour). Tout ceci qui conduit finalement a la formation d’un nouveau réseau
vasculaire anarchique dans les tumeurs. Dans les cancers, l'angiogenese est aberrante et
conduit souvent a la formation de réseaux vasculaires désorganisés, chaotiques et peu
fonctionnels (Carmeliet and Jain, 2011). Ceci conduit, en association avec une faible
couverture péricytaire, a la déstabilisation des vaisseaux sanguins augmentant la perméabilité
et ’hypoxie tumorale. Ainsi une angiogenese incontrdlée dans les tumeurs solides entraine un
réseau vasculaire peu fonctionnel favorisant la formation de métastases (McDonald and

Choyke, 2003).

Malgré son absence au niveau des arteres ou des veines normales non endommagées
ou en condition angiogénique physiologique comme dans 1'endomeétre ou le placenta (Martina
et al., 2010; Mustafa et al., 2012; Trescher et al., 2013; Wallner et al., 1999; Zagzag et al.,
1996), la TNC est exprimée autour des vaisseaux sanguins dans le MET (Brosicke et al.,
2013; Galler et al., 2011; Herold-Mende et al., 2002; Martina et al., 2010; Renkonen et al.,
2013). Ces informations suggerent un role de la TNC dans l'angiogenese tumorale.
Cependant, les mécanismes sous-jacents du role de la TNC dans l'angiogenese tumorale sont
encore trées mal compris voire contradictoires (Alves et al., 2011; Ballard et al., 2006; Besser
et al., 2012; Castellon et al., 2002; Chung et al., 1996; Martina et al., 2010; Pezzolo et al.,
2011; Saito et al., 2008; Schenk et al., 1999; Sumioka et al., 2011; Tanaka et al., 2003;
Zagzag and Capo, 2002; Zagzag et al., 1995, 1996).

Notre hypothese est que la TNC peut moduler 1'angiogenese de différentes manieres
dans le MET en agissant sur différents types de cellules. En effet, la TNC pourrait favoriser
un microenvironnement pro-angiogénique et dans le méme temps altérer I’endothélium qui
pourrait conduire a une vascularisation importante mais inefficace et donc promouvoir
l'agressivité de la maladie, comme il est classiquement décrit (Hanahan and Weinberg, 2011),.
Dés lors, le but de ce travail de these a été de déterminer comment la TNC affecte

I'angiogenése tumorale en établissant différents modeles d’étude de I’angiogenese.
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RESULTATS

La TNC joue de multiples roles dans 1'angiogenese tumorale avec des effets opposés
encore mal compris. Dans ma these, j’ai abordé€ ses roles aux niveaux cellulaire et moléculaire

utilisant des modeles in vitro, ex vivo et in vivo.

But 1 & 2 : Etablir des modeles in vivo, ex vivo et in vitro pour élucider les roles de la
TNC dans I'angiogenese normale et tumorale & Identifier les mécanismes moléculaires

en aval de la TNC pertinents pour 1'angiogenese tumorale

Nous avons voulu tout d’abord caractériser la distribution spatiale de la TNC in vivo.
Pour ce faire nous nous sommes focalisés sur un modele de tumeur cérébrale, les gliomes,
décrits comme présentant chez ’homme une expression importante et hétérogene de TNC
mais aussi une forte expression au niveau périvasculaire (Hirata et al., 2009; Martina et al.,
2010). Nous avons alors vérifié que la TNC était exprimée dans un modele de xénogreffes de
biopsie humaine de glioblastome (GBM). Ainsi nous avons montré que la TNC présente dans
le tissu provenait des cellules tumorales et des cellules du stroma (en utilisant respectivement
des anticorps espece spécifique pour la TNC humaine et de souris). De plus la TNC se
retrouve fortement exprimée autour des vaisseaux sanguins et est co-localisée avec des
cellules stromales périvasculaires et des cellules tumorales. Ces cellules tumorales
participeraient donc a I’organisation des vaisseaux tumoraux probablement par un processus
de « vasculogenic mimicry », déja décrit dans d’autres travaux (Pezzolo et al., 2011). De plus
nous avons observé in vitro que, contrairement aux péricytes et fibroblastes, les CE
n’exprimaient pas la TNC. Ces éléments suggerent que I’expression de la TNC autour des
vaisseaux tumoraux proviendrait des cellules périvasculaires comme les péricytes ou les

fibroblastes ainsi que des cellules cancéreuses.

Afin de comprendre comment la TNC agit sur I’angiogenese, nous avons analysé
I’impact direct de la TNC sur les CE. Nous avons dans un premier temps établi et utilisé un
modele de formation de protrusions endothéliales multicellulaires appelé « aortic ring assay ».
Nous avons utilisé des anneaux d’aortes thoraciques de souris invalidées pour la TNC (knock
out, KO) ou non (wt). Ces anneaux ont alors été incorporés dans une matrice 3D afin de

quantifier les structures endothéliales formées. Nous avons pu mettre en évidence que la TNC
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exprimée dans les anneaux de souris wt réduisait le nombre et la longueur des
protrusions angiogéniques par rapport aux anneaux de souris invalidées pour la TNC.
Afin de se rapprocher du contexte du MET, nous avons établi un modele de co-culture
microvasculaire qui utilise des CAF exprimant différents niveaux de TNC ensemencés avec
des CE ; modele qui permet la formation d’un réseau de type vasculaire in vitro (Ghajar et al.,
2013). Grace a ce systeme nous avons montré que le réseau angiogénique formé par les CE
était réduit en présence d’un fort niveau d’expression de la TNC. Enfin en analysant la
tubulogenese des CE induite par du matrigel, nous avons démontré que la capacité des CE a
former des pseudo-tubes était réduite de facon dose dépendante par 1’ajout de TNC purifiée.
Ces différents résultats nous ont montré que la TNC réprime les protrusions angiogéniques

et la tubulogenese.

Afin de comprendre par quels mécanismes cellulaires la TNC module Ie
comportement des cellules vasculaires, nous avons tout d’abord analysé 1’effet de la TNC sur
la survie et la migration des CE et des péricytes (qui stabilisent les vaisseaux sanguin). Pour
ce faire nous avons établi un modele de MEC sécrétées par des fibroblastes exprimant
différents niveaux de TNC et appelé matrices dérivées de cellules (MDC). Ce modele
présente I’avantage de fournir un feuillet 3D complexe de protéines contenant un assemblage
de molécules de la MEC organisées de facon comparable a un tissu normal in vivo (Goetz et
al., 2011). Grace a ce systeme nous avons montré que la TNC réduisait la croissance d’une
population de CE en augmentant I’apoptose cellulaire. En utilisant des molécules purifiées
pour produire un substrat contr6lé de MEC, nous avons pu aussi montrer que la prolifération
des CE était diminuée sur un substrat réalisé avec de la TNC purifiée et que celui-ci
augmentait aussi I’apoptose cellulaire. Cependant a la différence des CE, la croissance d’une
population de péricytes sur une MDC exprimant ou non la TNC ou un substrat de TNC

purifiée n’était pas affectée.

Pour analyser I’impact de la TNC sur la migration cellulaire nous avons utilisé le
modele de blessure sur feuillet confluant avec des CE et péricytes. Nous avons montré que la
TNC réduisait la migration des différents modéles de CE mais aussi des péricytes. De
plus en utilisant une méthode de tracage des CE sur substrat de protéine purifiée nous avons
montré que la directionalité et la mobilité des CE étaient diminuées sur TNC. Nous avons
aussi pu constater que la TNC réduisait fortement I’adhésion des CE et des péricytes. Tous

ces résultats combinés nous ont indiqué qu'un réseau matriciel contenant de la TNC en
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contact avec les cellules vasculaires réprimait plusieurs caractéristiques de 1'angiogenese

que sont la tubulogenese, la migration et la survie des cellules du compartiment vasculaire.

D’un point de vue moléculaire, la voie de signalisation YAP/TAZ a été récemment
décrite comme facteur clé de la mécano-transduction dans le contexte tumoral. YAP et TAZ
sont des facteurs de transcription capables de réagir et d’intégrer des signaux extracellulaires
émanant de la MEC qui aboutissent a I’expression de genes dont la plupart sont reliés a
I’angiogenese. YAP est régulé par la polymérisation de 1’actine et la morphologie des cellules
qui permettent sa translocation dans le noyau et donc I’activation de la voie de signalisation et
I’expression de genes cibles (Halder et al., 2012). Dans un test de contraction de collagene par
des fibroblastes nous avons démontré que des fibroblastes exprimant un niveau élevé de TNC
augmentaient la contraction du gel. Ces éléments indiquent que la TNC pourrait modifier
les propriétés mécaniques d’un tissu et donc réguler la signalisation YAP. Nous avons
montré qu’'un substrat contenant de la TNC réduisait drastiquement 1I’étalement des CE et la
formation de fibres de stress, deux éléments régulant YAP. De plus nous avons observé que la
TNC réprimait la translocation de YAP dans le noyau et I’expression de geénes cibles
spécifiques comme les protéines CTGF et Cyr61. Ces éléments proposent que la TNC
réprime ’activité de YAP qui participerait a ’effet direct anti-angiogénique de la TNC

sur les cellules vasculaires.

Enfin nous avons étudié 1’effet indirect ou paracrine de la TNC sur 1’angiogenese
lorsqu’elle interagit avec des cellules tumorales. Pour cela nous avons utilis€ une MDC
exprimant ou non la TNC afin d’étudier son impact sur le sécrétome de cellules de
glioblastome mais aussi des CAF. Nous avons ainsi pu montrer qu’une matrice de TNC
favorisait de maniere paracrine la survie des CE et la tubulogenese in vitro. De facon
intéressante, en développant des cellules de glioblastome sous-exprimant la TNC par stratégie
knock down, nous avons observé de facon similaire que le sécrétome des cellules exprimant
fortement la TNC favorisait 1’angiogenese in vitro. Au final, ces résultats suggerent qu’un
MET riche en TNC promeut une modification de sécrétome des cellules de glioblastome
et des CAF en faveur d'un sécrétome pro-angiogénique. Enfin, d’un point de vue
moléculaire, nous avons pu identifier par spectrométrie de masse différentes molécules
candidates du sécrétome, soit réprimées par la TNC, comme la lipocaline-1 (LCN1) décrite
comme répresseur potentiel de la migration cellulaire (Zhang et al., 2006) et dont nous avons

montré la capacité de réprimer 1’angiogenese des CE dans une expérience de tubulogenese sur
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matrigel ; soit induites par la TNC, comme la cytokine pro-angiogénique CXCL12 (ou
SDF1) (Ho et al., 2010), participant au phénotype pro-angiogénique du sécrétome induit par
la TNC, confirmer par I’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique. Ainsi la modulation du

sécrétome par la TNC favoriserait indirectement 1’angiogenese tumorale.

But 3 : Description du role de la TNC dans l'angiogenese tumorale en utilisant un

modéele de tumorigeneése spontanée chez la souris.

Mes expériences ont aussi contribué a deux publications oll nous avons pu montré que
la TNC promeut le switch angiogénique et 1’angiogenese tumorale dans un modele
stochastique de tumeur pancréatique chez la souris (Langlois et al., 2014; Saupe et al., 2013).
Nous avons utilisé le modele Rip1-Tag2 (RT2) dans lequel sont induites de facon spontanée
des tumeurs neuroendocrines du pancréas (PNET) et qui nous a permit de disséquer les
mécanismes de la progression tumorale et de I'angiogenese (Hanahan, 1985). En effet dans ce
modele les cellules pancréatiques B des ilots de Langerhans expriment de fagon ectopique
l'antigene T de 1’oncogene SV40 (Tag) sous le contréle du promoteur de l'insuline du rat
(Rip). Ceci entraine la transformation séquentielle d'une fraction des ilots normaux en
tumeurs hyperplasiques, suivies de tumeurs angiogéniques et finalement pour une fraction
d’entre elles de tumeurs macroscopiques. Le modele RT2 présente plusieurs avantages par
rapport a des modeles de xénogreffe de souris car il reproduit une tumorigenese spontanée en
plusieurs étapes successives dans un environnement immunitaire intact, comme c’est le cas
dans un cancer humain. Le modele RT2 a été fortement utilis€é pour étudier le switch
angiogénique qui se produit entre 5 et 10 semaines dans ce modele (Hanahan and Folkman,

1996).

Ainsi nous avons pu analyser le role de la TNC dans la progression et 1’angiogenese
tumorale in vivo dans le modele RT2. Nous avons d’abord utilis€é une analyse
transcriptomique afin d’analyser les genes impliqués dans le switch angiogénique. En
comparant des tumeurs non-angiogéniques versus des tumeurs angiogéniques sur des souris
agées de 8 semaines nous avons démontré que le profil d'expression des genes révélait
I'expression différentielle de 298 genes lors du switch angiogénique avec une part importante
de ceux-ci appartenant au matrisome (Naba et al., 2012). De facon intéressante, la TNC a été
identifiée comme 1'une des molécules de la MEC les plus fortement surexprimées lors du

switch angiogénique. Ces données de transcriptomique ont ensuite été validées par RT-qPCR
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et immunohistochimie et ont montré une forte expression de la TNC dans les tumeurs

angiogéniques, absente des tumeurs non-angiogéniques (Langlois et al., 2014).

Afin d’analyser en détail le réle de la TNC dans I’angiogenese tumorale, nous avons
développé deux modeles de gain et de perte de fonction pour la TNC dans le modele RT2 en
croisant des souris RT2 avec des souris TNC knock out (KO) ou RipTNC (expression
ectopique de TNC dans cellules pancréatiques B sous la répression du Rip). Tout d'abord,
nous avons montré que 1'expression de la TNC était associée a la progression tumorale et
favorisait la formation des métastases. Nous avons aussi prouvé que la TNC promeut le
switch angiogénique avec une diminution des tumeurs angiogéniques dans le modele TNC
KO (RT2/TNCKO) et une augmentation dans le modele RT2 surexprimant la TNC
(RT2/TNC) par rapport a leur contrdle respectif. Ainsi ces résultats ont montré que la TNC
n’est pas nécessaire pour induire le switch angiogénique, mais joue un roéle important
dans sa promotion.

Dans une analyse détaillée de 1I’'impact de la TNC sur I’angiogenese tumorale, nous
avons observé que la TNC favorise la formation de vaisseaux sanguins peu-fonctionnels dans
les tumeurs RT2 (Saupe et al., 2013). En effet, nous avons analysé 1’ultrastructure de la
vascularisation tumorale dans nos modeles par une méthode de « vascular cast corrosion »
suivant d’une analyse par microscopie électronique a balayage. Ainsi nous avons pu observer
avec le modele RT2/TNC que lorsque la TNC est surexprimée 1'anatomie des vaisseaux
semble fortement aberrante avec des vaisseaux de forme irréguliere, tres ramifiés et
agglomérés. Lorsque la TNC n’est pas exprimée (RT2/TNCKO), les vaisseaux sont
également différents avec des diametres treés hétérogenes qui suggerent que le flux sanguin est
perturbé. En outre, nous avons montré par immunofluorescence que la densité des vaisseaux
sanguins dans la tumeur est plus importante dans le modele RT2/TNC et diminuée dans
le modele RT2/TNCKO. Nous avons également évalué 1'impact de la surexpression de la
TNC sur le recouvrement des vaisseaux par les péricytes, et nous avons montré que celui-ci
était réduit, indiquant un défaut dans la maturation/stabilisation des vaisseaux sanguins.
Nous avons également déterminé qu’en absence de TNC la perfusion de la tumeur était
réduite et aussi que la perméabilité des vaisseaux était inversement corrélée avec le niveau
d’expression de la TNC. En conclusion, nous avons pu montrer en utilisant le modele RT2
que la TNC régule I'angiogenése tumorale en favorisant une forte vascularisation peu

fonctionnelle, qui est corrélée avec la formation de métastases (Saupe et al., 2013).
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DISCUSSION

Dans ce travail, j’ai analysé le role de TNC dans l'angiogenese physiologique et
tumorale. La TNC est une molécule de la MEC virtuellement absente du tissu normal et
fortement exprimée dans des situations pathologiques, et en particulier dans les tumeurs
solides (Abdou et al., 2012; Adams et al., 2002; Arican Ozluk et al., 2015; Midwood and
Orend, 2009; Mitamura et al., 2002; Mustafa et al., 2012; Oskarsson et al., 2011; Trescher et
al., 2013). La TNC a été clairement impliquée dans l'invasion tumorale et la formation de
métastases (Hirata et al., 2009; O’Connell et al., 2011; Oskarsson et al., 2011; Saupe et al.,
2013; Tang et al., 2015). Elle est également corrélée au pronostic des patients dans plusieurs
types de tumeurs (Emoto et al., 2001; Herold-Mende et al., 2002; Leins et al., 2003; Mitselou
et al., 2012; Nong et al., 2015; Ohtsuka et al., 2013; Tang et al., 2015). Il est intéressant
d’observer que la TNC est exprimée uniquement autour des vaisseaux sanguins en condition
pathologique comme c’est le cas dans le cancer, suggérant un role dans l'angiogencse
tumorale, mais que sa fonction n'a pas été correctement caractérisée (Alves et al., 2011;
Chung et al., 1996; Galler et al., 2011; Herold-Mende et al., 2002; Martina et al., 2010;
Pezzolo et al., 2011; Saito et al., 2008; Tanaka et al., 2003; Zagzag and Capo, 2002; Zagzag et
al., 1995, 1996).

Nous avons montré que la TNC favorise la progression tumorale in vivo en utilisant le
modele de tumorigenese spontané RT2. J’ai contribué dans cette étude a révéler que la TNC
joue de multiples roles en améliorant la survie, la prolifération et l'invasion des cellules
tumorales. La TNC améliore également 1'angiogenese tumorale et la formation de métastases
pulmonaires dans ce modele (Saupe et al., 2013). Alors que la TNC promeut le switch
angiogénique et augmente la densité des vaisseaux sanguins, le niveau d’expression de la
TNC semble également favoriser une vascularisation altérée avec une faible couverture
péricytaire et une forte perméabilité des vaisseaux sanguins (Langlois et al., 2014; Saupe et
al., 2013). Au total, ces résultats suggerent que la TNC peut avoir des fonctions multiples et

potentiellement opposées dans 1'angiogenese tumorale.
Au cours de ma these, j’ai utilisé plusieurs méthodes afin d'analyser l'angiogenese en

laboratoire. J’ai utilisé de facon complémentaire des méthodes in vivo, ex vivo et in vitro qui

m'ont permis de caractériser les roles de la TNC dans le MET pendant l'angiogenese

16



physiopathologique et tumorale ainsi que d’apporter un nouvel apercu sur les mécanismes
sous-jacents de la TNC. Les résultats de mon travail de doctorat ont montré qu'une interaction
directe des cellules vasculaires (CE ou péricytes) avec la TNC altérait les criteres de
I'angiogenese tels que la survie, la migration et la tubulogenese. Inversement, 1’utilisation de
milieux conditionnés provenant des cellules tumorales de glioblastome ou de CAF cultivées
sur une matrice contenant de la TNC promeut 1'angiogenese. Ainsi mes résultats suggerent
que TNC régule de facon différentielle 'angiogenese par deux effets, anti-angiogénique direct
par contact de la TNC avec des cellules endothéliales et péricytaires, et par un effet paracrine
pro-angiogénique du a la capacité de la TNC de favoriser un sécrétome pro-angiogénique. J’ai
également identifié des mécanismes moléculaires intervenant dans les roles pro- et anti-

angiogéniques de la TNC (Rupp et al., en préparation).

1. La TNC est un marqueur des vaisseaux sanguins pathologiques y compris dans le

cancer

La TNC est tres abondante dans le MET, des cellules tumorales ainsi que des cellules
stromales interagissent avec elle. Dans ce travail nous avons analysé l'expression et la
localisation de la TNC dans un modele de xénogreffe de cellules de glioblastome humaines
par immunofluorescence. Nous avons montré que la TNC est exprimée par les cellules
tumorales par un marquage spécifique de la TNC humaine. Nous avons également observé
I’expression de la TNC au niveau du compartiment périvasculaire provenant des cellules
stromales (cellules périvasculaires de type péricytaires ou fibroblastiques) et tumorales. En
effet, les cellules tumorales peuvent se transdifférencier en CE, comme déja décrit dans la
littérature, par exemple, par les observations de Pezzolo et ses collegues qui ont montré que
les cellules tumorales pouvaient exprimer des marqueurs endothéliaux et participaient
fortement a I’expression de la TNC au niveau de I’endothélium dans un modele de
médulloblastome (Pezzolo et al., 2011). De plus nous avons montré en utilisant quatre
modeles de CE in vitro dans différentes conditions que la TNC n’était pas exprimée par ces
cellules. Cette observation est cohérente avec celle de Alves et collaborateurs qui n’ont pas
détecté de TNC provenant ’HUVEC (Alves et al., 2011). En outre nous n’avons pas observé
d’expression de la TNC dans notre modele physiologique d’angiogenese rétinienne.
Différentes autres équipes ont également noté 1'absence d’expression de la TNC au niveau de

structures vasculaires normales telles qu’autour de vaisseaux cardiaques, pulmonaires,
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hépatiques, mammaires, dans les néo-vaisseaux du placenta ou dans le cerveau en condition
physiologique (Ballard et al., 2006; Kimura et al., 2014; Kuriyama et al., 2011; Martina et al.,
2010; Mustafa et al., 2012; Natali et al., 1991; Shimojo et al., 2015; Zagzag et al., 1996).
Cependant la TNC absente au niveau de ’aorte ou d’arteres de la glande mammaire, se
retrouve ré-exprimée dans les tissus de patients présentant une dissection aortique ou des
plaques d'athérome (Trescher et al., 2013; Wallner et al., 1999). Au total, ces travaux et
d’autres suggerent fortement que la TNC est probablement absente de vaisseaux sanguins
normaux et pendant I'angiogeneése normale. Toutefois, dans un contexte pathologique comme
dans les tumeurs la TNC est ré-exprimée principalement par les cellules tumorales et
périvasculaires mais non par les CE. Ainsi I’expression de la TNC autour des vaisseaux
sanguins pourrait étre classée comme un marqueur de stress vasculaire qui participerait a
déstabiliser les vaisseaux sanguins favorisant I’avancée de la maladie, puisque notre étude et

la littérature suggerent que la TNC est associée a une vascularisation aberrante.

2. Le contact direct de la TNC avec les CE altere I'angiogenése et implique la répression

de la voie de signalisation YAP

Nous avons démontré que l'interaction de la TNC avec les CE perturbait
I’angiogenese. Grace a nos modeles in vivo d’angiogenese physiologique rétinienne et ex vivo
de sprouting angiogénique a partir d’anneaux d’aorte thoracique, nous avons montré que
I’expression de la TNC réduisait la capacité des CE a former de nouveaux vaisseaux. Nous
avons observé des résultats similaires en utilisant un modele de co-culture 3D avec des CAF
ou en utilisant de la TNC purifiée dans un modele de tubulogenese sur matrigel. Enfin en
utilisant des modeles 2D et 3D de substrat matriciel nous avons montré que la TNC réprimait
la prolifération, la survie, I’adhésion et la migration des CE. Nous avons également observé
que la TNC réduisait 1’adhésion et la migration des péricytes. Ainsi I’expression de la TNC
pourrait altérer I’organisation des vaisseaux sanguins a l’intérieur de la tumeur. Cette
hypothese est appuyée par nos résultats dans notre modele d’insulinome spontané RT2 ou les
souris exprimant fortement la TNC présentent une perméabilité vasculaire plus forte (Saupe et
al., 2013). De plus plusieurs équipes ont pu montrer que la TNC affectait négativement
I’angiogenese dans d’autres modeles physiopathologiques ou in vitro. Alves et collaborateurs
ont décrit une réduction de la tubulogenese d’HUVEC pré-éduqués par un substrat contenant

de la TNC dans un essai de tubulogenese sur matrigel (Alves et al., 2011). Ballard et ses

18



collegues ont utilis€ un modele ou les CE sont étalées sur un substrat de TNC qui est
recouvert par un gel de collagene 1. Ils ont montré que les CE s’échappent d’avantage du
substrat de TNC et envahissent le gel de collagene, ce qui suggere que la TNC pourrait agir en
molécule répulsive pour les CE (Ballard et al., 2006) et donc orienter un guidage des cellules.
Cette idée se retrouve dans le travail d'Andreas Faissner qui a montré des effets répulsifs
similaires de la TNC sur les neurones et les cellules gliales (Faissner and Kruse, 1990;
Scholze et al., 1996). D’autres travaux montrent que l'expression de la TNC perturbe la
stabilité des vaisseaux sanguins dans un contexte de pathologie vasculaire comme dans la
dissection aortique (Trescher et al., 2013). Il est intéressant de voir que la TNC a été
également décrite pour augmenter la perméabilité des vaisseaux du tronc céphalique lors de la
régénération des tissus apres l€sions chez la souris (Peter et al., 2012). En outre Bicer et ses
collegues ont suggéré que la TNC serait associée a un défaut de la maturation des vaisseaux
sanguins en analysant une forte expression de la TNC au niveau des malformations artério-
veineuses cérébrales (Bicer et al., 2010). Kuriyama et ses collegues ont aussi montré que la
TNC non détectée dans le foie normal se retrouve ré-exprimée apres une ischémie induite, en
particulier autour des vaisseaux sanguins ce qui conduit a une faible re-vascularisation et plus
de nécrose (Kuriyama et al., 2011). Ces résultats et les notre suggerent fortement que la TNC
altere l'angiogenese. Ainsi la TNC participerait a une vascularisation inefficace dans les

tumeurs augmentant I’hypoxie, facteur crucial relié a I'agressivité de la tumeur (Jain, 2005).

J’ai pu montrer que la TNC réduisait fortement 1'adhésion, I’étalement et
polymérisation de l'actine en fibres de stress dans les CE, résultats déja connus dans d’autres
modeles cellulaires (Huang et al., 2001b; Saupe et al., 2013). Cependant I’impact en termes de
signalisation est peu connu. Récemment, la voie Hippo comprenant YAP/TAZ a été liée a la
régulation de la survie et la prolifération en réponse a l'adhésion cellulaire (Halder et al.,
2012). Cette voie de signalisation est régulée par la polymérisation de I’actine et mene a
I’expression de genes impliqués dans 1’angiogenese. En effet la voie de signalisation
YAP/TAZ est importante pour la survie et la migration des CE et est régulée par la géométrie
de la cellule (Dupont et al., 2011). Dans ce travail, j’ai montré qu’un substrat de TNC était
capable de réprimer I’activité de YAP/TAZ dans les CE ce qui abouti a la régulation négative
de genes cibles tels que CTGF et Cyr61. Ces genes sont connus pour favoriser I’angiogenese
physiologique et tumorale in vitro et in vivo (Brigstock, 2002; Leu et al., 2002; Maity et al.,
2014) et donc participeraient aux effets déléteres de la TNC sur les CE. L’inhibition de RhoA

(induisant la polymérisation de I’actine) (Lange et al., 200; Wenk et al., 2000) ou la
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surexpression par la TNC de I’inhibiteur de la voie YAP/TAZ, la protéine 14-3-3 Tau (Lapi et

al., 2008 ; Martin et al., 2003) pourraient aussi participer a expliquer comment la TNC

réprime cette voie.

3. La TNC favorise de facon paracrine 1I'angiogenese tumorale en orientant le sécrétome

des cellules tumorales et des CAF vers un sécrétome pro-angiogénique

Nous avons montré que le contact direct entre la TNC et les CE induisait une
répression des mécanismes de 1’angiogenese. Cependant ces résultats n’expliquent pas les
observations in vivo montrant que la TNC favorise la formation de vaisseaux sanguins dans
les tumeurs (Saupe et al., 2013). De facon intéressante, le niveau d’expression de la TNC est
corrélé avec le grade tumoral (Herold-Mende et al., 2002; Orend et al., 2005; Saupe et al.,
2013). En effet plus la tumeur est agressive plus I’expression de la TNC est importante. De
facon intéressante on retrouve ce pattern d’expression au niveau périvasculaire avec dans les
premiers stades de développement de la tumeur une absence d’expression, suivie dans les
hauts grades d’une forte expression. Cette caractéristique est particulierement évidente dans
les gliomes ce qui est corrélé avec un pronostic de survie aggravé pour les patients (Herold-
Mende et al., 2002; Midwood et al., 2011). Ainsi notre hypothese est que la TNC, qui pour
induire un phénotype d’une cellule doit directement interagir avec elle, ne peut affecter
négativement les vaisseaux que dans les stades les plus agressifs, c'est-a-dire quand la TNC
est exprimée et peut interférer avec les cellules périvasculaires et les CE. Cependant nous
avons montré que la TNC influencgait I’angiogenese des les premiers stades du développement
tumoral par interaction avec de nombreuses autres types cellulaires comme les cellules
tumorales ou les CAF (Hanahan and Weinberg, 2011; Kalluri and Zeisberg, 2006). Ici, nous
avons mis l'accent sur les cellules de GBM puisque celles-ci expriment de facon importante la
TNC et dont on retrouve sa forte expression dans ce type de tumeurs, en particulier autour des
vaisseaux sanguins (Herold-Mende et al., 2002; Midwood et al., 2011). Nous avons observé
que trois différentes lignées de cellules de glioblastome humain peuvent étre « éduquées » par
contact avec la TNC et déclencher la sécrétion de facteurs qui favorisent la survie, la
prolifération et la tubulogenese des CE. En effet nous avons montré que la TNC induit chez
des cellules de GBM un sécrétome qui stimule I’angiogenese, ceci a été observé en utilisant
une stratégie knock down pour la TNC dans ces mémes cellules ou en les mettant en contact

avec une matrice exprimant fortement la TNC. Les fibroblastes sont aussi connus pour étre
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une source importante de TNC dans les cancers (Kalluri et Zeisberg., 2006; O'Connell et al,
2011) et donc pourraient également étre « éduqués » par la TNC. Ainsi nous avons observé
que tout comme pour les cellules de GBM, le contact de fibroblastes avec de la TNC

conduisait un sécrétome pro-angiogénique.

Ainsi au contraire de son effet par contact direct avec les CE, la TNC induit de
maniere indirecte/paracrine un effet pro-angiogénique a travers la modulation du sécrétome
des cellules tumorales et des CAF. Un effet indirect potentiel de la TNC sur l'angiogenese
avait également été suggéré mais jamais caractérisé. En effet, Martina et ses collaborateurs
ont montré une augmentation des prolongements endothéliaux provenant de sphéroides
formées a partir ’HUVEC cultivées dans un gel de collagene, lorsqu’elles étaient en co-
culture avec des cellules sur-exprimant la TNC ensemencées au dessus du gel (Martina et al.,
2010). Sumioka et collaborateurs ont utilisé le test de néo-vascularisation cornéenne apres
blessure avec des souris TNC KO ou sauvages afin d’analyser I'effet de la TNC sur la
régénération vasculaire et tissulaire. Ils ont montré que 1’absence de TNC chez les souris
déficientes réduisait la formation de vaisseaux sanguins vers le site de la cicatrice. En effet, ils
ont démontré que la TNC favoriserait 1'expression de cytokines pro-angiogéniques telles que
le VEGFA et le TGFB1 par les fibroblastes présents au-dessous de 1'épithélium cornéen mais
non en contact avec les vaisseaux sanguins (Sumioka et al., 2011). Ces résultats suggerent que
les fibroblastes ou plus généralement d’autres types cellulaires peuvent étre éduqués par la
TNC afin qu’ils sécretent des facteurs pro-angiogéniques et puissent promouvoir
I’angiogenese. Tanaka et ses collegues ont utilisé un modele de xénogreffe de mélanome ou
les cellules tumorales ont été greffées en sous-cutané dans des souris sauvages ou KO pour la
TNC. IIs ont pu montrer que I’expression de la TNC par le stroma tumoral augmentait la
croissance tumorale et ont suggéré que la densité et la perfusion des vaisseaux sanguins
tumoraux étaient plus importantes (Tanaka et al., 2003). Cette observation est en accord avec
nos résultats montrant, pour la premiere fois et de fagon significative, que la perfusion des
vaisseaux tumoraux est réduite chez les souris RT2 n’exprimant pas la TNC tout comme leur
densité (Saupe et al., 2013; ce travail). Ces résultats suggerent que les cellules du stroma
peuvent, sous l’influence de la TNC, promouvoir I’angiogenese physiologique dans le cas
d’un phénomene de cicatrisation, de régénération tissulaire ou lors de I’angiogenese tumorale.
L’expression de la TNC par des cellules cancéreuses peut également jouer un rdle important
lors de la progression tumorale. Dans un modele de xénogreffe de neuroblastome, Pezzolo et

collaborateurs ont observé une augmentation de la densité vasculaire et de la croissance
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tumorale lorsque les cellules tumorales exprimaient la TNC en comparaison a des cellules
knock down pour la TNC (Pezzolo et al., 2011). Ces expériences et les notres démontrent que
la TNC qui dérive du stroma ou des cellules tumorales (au moins dans contexte de

neuroblastome, de gliome, de mélanome ou d’insulinome) régule 1'angiogenese tumorale.

Dans ce travail, nous avons utilisé de nombreux de modeles afin d’aborder les
différents versants qui caractérisent I'angiogenese. Au final, nous avons apporté de nouveaux
éléments démontrant que le role de la TNC dans I’angiogenese esr multiples voire
contradictoires. La TNC par contact direct avec les cellules composant les vaisseaux sanguins
affecteraient négativement leur organisation et leur survie alors que I’interaction de la TNC
avec d’autres types cellulaires dans la tumeur comme les cellules tumorales et les fibroblastes
induirait un sécrétome pro-angiogénique qui favoriserait 1’angiogenese. C’est pourquoi, nous
avons cherché a déterminer la composition moléculaire de ce sécrétome induit par la TNC et a
caractériser les effecteurs moléculaires. Pour ce faire, nous avons utilis€é une approche de
protéomique qui nous a révélé une forte abondance de molécules angio-modulatrices dans ce
sécrétome. En effet, par une technique de spectrométrie de masse (LC-MS/MS), nous avons
identifié pres de 685 molécules sécrétées significativement dérégulées en présence de TNC ou
non. Plus important encore, nous avons observé que les molécules ayant une fonction anti-
angiogénique étaient principalement retrouvées dans le sécrétome des cellules de GBM
cultivées dans un environnent pauvre en TNC. En effet nous avons identifié plusieurs
puissants inhibiteurs de 1’angiogenese dont I'angiotensinogene (Corvol et al., 2003; Vincent et
al., 2009), I’activateur tissulaire du plasminogene (Shim et al., 2005), la cytokine CXCL14
(Shellenberger et al., 2004) ou la molécule de la MEC, thrombospondine-1 (Lawler, 2002).
En outre, nous avons identifi€ une autre protéine LCNI1 qui de facon intéressante, est
completement réprimée par la TNC. De plus nous avons montré, pour la premiere fois, que
cette molécule était capable de réduire I’angiogenese in vitro. La LNCI est surexprimée dans
certaines pathologies comme la rétinopathie diabétique (Cs0Osz et al., 2012), la dégénérescence
maculaire liée a I'age (Yao et al., 2013), la fibrose kystique (Redl et al., 1998) ou dans la
maladie pulmonaire obstructive chronique (Wang et al., 2014). Néanmoins la LCN1 jouerait
un role anti-inflammatoire en particulier dans certaines pathologies pulmonaires (Nicolas et
al., 2010; Wang et al., 2014). Ainsi la TNC, connue pour promouvoir I’inflammation
(Chockalingam et al., 2013; Mancuso et al., 2006; Midwood et al., 2009;. Page et al, 2012;

Patel et al., 2011), pourrait réprimer 1’expression de molécules anti-inflammatoires comme la
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LCNI1 afin de favoriser la maintien d’un micro-environnement pro-inflammatoire propice au
développement du cancer.

A contrario les molécules ayant une fonction pro-angiogénique ont €té€ principalement
retrouvées dans les sécrétome des cellules « éduquées » par un environnement riche en TNC.
Ces résultats suggerent que la TNC est un puissant inducteur d’une signature pro-
angiogénique en particulier dans les cellules de GBM. Parmi les molécules présentes dans
cette signature, nous avons identifié la transglutaminase-2 (Haroon et al., 1999; Wang et al.,
2013b), la pléiotrophine (Papadimitriou et al., 2009;. Perez-Pinera et al., 2008) ou les
agonistes de la voie Wnt, Wnt7b (Mongiat et al., 2010) et Wnt5a/b (Masckauchén et al.,
2006), tous décrits comme inducteurs de 1’angiogenese. De facon intéressante, nous avons
également montré qu'un autre membre de la famille des lipocalines, la lipocaline-7 (LCN7 ou
tubulointerstitial nephritis antigen-like 1, TINAGL1) était la protéine la plus surexprimée par
la TNC et que celle-ci était une protéine récemment décrite comme nouveau angio-
modulateur. En effet, la LCN7 est exprimée dans les vaisseaux sanguins (Li et al., 2007) et le
groupe de Allan Albig a montré que sa surexpression promeut la tubulogenese, le sprouting
angiogénique, l'invasion et la survie des CE. Ils ont aussi démontré que la LCN7 favorisait
I’angiogenese physiologique in vivo dans le modele zebrafish (Brown et al., 2010). Ces
données et les notres concernant en particulier la LCN1 soulignent un role intéressant des
membres de la famille des lipocalines dans l'angiogenese avec des propriétés pro-
angiogéniques pour la LCN7 et potentiellement anti-angiogéniques pour LCNI, toutes les

deux régulées par la TNC.

Enfin, nous avons identifié un autre puissant facteur pro-angiogénique CXCL12 (Ho et
al., 2010; Kryczek et al., 2005; Orimo et al., 2005) qui est surexprimé par la TNC. Par
inhibition pharmacologique de son récepteur CXCR4 (AMD3100 ou Plerixafor de Sanofi
Aventis) nous avons validé que la TNC favorise de maniere paracrine l'angiogenese par cette
voie de signalisation. Dans l'avenir, il serait intéressant de déterminer si le ciblage de CXCR4
(ou d’une autre voie pro-angiogénique modulée par la TNC) et donc la neutralisation partielle
de I’effet pro-angiogénique de la TNC se confirme dans une étude pré-clinique chez la souris.
Ceci pourrait donc ouvrir la voie a une thérapie ciblant les effets déléteres de la TNC. De
facon intéressante une étude clinique en cours pour les gliomes de haut grade (numéro de
I'étude : NCTO01339039) associe a la fois, le ciblage de la voie CXCLI12/CXCR4 avec
I’inhibiteur que nous avons utilisé I’ AMD3100 (approuvé par la FDA, Lanza et al., 2015) et le
bloqueur de la voie du VEGFA, le bevacizumab (Vredenburgh et al., 2007) en plus des
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premieres lignes de traitement. Cette approche, aprés analyse rétrospective, pourrait nous
apporter des éléments probant quant a l’effet de la TNC dans ces tumeurs et s’avérer

supérieure au seul ciblage du VEGF, en particulier dans les MET riches en TNC.

CONCLUSION

Les résultats que j’ai pu obtenir lors de mon doctorat montrent que 1'interaction directe
des cellules vasculaires avec la TNC altere l'angiogenese par une répression de la
signalisation YAP. A l'inverse, le sécrétome des cellules tumorales cultivées sur une matrice
contenant de la TNC favorise 1'angiogenese faisant intervenir des acteurs comme certaines
lipocalines ou la cytokine CXCL12. Ce travail propose donc que la TNC régule de facon
différentielle 1'angiogenese a la fois par un effet anti-angiogénique direct par contact de la
TNC avec le compartiment vasculaire et par un effet pro-angiogénique indirect en modulant le
sécrétome de cellules tumorales et de fibroblastes associés au cancer. La TNC favoriserait des
lors deux mécanismes indépendants pro- et anti-angiogéniques en fonction du type cellulaire
avec lequel elle interagirait. Ces effets sembleraient donc coexister au cours de la progression
tumorale afin de contribuer a la formation d’un réseau vasculaire dense mais peu fonctionnel
favorisant I’agressivité du cancer. Ainsi cibler des molécules du sécrétome identifiées dans ce
travail dans les tumeurs présentant un MET riche en TNC se révélerait potentiellement
intéressant du point de vue d’une thérapie personnalisée meélant anti-angiogénique et
médicament(s) ciblé(s) contre le micro-environnement induit par la TNC, tout ceci afin

d’améliorer la prise en charge des patients.
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This thesis has provided results that have already been published in two manuscripts. In

addition my work contributed to four additional manuscripts that are in preparation.

o Manuscripts in preparation or submitted:

1.- Tristan Rupp1'4+, Benoit Langlois1'4+, Maria M Koczorowska ', Agata Radwanska®,
Thomas Hussenet'™, Christiane Arnold'™*, Elise Naudin', Oliver Schilling’”, Ellen Van
Obberghen-Schilling® and Gertraud Orend'™ *. Tenascin-C promotes tumor angiogenesis
through pro-angiogenic and anti-angiogenic effects involving CXCR4 and YAP

signaling. + equal contribution, * corresponding author

I organized, planed and did most of the experiments. In addition, the following people
contributed as indicated:

- Agata Radwanska (University Nice, ANR funded project Angiomatrix, G. Orend
coordinator) provided results from a HUVEC-bead sprouting assay

- Maria Koczorowska (University Freiburg, Germany) did the proteomic analysis of the
conditioned medium from U87MG cells

- Benoit Langlois did the retinal and aortic ring assays with me.

2.- Rupp T., Murdamoothoo D.M., Saupe F., Lefebvre O., Tannoo R.M., Langlois B.,
Hussenet T. and Orend G. Cerberus 1, a novel anti-angiogenic molecule, is regulated by

tenascin-C and modulates tumor progression. In preparation

In this study I organized planned and did most of the ongoing experiments. This work derived
from a gene expression profiling that was done on pancreatic islets derived from RT2 TNC wt
and TNC KO mice. A former PhD student, Falk Saupe and former postdoc Thomas Hussenet
identified that TNC upregulated Cerberus-1 (Cerl) in this model. TNC induced upregulation
of Cerl was validated by RT-qPCR. Cerl plays a role during embryogenic development
presumably by modulating activities of morphogens such as BMP, nodal and Wnt that Cerl
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inhibits. Cerl has not been described so far to play a role in angiogenesis. I addressed this
possibility. First, I showed that TNC regulates expression of Cerl in other tumor and stromal
cells. Moreover, by using recombinant Cerl protein I showed that Cerl interferes with
HUVEC matrigel tubulogenesis. A potential role of Cerl in tumor angiogenesis and a link to
TNC is currently further addressed by my colleagues in the laboratory, Selven Murdamoothoo

under my supervision.

3.- Zhen S.*, Schwenzer A.*, Rupp T. *, Ahowesso C., Klein A., Hussenet T., Lefebvre O.,
and Orend G. Tenascin-C downregulates Dickkopf-1 expression through impairment of

YAP/TAZ * co-authors, In preparation

This work is based on the results published in Saupe et al. (2013) (see below) where we
observed that TNC downregulates Dickkopf-1 (DKKI1) expression through impairment of
actin stress fiber formation by TNC in tumor and endothelial cells. Since DKKI1 is a direct
target of YAP signaling and YAP signaling depends on actin polymerization that is blocked
by TNC we wanted to know whether TNC potentially downregulates DKK1 through YAP.
Indeed, YAP translocation and transcriptional activity were blocked in tumor cells on a TNC
substratum. This correlated with downregulation of several YAP target genes including
DKKI1. By using expression constructs with dominant negative and constitutive active YAP
molecules, respectively we are currently addressing a potential functional link. I contributed
to this analysis by demonstrating that the subcellular localization of YAP is affected by TNC,
that TNC repress F actin formation and supervised in vitro experiments done by my colleague

Sun Zhen.

4.- Mammadova-Bach E., Rupp T., Hussenet T., Jivkov 1., M. Edwards, Klein A., Pisarsky L.,
Méchine-Neuville A., Cremel G., Kedinger M., De Wever O., Ambartsumian N., Robine S.,
Pencreach E., Guenot D., Goetz J., Simon-Assmann P., Orend G. and Lefebvre O. Laminin
ol orchestrates VEGFA signaling in the tumor ecosystem to promote colon cancer. /n

press
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Abstract: In human colorectal tumors LMal is the most highly expressed laminin isoform
suggestive of a role of LMal in tumorigenesis. We describe the laminin al chain (LMal) as
driver of cross talk between tumor and stromal cells promoting tumorigenesis. LMal
overexpression leads to increased colon tumor incidence, growth and angiogenesis. LMal
attracts carcinoma-associated-fibroblasts (CAF) and promotes CXCR4-dependent VEGFA

secretion, which in turn stimulates tumor cell survival, proliferation and angiogenesis.

I analyzed the effect of the conditioned medium that was derived from carcinoma associated
fibroblasts upon growth on laminin-111 on HUVEC tubulogenesis. Moreover, I used a VEGF
inhibitor to prove that the laminin-111 triggered pro-angiogenic effect was mediated by

VEGFA.
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T.} AngioMatrix, a signature of extracellular matrix components specific to the tumor
angiogenic switch, correlates with poor prognosis for human cancer patients. Oncotarget,

2014, 5: 10529-45. " co-authors, * co-corresponding authors.

This work was mainly performed by the postdocs Benoit Langlois and Thomas Hussenet. |
contributed by sampling tumor material, immunostaining and reviewing of the manuscript

text. I was also in charge of in vitro experiments expected for the review.

2.- Saupe F.*, Schwenzer A.*, Jia Y.*, Gasser L., Spenlé C., Langlois B., Kammerer M.,
Lefebvre O., Hlushchuk R., Rupp T., Marko M., van der Heyden M., Cremel G., Arnold C.,
Klein A., Simon-Assmann P., Djonov V., Neuville-Méchine A., Esposito I., Slotta-Huspenina
J., Janssen K.P., de Wever O., Christofori G., Hussenet T.* and Orend G.* Tenascin-C
promotes tumor angiogenesis and progression in a neuroendocrine tumor model by
downregulation of Wnt inhibitor Dickkopf. Cell Reports, 2013, 5: 482-92. * co-authors,

s co-corresponding authors.
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I was implicated in this study at the beginning of my thesis. I analyzed the tumor islets
isolated from wt mice, and mice lacking or overexpressing TNC by electron microscopy in
collaboration with Ruslan Hlushchuk. I participated with Isabelle Gasser to the injection and
analysis of DKK1 overexpressing cells into nude mice. I did the matrigel tubulogenesis assay

upon DKK1 addition and participated in the discussion.
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