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Etude du ciblage de la voie béta-adrénergique par le propranolol

dans le traitement des tumeurs vasculaires cutanées

Le propranolol est actuellement le traitement de premiére intention des hémangiomes
infantiles (HI), tumeurs vasculaires cutanées bénignes touchant 5 a 10% des nouveau-
nés. La découverte de I'efficacité du propranolol dans le traitement des HI par notre équipe
a ouvert une nouvelle voie thérapeutique pour les tumeurs vasculaires, en particulier les
angiosarcomes, qui sont des tumeurs malignes trés rares et de mauvais pronostic.
Cependant, les mécanismes d’action ainsi que les cibles moléculaires et cellulaires du
bétabloquant sont a ce jour loin d’étre complétement élucidés. Le repositionnement du
propranolol comme traitement anti-tumoral nécessite d'une part une meilleure
compréhension de ses mécanismes d’action et d’autre part 'identification de marqueurs
prédictifs de réponse. Le propranolol agit en se fixant sur les récepteurs béta-
adrénergiques, empéchant I'activation de la voie béta-adrénergique par les agonistes
naturels que sont les catécholamines. Il n’existe actuellement pas de modéles satisfaisant
d’HI ni d’angiosarcome pour I'étude de l'efficacité du propranolol, d’ou la nécessité de
mettre au point de nouveaux modéles d’étude. Ce travail de recherche s’inscrit dans cet
axe. Outre la compréhension des effets anti-tumoraux du propanolol, ces modéles doivent
permettre l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques. Dans un premier temps, un
modéle in vivo de glioblastome nous a permis d’identifier la protéine aquaporine 1 (AQP1)
comme cible du propranolol. L’étude de I'expression et de la localisation dAQP1 dans I'HI
a révélé un profil histopathologique unique de la protéine, fortement exprimée au niveau
périvasculaire, précisément par les télocytes, identifiés par microscopie électronique.
Dans un deuxiéme temps, nous avons développé un modéle in vitro d’'HI répondant a de
faibles doses de propranolol et avons testé 'effet de la drogue sur un paramétre clé du
développement des HI, 'angiogenése. Nous avons évalué I'importance fonctionnelle des
télocytes et testé AQP1 comme cible dans ce modéle. Les résultats ont mis en évidence
le rOle clé des télocytes et dAQP1 dans la réponse anti-tumorale au propranolol dans I'HI.
Ce modele a également permis I'étude de I'impact de la noradrénaline et a révélé un réle
important de cette catécholamine dans la tubulogenése de I'HI et dans sa réponse au
propranolol. Nous avons également montré une quantité élevée de noradrénaline et des
enzymes de synthése des catécholamines dans les HI. Enfin, nous avons testé les effets
du propranolol sur la migration, l'interaction cellule-cellule ainsi que sur la formation de
sphéroides de lignées humaines d’angiosarcome. Grace a I'établissement de ces modéles
d’étude 2D et 3D, nous avons mis en évidence un effet inhibiteur du bétabloquant a faible
dose sur la migration et lI'invasion des cellules tumorales d’angiosarcome et nous avons
pu investiguer le réle du récepteur béta-2 adrénergique et d’AQP1 dans cet effet.
L’ensemble de ces résultats permettent de mieux comprendre I'activité anti-tumorale du
propranolol et de mieux appréhender d’éventuels nouveaux essais précliniques et
cliniques.

Mots clés : Propranolol, Angiogenése, Aquaporine 1, Catécholamines, Dermatologie
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Targeting of the beta-adrenergic pathway with propranolol in
cutaneous vascular tumors

Propranolol is currently the first-line treatment for severe infantile hemangioma (IH), which
is the most frequent tumor of infancy, affecting 5-10% of newborns. Neither the molecular
mechanism of action of propranolol nor the cellular and molecular targets of the drug has
been identified with a strong proof of concept. Propranolol is a non-selective beta-
adrenergic receptors inhibitor that antagonizes the effect of catecholamines, and thus,
prevents the activation of beta-adrenergic pathway. The serendipitous discovery of the
propranolol efficiency in IH treatment by our team has opened up a new therapeutic
strategy for the treatment of other vascular tumors, in particular angiosarcomas, which are
rare malignant tumors with a poor prognosis. The repositioning of propranolol requires a
better understanding of the antitumor mechanism of action of this betablocker as well as
the identification of new predictive markers of response. There are currently no satisfactory
models of HI or angiosarcoma for studying the efficacy of propranolol. Therefore, there is
a need to develop new models for a better understanding of the antitumor effects of
propranolol to, ultimately, identify new therapeutic targets. First, we showed that
propranolol antitumor activity was associated with alteration of Aquaporin 1 (AQP1), a
water and ion channel involved in tumor cell migration, invasion and angiogenesis.
Immunofluorescence staining revealed a unique histological profile of AQP1 in IH, which
is highly expressed in the perivascular space by stromal cells named telocytes that we
recently identified in IH. We developed an IH in vitro model using lesional patient-derived
cells to investigate the role of telocytes in the antiangiogenic effect of propranolol in IH, the
impact of noradrenaline and to test AQP1 as a target of the beta blockade response. This
3D model showed an involvement of noradrenaline in IH tubulogenic properties and
revealed a critical role of AQP1 and telocytes in the antitumor response of propranolol.
Moreover, we showed high levels of noradrenaline and catecholamines synthesis
enzymes in IH. Finally, we studied the effects of propranolol in 2D and 3D in vitro models
using human angiosarcoma cell lines and showed an inhibitory effect of low doses of this
betablocker on the migration, cell-cell interactions and invasion of the human
angiosarcoma tumor cell lines. Then we investigated the role of the beta-2 adrenergic
receptor and AQP1 in this effect.

All together, these results provide a better understanding of the antitumor activity of
propranolol and a pave the way for new preclinical and clinical trials.

Keywords: Propranolol, Angiogenesis, Aquaporin 1, Catecholamines, Dermatology
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INTRODUCTION

Avant-propos

Dans le champ des anomalies vasculaires, on distingue deux grands groupes : les
malformations vasculaires causées par une altération de la structure des vaisseaux et
les tumeurs vasculaires associées a une prolifération anormale des cellules situées
sur la paroi interne des vaisseaux. Elles ont été classifiées par '|SSVA (International
Society for the Study of Vascular Anomalies, classification révisée en 2018). Ce projet
de recherche s’intéresse aux tumeurs vasculaires, qui comprennent les formes
bénignes telles que les hémangiomes infantiles et les hémangiomes congénitaux, et
les tumeurs vasculaires malignes telles que les angiosarcomes. Le travail
expérimental réalisé au cours de cette thése porte sur la physiopathologie de la
signalisation béta-adrénergique, et particulierement sur I'étude du ciblage de cette voie
par un bétabloquant, le propranolol, dans le traitement de deux tumeurs vasculaires

cutanées : I’'hémangiome infantile et 'angiosarcome.
Contexte de I’étude et objectifs des travaux

La découverte fortuite en 2008 de l'efficacité du propranolol dans le traitement des
hémangiomes infantiles (HI) par le docteur Christine Léauté-Labréze, dermatologue
au sein du CHU de Bordeaux, a ouvert le champ d’une nouvelle voie thérapeutique
pour d’autres tumeurs a composante vasculaire, en particulier les angiosarcomes.
L’angiosarcome est une tumeur vasculaire maligne d’origine endothéliale qui se
développe principalement au niveau cutané. C’est une tumeur particulierement
agressive et son faible taux d’'incidence rend difficile le développement de nouvelles
thérapies efficaces. Elle est associée a un mauvais pronostic et il n’existe actuellement
aucun consensus sur le traitement optimal de ce cancer qui résiste a la chirurgie et
aux chimiothérapies. Les mécanismes d’action qui sous-tendent les effets anti-
tumoraux observés aprés traitement au propranolol a la fois en clinique pour les HI et
les angiosarcomes et dans les études in vitro ne sont pas entiérement élucidés. Or, il

est nécessaire de mieux comprendre ses mécanismes d’action, a la fois pour identifier
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de nouveaux marqueurs prédictifs de réponse et pour pouvoir le proposer dans un
schéma thérapeutique pour le traitement d’autres tumeurs vasculaires, notamment les
plus agressives.

La voie béta-adrénergique régule plusieurs processus cellulaires impliqués dans
Iinitiation et la progression tumorales’. Dans I'HI, les récepteurs béta-adrénergiques
(ADRB) sont exprimés par différents types cellulaires, les cibles du propranolol dans
cette tumeur peuvent donc étre multiples2. Les travaux de I'équipe ont permis d’une
part d’identifier un nouveau type de cellules interstitielles CD34*/PDGFR-a* dans le
microenvironnement de I'HI, les télocytes. D’autre part, des souris immunodéficiences
ont été xénogreffées, en sous cutané, avec la lignée de glioblastome U87-MG contrdle
ou invalidée par shARN pour le récepteur ADRB2 puis traitées par le propranolol. Une
étude protéomique réalisée sur les tumeurs induites a permis d’identifier la protéine
aquaporine 1 (AQP1) comme cible du propranolol. La surexpression et I'implication
d’AQP1 dans des processus tumoraux tels que la migration ou I'angiogenése sont
associées a un mauvais pronostic dans plusieurs cancers. Une étude de sur- et de
sous-expression d’AQP1 dans ce modéle murin a confirmé le role d’AQP1 dans la
croissance tumorale et la réponse au propranolol. De maniere surprenante, I'analyse
par immunofluorescence d’AQP1 dans I'HI a révélé une localisation histopathologique
de la protéine, qui est présente au niveau des télocytes périvasculaires et
anormalement absente au niveau des cellules endothéliales.

Les catécholamines, agonistes endogenes des récepteurs ADRB, peuvent étre
sécrétées et ainsi participer a la modulation de I'angiogenése tumorale3. Nous avons
postulé qu’il pouvait exister une implication des catécholamines dans la
physiopathologie de I'HI et la réponse au propranolol.

Les angiosarcomes expriment également les récepteurs ADRB, suggérant un possible
effet thérapeutique du propranolol dans ces tumeurs.

L’introduction, structurée en 5 chapitres, présente successivement la morphogenése
vasculaire, les catécholamines et la voie béta-adrénergique, les deux pathologies
étudiées, 'hnémangiome infantile et 'angiosarcome, et enfin les aquaporines et leur
réle dans la tumorigenése, afin de situer le contexte scientifique et les objectifs de ce

travail de recherche.
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1. MORPHOGENESE VASCULAIRE

Les vaisseaux sanguins forment un réseau vasculaire régulier et organisé selon une
hiérarchie qui inclut les artéres, les artérioles, les capillaires, les veinules post-
capillaires ainsi que des petites et larges veines. La formation de néovaisseaux se
déroule au cours du développement embryonnaire mais aussi chez I'adulte. C’est un
processus complexe qui a lieu a la fois en conditions physiologiques et pathologiques
et qui nécessite une fine régulation de I'équilibre des facteurs pro- et anti-
angiogeéniques. L’endothélium contréle plusieurs fonctions vasculaires telles que le
tonus vasculaire, la permeéabilité vasculaire et 'angiogenése.

Sont détaillés ci-dessous les deux mécanismes qui supportent la formation des

vaisseaux : la vasculogenése et 'angiogenése.

1.1. VASCULOGENESE

La vasculogenése embryonnaire désigne le processus de formation du premier réseau
vasculaire primitif. Ce processus a lieu lors de la gastrulation embryonnaire et est initié
par la différenciation de progéniteurs endothéliaux, les hémangioblastes, pour donner
naissance a un réseau vasculaire primitif*. Les hémangioblastes dérivent du
mésoderme de I'embryon et forment des agrégats appelés ilots sanguins. Ces ilots
sanguins migrent puis se différencient. Les cellules situées a l'intérieur des flots se
différencient en cellules hématopoiétiques, tandis que les cellules situées en
périphérie, appelées angioblastes, se différencient en cellules endothéliales® (Figure
1). La différenciation du mésoderme en angioblastes puis en cellules endothéliales est
a l'origine de la formation de vaisseaux sanguins primitifs in situ. Les angioblastes
précoces sont définis par I'expression de marqueurs endothéliaux tels que PECAM-1
(molécule d’adhésion endothéliale plaquettaire-1 ou CD31), de marqueurs de cellules
souches tels que CD34, des récepteurs au VEGF (VEGFR-1 et VEGFR-2) et de
molécules d’adhésion cellulaire telle que VE-cadhérine 2°.

Le bFGF, le VEGF et ses récepteurs sont nécessaires a la vasculogenése. VEGFR-2
exprimé a la surface des angioblastes initie leur différenciation en cellules
endothéliales via I'action paracrine du VEGF produit par 'endoderme®. Le VEGF est
également nécessaire au maintien de la différenciation et de la survie des angioblastes
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car la délétion d’'une copie de son géne entraine la mort in utero de la souris associée
a une formation anormale de vaisseaux®.

D’autres facteurs comme la fibronectine et son récepteur a51 ont un réle déterminant
dans la vasculogenése au point que leur délétion induit aussi une altération vasculaire

létale précoce®.

A Vasculogenése Formation du mésoderme

l

Q30 Hémangioblastes

%’g Formation d'flots sanguins

l

Cellules hématopoiétiques .. ?— Cellules endothéliales
o

l

Plexus primaires de capillaires

l

G \/aisseau sanguin
B Angiogenése l

Vaisseau préexistant Vaisseau préexistant

Nouveaux vaisseaux

Figure 1 : Genése du systéme vasculaire. (A) Au cours du développement embryonnaire, les cellules
du mésoderme se différencient en hémangioblastes qui induisent la formation d’agrégats appelés filots
sanguins primitifs. Les cellules situées en périphérie de ces Tlots se différencient en angioblastes, qui sont
les précurseurs des cellules endothéliales. La migration des cellules endothéliales permet la fusion des
flots sanguins et la formation vasculogénique de plexus primaires de capillaires, dont le remodelage
conduit a la formation de vaisseaux plus larges. (B) L'angiogenése permet la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants. D’aprés Lamalice, 20073,
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Des études suggerent que la vasculogenése n’est pas restreinte au développement
embryonnaire et peut également survenir chez I'adulte. Dans le sang et la moelle
osseuse, la présence de précurseurs endothéliaux appelés EPC (endothélial
progenitor cells) similaires aux angioblastes embryonnaires, qui peuvent étre recrutés
sur les sites de néovascularisation, a été détectée’. Ces précurseurs possédent des
propriétés de cellules endothéliales car ils expriment les marqueurs endothéliaux
classiques, dont VEGFR-2, Tie-1, Tie-2, CD34 et VE-cadhérine’. En réponse a des
stimuli tels qu’une diminution de I'oxygénation dans un tissu ischémié, les EPC qui
résident dans la moelle osseuse peuvent étre mobilisées dans la circulation et
coloniser les sites de formation de nouveaux vaisseaux sanguins pour permettre une
meilleure reperfusion du tissu. Enfin, la vasculogenése médiée par les EPC a un role
dans le développement tumoral et 'essaimage métastatique. Les EPC peuvent étre
recrutées au niveau des sites tumoraux en réponse a des facteurs sécrétés par les
cellules tumorales tels que le VEGF et le SDF-1a (stromal cell-derived factor-1a),
supportant ainsi la formation de néovaisseaux®. Le ciblage des EPC dans le
développement de molécules anti-vasculaires pour le traitement de cancers présente

ainsi un potentiel bénéfice thérapeutique.

1.2. ANGIOGENESE

L’angiogenese est un processus de néovascularisation qui prend naissance a partir
d’'un réseau vasculaire préexistant. Elle est impliquée dans de nombreux processus
physiologiques indispensables tels que la cicatrisation et la reproduction, mais
intervient aussi dans de nombreux contextes pathologiques comme I’'hémangiome et

le cancer.

1.21. Angiogenése physiologique

L’angiogenése est le processus par lequel de nouveaux vaisseaux se développent a
partir de vaisseaux sanguins préexistants. Elle requiert plusieurs mécanismes, incluant
la dégradation de la membrane basale, la migration des cellules endothéliales et la

tubulogenése, suivi du recrutement de cellules périvasculaires®. Plus précisément, au
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cours du bourgeonnement ou « sprouting », quelques cellules endothéliales sont
activées, ce qui induit la libération de métalloprotéases (MMP) qui dégradent la
membrane basale et la matrice extracellulaire environnante. Les cellules endothéliales
entament une migration orientée, suivie d’'une étape de prolifération puis d’'une

différenciation en structures capillaires matures et quiescentes (Figure 2).

1-Initiation 2-Activation d'une cellule-pionniére  3-Migration et prolifération
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4- Fusion 5- Recrutement des péricytes 6- Maturation et quiescence
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£ péricyl: B Colule endothdliale quicscente [ Cellule-pionniére [ Cellule-tige

PDGE

Figure 2 : Les différentes étapes de I'angiogenése. L'angiogenése normale comprend deux phases
principales : une phase d’activation (1-4) et une phase de maturation (5 et 6). La phase d’activation est
initiée suite a une hypoxie locale qui génére un gradient de VEGF (tache rouge) (1). Ce gradient induit
le détachement des péricytes puis la migration d’'une cellule pionniére, ou cellule front, sélectionnée en
direction de la source de VEGF en émettant des filopodes (2-3). Les cellules tiges proliférent en suivant
la cellule pionniére et allongent ainsi le bourgeonnement (3). La rencontre de deux cellules pionniéres
conduit a la fusion de deux bourgeonnements puis a la formation d’'un nouveau vaisseau (4) qui permet
la circulation sanguine et 'oxygénation du tissu. Les cellules endothéliales sécrétent des facteurs de
maturation qui stimulent le recrutement des péricytes et le dépdt d’'une matrice extracellulaire (5). Les
péricytes recrutés recouvrent et stabilisent le nouveau vaisseau, qui entre en quiescence (6). D’apres
Feige, 2010°.
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L’angiogenése intervient entre autres dans la réparation tissulaire et dans la fonction

reproductive chez I'adulte. En condition normale, I'angiogenése résulte d’'un équilibre

entre les facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques et est régulée par deux

principales voies de signalisation :

Voie du VEGF : le VEGF-A ou VEGF a unréle clé dans I'angiogenése. |l module
la migration des cellules endothéliales pour I'expansion et I'architecture du
réseau vasculaire. La famille des glycoprotéines VEGF inclut VEGF-A, VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ainsi que les facteurs de croissance placentaires
(PIGF). lIs représentent les principaux facteurs impliqués dans I'angiogenése
normale’. Les protéines VEGF se fixent avec différentes affinités sur les
récepteurs a activité tyrosine kinase VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1/KDR) et
VEGFR-3 (Flt-4). VEGF-A interagit avec une forte affinité avec les récepteurs
VEGFR-1 et VEGFR-2. La fixation de VEGF-A sur VEGFR-2 stimule
'angiogenése. VEGF-C et VEGF-D se lient préférentiellement au VEGFR-3
pour réguler le développement du systéme lymphatique'". La fixation de VEGF-
A sur VEGFR-2 stimule la prolifération, la migration et la survie des cellules
endothéliales’®. La signalisation médiée par VEGFR-2 joue ainsi un réle
important dans les réponses pro-angiogéniques du VEGF-A. VEGFR-1,
récepteur a faible activité kinase, est exprimé par les cellules endothéliales et
non endothéliales. Il assure un réle anti-angiogénique en exergant une fonction
de « piege » de VEGF-A. Cet effet est lié a une forte affinité de VEGFR-1 pour
VEGF-A par rapport au récepteur VEGFR-2. La perte du géne codant VEGFR-
1 entraine une létalité embryonnaire associée a une forte croissance vasculaire,
résultat de la prolifération accrue des cellules endothélialess. Cela suggére un
rble de modulation négative de VEGF-A par VEGFR-1 au cours du

développement.

Voie des angiopoietines : Il existe quatre angiopoietines, codées par les génes
ANGPT1, ANGPT2, ANGPT3, ANGPT4. L’angiopoietine-1 (Ang-1) et
'angiopoietine-2 (Ang-2) sont particulierement importantes dans la régulation

de I'angiogenése. Elles se fixent aux récepteurs tyrosine kinase Tie, avec Tie-

24



2 comme récepteur primaire'. Tie-2 est constitutivement exprimé par les
cellules endothéliales, mais aussi par les cellules hématopoiétiques. L’Ang-1
est produite par les cellules périvasculaires (péricytes et cellules musculaires
lisses). Sa fixation sur Tie-2 permet la stabilisation des vaisseaux en
augmentant la survie des cellules endothéliales, leur maintien dans un
phénotype de quiescence et en favorisant les jonctions serrées entre les
cellules endothéliales et les cellules périvasculaires’™. L’Ang-2 a initialement été
identifiée comme facteur anti-angiogénique en exergant un réle d’antagoniste
naturel du récepteur Tie-2, sur lequel elle se fixe avec la méme affinité que
I’Ang-1'5. Cependant, son role dans I'angiogenése est plus complexe et dépend
du contexte. L’Ang-2 est produite par les cellules endothéliales. En excés et en
présence de VEGF, sa liaison sur Tie-2 antagonise les effets de 'Ang-1 en
favorisant la déstabilisation capillaire par augmentation de la plasticité, de la
migration et de la prolifération des cellules endothéliales, ce qui conduit a un
remodelage vasculaire'3.

En résumé, I'état quiescent de la cellule endothéliale dépend du récepteur Tie-
2, du rapport de concentration entre I'agoniste (Ang-1) et 'antagoniste (Ang-2)

et de la présence de VEGF.

1.2.2. Angiogenése tumorale

L’angiogenese pathologique peut survenir dans plusieurs contextes tels que le cancer,
les maladies cardiovasculaires ischémiques, la cicatrisation ou [inflammation.
L’angiogenése est une étape critique dans la croissance et le développement des
tumeurs. Les tumeurs solides ne peuvent croitre au-dela de 2-3 mm?2 sans un support
vasculaire qui permet, en outre, la création d’'un passage pour la dissémination de la
tumeur. Des anomalies génétiques telles que des mutations de p53, Ras ou VHL (von
Hippel-Lindau) entrainent I'apparition de contextes pro-angiogéniques anormaux, qui
se manifestent par une trés forte sécrétion de facteurs de croissance pro-
angiogéniques stimulant une formation chaotique de vaisseaux immatures.

Au sein de la tumeur, la régulation équilibrée des facteurs pro- et anti-angiogéniques

est aussi perdue, donnant lieu a une formation accrue et anormale de néovaisseaux
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caractérisés par un défaut de structure et de fonction (perméabilité accrue)®'®. La
formation d’un nouveau capillaire sanguin a partir d’'un vaisseau sanguin préexistant
est déclenchée par la mise en place d’'un gradient de facteurs pro-angiogéniques tels
que VEGF. En effet, au-dela de quelques millimétres cube, le centre de la tumeur
devient hypoxique. Cette hypoxie locale induit la sécrétion de VEGF par les cellules
tumorales, qui stimule la croissance des cellules endothéliales (Figure 2). Certaines
cellules tumorales acquiérent une surexpression constitutive de VEGF.

Les thérapies anti-tumorales actuelles visent a inhiber la croissance et la progression
des tumeurs malignes en ciblant le microenvironnement, support de leur croissance.
La recherche de nouvelles molécules anti-angiogéniques reste une voie de choix pour

développer de nouvelles thérapies ciblées.
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2. CATHECOLAMINES ET VOIE BETA-ADRENERGIQUE

21. CATECHOLAMINES

21.1. Physiologie des catécholamines

La noradrénaline, l'adrénaline et la dopamine sont les trois catécholamines
physiologiques. Ce sont des neurotransmetteurs endogénes et hormonaux
monoaminés qui sont a 'origine de diverses réponses physiologiques et métaboliques
avec un réle important dans la transmission de I'information dans le cerveau'. En
effet, un déséquilibre dans leur concentration peut entrainer des maladies
neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson'. Les catécholamines
interagissent avec les récepteurs alpha et béta-adrénergiques dans plusieurs tissus
tels que le systéme nerveux central, le cceur et les poumons. La noradrénaline
(norépinephrine) et I'adrénaline (épinéphrine) sont les agonistes naturels des
récepteurs alpha- et béta-adrénergiques. La dopamine est le ligand endogéne de deux
types de récepteurs spécifiques : la fixation sur le récepteur D1 augmente 'AMPc

intracellulaire tandis que la fixation sur le récepteur D2 inhibe 'AMPc intracellulaire.

CHy
NH; NH, HN

Dopamine Noradrénaline Adrénaline

Figure 3 : Structure des catécholamines avec leur noyau catéchol.
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21.2. Synthése des catécholamines

Les catécholamines sont sécrétées dans le systéme nerveux central, en périphérie au
niveau des terminaisons nerveuses des fibres sympathiques ainsi que par les cellules
chromaffines des glandes surrénales, les cellules intestinales et les lymphocytes'”.
Les catécholamines sont synthétisées a partir d’'un acide aminé précurseur, la L-
tyrosine et possedent de ce fait des structures chimiques similaires (Figure 3).
L’alimentation ainsi que I'’hydroxylation de la phénylalanine dans le foie sont les deux
principales sources de L-tyrosine pour I'organisme. La synthése comprend quatre
réactions enzymatiques successives, chacune des réactions nécessitant une enzyme

et un cofacteur spécifiques’® (Figure 4) :

- La tyrosine hydroxylase (TH) soluble et cytoplasmique convertit la L-tyrosine a
son entrée dans la cellule chromaffine surrénale ou dans les terminaisons
nerveuses catécholaminergiques cérébrales en dihydroxyphénylalanine
(DOPA). L’activité de la TH dépend de la disponibilité du cofacteur
tétrahydrobioptérine (BH4), qui a donc un rdle important dans la régulation de
la synthése des catécholamines.

- L’acide L-aminé aromatique décarboxylase ou DOPA décarboxylase (AAAD ou
DDC), dont I'activité dépend du niveau de son cofacteur pyridoxal phosphate,
convertit la L-DOPA en dopamine.

- La dopamine B-hydroxylase (DBH), enzyme dépendante de I'acide ascorbique,
convertit la dopamine, qui passe du cytoplasme dans les vésicules de stockage,
en noradrénaline.

- La phényléthanolamine N-méthyltransférase (PNMT) inductible par les
glucocorticoides utilise le cofacteur S-adénosyl-méthionine pour convertir la

noradrénaline en adrénaline.
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Figure 4 : Voie de biosynthése des catécholamines. D’aprés Kvetnansky, 200919

21.3. Dégradation des catécholamines

La dégradation des catécholamines se fait par voie métabolique. Elles sont
métabolisées en métabolites inactifs par le biais des enzymes catéchol-O-
méthyltransférase (COMT) qui catalysent la méthylation des catécholamines et
monoamine oxydase (MAO) qui catalysent leur désamination oxydative'. Les
métabolites inactifs obtenus sont les métanéphrines conjuguées a I'acide glucuronique
ainsi que les acides vanylmandélique (VMA), homovanillique (HVA) et alcools MHPG

qui sont normalement éliminés dans les urines (Figure 5).
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Figure 5 : Les principales voies du métabolisme des catécholamines. D'aprés Kvetnansky, 2009'°.

2.2. VOIE DE SIGNALISATION BETA-ADRENERGIQUE

2.21. Physiologie de la voie béta-adrénergique

Les fibres du systéme nerveux central (SNC) innervent tous les organes et sécrétent
la noradrénaline (de I'ordre du micro molaire) dans les tissus cibles en réponse a une
modulation physiologique, psychologique ou environnementale de 'homéostasie. La
concentration des catécholamines dans la circulation sanguine n’est pas continue.
Leur sécrétion/dégradation peut varier suite a une activation aigué du SNC, un stress
chronique ou suite a des processus de régulation locaux du systéme nerveux
sympathique. Cela induit une fluctuation des quantités de catécholamines, dont la
concentration peut varier entre les tissus solides, la circulation sanguine et les tissus
environnants (jusqu’a dix fois plus par rapport au niveau basal et en quelques
secondes)’. La fixation de la noradrénaline et de I'adrénaline sur les récepteurs béta-
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adrénergiques active la protéine Gas qui stimule la synthése d’AMPc par I'adénylate

cyclase. Le flux d’AMPc transitoire régule plusieurs processus cellulaires via deux

systémes de signalisation effecteurs en aval (Figure 9) :

Voie de la PKA : I'activation de la PKA par TAMPc permet la phosphorylation de
protéines cibles sur des résidus sérine ou thréonine. La modulation de ces
protéines cibles passe par la phosphorylation et I'activation par la PKA des
facteurs de transcription CREB/ATF et de la kinase BARK. Cette derniere active
la B-arrestine, qui inhibe la signalisation béta-adrénergique par désensibilisation
transitoire des récepteurs béta-adrénergiques et active la voie Src/Ras/MAPK,
le facteur de transcription STAT3 et la kinase d’adhésion focale FAK?°, La voie
de la PKA module I'expression de cytokines et facteurs de croissance impliqués
dans des processus cellulaires normaux (métabolisme, croissance,
différenciation et migration cellulaires) et tumoraux (inflammation, angiogenése

et invasion)?".

Voie de 'EPAC : la protéine EPAC (Exchange Protein Directly Activated by
cAMP Type) active la tri-phosphatase Rap1A qui stimule a son tour les
effecteurs de la signalisation B-Raf/MAPK qui modulent des processus
cellulaires via les facteurs de transcription AP-1 et Ets. La voie de 'EPAC régule
notamment la morphologie, la motilité et les dynamiques de sécrétion

cellulaire?2.

22.2. Récepteurs de la voie béta-adrénergique

Il existe deux familles de récepteurs adrénergiques : les récepteurs alpha1-, alpha2-
et les récepteurs béta-1, béta-2 et béta-3-adrénergiques (ADRB1, ADRB2, ADRB3).

Ces récepteurs se distinguent par leur structure, leur prédominance d’expression et

leur distribution dans les tissus, les voies biochimiques activées ainsi que par leur

préférence d’agonistes. Les récepteurs ADRB sont des récepteurs couplés a la

protéine G a sept domaines transmembranaires divisés en trois boucles. lls possédent
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une extrémité N-terminale extracellulaire et une extrémité C-terminale intracellulaire?3
(Figure 6).

Glycosylation

Agonist Binding

Sequestration

A EXTRACELLULAR SURFACE

Sg=~s~coa"3go0

FEQEDVNT @R OB
5‘ ﬁAﬁK hu LEid el @ Qe T v G e @V ,.
J;é wtl..bs..runcq_.n"
Figure 6 : Structure du récepteur béta-2 adrénergique. D’aprés Liggett, 200223,

Les récepteurs ADRB1 sont principalement localisés dans le coeur, au niveau de la
fente synaptique, et sont stimulés par la noradrénaline. Les récepteurs ADRB2 sont
quant a eux présents dans le cceur mais aussi dans le muscle lisse des vaisseaux
périphériques et des bronches ou ils exercent un effet vaso- ou broncho-dilatateur. lls
sont aussi présents dans la région présynaptique ou ils facilitent la sécrétion de
noradrénaline. Localisés loin des terminaisons nerveuses adrénergiques, ils sont ainsi
stimulés par la noradrénaline circulante. Les récepteurs ADRB3 sont principalement
localisés dans le tissu adipeux ou leur stimulation induit la lipolyse (Figure 7). La
noradrénaline est plus affine pour les ADRB1 tandis que I'adrénaline possede la méme
affinité pour les deux types de récepteurs (ADRB1 et ADRB2).

Plusieurs facteurs (age, hormones, contexte pathologique) peuvent moduler I'état
physiologique des récepteurs ADRB. lIs sont exprimés dans divers types cellulaires
dont les cellules de la peau, les cellules de I'endothélium et les mastocytes?*. Le
récepteur ADRB2 est le plus exprimé dans les vaisseaux et son activation module la
libération d’oxyde nitrique, qui conduit a la dilatation des vaisseaux. Les récepteurs
ADRB ont été a l'origine identifiés comme régulateur clé de la contractilité cardiaque

et de la relaxation des muscles squelettiques. Aujourd’hui, il leur est associé un role
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important de senseur de surface cellulaire des catécholamines qui régulent plusieurs
processus cellulaires essentiels pour I'angiogenése comme la prolifération cellulaire,

la migration ou I'apoptose.
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Figure 7 : Voie canonique de signalisation des récepteurs béta-adrénergiques.

2.2.3. Voie béta-adrénergique et cancer

2.2.3.1. Implication des catécholamines et de la voie béta-

adrénergique dans la tumorigenése

Des observations épidémiologiques ont montré un lien entre le stress di aux facteurs
psychosociaux et I'accélération de la progression de cancers?®. Les agonistes de la
voie béta-adrénergique accélerent la progression tumorale/métastase dans des
modéles de cancers du sein et de l'ovaire?®?’. La signalisation béta-adrénergique
régule plusieurs processus tels que linflammation, I'angiogenése, I'apoptose, la
migration et la transition épithélio-mésenchymateuse qui participent a l'initiation et la
progression de cancers.

Les récepteurs ADRB1, ADRB2 et ADRB3 sont exprimés dans une large variété de
tissus, y compris vasculaires, ainsi que dans les tumeurs, en particulier les tumeurs du

pancréas, poumons, ovaires et le mélanome?®. Les catécholamines sont des
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régulateurs importants de I'angiogenése tumorale. La noradrénaline et 'adrénaline en
se fixant aux récepteurs ADRB dans les carcinomes de I'ovaire et du nasopharynx
humains stimulent la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques tels que VEGF, MMP-
2 et MMP-9, le VEGF se fixant sur les récepteurs VEGFR-2 a la surface des cellules
endothéliales tumorales?’2%30, La noradrénaline peut également se fixer sur les
récepteurs présents a la surface des macrophages associés aux tumeurs (TAM) et
stimuler la production de MMP-9, favorisant ainsi 'angiogenése tumorale3'.

La signalisation béta-adrénergique tumorale est régulée par le systeme nerveux
sympathique via la sécrétion de noradrénaline et/ou d’adrénaline circulantes mais
surtout via la noradrénaline synthétisée localement par les fibres nerveuses. Dans le
carcinome de l'ovaire, la concentration de noradrénaline sécrétée localement est plus
élevée dans le tissu tumoral que dans la circulation sanguine®2. Une autre voie de
signalisation, qui conduit a la néovascularisation dans le cancer de I'ovaire, implique
la régulation par la noradrénaline de I'expression de la molécule pro-angiogénique

interleukine-6 (IL-6), aprés sa phosphorylation par la kinase Src33 (Figure 8).

Ovarian
tumor cell CE

Y

3>
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Figure 8 : Schéma représentant la voie de signalisation induite par la noradrénaline dans les
cellules de carcinome de I'ovaire. NE : norépinephrine = noradrénaline. D’aprés Chakroborty,
20093.

Des études ont montré un effet inhibiteur de la dopamine, via son récepteur D2, sur
'angiogenése tumorale induite par le VEGF dans les cellules endothéliales et les

progéniteurs endothéliaux dans les cancers3435.
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Les catécholamines pourraient ainsi agir comme un « switch » angiogénique dans le
microenvironnement tumoral : la noradrénaline en activant les récepteurs ADRB2
stimule 'angiogenése tumorale alors que I'action de la dopamine sur ses récepteurs
l'inhibe.

Ces études soulignent I'intérét de la dopamine et des bétabloquants, déja utilisés en
clinique dans d’autres pathologies, dans les thérapies anti-angiogéniques, en

particulier dans les cancers.

2.2.3.2. Mécanismes d’action possibles

Plusieurs processus cellulaires et moléculaires contribuent a la progression tumorale
induite par la voie béta-adrénergique dans les cellules tumorales et les cellules du
microenvironnement tumoral exprimant les récepteurs ADRB (telles que les cellules

vasculaires et macrophages). Ces processus impliquent notamment (Figure 9) :

- L’inflammation via le recrutement de macrophages dans la tumeur primaire?® et
laugmentation de [I'expression et de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme [I'lL-6 et ['IL-8 par les cellules tumorales et

immunitaires33:36,

- L’angiogenése via la production accrue de facteurs pro-angiogéniques dont le
VEGF, les MMP, I'lL-6 et I'lL-8 qui stimulent I'angiogenése et I'invasion?7:2:37
La surexpression d’ADRB2 par transfection dans I'endothélium de rat au niveau
des arteres fémorales améliore la perfusion sanguine en augmentant la densité

capillaire dans un modéle d’ischémie chronique du membre inférieur32.

- La résistance a l'anoikis (apoptose induite par détachement cellulaire) via

I'activation des Focal adhesion kinases (FAK).

- Linvasion et formation de métastases via la sécrétion de MMP-2 et MMP-9,

facilitant la motilité et la migration des cellules tumorales.
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L'inhibition par la voie béta-adrénergique de la réparation de ’ADN par p534° et

des réponses cytotoxiques des lymphocytes T et des cellules NK*'.
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Figure 9 : La signalisation béta-adrénergique dans le cancer. D'aprés Cole et Sood, 2012,
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2.3. ANTAGONISTES DE LA VOIE BETA-ADRENERGIQUE

Plusieurs études précliniques ont montré le potentiel thérapeutique des bétabloquants
dans le traitement de cancers*?43. lls représentent une alternative disponible, peu
couteuse, avec peu d’effets secondaires et leur pharmacologie est bien maitrisée.
Cependant, leur utilisation en thérapie adjuvante dans les traitements anti-tumoraux

doit étre approuvée par des essais cliniques randomisés.

2.3.1. Modes d’action des bétabloquants

Les bétabloquants sont largement utilisés pour le traitement des maladies
cardiovasculaires (ex : hypertension, arythmies), neurologiques (ex: migraines),
gastroentérologiques (ex : hypertension portale), ophtalmologiques (ex : glaucomes,
rétinopathie du prématuré ROP)#445,

Les bétabloquants sont des antagonistes compétitifs des récepteurs ADRB. lls se lient
a ces derniers et empéchent la fixation des agonistes endogénes (adrénaline et
noradrénaline) du fait de leur similarité structurale, et bloquent ainsi les effets de ces
agonistes. On distingue les bétabloquants selon leur affinité pour les récepteurs et
selon la présence ou non d’'une activité d’agoniste inverse. L’affinité détermine la
sélectivité des bétabloquants : les antagonistes sélectifs comme I'aténolol ont une
affinité élevée pour les récepteurs ADRB1 et sont dits cardio-sélectifs, les antagonistes
non sélectifs comme le propranolol et le timolol bloquent plusieurs types de récepteurs
avec une affinité proche et sont dits non-cardio-sélectifs (Tableau 1). Les
bétabloquants sont aussi classés selon leur nature lipophile ou hydrophile : les
molécules lipophiles telles que le propranolol sont capables de traverser la barriére
hémato-encéphalique et sont éliminées par le métabolisme hépatique et les molécules
hydrophiles telle que I'aténolol sont éliminées par voie rénale*.
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Antagoniste prédominant (constante d'affinité

Kp -10-9)
Récepteur Localisation prédominante Effet Agoniste prédominant Aténolol  Propranolol Timolol
B1 Coeur (Fente synaptique) Augmente RC et Noradrénaline/Adrénaline 218,78 6,91 537
contractilité
B2 Vaisseaux périphériques Vasodilatation Adrénaline 1023,29 0,83 0,21
Bronches Bronchodilatation
B3 Tissu adipeux Lipolyse Noradrénaline 234,42 117,49 158,49

Tableau 1 : Affinité de bétabloquants courants pour les récepteurs béta-adrénergiques. RC:
rythme cardiaque. D’aprés Reiter, 200445,

2.3.2. Le propranolol

Le propranolol hydrochloride est un bétabloguant synthétique compétitif non sélectif
des récepteurs ADRB1 et ADRB2 et pourvu d’'une activité d’agoniste inverse. Son nom
chimique est () -1-lsopropylamino-3-(1-naphthyloxy) -2-propanol hydrochloride
(C16H2:NO2) (Figure 10) et son poids moléculaire est de 295,8 g.mol™.

Le propranolol a été découvert par le scientifique britannique James Black en 1965
pour le traitement de I'angine de poitrine ; il a recu le prix Nobel de Physiologie et de

Médecine en 1988 pour ses travaux sur le propranolol et la cimétidine.

CH,

QAR

>oN
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Figure 10 : Structure du propranolol (énantiomére R en haut et S en bas).
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C’est 'une des premiéres drogues antagonistes de la signalisation béta-adrénergique
développée pour une utilisation thérapeutique. Il agit via un effet compétitif avec les
agonistes béta-adrénergiques endogénes (adrénaline ou noradrénaline) sur les sites
des récepteurs ADRB1 ou ADRB2. Les formules commerciales sont un mélange
racémique des deux énantioméres, le S-propranolol et le R-propranolol.

Le propranolol, comme les catécholamines endogénes, se fixe sur les récepteurs

ADRB via leurs groupes hydroxyle (-OH) et amine (-NH) (Figure 11).
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Figure 11 : Site de fixation des catécholamines et du propranolol sur les récepteurs béta-
adrénergiques Source : S.Prey.
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3. 'HEMANGIOME INFANTILE: TUMEUR VASCULAIRE
CUTANEE BENIGNE

Prés de 90% des hémangiomes infantiles sont localisés dans la peau, dont 60% sur
le visage et le cou. La peau offre donc un microenvironnement permissif et propice a
la croissance de I'HI, qui est due a une prolifération accrue des cellules endothéliales

des capillaires sanguins cutanés.

3.1. STRUCTURE DE LA PEAU

La peau comprend trois régions superposées qui sont, de la surface vers la
profondeur, I'épiderme, le derme et 'hypoderme (Figure 12). Il existe une quatrieme

zone appelée jonction dermo-épidermique, qui sépare le derme de I'épiderme.
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duderme . . Couche
e cornee
Epiderme
Derme
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horripilateur
Hypoderme

Glande sébacée e
Graisse sous-cutanée &
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Artére _ Glande
Veine sudoripare

Figure 12 : Structure de la peau. Extrait de www.futura-sciences.com.

40



- L’épiderme

L’épiderme est un épithélium stratifié et non vascularisé composé de quatre types
cellulaires : les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les
cellules de Merkel (Figure 13). Les kératinocytes représentent 90 a 95% des cellules
épidermiques. lIs proliferent dans I'assise basale puis se différencient et migrent de la
profondeur vers la surface pour former les différentes couches de I'épiderme. Les
mélanocytes synthétisent la mélanine. Les cellules de Langerhans sont des cellules
présentatrices d’antigéne qui ont un réle dans la réponse immunitaire. Enfin, les
cellules de Merkel sont des mécanorécepteurs qui assurent des fonctions

neuroendocrines.

Kératinocytes

Cellule de Langerhans Keratinocyte
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Lame basale

Mélanocyte Cellule de Merkel

Figure 13 : Structure de I’épiderme. D’aprés cosmeticofficine.com.
- Le derme

Le derme est constitué de deux zones : I'une superficielle dite « derme papillaire »
formé de tissu conjonctif lache, I'autre plus profonde appelée « derme réticulaire »
formé de tissu conjonctif plus dense. Le derme est composé majoritairement de
fibroblastes, mais aussi de mastocytes et de macrophages. Le derme est richement
vascularisé et innervé. Il assure un réle de nutrition de I'épiderme, intervient dans le

métabolisme, la cicatrisation et I'élimination de produits toxiques.
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- L’hypoderme

L’hypoderme, ou tissu adipeux sous cutané, est formé de tissu conjonctif et est
composeé principalement d’adipocytes. Ces cellules sont riches en acides gras et en

triglycérides et sont un support de réserves énergétiques.

3.2. PRESENTATION DE LA PATHOLOGIE

3.21. Définition et généralités

L’hémangiome infantile (HI) est la tumeur la plus fréquente chez les nouveau-nés.

C’est une tumeur vasculaire bénigne qui survient quelques jours aprés la naissance et
se manifeste par une croissance rapide et désorganisée de la masse tumorale durant
les premiéres semaines. La tumeur finit par involuer spontanément au bout de
quelques mois/années. Il existe d’autres tumeurs vasculaires plus rares appelées
hémangiomes congénitaux, qui comprennent trois types de tumeurs classées selon
leur involution (Hémangiomes Congénitaux Rapidement Involutifs, dits « RICH », Non-

Involutifs « NICH », « Partiellement Involutifs « PICH »).

3.2.2. Caractéristiques cliniques

L’hémangiome infantile présente une dynamique de croissance particuliére. La tumeur
se présente a la naissance sous forme d'une lésion précurseur pale sur la peau
dite « macule anémique », signe d’'une zone de vasoconstriction (Figure 14). L’HI
évolue généralement quelques jours aprés en macule rougeatre. Cliniquement, les
hémangiomes sont classifiés selon leur morphologie et leur localisation anatomique
dans la peau*” (Figure 15) :

- Hémangiomes infantiles cutanés superficiels: localisés dans le derme
supérieur, ils apparaissent comme des papules/nodules rouges ou violets a la
surface de la peau.

- Hémangiomes infantiles sous cutanés profonds : localisés dans le derme
profond et dans I'hypoderme, ils s’étendent aux tissus adipeux, avec une

tumeur d’aspect bleuatre et aux bordures non distinctes.
42



- Hémangiomes infantiles mixtes : localisés a la fois dans le derme superficiel et

dans le derme profond.

Figure 14 : Tache blanche anémique de vasoconstriction de ’lhémangiome infantile
visible a la naissance. (A) Jour 3. (B) Jour 21. (C) Jour 90. D’apres Léauté-Labréze, 201747.

Figure 15 : Localisations anatomiques des hémangiomes infantiles. (A) Hémangiome superficiel.
(B) Hémangiome profond. (C) Hémangiome mixte. D’aprés Léauté-Labréze, 201747,
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Une seconde classification permet de distinguer les HI selon la zone de la peau

concernée :

- Hl localisés : situés majoritairement sur le visage, ils représentent les formes
les plus fréquentes.

- HIl segmentaires : localisés sur un segment particulier de la peau, peuvent étre
associés a des anomalies sur d’autres organes. Il s’agit par exemple du
syndrome PHACES, qui associe des HI segmentaires sur le visage a des
malformations de la fosse postérieure, des hémangiomes capillaires, des
anomalies artérielles et cardiovasculaires et autres anomalies oculaires, et du
syndrome LUMBAR/SACRAL/PELVIS, associant des HI lombaires ou
périnéaux a des anomalies urogénitales, ulcérations, myélopathies,
malformations anorectales et anomalies artérielles et rénales.

- HI multifocaux : plus rares et associés a des risques de maladies non cutanées

telles que des maladies hépatiques et viscérales et un hypothyroidisme.

L’HI présente un schéma de croissance tumorale unique. La croissance de la tumeur
est non linéaire et comprend une phase proliférative et une phase involutive (Figure
16). Elle est rapide durant les 4 premiers mois (80% de sa croissance), se stabilise
puis régresse spontanément sur plusieurs années, avec 90% d’involution vers I'age

de 4 ans*s.

- Phase proliférative :

La phase proliférative marque les premiéres semaines/mois aprés la naissance, avec
un pic de croissance tumorale entre 9 et 15 mois#’. L'HI a ce stade est une tumeur a
composante majoritairement cellulaire, avec des clusters de masses cellulaires
d’endothélium sans architecture vasculaire clairement définie. La tumeur a cette phase
est donc formée de cellules qui expriment des marqueurs endothéliaux, de petits
capillaires et des cellules interstitielles fortement prolifératives. Le marqueur de
cellules souches ou progénitrices CD133 est détecté dans la majorité des cellules,

preuve du statut indifférencié et immature des cellules dans la phase proliférative. Les

44



facteurs pro-angiogéniques tels que VEGF-A et Ang-2, et les récepteurs VEGFR-1,
VEGFR-2 et Tie-2 sont également exprimés et sont le support de I'émergence d'un

nouvel endothélium durant cette phase 4%,

- Phase involutive :

La phase proliférative est suivie d’'une phase d’arrét de la croissance et de stabilisation
de la tumeur puis d’'une étape involutive. Cette étape marque la régression spontanée
de la tumeur qui débute peu aprés la premiére année de naissance et s’étend a
quelques mois/années. L’involution s’accompagne d’'un changement de morphologie
et de diametre des vaisseaux sanguins, qui sont plus élargis et entourés de péricytes
NG2* 49, Il y a également une diminution du nombre de cellules interstitielles qui
s’accompagne d’'un dépo6t de matrice extra-cellulaire. Le tissu d’hémangiome involué
est principalement composé d’adipocytes et de tissu conjonctif drainé par de larges

vaisseaux sanguins®’,
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Figure 16 : Phases d’évolution des hémangiomes infantiles. D’aprés C.H. Storch, P.H. Hoeger,
201048,
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3.2.3. Epidémiologie

Avec une prévalence de 5-10%, I'HI est la tumeur la plus commune du nourrisson. Elle
a une plus grande prédominance chez les enfants de sexe féminin (2,3 a 2,9 fois plus
élevée) et d'ascendance caucasienne?’. La prévalence augmente également chez les
prématurés et les nouveaux nés de faible poids, avec plus de 23% des nouveaux nés
de moins de 1 kg présentant un hémangiome infantile. |l existe également d’autres
facteurs de risque connus tels que des antécédents familiaux d’HI, des complications
intra-utérines ou encore des anomalies placentaires pouvant expliquer le

développement de la tumeurs23,

3.24. Diagnostic

Le diagnostic des hémangiomes infantiles est généralement basé sur les
caractéristiques cliniques de la tumeur. D’un point de vue histologique, le transporteur
de glucose GLUT-1 (transporteur de glucose de type érythrocyte) exprimé a la surface
de I'endothélium vasculaire de I'HI est un marqueur qui permet de les distinguer des

autres tumeurs vasculaires cutanées telles que les hémangiomes congénitaux®*.

3.3. ORIGINES POSSIBLES

L’origine cellulaire de I'HI et les signaux biologiques qui induisent la croissance
incontrélée de la tumeur restent encore largement a déterminer. Différentes
hypothéses existent sur le développement de I'HI, dont I'origine semble multifactorielle.
Il a été proposé que des mutations somatiques d’'un ou plusieurs génes contrdlant la
prolifération des cellules endothéliales soient responsables de la formation de la
tumeur. Cette hypothése suggére que les cellules endothéliales d’HI dérivent d’'une
cellule souche ou d’un progéniteur commun et possédent donc un phénotype clonal.
Dans ce sens, une étude portant sur les profils de méthylation dans les cellules
endothéliales d’HI a montré un profil similaire d’inactivation du chromosome-X dans
les cellules, supportant I'nypothése d’un progéniteur unique®°.

Des mutations somatiques en faveur de I'hypothése d’'une origine génétique ont été

identifiées dans I'HI. C’est le cas d’'une mutation faux-sens identifiée dans le géne
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codant le récepteur VEGFR-2%. Des mutations faux-sens des génes codant le
marqueur de tumeur endothélial TEM8 (ANTXR1) et VEGFR-2 (KDR) ont également
éteé identifiees dans les cellules endothéliales d’HI grace a une approche ciblée de
géne candidat et contribueraient au développement de I'HI®’. Cela n’a cependant pas
été confirmé depuis cette étude datant de 2008.

Une autre théorie de I'apparition de I'HI repose sur une origine placentaire impliquant
un progéniteur feoetal placentaire comme cellule a l'origine de I'HI. Des études
immunohistochimiques ont montré une similarité d’expression de plusieurs marqueurs
incluant GLUT-1, I'antigéne Lewis Y, la mérosine, 'enzyme iodothyronine deiodinase
de type Ill et le récepteur Fcy-lIb entre les vaisseaux d’'HI et les vaisseaux
placentaires®®°°, Ces marqueurs ne sont pas exprimés par les vaisseaux normaux

cutaneés ni par les autres tumeurs vasculaires bénignes.

3.4. PATHOGENESE

La pathogenése de I'HI reste a ce jour peu élucidée, mais de nombreuses voies ont

été investiguées.

3.41. Dérégulation de la voie angiogénique

Dans un contexte physiologique, il y a un équilibre entre les facteurs pro- et anti-
angiogéniques sécrétés par les voies du VEGF et des angiopoietines. La perte de cet
équilibre lors de I'étape proliférative de I'HI peut expliquer la prolifération accrue des

capillaires immatures.

3.4.1.1. Voie de signalisation du VEGF

L’HI peut étre considéré comme une pathologie des vaisseaux a cause de la masse
désorganisée de vaisseaux sanguins qui composent la tumeur. La détection de
facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF-A ou le bFGF supportent cette
hypothése®?81. Les niveaux de VEGF-A sont plus élevés dans les sérums de patients
atteints d’HIl en phase proliférative comparés aux sérums de patients atteints d’'HI en

phase involutive®2. Cette sécrétion accrue de VEGF-A par les cellules endothéliales
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est possiblement liée a I'environnement hypoxique de la tumeur en phase proliférative,
qui induit la stabilisation du facteur HIF-1a. In vitro, la sécrétion de VEGF-A par les
cellules souches dérivées d’HI est inhibée par le traitement des cellules aux
corticostéroides®.

Comme dit précédemment, la balance entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques est
altérée dans I'HI. Il a été montré que ce déséquilibre pouvait résulter d’'une mutation
dans les génes TEMS8 et VEGFR-2 qui rend non fonctionnel le complexe TEMS,
intégrine 31 et VEGFR-2 (Figure 17). En effet, ce complexe est nécessaire a la fixation
du facteur de transcription NFAT sur le promoteur de VEGFR-1 pour moduler son
expression. Ces mutations répriment donc l'activitt de NFAT et empéchent
I'expression de VEGFR-1, favorisant ainsi la fixation de VEGF-A sur VEGFR-2 et, in

fine, la stimulation de la prolifération et de la survie des cellules endothéliales®’.

VEGFR1

Figure 17 : Schéma résumant les voies de signalisation altérées dans I’hémangiome infantile.
Dans les cellules endothéliales contréles des micro-vaisseaux humains dermiques (HDMEC, A),
lactivation de I'expression de NFAT et de VEGFR-1 est contrblée par des interactions fonctionnelles
entre l'intégrine 31, le domaine extracellulaire de VEGFR-2 et TEMS, qui induisent une forte expression
de VEGFR-1. Dans les cellules endothéliales d’'HI (HemEC, B), l'activation de NFAT est réprimée et
résulte en une faible expression de VEGFR-1, favorisant ainsi I'activation de VEGFR-2 par VEGF-A et
facilitant la prolifération et la migration cellulaires. D’aprés Jinnin, 200857,
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3.4.1.2. Voie de signalisation des angiopoietines et Tie-2

L’Ang-1 et 'Ang-2 régulent des processus de remodelage vasculaire, la maturation et
I'inflammation vasculaire®48%, L’Ang-1 est exprimée par les péricytes et sa fixation sur
le récepteur endothélial Tie-2 inhibe la prolifération des cellules endothéliales et
favorise leur recouvrement par les péricytes, permettant la formation de vaisseaux
fonctionnels durant I'angiogenése. L’ARNmM et le niveau protéique de Tie-2 sont
augmentés dans les cellules endothéliales d’HI et dans les tissus d’HI ainsi que la
réponse cellulaire a I’Ang-1%°. L’Ang-2 est augmentée dans I'endothélium de I'HI alors
que I'Ang-1 est inhibée dans les péricytes d’HI®. Le blocage pharmacologique de

I’Ang-2 dans un modéle tumoral de I'endothélium diminue la croissance tumorale®’.

A contrario, pendant l'involution de I'HI, I'expression des facteurs pro-angiogéniques
diminue et les cellules d’HI expriment des facteurs anti-angiogéniques comme le TGF-
B et des inhibiteurs de métalloprotéases TIMPs qui empéchent la dégradation de la

matrice extracellulaire et inhibent ainsi 'angiogenése®®.

3.4.2. Autres voies de signalisation impliquées

D’autres mécanismes sont impliqués dans la pathogenése de I'HI.

JAGGED1, ligand des récepteurs de la voie Notch, est fortement exprimé par les
cellules endothéliales et les cellules souches de I'HI. Il a été montré que JAGGED1
endothélial favorise la différenciation des cellules souches en péricytes dans un
modéle murin d’HI, ainsi que la communication juxtacrine entre les cellules
endothéliales et les péricytes®?.

Enfin, il a été montré que le systéme rénine-angiotensine est impliqué dans la
pathogenése de I'HI. Un fort taux de rénine circulante a été observé cliniquement chez
les nouveau-nés prématurés de type caucasien®. Ce taux physiologique élevé de
rénine crée un environnement qui facilite le développement et la différenciation des
cellules souches de I'HI en un endothélium de type vasculogénique. Des marquages
immunohistochimiques ont montré une expression de I'enzyme de conversion de
I'angiotensine et du récepteur a I'angiotensine 2 dans les HI, d’ou I'hypothése d’un rdle

du systéme rénine-angiotensine dans la régulation de la croissance de I'HI7°,
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3.4.3. Roéle de I’hypoxie

L’hypoxie, conséquence d’événements autour de la naissance du nourrisson, pourrait
étre impliquée dans le développement et la croissance de I'HI.

Le développement d’'une lésion d’HI est couramment précédé de changements
précurseurs sur la peau, sous forme d’une tache anémique péle ou d’'une ecchymose
au niveau du site pré-lésionnel. Cela suggére une vasoconstriction initiale conduisant
a une diminution des apports de sang et d’oxygéne. Cette vasoconstriction serait a
I'origine d’'une ischémie tissulaire qui constitue le stimulus pour une néovascularisation
a l'origine de I'HI". Il a été suggéré qu’'une vascularisation anormale de certaines
zones dermiques du feetus induise une hypoxie localisée a la naissance. Cette hypoxie
serait responsable du recrutement et de la prolifération de cellules souches et/ou de
cellules progénitrices au niveau de la tumeur, capables de se différencier en différents
types cellulaires de I'HI"2.

HIF est un facteur de transcription marqueur de I’hypoxie. En normoxie, la sous unité
a de HIF est dégradée par ubiquitination par le facteur Von Hippel Lindau (VHL). En
condition hypoxique, HIF est donc stabilisé et transloqué dans le noyau ou il stimule

I'expression de plusieurs facteurs pro-angiogéniques’ (Figure 18).
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Figure 18 : Régulation de la stabilité de HIF par
I'oxygéne. D’aprés Ramakrishnan, 201773.
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HIF-1a est fortement exprimé par les cellules endothéliales de I'HI prolifératif et son
expression décroit au cours de l'involution. L’hypothése d’une implication de I'’hypoxie
dans I'HI est renforcée par les observations cliniques (tdche anémique péle sur le site
pré-lésionnel) et par I'expression ARN/protéique de nombreuses cibles de HIF-1q,
dont VEGF-A, GLUT-1, MMP-9 et le facteur de croissance a l'insuline IGF-2 dans les
HI prolifératifs. L’hypoxie stabilise HIF-1-a, lequel augmente la sécrétion des facteurs
pro-angiogéniques tels que VEGF, suggérant un réle des facteurs induits par I'hypoxie

dans la vasculogenése et I'angiogenése de I'HI2.

3.5. HISTOLOGIE ET COMPOSANTS CELLULAIRES

Le développement de I'HI a partir de cellules souches progénitrices est 'une des
théories possibles de l'origine de la tumeur. L’étude histologique de la tumeur ainsi
que la purification in vitro des différents types cellulaires qui composent la masse

tumorale ont permis d’améliorer la compréhension de la complexité cellulaire de I'HI.

3.5.1. Les cellules progénitrices endothéliales

Des cellules mésenchymateuses primitives ont été isolées a partir de tissu d’HI en
phase proliférative a I'aide d’'un anticorps anti-CD133 couplé a des billes magnétiques,
le CD133 étant une glycoprotéine de surface exprimée par les cellules souches et les
cellules progénitrices’. Ces cellules isolées représentent une faible portion de la
tumeur (0.1-1%) et possédent des propriétés essentielles de cellules souches (auto-
renouvellement et différenciation)’®. Les cellules CD133* xénogreffées en sous cutané
dans des souris immuno-déficientes produisent des vaisseaux GLUT-1* et se
différencient en cellules endothéliales, péricytes et adipocytes®®’4. Cette
différenciation est aussi observée dans les cellules in vitro. La propriété de
vasculogenése de ces cellules progeénitrices endothéliales supporte l'idée d'une

contribution de ce processus dans la pathogenése de I'HI.
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3.5.2. Les cellules endothéliales

L’endothélium de I'HI exprime de fagon constante le transporteur de glucose GLUT-1,
ce qui en fait un marqueur histologique largement utilisé pour le diagnostic et qui
permet de distinguer I'HI des autres tumeurs et malformations vasculaires®.

L’endothélium durant la phase proliférative est fortement métabolique et recouvre des
capillaires de tres petit diameétre, suggérant un phénotype immature de ces derniers.
Des cellules endothéliales isolées a partir de résections d’HI prolifératifs montrent un
phénotype clonal, associé a des capacités proliférative et migratoire accrues®. D’un
point de vue morphologique et d’expression protéique, les cellules endothéliales d’HI
ont les mémes caractéristiques que les cellules endothéliales des micro-vaisseaux
embryonnaires. En effet, in vitro, les cellules endothéliales d’HI présentent un aspect
fusiforme similaire aux cellules endothéliales foetales et expriment faiblement la
glycoprotéine de surface CD31. Ceci suggére un phénotype peu différencié de ces
cellules, et ainsi, un défaut de différenciation et de maturation de I'endothélium dans
I'HI"®77. Les cellules endothéliales expriment aussi CD34 (fortement), CD105, les
récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2, le facteur von Willebrand (VWF) et la VE-

cadhérine’s.

3.5.3. Les péricytes

Des cellules périvasculaires entourent les vaisseaux naissants de 'endothélium durant
la phase proliférative de I'HI. Il s’agit de cellules musculaires lisses, nommées
péricytes. Les péricytes sont hautement prolifératifs durant la phase proliférative et
subissent, comme les cellules endothéliales, un processus de maturation durant cette
phase. Les péricytes isolés de tissus frais d’HI prolifératifs ou involutifs expriment les
marqueurs classiques de cellules musculaires lisses, a savoir NG-2, PDGFR-B, la
calponine, a-SMA et NOTCH3%. Les péricytes d’HI sont pro-angiogéniques. In vivo,
dans des xénogreffes de péricytes d’Hl et de cellules endothéliales, les péricytes d’HlI
forment plus de micro-vaisseaux comparés aux péricytes normaux’®. In vitro, ces
péricytes proliferent plus rapidement, expriment plus fortement VEGF-A et moins
d’Ang-1 que les péricytes humains sains. Les cellules souches d’Hl injectées dans la

souris se différencient en péricytes grace a JAGGED1, sécrété par les cellules
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endothéliales et impliqué dans le développement vasculaire et tumoral®®. Enfin, les
péricytes, par recouvrement de I'endothélium, favorisent la stabilisation des vaisseaux
en inhibant la prolifération et la migration des cellules endothéliales. Les péricytes d’Hl
en co-culture avec des cellules endothéliales saines n’inhibent pas leur prolifération et

leur migration, favorisant ainsi la croissance tumorale’®.

3.5.4. Les télocytes

3.5.4.1. Description et généralités

Les télocytes, précédemment connus sous le nom d’interstitial Cajal-like cells (ICLC),
sont des cellules interstitielles dont la localisation, la morphologie, la structure et les
fonctions ont été largement étudiées.

Les télocytes se distinguent par leur petit corps cellulaire contenant un large noyau
(occupant environ 25% du volume cellulaire total et entouré d’'une petite quantité de
cytoplasme) et par des prolongements extrémement longs et minces nommés
« télopodes »881 Les télopodes mesurent plusieurs dizaines a centaines de
micrométres (10-1000 pm), faisant d’eux les plus longs prolongements cellulaires du
corps aprés les axones neuronaux®!. La morphologie des télocytes dépend du nombre
de leurs télopodes (allant de 1 a 5) (Figure 19). Ces derniers présentent un aspect
moniliforme caractérisé par l'alternance de « podomeéres » et de « podoms ». Les
podomeres sont des segments trés fins (environ 80 nm), dont la taille est inférieure a
la capacité de résolution de la microscopie optique, ce qui explique que les télocytes
aient été longtemps négligés®. Les podoms sont quant a eux des segments dilatés
(250-300 nm) qui accueillent les mitochondries, le réticulum endoplasmique et les
cavéoles®. Les télopodes et leurs segments créent de véritables réseaux tri-
dimensionnels qui les connectent entre eux et avec les cellules musculaires, les
vaisseaux, les fibres nerveuses et les cellules immunitaires®. Les télopodes
permettent aussi une communication paracrine a travers la sécrétion de vésicules®3.
CD34 et PDGFR-a sont les principaux marqueurs utilisés pour lidentification des

télocytes®s.
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Les télocytes se distinguent des fibroblastes par leur empreinte miRNA, leurs

propriétés électrophysiologiques et leur capacité de sécrétion de vésicules. lls sont

présents dans plusieurs tissus tels que les poumons, le tractus digestif, le foie, le

pancréas et la peau®®,

Figure 19 : Caractérisation des télocytes. (A) Télocyte CD34* dans la paroi entérique formé de
télopodes connectés a un vaisseau (V) et a une cellule musculaire lisse (N). (B) Caractéristiques ultra-
structurales des télocytes dans le fuseau neuromusculaire. Les télopodes (fleches noires) entourent
une cellule musculaire striée (M) et un nerf (N) et des fibres de collagéne, créant des
microenvironnements. D’apres Diaz-Flores, 201684,

3.5.4.2. Roles des télocytes en condition physiologique

Les télocytes sont possiblement impliqués dans plusieurs fonctions physiologiques au

sein de leur microenvironnement cellulaire :

Maintien et modulation de I'homéostasie tissulaire locale : les télocytes
participent a I'organisation et au contréle de la matrice extracellulaire®. IIs
représentent un support structural par leur capacité de résistance, de
déformation et d’étirement?®’. lls créent des microenvironnements qui délimitent
les cellules au sein des tissus et assurent une communication intercellulaire
juxtacrine et paracrine, sur de courtes ou longues distances. Cette
communication passe par la sécrétion de vésicules et/ou de molécules
paracrines telles que VEGF, NO et IL-6%8 Les télocytes possédent des
propriétés de cellules souches avec I'expression du marqueur de pluripotence

Oct-4%.
54



- Morphogenése et auto-renouvellement : ces fonctions sont basées sur les
propriétés des télocytes de modulation des cellules souches et des progéniteurs
cellulaires. Au cours du développement, les télocytes peuvent induire la
morphogenése, guider la migration cellulaire et servir de socle pour

I'architecture 3D des tissus et des organes®!%2,

3.5.4.3. Hyperplasie des télocytes associée a des processus

tumoraux

Une hyperplasie des télocytes peut se produire lors de processus tumoraux comme
dans les tumeurs bénignes des nerfs périphériques. C’est le cas dans les zones
myxoides des neurofiboromes et des zones Antoni B des neuriiemmomes, qui

présentent une prolifération accrue et un nombre important de télocytes CD34* 93.94,

3.5.5. Les mastocytes

Les mastocytes sont observables au sein de I'HI autour des vaisseaux sanguins a tous
les stades. lIs sont présents en grand nombre au début de la phase proliférative alors
gu’ils sont peu nombreux dans la phase proliférative et a la fin de I'involution, ce qui
suggére un rble des mastocytes dans la régression de I'HI®. La présence de
mastocytes durant la phase proliférative peut étre un indicateur de réponse
immunitaire, alors que dans la phase involutive, il pourrait étre un marqueur d’apoptose
et de stimulation par la signalisation des chimiokines, qui expliquerait la diminution du
nombre de vaisseaux et la formation de tissu fibro-adipeux.

Les mastocytes sont présents en nombre comparable a I'HI dans plusieurs tumeurs
cutanées, telles que le carcinome basocellulaire, le carcinome épidermoide, le

mélanome et le naevus®.

3.5.6. Les macrophages

Les macrophages ont un réle important dans les tumeurs. Les HI sont fortement
infiltrés par les macrophages, essentiellement durant la phase proliférative. lls co-

expriment les marqueurs CD68 et CD163, caractéristiques des macrophages associés
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aux tumeurs (TAM), dits macrophages M2, possédant des fonctions anti-
inflammatoires et pro-angiogéniques®’. D’autre part, les macrophages dans la phase
proliférative expriment Ki-67 et VEGF, indiquant une possible contribution dans la

prolifération et I'angiogenése de I'HI®’.

3.5.7. Les adipocytes

Lors de la phase involutive, la tumeur régresse et est remplacée par une accumulation
de tissu fibro-adipeux, signe de l'adipogenése lors de l'involution de la tumeur. Les
adipocytes sont alors le type cellulaire majoritaire de I'HI. Des études ont montré une
contribution des cellules souches mésenchymateuses (MSCs) périvasculaires au
cours de l'adipogenése dans I'HI. Elles ont un potentiel de multi-différenciation en
cellules mésodermiques, telles que les ostéoblastes et les adipocytes, qui forment les
tissus osseux et adipeux, respectivement. Le facteur de transcription PPAR-y a un role
important dans le contréle de la différenciation des MSCs en adipocytes®'%. Il a
également été montré une augmentation durant l'involution de I'expression des génes
codant pour PPAR-y2, LPL (Lipoprotein Lipase), CEBPA (CCAAT Enhancer Binding
Protein Alpha) et la Périlipine A. Ces génes sont impliqués dans I'adipogenése et

corrélent avec I'accumulation de tissu adipeux durant cette phase®’.

3.6. STRATEGIES THERAPEUTIQUES ACTUELLES

Une grande partie des HI régresse spontanément et ne requiert pas de thérapie. I
existe cependant plusieurs indicateurs qui alertent sur la nécessité d’un traitement et
d’'une prise en charge. C'est le cas de 10 a 15% des hémangiomes infantiles, qui
menent a des complications et présentent un risque pour I'enfant. Ces risques dus a
la localisation ou a la taille de la tumeur sont :
- Risque fonctionnel : risque d’altération ou complication ophtalmique, géne a
I'alimentation lorsque les HI sont localisés au niveau oculaire ou de la bouche.
- Risque vital : risque d’asphyxie lorsque les HI se développent a proximité des
voies aériennes et risque cardiaque en cas d’HI multi-cutanés associés a des

HI hépatiques.
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- Ulcération : il s'agit de la complication la plus fréquente, principalement dans
les HI en phase proliférative rapide, et source de douleurs pour les patients.
Ces HI sont souvent traités par chirurgie lorsque cela est possible.

- Risque esthétique : certains HI volumineux induisent des déformations
anatomiques, qui peuvent avoir des répercussions psychologiques chez le
patient. Ces HI sont souvent traités par chirurgie dans un deuxiéme temps

lorsqu’il s’agit de résidus fibro-adipeux en fin d’involution de la tumeur.

3.6.1. Corticostéroides et autres traitements médicaux

Les corticostéroides systémiques ont longtemps représenté le traitement de premiére
intention des formes graves d’HI. Cependant, ces drogues sont souvent mal tolérées
et géneérent de lourds effets secondaires chez I'enfant tels qu’un retard de croissance,
un diabéte ou une cardiomyopathie®. Ces drogues modulent I'environnement pro-
angiogénique de la tumeur, en diminuant la vascularité de cette derniere. Dans un
modele in vivo d’HI, les corticostéroides incluant la dexaméthasone, la prednisone, la
prednisolone et la méthylprednisolone, bloquent la formation de nouveaux vaisseaux
en inhibant la sécrétion de VEGF-A par les cellules souches d'HI®. Les
corticostéroides modulent également I'expression d’autres facteurs pro-angiogéniques
fortement exprimés en phase proliférative d’HI tels que MCP-1 (Monocyte
chemoattractant protein-1), IL-6, MMP-1 et uPAR (urokinase plasminogen activator
surface receptor)®. L’inhibition de la production de ces facteurs pro-angiogéniques
dépend de I'activité du facteur de transcription NF-KB'.

L’interféron alpha et la vincristine, traitements anti-cancéreux connus pour provoquer
des effets secondaires séveres comme respectivement des troubles neurologiques ou
une cytopénie, sont d’autres traitements alternatifs des formes graves de I'HI en cas
d’échecs des autres traitements.
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3.6.2. Bétabloquants : mécanismes d’action du

propranolol dans I’lhémangiome infantile

Depuis 2008, les bétabloquants ont émergé comme traitement pharmacologique
efficace des HI dits sévéres. Le propranolol, antagoniste non sélectif des récepteurs
béta-1 et béta-2 adrénergiques (ADRB1, ADRBZ2), est le bétabloquant le plus
couramment utilisé en pédiatrie. Cette utilisation fait suite a I'observation clinique en
2007 de lefficacité du propranolol par le département de dermatologie du CHU de
Bordeaux. En effet, le propranolol avait été administré a un patient atteint d’'une
cardiomyopathie hypertrophique causée par une dose élevée de corticostéroides
administrée pour un HI sévére. S’en est suivi une involution rapide de la tumeur qui a
débutée seulement quelques heures aprés I'administration du bétabloquant. Depuis,
aprés une étude concluante en 2008 sur 11 patients'%', un brevet pour une nouvelle
indication thérapeutique a été déposé et une licence pour la fabrication et la vente de
la molécule en solution pédiatrique a été signée avec les laboratoires Pierre Fabre.
Les résultats confirmant cette efficacité lors d’'une étude clinique multicentrique
internationale sur 460 enfants ont été publiés en 2015'%2, Le propranolol est le seul
bétabloquant ayant une AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) pour cette

indication, sous le nom commercial Hemangiol.

Malgré sa large utilisation en clinique, les mécanismes d’action du propranolol restent
mal connus. L’administration de propranolol induit un changement rapide de la couleur
et de la consistance de la tumeur. De plus, I'HI exprimant les 3 types de récepteurs
béta-adrénergiques ADRB1, ADRB2, ADRB3'%3, il est supposé par sa rapidité d’action
que le propranolol induise en premier lieu une vasoconstriction des vaisseaux
sanguins qui drainent et alimentent la tumeur. Le traitement au propranolol induit au
bout de quelques mois le remplacement du tissu vasculaire par du tissu adipeux, a
'image de ce qui est observé au bout de quelques années au cours de l'involution
naturelle. Plusieurs cellules de I'HI expriment les récepteurs ADRB1 et ADRB2, les
cibles cellulaires du propranolol dans la tumeur peuvent donc étre multiples?. In vitro,
le propranolol inhibe la production de VEGF induite par la noradrénaline via les

récepteurs ADRB1 et ADRB2 dans deux lignées tumorales du cancer de l'ovaire et
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dans des cultures primaires d’adipocytes de souris30:1%, |’isoprénaline, analogue de
la noradrénaline, augmente la prolifération des cellules endothéliales d’HI, effet qui est
aboli par des antagonistes béta-1 et béta-2-séléctifs via une sous expression des
protéines du cycle cellulaire, cycline D1, CDK-4 et CDK-6 et un arrét du cycle cellulaire
en phase G0/G1'%, L’isoprénaline stimule également la production de VEGF et la
phosphorylation de VEGFR-2 via la voie béta-adrénergique et la voie ERK. Ces effets
sont inhibés par I'ajout d’'un antagoniste ADRB2'%5, Cependant, il est a noter que ces
effets ont été obtenus a des doses élevées et cytotoxiques de propranolol, qui ne sont
donc pas comparables avec les doses réellement utilisées en situation clinique. En
effet, la concentration plasmatique de propranolol chez les patients traités avec 1-3
mg/kg/jour oscille entre 0,48 et 1,47 pM, soit environ 383 ng/ml dans le sang, ce qui
est au moins 30 fois inférieur aux doses de propranolol utilisées dans la plupart des

études in vitro publiées'.
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4. L’ANGIOSARCOME : TUMEUR VASCULAIRE MALIGNE

4.1. DEFINITION

L’angiosarcome est un sous type de sarcome des tissus mous. C’est une tumeur
vasculaire rare (<1/1 million), de mauvais pronostic et qui dérive de cellules
endothéliales provenant du systéme vasculaire sanguin ou lymphatique'®’. Selon la
classification de I'ISSVA, I'angiosarcome est classé dans le spectre des tumeurs

vasculaires malignes, au méme titre que les sarcomes de Kaposi.

4.2. PRESENTATION DE LA PATHOLOGIE

42.1. Epidémiologie

Les angiosarcomes représentent 2% des sarcomes des tissus mous et 5.4% des
sarcomes des tissus mous cutanés. lls peuvent apparaitre dans n’importe quel tissu
mou du corps, avec cependant une prédominance des angiosarcomes cutanés'%,
L’incidence des angiosarcomes est indépendante du sexe des patients, la tumeur peut
apparaitre a n'importe quel 4ge mais est plus fréquente chez les sujets agés, avec une
prédominance des formes cutanées chez les hommes caucasiens ageés.
Classiquement, les angiosarcomes cutanés se développent sur le cou et le visage, en
particulier dans le cuir chevelu'®” (Figure 20).

Certains facteurs de risque incluant les lymphoedémes chroniques, un antécédent de
radiation, des carcinogénes environnementaux ou des altérations génétiques peuvent
influer sur l'incidence de I'angiosarcome’®. Cliniquement, les angiosarcomes sont
classifiés en trois groupes distincts : les angiosarcomes primaires, les angiosarcomes
secondaires associés a un lymphoedéme et les angiosarcomes secondaires associés

a la radiothérapie, en particulier dans le traitement du cancer du sein.
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Figure 20 : Angiosarcome du cuir chevelu et du
visage. D’apres Chow, 2015129,

4.2.2. Caractéristiques cliniques, pathologie et diagnostic

Initialement, I'angiosarcome cutané peut ressembler a une ecchymose ou a une
papule violacée multifocale (Figure 21). La croissance de la tumeur s’accompagne
d’'une infiltration du tissu, d'cedéme, d'ulcération et d’hémorragie'®’. Les
angiosarcomes des tissus plus profonds ou viscéraux se manifestent par une masse
croissante, source de douleurs et/ou d’inconfort. Les angiosarcomes non ftraités
peuvent atteindre une taille de 20 cm ou plus et peuvent se propager par dissémination
sanguine dans les poumons, site préférentiel de formation de métastases. La
dissémination tumorale peut aussi atteindre le foie, les os, d’autres tissus mous ainsi

que les ganglions lymphatiques, méme aprés chirurgie'%-11,

Les caractéristiques histologiques de l'angiosarcome varient selon les cas et les
différences morphologiques sont souvent subtiles. Il peut s’avérer difficile de distinguer

par simple microscopie les tumeurs vasculaires malignes des lésions prolifératives
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bénignes. Les angiosarcomes sont des tumeurs infiltrantes sans bordures nettes qui
séparent la tumeur du tissu sain. La spécificité de I'angiosarcome est marquée par des
cellules endothéliales malignes, d’apparence ronde, fusiforme ou épithélioide. Dans
les zones bien différenciées, les cellules endothéliales forment des vaisseaux
fonctionnels reliés aux vaisseaux normaux. En phase de croissance agressive de la
tumeur, l'architecture de ces vaisseaux devient plus chaotique avec des vaisseaux
moins organisés et des espaces vasculaires mal définis. Dans les zones peu
différenciées, les cellules endothéliales forment des espaces continus associés a des
hémorragies et nécroses qui rendent la distinction avec les carcinomes anaplastiques
et les mélanomes compliquée’®’. De ce fait, le diagnostic clinique de I'angiosarcome
reste difficile. Un examen histologique avec analyse immunohistochimique de la
tumeur est nécessaire pour établir le diagnostic. Les cellules endothéliales
d’angiosarcome expriment les marqueurs vasculaires et endothéliaux classiques :
facteur de von Willebrand (VWF), CD34, CD31 et VEGF.

¥
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Figure 21 : Apparition d’un angiosarcome cutané sous forme de papule rouge et
multifocale. D’aprés Young, 2010197,
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4.3. PHYSIOPATHOLOGIE MOLECULAIRE

Les cellules cancéreuses sont caractérisées par plusieurs anomalies moléculaires
dont une insensibilité a I'apoptose, une croissance incontrélée, une augmentation de
invasion/migration et une activité angiogénique importante. Ces processus sont

associés au phénotype agressif de la tumeur.

Une analyse « RNA array » réalisée sur 39 angiosarcomes a montré une
surexpression des récepteurs VEGFR-1, VEGFR-2, Tie-1 et Tie-2 et des marqueurs
endothéliaux tels que CD31, Ang-2 et le facteur VWF''2, D’autres anomalies
génétiques telles que des mutations ponctuelles de génes de I'angiogenése incluant
la phosphatase endothéliale PTPRB et la phospholipase PLCG1, ont un réle important
dans la pathogenése des angiosarcomes''3. Les mutations de p53 sont fréquentes
dans les tumeurs, y compris dans I'angiosarcome. Naka et al. ont montré que la moitié
d’'une série de 33 patients atteints d’angiosarcomes (17/33) a au moins une mutation
de p53'"4. Des mutations du géne K-Ras ont été identifiées chez des patients atteints
d’angiosarcomes cardiaques primaires (3/5 patients mutés K-Ras )!"°.

D’autres altérations génétiques sont corrélées a des phénotypes cliniques dans
'angiosarcome. C’est le cas de l'amplification de I'oncogéne MYC dans les
angiosarcomes mammaires secondaires radio-induits''®. MYC est un facteur de
transcription impliqué dans la stimulation de la croissance et de la prolifération
cellulaires, avec un rble clé dans la tumorigenése. Une étude portant sur 37
angiosarcomes secondaires a montré une amplification de MYC dans 54% de ces
patients'’”. Cette amplification est associée a un taux de survie encore plus faible.
L’amplification du géne FLT4 localisé sur le chromosome 5q35 codant VEGFR-3 est
une autre caractéristique cytogénétique des angiosarcomes secondaires™'8.

Il a été montré une augmentation de I'expression de VEGF-A dans I'angiosarcome,
comparée aux tumeurs vasculaires bénignes et aux contréles normaux’'®. L’étude de
Tokuyama et al. a montré I'expression de VEGF-A dans 76% des angiosarcomes
cutanés (13/17) comparée a 6% (2/34) dans les tumeurs vasculaires bénignes. De
plus, I'expression endothéliale de VEGFR-2 et VEGFR-3 a montré une corrélation

positive avec I'expression de Ki-67120.
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La matrice extracellulaire est un composant structural clé du microenvironnement
tumoral. Des dynamiques anormales de la matrice extracellulaire ont lieu dans
'angiosarcome a cause d’'un déseéquilibre entre synthése et sécrétion par la matrice
extracellulaire de facteurs de croissance, a l'origine de l'invasion et de la migration
tumorales. Le facteur de transcription proto-oncogéne Ets-1 est exprimé par les
cellules tumorales durant I'invasion tumorale. Son expression, stimulée par I'activation
de ERK via le VEGF et le bFGF, module I'expression des métalloprotéases MMP-1,
MMP-3 et de I'urokinase uPA, protéines qui digérent la MEC. L’expression d’Ets-1 et
MMP-1 est augmentée dans I'angiosarcome cutané’?!. Cette augmentation de la
protéolyse de la matrice extracellulaire dans l'angiosarcome s’accompagne d’une
réduction des composants clés de la membrane basale, a savoir la laminine, le

collagéne type IV, la fibronectine et I'néparine sulfate?2.

4.4. OPTIONS THERAPEUTIQUES

Les diagnostics souvent tardifs ainsi que la rareté des angiosarcomes contribuent a la
difficulté de définir les meilleurs facteurs pronostiques et la stratégie thérapeutique

optimale pour la prise en charge de ces tumeurs.

441. Chirurgie

Jusqu’a présent, la chirurgie totale de la tumeur reste la stratégie optimale pour le
traitement des angiosarcomes, lorsque celle-ci a lieu précocement. Des marges non
saines de la tumeur peuvent néanmoins rester aprés la résection, former des
métastases et diminuer le taux de survie des patients. Dans les angiosarcomes
cutanés du cou et du cuir chevelu, la résection totale est difficile, ce qui induit une
récurrence locale de la tumeur ainsi que la formation de métastases dans 30 a 100%
des cas'?3124 Pour contréler le risque de récurrence locale, on peut citer la chirurgie

de Mohs et la radiothérapie adjuvante aprés chirurgie.
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4.4.2. Radiothérapie

La radiothérapie a montré son efficacité pour le traitement des patients non opérables
atteints d’angiosarcomes ainsi que pour minimiser le risque de récurrence post-
opératoire. Son efficacité peut néanmoins étre influencée par des facteurs tels que le
volume, la dose, les modalités ainsi que la technique de traitement. La radiothérapie
adjuvante apres résection chirurgicale reste la combinaison optimale pour

I'amélioration du taux de survie des patients atteints d’angiosarcome'?.

4.4.3. Chimiothérapie

Le phénotype agressif de I'angiosarcome fait que 50% des patients avec des tumeurs
localisées ont une résurgence de la tumeur et une formation de métastases. La
chimiothérapie est le traitement principal des angiosarcomes métastatiques. Elle inclut
notamment les taxanes, la vincristine, la doxorubicine et I'ifosfamide. Leur utilisation
est cependant limitée a cause des comorbidités chez les patients agés et le risque de

toxicité des molécules utilisées07.126

4.5. THERAPIE CIBLEE : MODULATION PHARMACOLOGIQUE DE
LA VOIE BETA-ADRENERGIQUE

Parmi les thérapie ciblées envisagées, le ciblage du VEGF et I'utilisation d’inhibiteurs
de tyrosine kinase se sont révélés prometteurs pour le traitement des
angiosarcomes'?"128,

Mais I'absence de thérapie satisfaisante pour I'angiosarcome rend nécessaire le
développement de nouveaux traitements. Dans ce contexte, le propranolol a émergé
comme une nouvelle solution thérapeutique'®®. Des essais cliniques (NCT04518124,
Pays-Bas, NCT02732678, France) ainsi que plusieurs études in vitro ont évalué
I'efficacité dans I'angiosarcome des bétabloquants, dont le propranolol, seul ou en
combinaison aux chimiothérapies.

Les récepteurs ADRB sont largement exprimés dans I'angiosarcome, ce qui pourrait
expliquer la sensibilité de cette tumeur aux bétabloquants et justifier I'inclusion du

propranolol dans le traitement de I'angiosarcome?8.
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L’association d’un traitement quotidien par propranolol (40mg, deux fois par jour) et
hebdomadaire par vinblastine (6mg/m?) testée sur 7 patients atteints d’angiosarcome
a montré 100% de réponse et une amélioration du taux de survie de 11 mois'0.

Sur un patient atteint d’angiosarcome cardiaque primaire métastasé au niveau du foie
et des poumons, un traitement de 12 mois par 40 mg/jour de propranolol en
monothérapie a montré une diminution de la taille et de la masse tumorale ainsi qu’'une
stabilisation des métastases''.

Le blocage de la voie béta-adrénergique dans des modéles in vitro d’angiosarcome
par des bétabloquants sélectifs ou non sélectifs inhibe entre autres la viabilité des
cellules tumorales et la signalisation mitogénique'32. Ces effets inhibiteurs passent par
'activation de médiateurs de stress et de survie cellulaire comme AKT et p53 et
I'inhibition de médiateurs de la voie des MAPK comme p42, p44, JNK et p39'32 Il a
également été montré que les antagonistes béta-adrénergiques améliorent I'effet anti-
angiogénique des chimiothérapies’®, suppriment la progression du cycle cellulaire
ainsi que la motilité chimiotactique des cellules endothéliales 3.

D’autres études ont également montré un effet thérapeutique du propranolol en
combinaison avec les chimiothérapies classiques dans I'angiosarcome. In vitro sur une
lignée humaine d’angiosarcome, le propranolol potentialise I'effet du docétaxel sur la
viabilité et la prolifération cellulaires et diminue I'activation des voies NF-kB et COX-
2134 Sur des lignées humaine et canine d’angiosarcome, le bétabloquant augmente
I'effet anti-prolifératif de la doxorubicine en réduisant son accumulation dans les
lysosomes et son efflux cellulaire et en augmentant sa concentration intracellulaire3°.
L’effet du propranolol a été étudié dans d’autres cancers dont le cancer du sein. Le
bétabloquant en monothérapie dans un stade avancé de cancer du sein induit
'apoptose en activant p53, diminue I'expression de 'index de prolifération ki-67 et du
marqueur de survie Bcl-2'36 et potentialise les effets anti-tumoraux du 5-fluorouracile
et du paclitaxel en augmentant la survie dans un modéle in vivo de cancer du sein'¥.
L’ensemble de ces études suggére donc un effet anti-angiogénique de ces molécules,
qui pourraient fournir de nouvelles options thérapeutiques pour certaines tumeurs
d’origine vasculaire, sachant que seuls 10 a 20% des patients atteints d’angiosarcome
métastatique répondent aux chimiothérapies et thérapies ciblées disponibles

actuellement.
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5. LES AQUAPORINES

5.1. DEFINITION ET ISOFORMES

Les aquaporines (AQP) sont des protéines transmembranaires qui permettent le
transport passif et facilité d’eau, d’ions et de glycérol a travers les membranes
cellulaires. Elles sont exprimées dans de nombreux tissus humains et forment une
famille composée de 13 isoformes, AQPO - AQP12, sous divisée en deux
groupes selon le matériel transporté. Par exemple, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6
et AQP8 sont exclusivement sélectives a I'eau, aux ions et flux gazeux (ex : O2, COz,
oxide nitrique) alors qu’AQP3, AQP7, AQP9 et AQP10, également appelées
aquaglycéroporines, transportent a la fois I'eau et des petits solutés comme le
glycérol'®. La plupart des AQP sont situées au niveau des membranes biologiques
pour permettre le transport d’eau selon les gradients osmotiques. D’autres AQP
comme AQP11 et AQP12, dites aquaporines subcellulaires, sont exprimées dans le
cytoplasme ou elles régulent les flux d’eau intracellulaires, le volume des organelles

ainsi que 'homéostasie intra-vésiculaire.

5.2. STRUCTURE ET DISTRIBUTION DES AQUAPORINES

5.21. Perméabilité hydrique

Le transport d’'eau a lieu au travers de toutes les membranes biologiques. Les
membranes plasmiques sont des structures complexes principalement lipidiques qui
délimitent les compartiments intra- et extracellulaires. De par leur structure et leur
composition, les membranes cellulaires sont naturellement hydrophobes.

La perméabilité d’une barriére est définie en nombre de molécules traversant par unité
de temps et de surface. La perméabilité d’'une membrane biologique dépend de deux
parameétres : sa perméabilité diffusionnelle (Pd), liée a la diffusion de molécules a
travers une barriére en I'absence d’un gradient de concentration, et sa perméabilité
osmotique (Pf), mesurée a partir du flux de volume net produit par un gradient

osmotique défini et des forces motrices hydrostatiques'3®. La perméabilité osmotique
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a l'eau d’'une membrane plasmique est faible. Pf est un index qui détermine si le
transport d’eau est facilité par la présence de pores comme les aquaporines : si Pf est
supérieure a 0,01 cm.s™, le transport d’eau se fait par le biais de canaux hydriques,
alors que si Pf est inférieure a 0,005 cm.s™, il s’agit d’'une diffusion d’eau a travers la
membrane plasmique. La loi Arrhenius, qui est I'énergie d’activation Ea déterminée
par I'équation Pf = F * [e"Fa/RT)) est aussi utilisée pour mesurer I'énergie nécessaire au
systeme pour le transit de I'eau a travers une membrane. Plus la valeur de cette
énergie est élevée, plus I'énergie d’activation nécessaire au transit de I'eau a travers
la membrane est élevée, et plus cette derniére est imperméable. Dans le cas d’'une
présence de canal au sein de la membrane plasmique et en présence d’'un gradient
osmotique, le nombre de molécules qui traversent la membrane augmente et le colt
énergétique diminue'®140 || s’agit d’'une diffusion facilitée (Figure 22). Ainsi, les
propriétés biophysiques des membranes contenant des pores hydriques sont une Pf

élevée et une énergie d’activation Ea faible.

H,O
Diffusion simple Ef);fcf;?lﬁ:::
Membrane /\ /\ Pf <5102 em.s Perméabilité S
Plasmique V osmotique Pf>10%cm.s
, Ea> 10 G Ea<86
kealimiol! Energie d'activation kel il

Figure 22 : Transport passif de I’eau a travers un canal hydrique. D’aprés M. Jamot, 2011140,

68



5.2.2. Structure des aquaporines

Les AQP sont structurées en monoméres de 28 a 30 kDa qui sont composés de six
hélices a transmembranaires connectées par cinq boucles (boucles A-E) et de deux
séquences signatures hautement conservées de trois acides aminés : asparagine,
proline et alanine (NPA) situées dans les boucles B et E (Figure 23, 24)'4'. La structure
polypeptidique est formée de 270 acides aminés et des extrémités amino (N) et
carboxyl (C) cytoplasmiques. La haute conservation de ce double triplet d’acides
aminés est une des caractéristiques majeures des aquaporines et la liaison de ces
deux séquences NPA au sein du monomere forme le canal hydrique fonctionnel
(Figure 24). Les AQP sont sensibles au mercure car celui-ci peut se fixer sur le résidu
cystéine (Cys189) proche du motif NPA au niveau de la boucle E et ainsi empécher le
passage de l'eau par obstruction du pore hydrique'?. Individuellement, les
monomeres constituent des canaux transportant I'eau et les solutés et ils s’assemblent
en homotétrameres pour former un pore central sélectif aux ions et aux gaz (Figure
23). C’estle cas d’AQP1 qui forme des tétraméres au sein desquels chaque monomére
est indépendamment fonctionnel'#3. Pour les AQP sélectives a I'eau comme AQP1,
les structures NPA par le biais d’interactions électrostatiques permettent le transport
des molécules d’eau en file indienne selon un gradient. Il s’agit d’'un transport passif et
facilité. Le diamétre du pore passe de 20 A au niveau de la surface a 2.8 A a son point
le plus étroit, limitant le passage aux molécules d’eau suffisamment petites pour
passer’3. Le coeur des AQP est hydrophobe et permet donc un transit rapide des
molécules d’eau sans formation de liaison hydrogéne. Les aquaglycéroporines ont un
pore plus large avec un diamétre de 3.4 A a leur point le plus étroit qui laisse passer

le glycérol'4. Enfin, les AQP peuvent étre glycosylées et peuvent s’oligomériser.
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Figure 23 : Structures des monomeéres et homotétraméres des aquaporines. (A) Chaque
monomeére forme un pore perméable a I'eau. La liaison des séquences NPA permettent la formation du
canal hydrique. (B, C) Homotétramere formant le pore vu de face et de dessus. D’apres Wang, 2015144,
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Figure 24 : Représentation schématique de la topologie d’aquaporine 1.
D’aprés Borgnia, 199941,
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Figure 25 : Modélisation de la structure d’aquaporine 1 par cristallographie électronique. En
jaune les résidus hydrophobes permettant le passage facilité de I'eau, en rouge les résidus asparagine
Asn 76 et Asn 192 de la séquence NPA, en vert la cysteine 189 dans la boucle E qui permet I'inhibition
de la perméabilité hydrique d’AQP1 par le mercure et en bleu I'histidine 180. D’aprés Murata, 200043,

5.2.3. Distribution des aquaporines

5.2.3.1. Tissus sains

Les AQP sont exprimées dans plusieurs tissus humains™> (Figure 26). Elles sont
principalement localisées au niveau des épithéliums et de I'endothélium, mais aussi
dans certains types cellulaires tels que les érythrocytes, les astrocytes, les adipocytes
et le muscle squelettique’8. L’aquaporine 1 (AQP1) est la premiére AQP de
mammifére a avoir été observée dans les érythrocytes et dans les tubules rénaux. Elle
est aussi exprimée dans les cellules épithéliales du plexus choroide ou elle contribue
a la formation du fluide cérébrospinal et dans les neurones primaires sensoriels ou elle
est impliquée dans la perception a la douleur''. AQP4 est largement exprimée dans
les membranes cellulaires astrocytaires'® et a un réle dans I'élimination des solutés
du fluide interstitiel dans le cerveau. AQPO est exprimée dans I'ceil et participe au
maintien de la transparence de la cornée et des lentilles et de I'homéostasie
rétinienne’’. AQP3 est exprimée dans différents tissus dont les reins, 'cesophage,

le colon et la peau ou elle contribue au maintien de I'hydratation et de I'élasticité ainsi
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qu’a la cicatrisation#®. AQP2 et AQP6 sont principalement exprimées dans les reins
ou elles régulent la concentration urinaire'#°. AQP5 est majoritairement exprimée dans
les poumons, le tractus gastrointestinal et les glandes sécrétrices’*® et AQP7 dans les
adipocytes ou elle contréle les mouvements cellulaires de glycérol, le muscle
squelettique, le cceur et les reins'4. L’AQP8 est exprimée dans le foie, le pancréas,
les testicules et le cceur et a un rble dans la sécrétion biliaire. Enfin, TAQP9 est

exprimée dans le foie, les globules blancs, les testicules et le cerveau'.
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Figure 26 : Distribution spécifique des aquaporines dans les différents tissus humains. D’aprés
Azad, 2021145,

5.2.3.2. Dans les tumeurs

Les aquaporines sont exprimées dans plus de 20 types de cancers humains et leur
taux élevé est corrélé a la gravité de la tumeur (grade, prolifération, migration,
angiogenése associés a la tumeur) (Tableau 2)'%0.

Les cellules tumorales surexpriment généralement les AQP qui sont normalement

exprimées dans la cellule d’origine mais aussi d’autres AQP qui ne sont pas présentes
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dans la cellule d’origine. Leur expression dans les cellules tumorales est a la fois
membranaire et cytoplasmique.

Le niveau d’expression des AQP est fortement lié au grade de certaines tumeurs,
comme dans l'astrocytome. L’astrocytome est une tumeur infiltrante du cerveau
d’origine astrocytaire classifi¢ en grades I, Il ou IV, stade le plus agressif
correspondant a un glioblastome. Des analyses immunohistochimiques ont montré
une forte expression d’AQP1 et d’AQP4 dans ['astrocytome, dont les niveaux
d’expression sont corrélés au grade de la tumeur''.1%2, D’autres cancers surexpriment
les AQP. C’est le cas du cancer ovarien, dont les niveaux protéiques des
aquaglycéroporines AQP7 et AQP9 sont fortement élevés et il existe une corrélation
positive entre I'expression d’AQP9 et le grade tumorals3,

Les AQP peuvent donc étre considérées comme des marqueurs de diagnostic et des

cibles thérapeutiques potentielles dans la mise au point de traitements anti-cancéreux.

AQP expression in human tumors.

Tumor type Aquaporins AQP level
Astrocytoma AQP1,4,78,9 high
Breast cancer AQP5 high
AQP1 high
AQP4 low
Cholangiocarcinoma AQP1 low
AQP1 high
Colorectal cancer AQP1,3,5 high
AQP8 low
Cervical cancer AQP1,3 high
AQP5 high
Choroid plexus tumor AQP1 high
Hemangioblastoma AQP1 high
Laryngeal cancer AQP1 high
Leukaemia AQP5 high (CML)
Liver cancer AQP3, 5 high
AQPS8,9 low
Lung cancer AQP1, 3,5 high
AQP1,4 high
Meningioma AQP4 high
Nasopharyngeal cancer ~ AQP1 high
Oesophageal cancer AQP3, 5 high
Qvarian cancer AQP1,5,9 high
Renal AQP3 high
Skin, SCC AQP3 high
Stomach cancer AQP5 high
AQP4 low
AQP3 high
Thyroid cancer AQP4 high (papillary)
AQP3, 4 low (undifferentiated)
AQP7 high
Tongue cancer AQP3, 5 high (SCC)
Urinary bladder AQP3 low

Tableau 2 : Expression des aquaporines dans les tumeurs humaines. D’aprés Papadopoulos
2015190,
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5.3. FONCTIONS DES AQUAPORINES

5.3.1. Le transport d’eau

Cette partie illustrera I'importance physiologique des flux d’eau au niveau rénal, le rein
étant 'organe central de la régulation de ’'homéostasie hydrique dans I'organisme.

En condition physiologique, le rein adulte filtre en moyenne 180 litres de fluide
plasmatique par jour et sécréte seulement 0,5-2 litres d’'urine. Le rein est composé
d’environ 1 million de néphrons, unités fonctionnelles du rein, dont le réle est de filtrer
le sang et de réabsorber les substances utiles. || comporte deux régions distinctes : le
cortex et la médullaire. Le tube proximal et la branche descendante de Henle assurent
la réabsorption de 85% du filtrat tandis que la branche ascendante et le tube distal ont
une perméabilité hydrique beaucoup plus faible'#°. La grande partie de la réabsorption
d’eau dans le néphron est réalisée par les AQP. Sept isoformes d’AQP sont exprimées
dans les différents segments du néphron et les cellules rénales : les aquaporines

1,2,4,5 et 6 et les aquaglycéroporines 3 et 7 (Figure 27)'°.

AQP1, localisée dans les membranes apicales et basolatérales du tubule proximal et
de la branche descendante de I'anse de Henle, a pour fonction la réabsorption passive
d’eau. Elle assure la perméabilité de 'eau des membranes apicale et basale des
cellules épithéliales du néphron proximal. AQP7 est également exprimée dans le
tubule proximal et exerce une fonction métabolique via la réabsorption du glycérol.
AQP1 exerce un role clé dans la formation de I'’hypertonicité rénale et les souris KO
AQP1 ont un défaut de la perméabilité hydrique'*. Un défaut d’expression d’AQP7
impacte faiblement la perméabilité hydrique mais est associé a des pathologies

métaboliques telles que I'obésité et la résistance a I'insuline%s,
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La seconde étape de la régulation de la concentration urinaire a lieu au niveau du tube
collecteur et implique trois AQP : AQP2, AQP3 et AQP4. AQP2 est localisée dans la
membrane apicale des cellules du tube collecteur. AQP3 et AQP4 sont exprimées au
niveau basolatéral de ces cellules. AQP2 a une fonction centrale dans la régulation de
la concentration urinaire. Elle est principalement régulée par ’hormone antidiurétique
arginine vasopressine (AVP) qui, en se fixant a son récepteur V2, augmente la
production intracellulaire d’AMPc, l'activation de la kinase PKA et ainsi, la
phosphorylation d’AQP2 sur les sérines 269 et 256. AQP2 est alors transloquée du
cytoplasme (ou elle forme un pool de réserve en cas de besoin d’augmentation de la
perméabilité hydrique) vers la membrane plasmique apicale du tube collecteur. Apres
fusion des vésicules avec la membrane plasmique, 'AQP2 augmente la perméabilité
hydrique apicale et réabsorbe I'eau depuis la lumiére du tube collecteur. L’eau ressort
des cellules par le coté basal a travers AQP3 et AQP4'%. L’invalidation des génes
codant AQP2, AQP3 et AQP4 est associée a un défaut de concentration urinaire plus

ou moins sévere'®’,
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Figure 27 : Expression et localisation des aquaporines le long d’un néphron rénal. AQP1 est
localisée dans le tubule proximal, la branche descendante de I'anse de Henle. AQP2, AQP3 et AQP4
dans le tube collecteur et AQP7 dans le tubule proximal. D’aprés Nielsen, 2002149,
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5.3.2. Le transport de glycérol

Les aquaglycéroporines (AQP3, AQP7 et AQP9) sont largement distribuées a travers
les tissus de I'organisme et ont un réle important dans le transport et le métabolisme
du glycérol. Le glycérol entre dans la glycolyse et permet un lien entre les

meétabolismes lipidique et glucidique.

AQP3 est abondamment exprimée dans la peau ou elle exerce un réle important
d’hydratation de I'épiderme. Elle module la prolifération et la différenciation des
kératinocytes via le transport facilité d’eau et de glycérol'8. Elle est aussi présente
dans les membranes plasmiques des cellules principales du tube collecteur rénal ou
elle assure I'expulsion de I'eau qui rentre par AQP2 au niveau apical. Une stimulation
prolongée par la vasopressine augmente le niveau d’expression d’AQP3 au niveau
basolatéral, ce qui augmente la perméabilité hydrique de ces cellules. AQP3 peut
également transporter de I'H202 et participer ainsi a [linitiation de signaux

intracellulaires de migration et de progression tumorale159:1°,

AQP7 est abondamment exprimée dans le tissu adipeux ou elle facilite I'efflux de
glycérol nouvellement produit dans les adipocytes vers le sang. Le tissu adipeux est
la source de glycérol plasmatique la plus importante. Un défaut de régulation de
glycérol est un facteur clé de développement de pathologies métaboliques et une

déficience d’AQP7 est associée a une résistance a l'insuline et a une obésité1°.

AQP9 est fortement exprimée dans la membrane plasmique des hépatocytes ou elle
permet I'absorption de NHs, I'efflux d’urée synthétisée et facilite I'absorption par le foie
du glycérol libéré par les adipocytes dans le sang'®®.

5.3.3. Autres fonctions des aquaporines

Les aquaporines ont de nombreux autres rbles physiologiques, notamment la
migration cellulaire nécessaire a I'angiogenése et la cicatrisation, la régulation de
I’homéostasie hydrique cérébrale, la transduction de signaux neuronaux, I’hydratation

de la peau et la prolifération cellulaire dans la cicatrisation.
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5.4. MECANISMES D’ACTION D’AQUAPORINE 1 DANS LA
PROGRESSION TUMORALE

Malgré les avancées majeures des derniéres décennies dans la compréhension de la
pathogenése du cancer ainsi que I'émergence de nouveaux traitements anti-
cancéreuy, il reste néanmoins nécessaire d’identifier de nouveaux biomarqueurs de
progression métastatique et des nouvelles cibles thérapeutiques supportant la
progression tumorale, notamment I'angiogenése. Plusieurs molécules inhibitrices des
AQP ont été développées, mais des essais cliniques sont nécessaires pour vérifier la

toxicité et I'efficacité de ces drogues.

54.A1. Modulation de la migration et invasion tumorales

Le phénotype invasif repose principalement sur deux processus clés a l'origine de
métastases : la migration et I'invasion des cellules tumorales.

AQP1 a un réle significatif dans la migration et I'invasion tumorale. Sa surexpression
dans les cancers du sein, poumons, colon et le mélanome induit I'accélération de la
migration et I'extravasation des cellules tumorales ainsi que la formation de
métastases’®!162, Ces cellules tumorales ont une altération de la perméabilité hydrique
osmotique et expriment de maniére polarisée AQP1 au niveau du front de migration.
Cette modulation de la migration est due au flux osmotique d’eau a travers la
membrane plasmique induit par AQP1 en réponse a un gradient osmotique créé par
la dépolymérisation de l'actine et l'influx d’eau au niveau du front de migration des
cellules tumorales™8. L’influx d’eau localisé a travers AQP1 augmente la pression
hydrostatique et cause une expansion locale de la membrane plasmique, suivie d’'une
repolymérisation de l'actine pour stabiliser la protrusion ainsi formée dans la
membrane (Figure 28). Un autre mécanisme expliquant le réle d’AQP1 dans la
migration implique un changement de forme et de volume des cellules durant leur
passage dans des microenvironnements étroits, qui s’ajoute aux forces hydrostatiques
générées par AQP1 et a la polymérisation/dépolymérisation de I'actine.
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Les canaux ioniques et les transporteurs tels que les AQP, canaux K*, pompes Na*/H",
co-transporteur Na*/glucose ont un réle clé dans la cascade de formation de
meétastases tumorales, qui inclut une perte des interactions cellule-cellule, I'invasion
du stroma ainsi que l'intra- et I'extravasation vasculaire. En effet, ces canaux ioniques
et transporteurs sont responsables de la migration polarisée des cellules et des flux
d’eau osmotiques a travers la membrane, qui requiérent une régulation coordonnée
du [Ca?"] intracellulaire, du pH intra- et extracellulaire, du volume et du potentiel

membranaire163.164,

Lamellipodium

Direction of Migration ——————— \ o

Figure 28 : Mécanisme possible de la migration cellulaire dépendante d’aquaporine 1. D’apres
Wang, 201544,

5.4.2. Modulation de I’'angiogenése tumorale

L’angiogenése tumorale est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins pour le
drainage de la tumeur et I'entrée des cellules tumorales dans la circulation. La protéine
AQP1 est fortement exprimée dans les micro-vaisseaux prolifératifs de tumeurs
malignes du cerveau’™’ et des myélomes'® chez 'lhomme.

L’extinction génique ou par siARN (ARN interférence) de la protéine AQP1 dans un
modéle murin de mélanome a corrélé avec une diminution de la densité des micro-
vaisseaux tumoraux, un retard dans la croissance tumorale et une meilleure survie des

souris'®®. Cette altération angiogénique s’accompagne d’une diminution d’expression

78



du marqueur endothélial facteur VIII'7. In vitro, les cellules issues de souris KO AQP1
ou les cellules humaines endothéliales saines AQP1 négatives ou de mélanomes
AQP1 négatifs ont un défaut de migration, forment des vaisseaux anormaux, montrent
une altération dans la polarisation de I'actine au niveau du front de migration de la
membrane plasmique et sont incapables de former des réseaux de cordes'6, AQP1 a
donc un double réle dans la progression tumorale : elle facilite la migration a la fois
des cellules tumorales et des cellules endothéliales, induisant ainsi I'angiogenése

tumorale68,

anoxie . s
Tumeur ———3p» | Angiogeneése| ———Jp Croissance tumorale

P
2 AQP1
B e e D R
D o o o d
7 N Y
Lamellipode

Métastase tumorale

Migration & infiltration

des cellules endothéliales P> Formation de vaisseaux

Figure 29 : Mécanisme possible de Il'implication d'aquaporine 1 dans la croissance et
I'angiogenése tumorales. AQP1 facilite le transport de I'eau au niveau des lamellipodes des cellules
endothéliales, favorisant leur migration et invasion, et participe ainsi a 'angiogenése tumorale. D’aprés
Esteva-Font, 2013168,

5.4.3. Modulation de la prolifération tumorale

Certaines études ont montré une contribution d’AQP1 dans la stimulation de la
prolifération des cellules, notamment dans des fibroblastes murins embryonnaires dont
la surexpression in vitro d’AQP1 a augmenté la prolifération. A contrario, une inhibition
de la prolifération cellulaire a été observée dans des lignées d’ostéosarcome

dépourvues d’AQP 1169170,
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PRESENTATION DU TRAVAIL EXPERIMENTAL

Le 1¢" objectif de cette thése a été de mettre au point un modéle d’étude in vitro
d’hémangiome infantile qui répond a des doses cliniques de propranolol, afin de
déterminer la ou les cibles cellulaires et moléculaires dans ’hémangiome infantile. En
effet, en clinique, le propranolol a démontré son efficacité uniquement dans
’hémangiome infantile, ce qui fait de cette tumeur un modéle idéal pour I'étude
mécanistique de son effet anti-tumoral. Le modéle développé dans ce travail comprend
les trois types cellulaires majeurs de ’'hémangiome infantile : les cellules endothéliales,
les péricytes et les télocytes. Ce modéle a permis d’étudier le réle des télocytes et de
la protéine AQP1.

Le 2" objectif de I'étude, réalisé en collaboration avec le Dr Priscilla Kaulanjan-
Checkmodine, a été d’évaluer I'implication des catécholamines dans la pathogenése
de 'lhémangiome infantile et la réponse au propranolol. Pour cela, ont été analysés au
niveau tissulaire et au niveau cellulaire I'expression des enzymes de synthése et les
niveaux des catécholamines (Adrénaline, Noradrénaline et Dopamine) dans
’hémangiome infantile. Les observations nous ont amené a tester I'impact de la
noradrénaline sur la tubulogenése avec le modéle d’hémangiome infantile développé

en objectif 1.

Le 3°Me objectif a été de tester in vitro les effets du propranolol sur des mécanismes
clés de la tumorigenése dans deux lignées humaines d’angiosarcome : la prolifération,
la migration, I'interaction cellule-cellule et la formation de sphéroides. L’effet « on » ou
« off » target du propranolol a été évalué en éteignant les récepteurs béta-
adrénergiques a I'aide de shARN. Nous avons également testé AQP1 comme cible
moléculaire dans ce modeéle. Enfin, une étude protéomique a été réalisée sur 'une des
deux lignées traitée au propranolol pour identifier de nouveaux marqueurs/cibles et

proposer le développement de nouvelles approches thérapeutiques.
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PARTIE 1 : ROLE CRITIQUE D’AQUAPORINE 1 ET DES TELOCYTES
DANS LA REPONSE DE L'HEMANGIOME INFANTILE AU
PROPRANOLOL

Article 1 : Critical role of Aquaporin-1 and telocytes in infantile hemangioma
response to propranolol beta blockade.

Article publié dans Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS) le 8
février 2021.
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Propranolol, a nonselective p-adrenergic receptor (ADRB) antago-
nist, is the first-line therapy for severe infantile hemangiomas (IH).
Since the incidental discovery of propranolol efficacy in IH, preclin-
ical and clinical investigations have shown evidence of adjuvant
propranolol response in some malignant tumors. However, the
mechanism for propranolol antitumor effect is still largely un-
known, owing to the absence of a tumor model responsive to
propranolol at nontoxic concentrations. Immunodeficient mice
engrafted with different human tumor cell lines were treated with
anti-VEGF bevacizumab to create a model sensitive to propranolol.
Proteomics analysis was used to reveal propranolol-mediated pro-
tein alteration correlating with tumor growth inhibition, and
Aquaporin-1 (AQP1), a water channel modulated in tumor cell mi-
gration and invasion, was identified. IH tissues and cells were then
functionally investigated. Our functional protein association net-
works analysis and knockdown of ADRB2 and AQP1 indicated that
propranolol treatment and AQP1 down-regulation trigger the
same pathway, suggesting that AQP1 is a major driver of beta-
blocker antitumor response. Examining AQP1 in human hemangi-
oma samples, we found it exclusively in a perivascular layer, so far
unrecognized in IH, made of telocytes (TCs). Functional in vitro
studies showed that AQP1-positive TCs play a critical role in IH
response to propranolol and that modulation of AQP1 in IH-TC
by propranolol or shAQP1 decreases capillary-like tube formation
in a Matrigel-based angiogenesis assay. We conclude that IH sen-
sitivity to propranolol may rely, at least in part, on a cross talk
between lesional vascular cells and stromal TCs.

hemangioma | propranolol | telocyte | aquaporin-1 | angiogenesis

Infantile hemangioma (IH), the most frequent tumor of infancy
affecting 1 to 5 out of 100 newborns, is a noncongenital benign
vascular tumor. Although most IHs are small, inconsequential,
and regress spontaneously in many cases, medical treatment is
needed in at least 15% of cases. The current first-line therapy for
severe IH is systemic propranolol, a nonselective p-adrenergic
receptor (ADRB) antagonist (1). Three subtypes of ADRBs
(ADRBI1, ADRB2, and ADRB3), which are coded by three
distinct genes, belong to the superfamily of G protein—coupled
receptors. They are characterized by a pocket containing binding
sites for agonists (e.g., adrenaline and noradrenaline) and com-
petitive antagonists (e.g., propranolol and timolol) (2). Although
a role for ADRB in cancer progression was suggested long ago
(3), our serendipitous observation of the efficacy of propranolol
in treating IH (4) prompted many researchers to explore the
anticancer properties of f-blockers.

Although the therapeutic effect of propranolol is thought to
be due to its ability to affect vasoconstriction, endothelial cell
(EC) apoptosis, and/or inhibition of angiogenesis by modulating

PNAS 2021 Vol. 118 No. 7 2018690118

vascular endothelial growth factors (5, 6), the precise mechanism
of its action is still under debate and largely unknown. Pro-
pranolol has been shown to have a growth inhibitory effect as a
monotherapy on hemangioma cells in vitro (7-9). Nevertheless,
growth inhibition was observed at doses 100- to 1,000-times
higher than the plasmatic dose measured in treated IH patients
(i.e., never above 0.5 pM) (10). It is then difficult to make the
assumption that the effect of propranolol in IH can be mimicked
and studied with such unrealistic doses. Indeed, the absence of
an in vivo IH model that has shown a tumor growth inhibition
induced by propranolol as well as difficulties in accessing TH
patient samples before and after treatment have jointly hindered
the quest to reveal its mechanism of action. Although several
attempts have been made to create an in vivo IH model, a
convincing antitumor effect of propranolol is still lacking
(11-15). Of note, Lee et al. showed an effect of propranolol on
vascular volume in a model of hemangioma cell-formed vessels
in mice but without studying the effect on tumor growth (15).
Considering this global effort and given the potential interest to
identify a biomarker of malignant tumors sensitive to propran-
olol, we decided to explore the antitumor effect of propranolol in
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Although a role for p-adrenergic receptor (ADRB) in cancer
progression was suggested a long time ago, our serendipitous
observation of the propranolol efficacy in treating infantile
hemangioma (IH) has driven attention in exploring the anti-
tumor properties of p-blockers. We identified Aquaporine-1
(AQP1) as a player in antitumor propranolol response and as
a histological marker of IH vascular structures including telo-
cytes, which are dendritic cells that form a distinctive periph-
eral layer in IH. We conclude that IH sensitivity to propranolol
may rely, at least in part, on a cross talk between lesional
vascular cells and stromal telocytes.
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different tumor types in vivo. Retrospective clinical studies have
shown that B-blocker use for hypertension is associated with
improved cancer-specific survival compared with patients using
other types of antihypertensive medications. For instance, a
beneficial effect on survival was seen in breast cancer patients
receiving the nonselective p-blocker propranolol but not with the
-1 antagonist atenolol (16). Additional studies showed a benefit
of B-blocker use in patients with colorectal (17, 18) and pan-
creatic cancer (19). A prospective nonrandomized study of
propranolol in the adjuvant setting for resected melanoma found
an 80% reduction in melanoma recurrence (20). However, pro-
spective clinical evidence supporting a role for propranolol in
cancer treatment or prevention is limited. It is unlikely that beta
blockade becomes an anticancer drug as a monotherapy, but
combination therapy seems more promising (21). In this work,
our hypothesis was that the antitumor effect of propranolol in
malignant tumors was related to some common feature with the
IH microenvironment. Since the increase of hypoxia-induced
mediators has been shown in children with hemangioma (22,
23), we speculated that a hypoxic microenvironment could trig-
ger the propranolol antitumor effect. We therefore chose a
model of human malignant tumor cells xenografted in immu-
nocompromised mice with continuous treatment of anti—vascular
endothelial growth factor-(VEGF-A) bevacizumab (Avastin),
hereafter abbreviated as Bev, in order to obtain a hypoxic tumor
model (24). Tumor hypoxia induced by sunitinib and bevacizumab
has already been used in mouse models in order to study specific
drug sensitivity induced by up-regulation of HIF-1-a hypoxia (25).
Sunitinib has also been used to assess propranolol antitumor ef-
ficacy in a melanoma model (26); nonetheless, bevacizumab is a
more specific antiangiogenic drug than sunitinib.

Using human malignant cell lines xenografted into immuno-
deficient mice as a model, we show in this study that propranolol
induced the down-regulation of aquaporin-1 (AQP1), a trans-
membrane protein forming a channel for water and small solutes
(27-30), and has a very pronounced effect on tumor growth in
our mouse model (31-34). Looking for AQP1 expression in IH,
we describe a special peripheral vascular layer made of dendritic
cells named telocytes (TCs) with highly specific expression of
AQP1, suggesting a key role in the exquisite sensitivity of IH to
propranolol, which was verified in vitro with patients’ cells.

Results

Propranolol Efficiently Reduces the Growth of U87 Tumors in Bev-Treated
Mice. To explore propranolol antitumor efficacy in a Bev-treated
mouse model, four human malignant cell lines, A375 (mela-
noma), A431 (skin carcinoma), CAPAN-2 (prostate cancer), and
U87-MG (glioblastoma), were subcutaneously engrafted into
immunocompromised NOD-SCID gamma (NSG) mice. The
effect of propranolol in the Bev-treated mouse model was
evaluated on tumor growth.

Antitumor activity of propranolol was evaluated in Bev-
treated mice by the T/C ratio, which was calculated according
to the following equation: T/C ratio = tumor weight of pro-
pranolol treated mice/mean tumor weight of placebo-treated
control mice. While propranolol showed no significant antitu-
mor activity in xenografts of A375 (melanoma), A431 (skin
carcinoma), or CAPAN-2 (prostate cancer), a significant growth
inhibitory effect of propranolol was measured in U87-MG
(glioblastoma) xenografts. (Fig. 14).

We then tested antitumor efficacy of three different doses of
propranolol (i.e., 2, 10, and 50 mg/kg per day) on U87-MG xe-
nografts in Bev-treated and non-Bev-treated mice (Fig. 1B).
Results showed that propranolol treatment as monotherapy
(without Bev) had no significant effect on U87 tumor growth
(Fig. 1B). On the contrary, Bev alone (without propranolol) had
a very pronounced antitumor effect during the first month.
However, a reacceleration of tumor growth occurred afterward
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(Fig. 1B), perhaps due to the development of resistance to Bev.
Interestingly, the addition of propranolol enhanced the antitu-
mor effect of Bev and significantly inhibited reacceleration of
tumor growth for the three different doses of propranolol
(Fig. 1 B and C). For example, tumors treated with Bev and
2 mg/kg/day of propranolol were 42% smaller than those treated
with Bev/placebo (P < 0.0001) (Fig. 1B). Of note, the high dose
of propranolol (50 mg/kg/day) was less efficient than low doses (2
and 10 mg/kg/day) in inhibiting tumor growth, with only 30%
smaller tumors (Fig. 1 B and C and SI Appendix, Fig. S14), which
did not correlate with VEGF expression (SI Appendix, Fig. S1B).
This might be because propranolol has been found to have an
inverse agonist activity in addition to its ADRB antagonist ac-
tivity in a concentration-dependent manner (35-37). For the rest
of the experiments, we used 2 mg/kg/day of propranolol to
minimize this observed paradoxical effect.

Antitumor Effect of Propranolol Is Associated with AQP1 Down-Regulation
in U7 Model. We used the U87 Bev-treated model to investigate the
propranolol antitumor mechanism. To this end, we performed a
differential proteomics analysis to characterize the proteins dif-
ferentially expressed between xenografts treated with Bev +
propranolol versus Bev + placebo versus untreated. Differential
proteomics analysis revealed nine overexpressed and eight down-
regulated proteins in Bev-treated xenografts compared with
untreated tumors as seen in the volcano plot (Fig. 24 and S/
Appendix, Table S1) (38). When U87 tumors treated with Bev +
propranolol versus Bev + placebo were compared, differential
protein expression profiling revealed 6 up-regulated and
10 down-regulated proteins (Fig. 2B and SI Appendix, Table S1)
(38). The two volcano plots show the common modulated pro-
teins AQP1 and a-1 type 1 collagen (COL1A1), with AQP1
being the most significantly altered when propranolol is added.
Of note, AQPs are a family of transmembrane proteins with 13
members (39). They are different in their tissue distribution,
although the majority are located in the epithelium and spe-
cialized cells such as erythrocytes, astrocytes, adipocytes, and
ECs (39). AQPs have various known physiological roles, such as
urine concentration in kidney, cell migration required for an-
giogenesis and wound healing, regulation of brain water ho-
meostasis, neural signal transduction, skin moisturization, and
cell proliferation in wound healing (40). We therefore focused
on the role of AQP1 in tumor response to propranolol for the
following reasons: First, while AQP1 protein level was up-
regulated in Bev-treated US87 xenografts, its level was de-
creased to baseline in the Bev + propranolol group. Second,
there was a significant positive correlation between tumor Wei§ht
and AQP1 protein abundance in the Bev-treated group (R =
0.4279 and P = 0.0402) (i.e., the higher the level of AQP1 pro-
tein, the larger the tumors on the day of euthanasia) (Fig. 2C).
These results suggest that AQP1, whose overexpression has been
recently associated with many types of cancers as a distinctive
clinical prognostic factor (29, 30, 41-46), could be a promising
downstream target for the beta blockade antitumor effect. To
establish potential relationships between ADRB2 and AQP1,
STRING functional protein association analysis (47) was per-
formed on proteomics data. It showed that ADRB2 could be
linked to AQP1 through calmodulin-2, SRC, caveolin-1, and
p-catenin (Fig. 2D). Interestingly, carbonic Anhydrase IX (CA9),
MMP10, and collagen 1, three of the nine up-regulated proteins
in the Bev-treated group (Fig. 24 and SI Appendix, Table S1),
were found downstream of this ADRB2/AQP1 signaling network
(Fig. 2D).

AQP1 Is Regulated by Beta Adrenergic Pathway. We first examined
the expression of both ADRB2 and AQP1 in U87 xenografts
compared to propranolol-unresponsive tumors A375, A431, and
CAPAN-2 (SI Appendix, Fig. S1C). Of note, among the three
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Fig. 1. Propranolol antitumor efficacy in a bevacizumab-treated mouse model. (A) A375 (melanoma), A431 (skin carcinoma), CAPAN-2 (prostate cancer), and

U87-MG (glioblastoma) cell lines were subcutaneously transplanted into NSG mice. Antitumor growth activity of propranolol (2 mg/kg/day) was evaluated by
the T/C ratio in mice under continuous treatment with 10 mg/kg twice a week of Bev. The T/C ratio was calculated according to the following equation: T/C
ratio = tumor weight of propranolol treated mice/mean tumor weight of placebo-treated control mice. (B) U87-MG propranolol dose response (2, 10, or
50 mg/kg/day) in Bev-treated mice compared with non-Bev-treated mice. Tumor volumes were measured (mean + SEM) at indicated times. Statistical analysis
(two-way ANOVA with uncorrected Fisher’s Least Significant Difference (LSD) test) compared tumor volumes in mice treated with 2 mg/kg/day of propranolol
to placebo-treated mice in a Bev-treated mouse model. (C) The distribution of tumor volumes at day 75 after U87-MG cell transplantation into mice. Statistical
analysis (two-tailed unpaired t test) is expressed as mean + SEM. n = 10 mice per group; *P < 0.05, **P < 0.005, ***P < 0.0005, and ****P < 0.00005.

ADRBs, U87 cells have undetectable expression of ADRB1 and
ADRB3 by qPCR (SI Appendix, Fig. S1D). We then verified
whether down-regulation of ADRB2 could affect the tumori-
genic properties of U87. To this end, endogenous ADRB2 pro-
tein expression in U87 cells was inhibited using lentivirus-
mediated expression of short hairpin RNA (shRNA) against
ADRB2. Five different siRNA targeting ADRB2 were tested;
all experiments were performed with the most efficient one (later
called shADRB2), which inhibited the mRNA expression of
ADRB2 by 75% (SI Appendix, Fig. S24). Both shCT- and
shADRB2-transduced U87 were subcutaneously transplanted
into NSG mice. In mice subjected to intraperitoneal injections of
Bev (10 mg/kg, twice a week), periodic measurements of tumor
volume indicated that knockdown of ADRB2 resulted in signif-
icantly decreased tumor growth. Indeed, in Bev-treated mice, the
mean volume of tumors derived from shADRB2-transduced cells
on day 75 after transplantation was 1,221 mm? + 199 compared
to 2,304 mm> + 375 for tumors derived from shCT-transduced
U87 (P = 0.031) (Fig. 34). The study of tumor-specific growth
rate (SGR) in non-Bev and Bev-treated mice (following the
equation SGR = Ln2/doubling time) confirms that shADRB2
inhibits tumor growth in Bev-treated mice only (SI Appendix,
Fig. S2B).

Differential proteomics analysis among groups revealed that
the AQP1 protein level was significantly lower in tumors formed
by shADRB2-transduced cells compared with those formed by
shCT-transduced cells in Bev-treated mice (P = 0.0258) but not in
phosphate-buffered saline (PBS)-treated control mice (Fig. 3B).

ADRB2/AQP1 Axis in Propranolol Antitumor Effect. To determine
whether the observed antitumor effect of propranolol relies on
the ADRB2/AQP1 axis, we tested the effect of AQP1 down-
regulation in the US87 bev-treated model. Both shCT- and
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shAQP1-transduced U87 were transplanted into NSG mice. As
in the previous experiments, treatments with placebo or pro-
pranolol were started the day after cell transplantation in Bev-
treated mice. Western blotting revealed that lentivirus-mediated
expression of shAQP1 stably inhibited by 77% the AQP1 ex-
pression in tumors formed by shAQP1-transduced U87 (SI Ap-
pendix, Fig. S2E). In accordance with the previous experiments,
propranolol enhanced the antitumor growth effect of Beyv,
reflected by a twofold decrease in the weight of tumor T/C ratio
compared with placebo-treated tumors (Fig. 3C). Likewise,
AQP1 down-regulation sensitized U87 tumors to Bev treatment.
Indeed, the mean weight of tumor T/C ratio composed of
shAQP1-transduced cells was twofold lower compared with tu-
mors composed of shCT-transduced cells in Bev-treated mice
(Fig. 3C and SI Appendix, Fig. S2E). Of note, while the addition
of propranolol or down-regulation of AQP1 improved the anti-
tumor growth effect of Bev (P = 0.0336 and P = 0.0149, re-
spectively), the combination of propranolol and shAQP1 had no
additive effect on tumor growth in Bev-treated mice, with a mean
tumor weight similar to that obtained by the addition of pro-
pranolol or of shAQP1 (Fig. 3C). This suggests that AQP1 down-
regulation and propranolol treatment modulate tumor growth
through the same pathway.

To further examine this hypothesis, the effect of AQP-1 up-
regulation was then tested. The results showed that the volume
of tumors in Bev-treated mice was higher when AQP1 expression
was up-regulated (pAQP1) (Fig. 3D and SI Appendix, Fig. S2C).
However, this increase in tumor volume was not observed when
shADRB2-tranduced U87 was used (Fig. 3D and SI Appendix,
Fig. S2D), confirming that AQP1/ADRB2 axis and propranolol
treatment modulate tumor growth through the same pathway.
Moreover, in both pAQP1 and control tumors (pCT), there was
no additive effect of ADRB2 down-regulation (shADRB2) and
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Fig. 2. AQP1 is up-regulated in Bev-treated tumors but down-regulated when propranolol is added. (A and B) U87-MG tumor xenografts treated with
placebo only, Bev + placebo, or combined Bev and propranolol were subjected to proteomic analysis. Volcano plots show a comparison of fold change protein
levels between placebo- and Bev-treated xenografts (A) and Bev + placebo- and combined (Bev + propranolol)-treated xenografts (B). Proteins with a mean
protein abundance altered by a factor of two or more and P > 0.05 (ANOVA) have their name in red. The protein with the most statically different mean
abundance when propranolol was added was AQP1. (C) Pearson correlation analysis showing a significant positive correlation between AQP1 protein
abundance and tumor weight (milligrams) in Bev-treated mice. The calculation of protein abundance (sum of the volume of corresponding human peptides) is
shown. (D) Potential ADRB2-AQP1 interaction network. STRING functional protein association, based on proteome data of nontreated, Bev-treated, Bev plus
propranolol-treated U87 tumors, as well as proteomic data from Bev-treated xenografts, formed by shCT- and shADRB2-transduced U87. Proteins significantly
up-regulated in Bev-treated U87 tumors are boxed in red. Proteins significantly down-regulated in xenografts treated with Bev plus propranolol are boxed in
green. Proteins significantly down-regulated in Bev-treated xenografts formed by transplantation of shADRB2-transduced U87 are boxed in blue. MMP10 =
matrix metalloproteinase 10; MMP2 = type IV collagenase (angiogenesis); CTNNB1 = p-catenin; CAV1 = Caveolin-1; CALM2 = Calmodulin-2; NOS2 = nitric
oxide synthase, inducible. The STRING consortium database 2017 of known and predicted protein-protein interactions was used for interaction network
prediction.
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Fig. 3. ADRB2-AQP1 axis in propranolol antitumor response using U87 cells transduced with shCT, shADRB2, shAQP1, pCT, and pAQP1 were transplanted
into NSG mice. (A) Xenograft tumors of shCT or shADRB2 U87-transduced cells were subjected to periodic measurements of tumor volume in Bev- and
non-Bev-treated mice. (B) Collected tumors from shCT or shADRB2 U87-transduced cells were subjected to proteomic analysis. The AQP1 level was compared
among the groups. Data are presented as mean with SEM relative to untreated control abundance. The calculation of protein abundance (sum of the volume
of corresponding human peptides) is shown. (C) Xenograft tumors of U87-transduced cells with shCT or shAQP1. Antitumor growth activities of propranolol
and shAQP1 were evaluated by the T/C ratio, which was calculated according to the following equation: T/C ratio= tumor weight of Bev-treated mouse/mean
tumor weight of counterpart non-Bev-treated control mice (same shRNA). (D) Xenograft tumors of U87 cells transduced with shCT or shADRB2 and pCT or
PAQP1 overexpression vector. Final tumor volumes were compared at day 85, expressed as mean + SEM. Statistical analysis was performed with one-way

ANOVA with uncorrected Fisher’s LSD. n = 10 mice per group; *P < 0.05, **P < 0.005; ns, not significant.

propranolol treatment, confirming that propranolol effect is at
least partially due to an on-target beta blockade effect.

AQP1 Has a Unique Histologic Profile in IHs Revealing a Specific
Implication of Human TCs. Following the identification of AQP1
as a downstream target of propranolol in our U87 mouse model,
we wondered whether AQP1 could be a marker of propranolol
response in IH. To this end, the AQP1 expression profile was
assessed using immunofluorescence staining on a panel of IHs;
congenital hemangiomas such as noninvolutive congenital hem-
angiomas (NICH), partially involutive congenital hemangiomas
(PICH), and rapidly involutive congenital hemangiomas (RICH)
(which are typically nonresponsive to propranolol treatment);
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and infant normal foreskin dermis (Fig. 4 and SI Appendix, Figs.
S3, S4, and Table S2). The results showed that IH has a unique
AQP1 profile compared to nonpropranolol-responsive congeni-
tal hemangiomas or normal skin. Although IH is a capillary tu-
mor, during the natural evolution of the tumor, vascular structures
acquire bigger lumen and three layers. Indeed, while CD317/
CD34* EC (tunica intima) and alpha smooth muscle actin
(a-SMA™) smooth muscle cells or pericytes (PER) (tunica me-
dia) in IHs were negative for AQP1, CD317/CD34™ perivascular
cells of the innermost layer of tunica adventitia stained positively
for AQP1 (Fig. 4 A-C and E and SI Appendix, Figs. S3 and S5).
On the contrary, ECs and perivascular cells were respectively
positive and negative for AQP1 in infant normal dermis (Fig. 4D)
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Fig. 4. AQP1 unique expression profile differentiates IHs from congenital
hemangiomas. (A) ECs in IH are positive for CD31 marker (red staining) but
negative for AQP1 (green staining). Perivascular stromal cells are positive for
AQP1 but negative for CD31. (B) ECs in IH are positive for CD31 marker
(green staining) and co-stain with CD34 (red staining). Perivascular stromal
cells are positive for CD34 but negative for CD31. (C) PERs in IH are positive
for a-SMA (red staining) but negative for AQP1 (green staining). Perivascular
stromal cells are negative for a-SMA but positive for AQP1. (D) PERs in
normal dermis are positive for a-SMA (red staining) but negative for AQP1
(green staining). ECs are negative for a-SMA and positive for AQP1. (E) ECs in
IH are positive for CD34 marker (red staining) but negative for AQP1 (green
staining). Perivascular stromal cells are positive for CD34 and co-stain with
AQP1. (F) ECs in RICH congenital hemangioma are positive for CD34 marker
(red staining) and co-stain with AQP1 (green staining). Perivascular stromal
cells are positive for CD34 but negative or low for AQP1. (G) ECs in IH are
positive for GLUT1 marker (red staining) but negative for AQP1 (green
staining). Perivascular stromal cells are positive for AQP1 but negative for
GLUT1. (H) EGCs in RICH congenital hemangioma are negative for GLUT1
marker (red staining) but positive for AQP1 (green staining). Perivascular
stromal cells are negative for GLUT1 and negative or low for AQP1 (red
blood cells coexpress GLUT1 and AQP1).

or congenital hemangiomas (NICH, PICH, and RICH) (Fig. 4 F
and H and SI Appendix, Figs. S3, S4, and S7). Thus, the AQP1
profile expression is a differential marker between IHs and NICH/
PICH/RICH in addition to GLUT1 EC positivity; indeed, IH lesional
GLUTI1" ECs are found to be AQP1~, and GLUT1~ ECs are found
to be AQP1* (48) (Fig. 4 G and H and SI Appendix, Figs. S7, S8, and
Table S2). To further determine whether these cells could be a po-
tential target of propranolol in IHs, their expression of ADRB2 was
analyzed. Immunostaining showed that AQP1-positive perivascular
cells were also positive for ADRB2 (SI Appendix, Fig. S8C).
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Finally, we further characterized these perivascular cells. The
specific shape of these cells with very long prolongations, a
perivascular location, and CD34-positive staining suggest that
they belong to a particular cell type, TCs. Morphologically, TCs
have a small cell body and specific long prolongations (telo-
podes), with thin segments (podomers) alternating dilations
(podoms) (49). TCs have been described in the interstitium of
many organs. In the dermis, TCs are located around the blood
vessels, sweat glands, and nerves (50) and have been defined in
skin as CD34*/PDGFR-o* fvimentin* and CD317/CD68~/CD1637/
c-KIT /a-SMA™ cells (51). Importantly, vesicle-shedding properties
have been noted in the vicinity of other interstitial cells such as mast
cells (52) that are abundant and of an interesting nature in IH
pathophysiology (53, 54). So far, only electron microscopy can
confirm a TC cell type. Therefore, their characterization in IH was
performed using transmission electron microscopy. Their very long
(tens to hundreds of micrometers) and very thin podomers and
telopodes as well as their stromal synapses with mast cells
(Fig. 5 A-C and SI Appendix, Fig. S9) confirmed that AQP1-positive
perivascular cells in IH are TCs. We tested AQP1-positive peri-
vascular cells in IH for markers expressed by dermal TCs. In ad-
dition to CD34, TCs in IHs were positive for PDGFR-a and
vimentin (Fig. 5C). They were partially positive for VEGF-A and
K;-67, indicating that TCs in IHs are proliferative and proangiogenic
(Fig. 5C). Finally, they were negative for c-KIT, Tryptase, CD133,
CD68, and CD163 (Fig. 5C).

IH Sensitivity to Propranolol Relies on a Cross Talk between Vascular
Cells and Perivascular TCs. Given the potential importance of TCs
in pathophysiology of IH, we wondered whether propranolol
could affect the level of AQP1 in IH-TC. To answer this ques-
tion, IH-TC were isolated from IH patients. We first checked the
expression of the different markers. The results showed that the
isolated cell populations were homogeneously positive for PDGFR-
a, AQP1, and CD34 but negative for CD31 (Fig. 5D). Of note, in
culture, IH-TC maintained very long and very thin prolongations
typical morphology (Fig. SE) as well as higher AQP1 protein levels
than CH-TC or foreskin control-TC (Fig. 5F).

To examine the functional importance of TC in the patho-
physiology of IH, we next developed a Matrigel-based angio-
genesis assay, in which three cell types of interest were
incorporated (i.e., IH-EC, IH-PER, and IH-TC). To this end, all
three cell types were isolated from the IH fresh tissues using
magnetic beads coupled with antibodies against CD31, CD34,
and CD146 (as explained in Materials and Methods and SI Ap-
pendix, Fig. S10). These sorted cells were then labeled with three
different fluorescent dyes: EC in red, TC in green, PER in blue.
The cells were then homogeneously seeded on microslide wells
covered with a thin layer of Matrigel. Tube formation was im-
aged 4 h later, and several angiogenesis parameters (including
total tubes, total tube length, and the tube-covered area) were
then analyzed. The results showed that propranolol significantly
decreased the total number of tubes (27% less tubes when 3 pyM
propranolol was added) (Fig. 6 4 and B). Similar results were
obtained when 10 pM propranolol was added (Fig. 6 4 and B)
(n = 3; confirmed with cells from three different patients, in-
cluding multiple angiogenesis parameters).

Then, we investigated the relationship between propranolol
response and IH-TC-specific properties; we first replaced them
with primary foreskin-TC. The results showed that the anti-
angiogenic effect of propranolol was lost using foreskin-TC
(Fig. 6 A and B). Finally, to see whether propranolol can affect
angiogenesis parameters when IH-TC is used alone, a single
cell-type angiogenesis assay was used. Of interest, no major ef-
fect of propranolol on tubulogenesis were found when IH-EC,
IH-PER, and IH-TC cells were used separately (SI Appendix,
Fig. S11A4). Altogether, these results suggest that the sensitivity
of TH to propranolol relies on a cross talk between IH-EC, IH-
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Fig. 5. AQP1-positive in IH are TCs. (A) Transmission electron microscopy shows a TC with a very long and thin telopode in IHs, which is connected to a mast
cell by stromal synapses (B), confirming that these CD34+/AQP1+ cells are TCs. (C) TCimmunophenotyping was assessed using immunofluorescence staining of
PDGFR-q, vimentin, K;-67, VEGF-A, ¢-KIT, Tryptase, CD133, CD68, and CD163. Nuclei were marked in blue with DAPI. Vessel lumen is marked with a white
asterisk. (D) In vitro phenotyping of TCs was done by immune-cyto-fluorescence; TCs are homogeneously PDGFR-a, AQP1, and CD34 positive and CD31
negative. (E) Cultured IH-TC photograph. (F) AQP1 protein level in IH-TC, CH-TC (congenital hemangioma-TC), or foreskin control-TC, evaluated by Western
blot (B-actin is used as loading control).

PER, and IH-TC. We then sought to determine whether the assays. The results showed a significant reduction of the AQP1
AQP1 protein level in TC was sensitive to propranolol, as ob-  level in propranolol-treated IH-TC (quantification is the mean
served in our in vivo model. The AQP1 protein level was eval-  of n = 3 experiments) (Fig. 6C). Finally, tubulogenesis assay was
uated in IH-TCs that had been treated for 2 h with 3 pM  used to examine the functional link between AQP1 and pro-
propranolol in the same culture conditions as the tubulogenesis  pranolol treatment. To this end, AQP1 was down-regulated in
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Fig. 6. The effect of propranolol on the tubulogenic properties of the combined IH-derived EC, PER, and TC depends on IH-TC. Isolated IH cells are cultured
and amplified before they were labeled with three different fluorescent dyes: EC in red, PER in blue, and TC in green. EC, PER, and TC were seeded on
microslide wells covered with a thin layer of Matrigel. Tube formation was then imaged 4 h later and analyzed using Wimtube software from Wimasis. (A and
B) Substitution of IH-TC by foreskin-TC impaired the responses of the three-cell-type model of IH to 3 and 10 pM of propranolol. (A) Representative fluo-
rescent images with illustrative analysis image. (B) Total tubes, average quantification of three wells per condition (n = 3), representative results from three
different patients (n = 3). (C) Western blotting evaluation of AQP1 protein level in IH-TC in control medium or after 2 h with 3 uM propranolol. Protein
intensity was normalized to B-actin. The mean relative protein amount was calculated based on three different experiments (n = 3). (D) AQP1 in IH-TC was
down-regulated using shAQP1. Then, shCT- and shAQP1-transduced TCs were used in our in vitro three-cell-type-based tubulogenesis assay. Data are
expressed as mean + SEM. Statistical analysis was performed with one-way ANOVA with uncorrected Fisher’s LSD. *P < 0.05, **P < 0.005, and ****P < 0.00005;
ns, not significant.

IH-TC through the transduction of a lentiviral vector encoding and propranolol sensitivity in malignant and benign tumors. In-
shRNA targeting AQP1 (efficiency was checked by Western blot, ~ deed, in our mouse experiments, only the U87 Bev-treated
SI Appendix, Fig. S11B). These cells were then subjected to our model with increased AQP1 was sensitive to propranolol;
three-cell-type-based tubulogenesis assay. The results showed  moreover, our results on hemangiomas show that IHs, which are
that AQP1 knockdown significantly decreased the total number  sensitive to propranolol, present a GLUT1"/AQP1~ endothe-
of tubes and that adding propranolol on these cells did not led to  lium and GLUT17/AQP1* perivascular TCs. On the contrary,
a more pronounced effect (Fig. 6D), confirming that AQP1 and  congenial hemangiomas (NICH, PICH, and RICH), which do
propranolol treatment modulate tube formation through the not respond to propranolol, have a GLUT1/AQP1™ endothe-

same pathway. lium and GLUT17/AQP1~ perivascular TCs. The GLUT1%/
. . AQP1™ endothelium with a specific perivascular positive for
Discussion AQP1 (and AQP4) located in astrocytes (44) is a known feature

This study provides insight into the antitumor pathway of pro-  of the blood-brain barrier (BBB) in the central nervous system
pranolol and strongly suggests a link between AQP1 expression (CNS) and brain tumors such as glioblastomas (44, 55). BBB
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astrocytes are known to be responsible for the negative regula-
tion of AQP1 in ECs (56).

It has been shown that the expression of AQP1 is up-regulated
in many cancers (30) and some brain tumors, notably glioblas-
tomas (44, 57, 58). AQP1 expression in glioblastomas has been
found to be induced by growth factors, D-glucose, and hypoxia
(44, 59). Consistently, we found that AQP1 is up-regulated in
Bev-treated U87 xenografts (Fig. 24), where relative hypoxia is
induced by antiangiogenic effect of the anti-VEGF-A antibody
bevacizumab (34). As evidence of the induction of hypoxia in
Bev-treated xenografts, elevated levels of CA9, a marker of
hypoxia, as well as of some proangiogenic factors associated with
hypoxia such as VEGF were detected by qPCR (SI Appendix,
Fig. S1B) and MMP2/10 in our proteomics analysis (Fig. 2 and S/
Appendix, Table S1). Some of those hypoxia-related markers
elevated in our Bev-treated model have been associated with the
pathophysiology of ITH (22, 23, 60), which might explain why their
presence is associated with propranolol tumor response in our
model. It is also interesting to note that COL1A1 was coregu-
lated with AQP1; a functional link may exist between AQP1,
COL1Al, and metalloproteinases, as they are all part of extra-
cellular matrix remodeling. Indeed, physiological and patholog-
ical functional links have been shown in the literature (28, 30,
61). Then, our results showed that AQP1 down-regulation by
propranolol treatment or shAQP1 significantly decreased the
exponential growth phase of Bev-treated U87 tumors (Figs. 1B,
2B, and 3C). We observed a significant antitumor effect of
propranolol at doses of 2 and 10 mg/kg/day under this regimen.
However, the 50 mg/kg/day dose of propranolol was less effi-
cient, which is interesting in regard to dose response on VEGF
expression (Fig. 1 B and C and SI Appendix, Fig. S14). This
paradoxical effect has also been described with propranolol in an
osteoporosis animal model (62, 63) and may be attributed to the
interaction of high doses of propranolol with different types of
adrenergic receptors and/or the concentration-dependent in-
verse agonist activity of propranolol on ADRB. This observation
is important because the majority of studies to date on the
mechanism of action of propranolol used very high doses,
ranging from 50 to 200 pM in vitro (64-68). Moreover, it has
been shown that 100 nM is sufficient to reach a maximum pla-
teau in binding ADRB2 (69). Given that the plasma concen-
tration of propranolol in IH patients after oral administration of
one of the two daily doses of propranolol (3 mg/kg) varies be-
tween 21.3 and 125 ng/mL (0.48 pM) (10), it is very unlikely that
the effect of propranolol in IH can be mimicked and studied with
100x doses.

Little is known about the relationship between ADRBs and
AQPs. Nonetheless, treatment of frog skin with isoproterenol, a
nonselective ADRB agonist, was reported to be associated with
water permeability, whereas propranolol had an inhibitory effect
(70). Both events are mediated by AQPs, which are translocated
to the apical membrane (70). Moreover, agonists of f2 adre-
noreceptor, terbutaline and salbutamol, respectively, in human
monocytic cell line or in vivo in rat up-regulated AQP1 (71, 72).
In our xenograft model, propranolol treatment was as efficient as
AQP1 silencing in reducing Bev-treated tumor growth, and no
additive effect was observed (Fig. 3C). Moreover, when pro-
pranolol treatment combined with ADRB?2 silencing was tested,
no additive effect was found (Fig. 3D), suggesting that the anti-
tumor effect of propranolol is the result of an on-target ADRB2
effect. Our functional protein association networks analysis as
well as AQP1 silencing and overexpression further suggest that
AQP1 regulation and propranolol treatment have a common
pathway in our xenograft model (Fig. 2D). Indeed, although
AQP1 has been described as a distinctive clinical prognostic
factor in cancers (30) and we further confirmed the protumor
effect of its overexpression in vivo (Fig. 3D), its silencing alone
had no antitumor effect in non-Bev-treated mice in our model
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but greatly sensitized U87 tumors to Bev with a magnitude
comparable to that of propranolol treatment or ADRB2 down-
regulation (Fig. 3 C and D). Of note, the antiangiogenic effect of
AQP1 silencing has been shown to be increased by hypoxia and/
or VEGF-neutralizing antibody; in other words, AQP1 is re-
quired for hypoxia-inducible angiogenesis (73).

Given the importance of AQP1 for propranolol response in
our xenograft tumor model, we looked for the cell expressing
AQP1 in IH. Interstitial perivascular TCs, which are numerous in
IH, are highly positive for AQP1 compared to congenital hem-
angiomas or normal dermis (Figs. 4 and 5F). The effects of TCs
on skin homeostasis, including neonatal blood—skin barrier, skin
remodeling, skin regeneration, and skin repair could be a part of
the pathomechanism of IH leading to its rapid growth and its
natural or propranolol-induced involution (50, 74, 75). More-
over, IH-TCs make contacts known as stromal synapses with the
numerous mast cells present in IH, as evidenced by many vesicles
observed at the level of the stromal synapses (Fig. 5 A-C and S/
Appendix, Fig. S8), allowing a paracrine cell-cell dialogue (50,
76). Interestingly, we were able to reproduce the propranolol
effect on the AQP1 levels seen in the U87 mouse model on
cultured IH-TCs as well (Fig. 6C). Moreover, our in vitro an-
giogenesis assays showed that propranolol significantly de-
creased angiogenesis parameters when IH-TC were mixed with
IH-EC and IH-PER (Fig. 6). Of note, this effect was lost if TH-
TC was replaced with foreskin-TC or if each cell type was used
separately (Fig. 6 and SI Appendix, Fig. S11). Furthermore,
down-regulation of AQP1 in IH-TCs significantly decreased
angiogenesis parameters and abrogated the effect of propranolol
on in vitro tube formation (Fig. 6D). Altogether, these results
suggest that the exquisite sensitivity of IH to propranolol relies
on a cross talk between the three cell types with a critical role of
AQP1-positive IH-TC. The role of AQP1 as a marker of pro-
pranolol response should be further investigated to identify tu-
mor types with potential therapeutic benefits of beta blockade.

Materials and Methods

Drugs and Chemicals. Clinical formulations of bevacizumab Avastin (Roche)
and propranolol (Karnodyl, Primius Lab Ltd) were purchased from the Bor-
deaux Hospital Pharmacy. The infantile propranolol formulation Hemangeol
and placebo were provided by Laboratoire Pierre Fabre Medicament, France.

Human Samples. All studies were performed in accordance with the Decla-
ration of Helsinki. Human samples were obtained from patients seen at
Bordeaux University Hospital. All donors provided written informed consent.
The Ethics Committee of Bordeaux University Hospital (CE-GP-2019-23) ap-
proved the study.

Animals and Experimental Protocol. NSG mice were bred in standard condi-
tions compliant with regulations and housed in a pathogen-free animal
facility. All mouse experiments were carried out with the approval of Bor-
deaux University Animal Care and Use Committee. Male mice were used in
all experiments. Mice were randomly assigned to each group before the
start, and experiments were performed blinded with respect to treatment.
Experimental subgroups consisted of 10 mice per group, with each subgroup
caged separately. A total of 5 x 10° of U87-MG tumor cells combined with
Matrigel matrix high concentration (Corning) were subcutaneously injected
in the right flank of mice. For the Bev-treated mouse model (Bev is a hu-
manized anti-VEGF monoclonal antibody), Bev (intraperitoneal injections of
10 mg/kg, twice a week) and propranolol (Hemangeol, Pierre Fabre Phar-
maceuticals, Inc., Parsippany, NJ) (ranging from 2, 10, or 50 mg/kg/day in
drinking water, renewed three times a week) treatments were started
the day after transplantation of human tumor cells. Counterpart control
groups received Bev and the Hemangeol vehicle solution in drinking water
(placebo). To assess the tumor volumes and growth rate of tumors, caliper
measurements of the tumors were obtained twice a week. Tumor volumes
were calculated by the following formula: volume = (width) 2 x length/2.
After 2.5 mo of treatment, mice were euthanized and tumors were
extracted, weighted, and collected for immunohistochemical studies and
RNA and protein purification.
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Cell Lines and Culture. A375 (melanoma), A431 (skin carcinoma), CAPAN-2
(prostate cancer), and U87-MG (glioblastoma) were obtained from the
American Type Culture Collection (ATCC; http:/www.atcc.org/). The U87-MG
line was derived from malignant gliomas of a male patient. The cell line is
likely a glioblastoma of CNS origin (77). Cells were grown in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum
(Gibco; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) and cultured in a humidified
atmosphere of 5% CO, at 37 °C. U87-MG cell cultures were tested every 2 wk
for mycoplasma contamination by PCR.

Cytogenetic Verification. To examine the cytogenetic profile of U-87 MG, cells
were cultured in Labtek chamber slides (Thermo Fisher Scientific). After 2 d,
mitotic divisions were blocked at the (pro)metaphasic stage by adding a
colcemid solution for 3 h (KaryoMAX Colcemid solution at 0.10 pug/mL; Life
Technologies Corporation). Hypotonic shock and fixation of the chromo-
some preparations were performed with a saline solution (1% sodium cit-
rate) and Carnoy'’s solution (acetic acid and methanol, 1:3 volume/volume),
respectively.

Conventional karyotyping of U-87 MG cells was performed after Giemsa
staining and heat denaturation (“R-bands”). Conventional karyotyping of U-
87 MG cells identified structural abnormalities previously described in this
cell line, including additional material of unknown origin on chromosomes 1
and 6, partial deletions of chromosomes 9 and 18, and a derivative chro-
mosome from a translocation involving the long arm of chromosome 10 and
the short arm of chromosome 16 (chromosome der(10;16)(q10;q10)); data
are from the Physical Sciences-Oncology Network Bioresource Core Facility
(PBCF) at ATCC.

Driver mutation information is as follows: CDKN2A homozygous c.1_471del471,
phosphatase and Tensin homolog (PTEN) homozygous ¢.209+1G > T, CDKN2C
homozygous c.1_507del507, p53 wild type. The mutation data were obtained from
the Sanger Institute Catalogue of Somatic Mutations in Cancer website (https:/
cancer.sanger.ac.uk/cell_lines/sample/overview?id=687590).

Immunohistochemistry and Fluorescence. Following deparaffinization of
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections, antigen was retrieved by
using citrate buffer pH6 in a PT Link instrument (Dako, Agilent). The sections
were then incubated overnight at 4 °C with primary antibodies (S/ Appendix,
Table S3). After incubation for 1 h with conjugated secondary antibody, the
nuclei were counterstained with DAPI.

IH Cell Sorting. After mechanical disruption and enzyme digestion of IH fresh
tissues with a mixture of collagenase (Sigma-Aldrich) and dispase
(Sigma-Aldrich) in sterile PBS, single cell suspensions were purified with a
sequential sorting using a column-based magnetic cell separation technology
according to the manufacturer's recommendations (S/ Appendix, Fig. S9).
ECs, TCs, and PERs were isolated by sequential sorting, first with anti-CD31
(EQ), then anti-CD34 (TC), and finally anti-CD146 (PER) coupled to magnetic
beads (Miltenyi). ECs were cultured in endothelial growth medium (EGM2,
Promocell), TC in DMEM (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine
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serum, and PER in Pericyte growth medium (Promocell), all supplemented
with 1% penicillin-streptomycin.

In Vitro Matrigel Tube Formation Assay. Matrigel Growth Factor Reduced
Basement Membrane Matrix (Corning) was polymerized for 30 min at room
temperature and then 1 h at 37 °C on p-slide angiogenesis wells (Ibidi). Sorted
IH-EC, HI-PER and IH-TC were, respectively, labeled with CMRA-548 orange
dye, CellTrace-405 violet dye and CMFDA-492 green dye (Thermo Fisher). IH-
derived cells were suspended in 50 pL endothelial growth medium (EGM2,
Promocell) containing 10 pM noradrenaline (Mylan) and 3 or 10 pM pro-
pranolol (Karnodyl, Primius Lab Ltd). Cells from each type were seeded
separately or together onto Matrigel in triplicate (10,000 cells/well or 3,200
EC + 3,200 TC + 3,200 PER/well). p-slides were incubated for 4 h at 37° C.
After incubation, tube formation was imaged at 10x magnification using an
Eclipse microscope (Nikon). The angiogenesis parameters, including total
tubes, total tube length, percentage of covered area, total loops, and nets,
were analyzed using the image analysis software Wimasis WimTube (Oni-
magin Technologies). The mean value of three images taken per well was
obtained for each condition in triplicate.

Statistical Analyses. Equal variance was checked for each comparison using an
F-test. The standard two-tailed Student'’s t test for two data sets or ANOVA
(Fisher’s test) with more than two data sets was used, except in Fig. 3D for
comparisons between the following groups: “placebo shCT pCT” versus
“propranolol shCT pCT” or versus “placebo shADRB2 pCT;” because of sig-
nificantly different variance, Welch’s unequal variances t test was used in-
stead. Analyses were performed using Prism V6 and V8 (GraphPad Inc.). Data
are presented as means + SEM.

Data Availability. The data supporting the findings of this study are available
within the article text and its supporting information. The mass spectrometry
proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange Consortium
via the Proteomics Identifications Database partner repository with the
dataset identifier PXD021457 (http:/www.ebi.ac.uk/pride/archive/projects/
PXD021457) (38).
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Supplementary Information

Methods:
RNA isolation and real-time reverse transcription PCR

RNA was isolated from sub-confluent growing cells using the NucleoSpin® RNA kit
(MACHEREY-NAGEL, Germany) and 0.5 ng RNA was used for first-strand cDNA synthesis
by using PrimeScript™ RT Master Mix (Takara, Japan) according to the manufacturer's
protocols. 10x diluted cDNA was prepared and the final 20 ul reaction mixture included 300
nM of each primer and 1x Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent,
USA). Initial denaturation for all PCR reactions was 3 min at 95 °C, followed by 40 cycles of
PCR amplification (95 °C for 5 sec and 60 °C for 5 sec) using the CFX96 Real-Time PCR
Detection System instrument (Bio-Rad, USA). The PCR product obtained by specific primers
for glucuronidase beta (GUSB) was used as a reference gene to control for loading.
Amplification efficiencies were determined by serial dilutions, and all reactions were performed

in triplicate. Melt curves were performed after each run to confirm the primer pair specificity.
Lentivirus generation and establishment of GFP * cells

The lentiviral vectors pGIPZ (TurboGFP and shRNA are part of a bicistronic transcript
allowing the visual marking of shRNA-expressing cells) targeting ADRB2 or AQP1 and the
non-silencing control were acquired from Thermo Fisher, USA. AQP1 overexpression was
achieved by lentiviral transduction of 217EX-A4384-Lv230 ORF expression clone for AQP1
(NM _198098.3) and 217EX-NEG-Lv230 Empty control vector for pReceiver-Lv230
respectively called pAQP1 and PO in the paper, acquired from Genecopoeia, MD, USA.
Lentiviral particles expressing GFP were prepared using 293T cells plated in 175 cm? flasks.
Twenty-four hours after seeding, near-confluent cells were co-transfected with 45 ng pHR2-

GLF lentiviral vector together with pPCMVARS.74 packaging and VSV-G-expressing vectors



(3:2:1 ratio) in the presence of 25 uM chloroquine (Sigma-Aldrich, USA). The medium was
changed after 8—12 h and then collected at 24-36 h, filtered through a 0.45 pm polyethersulfone
filter, and ultracentrifuged for 2 h at 20,000 rpm at 4 °C. The viral pellet was resuspended in
plain IMDM medium (Invitrogen, USA) and frozen at -80 °C. The viral titer was determined
by infection of 293T cells with several dilutions of the virus and analysis of GFP+ cells by flow
cytometry 36 h later. U87-MG cells were transduced with lentivirus. After 16-24 h incubation
with virus, the medium changed. Transduced cells were selected with 1 pg/mL of puromycin

for 5 days. GFP+ cells were sorted and purified by flow cytometry.

Protein extraction and western blotting

Cell pellets were resuspended in a lysis buffer RIPA [Tris-HCIL, pH 8, 50 mM; NaCl 150 mM;
sodium dodecyl sulfate 0.1%; NP40 1%; sodium deoxycholate 0.5%; protease inhibitors
cocktail (Sigma)]. After 30 min on ice, the samples were centrifuged for 15 min at 15 000g.
The supernatants containing soluble proteins were analyzed by western blotting: 30 micrograms
of proteins were separated by 10% sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis
and transferred onto polyvinylidene difluoride membranes (Millipore), using a mini-blot wet
transfer (Bior-Rad). Membranes were then blocked for 1 h in 5% skim milk in Tris-buffered
saline-T (Tris—HCI, pH 7.5, 100 mM, NaCl 0.9%, Tween-20 0.05%) and incubated overnight
at 4°C with primary antibody (Table S3) diluted at the appropriate concentration in blocking
solution. Blots were washed three times in Tris-buffered saline-T, and then incubated for 1 h
with peroxidase-conjugated secondary antibody (Table S3). After washes, signals were

detected using chemiluminescence reagent (Bio-Rad).



Proteomic analysis
Proteomic analysis was performed as previously explained (1, 2).
Sample preparation and protein digestion

Samples were solubilized in Laemmli buffer and were deposited in triplicate onto SDS-PAGE.
Separation was stopped once proteins had entered the resolving gel. After colloidal blue
staining, bands were cut out from the SDS-PAGE gel and subsequently cut into 1 mm x 1 mm
gel pieces. Gel pieces were destained in 25 mM ammonium bicarbonate 50% ACN, rinsed twice
in ultrapure water and shrunk in ACN for 10 min. After removal of ACN, gel pieces were dried
at room temperature, covered with the trypsin solution (10 ng/ul in 50 mM NH4HCO3),
rehydrated at 4 °C for 10 min, and finally incubated overnight at 37 °C. Spots were then
incubated for 15 min in 50 mM NH4HCO3 at room temperature with rotary shaking. The
supernatant was collected, and an H2O/ACN/HCOOH (47.5:47.5:5) extraction solution was
added onto gel slices for 15 min. The extraction step was repeated twice. Supernatants were
pooled, dried in a vacuum centrifuge, and resuspended in 25 pl of formic acid (5%, v/v) so as

to inject about 500 ng.
nLC-MS/MS analysis

Peptide mixture was analysed on a Ultimate 3000 nanoLC system (Dionex, Amsterdam, The
Netherlands) coupled to an Electrospray Q-Exactive quadrupole Orbitrap benchtop mass
spectrometer (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA). Ten microliters of peptide digests were
loaded onto a 300-pm-inner diameter x 5-mm C18 PepMapTM trap column (LC Packings) at
a flow rate of 30 uL/min. The peptides were eluted from the trap column onto an analytical 75-
mm id x 25-cm C18 Pep-Map column (LC Packings) with a 4-40% linear gradient of solvent
B in 108 min (solvent A was 0.1% formic acid in 5% ACN, and solvent B was 0.1% formic

acid in 80% ACN). The separation flow rate was set at 300 nL/min. The mass spectrometer



operated in positive ion mode at a 1.8-kV needle voltage. Data were acquired using Xcalibur
2.2 software in a data-dependent mode. MS scans (m/z 300-2000) were recorded at a resolution
of R =70 000 (@ m/z 200) and an AGC target of 1 x 106 ions was collected within 100 ms.
Dynamic exclusion was set to 30 s and the top 15 ions were selected from fragmentation in
HCD mode. MS/MS scans with a target value of 1 x 105 ions were collected with a maximum
fill time of 120 ms and a resolution of R = 35000. Additionally, only +2 and +3 charged ions
were selected for fragmentation. Other settings were as follows: neither sheath nor auxiliary
gas flow heated capillary temperature, 260 °C; normalized HCD collision energy of 25% and

an isolation width of 3 m/z.

Database search and results processing

Data were searched by SEQUEST through Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Fisher Scientific
Inc.) against a subset of the 2018.01 version of the UniProt database restricted to the Homo
Sapiens Reference Proteome Set (71,536 entries). Spectra from peptides higher than 5000 Da
or lower than 350 Da were rejected. The search parameters were as follows: mass accuracy of
the monoisotopic peptide precursor and peptide fragments were set to 10 ppm and 0.02 Da
respectively. Only b- and y-ions were considered for mass calculation. Oxidation of
methionines (+16 Da) and carbamidomethylation of cysteines (+57 Da) were considered as
variable and fixed modifications, respectively. Two missed trypsin cleavages were allowed.
Peptide validation was performed using the Percolator algorithm (3) and only “high confidence”

peptides were retained corresponding to a 1% false positive rate at peptide level.



Label-Free Quantitative Data Analysis

Raw LC-MS/MS data were imported in Progenesis QI for Proteomics 2.0 (Nonlinear Dynamics
Ltd, Newcastle, U.K). Data processing included the following steps: (i) Features detection, (i)
Features alignment across all samples, (iii) Volume integration for 2-6 charge-state ions, (iv)
Normalization on feature median ratio, (v) Import of sequence information, (vi) Calculation of
protein abundance (sum of the volume of corresponding peptides), (vii) A statistical test was
performed and proteins were filtered based on p-value<0.05. Only non-conflicting features and
unique peptides were considered for calculation at protein level. Quantitative data were

considered for proteins quantified by a minimum of 2 peptides.

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange

Consortium via the PRIDE (4) partner repository with the dataset identifier PXD021457

Transmission electron microscopy (TEM)

Human biopsies were fixed with 2.5 % (v/v) glutaraldehyde in 0.1M phosphate buffer (pH 7.4)
for 1h at room temperature (RT). Then samples were washed in 0.1M phosphate buffer and
post-fixed in 1% (v/v) osmium tetroxide in phosphate buffer 0.1 M for 2h in the dark at RT,
then were washed in water and dehydrated through a series of graded ethanol and embedded in
a mixture of pure ethanol and epoxy resin (Epon 812; Delta Microscopy, Toulouse, France)
50/50 (v/v) for 2 hours and then in 100% resin overnight at RT. Polymerization of the resin was
carried out between 24-48 hours at 60 ° C.

Samples were then sectioned using a diamond knife (Diatome, Biel-Bienne, Switzerland) on an
ultramicrotome (EM UC7, Leica Microsystems, Vienna, Austria). Ultrathin sections (65 nm)
were picked up on copper grids and then stained with uranyl acetate and lead citrate. Grids were

examined with a transmission electron microscope (H7650, Hitachi, Tokyo, Japan) at 80kV.



SI Figures:

0.003
0.002
0.001
0.000

T T uojssaldx3 pazijewioN
© e © <
- o (=}

uolssaidx3 pazijewoN dAne[9Y

2.0
1

m
° ) o0 o %
° \%@ o~
0 B
.«,\0\0 M
99 e@o. g
o, <
L% 4 O
\%k\
QN\
29,70
o, Y
(4 .\Qo
> % 2%
> > u.vl_v > F Y
> %,
%,
- o, e,
CANRN
%, g
<< < _I.m_AA <« < -, &m\
1
9 @
r T T r
@ © < N e
o o o o o
90lWw pajeail}-Aag wouy
(B) 3ybBram sowny 280 )

Fig. S1.
A



Fig. S1. Propranolol antitumor effect study in vive. A. U87 tumor weight of Bev and non-
Bev-treated mice co-treated with 2, 10 or 50 mg/kg of propranolol or placebo. * Bev-treated
mice combined with 2 mg/kg of propranolol had significantly smaller tumors compared t
(p=0,0464) Bev-treated mice with placebo. B. VEGF-A expression in U87 tumors measured by
human specific qPCR. Bev-treated mice (Avastin) had higher tumor VEGF expression.
Inhibitory dose-response was observed but did not correlate with tumor response. C. ADRB2
(red) and AQP1 (green) IHF staining of tumor xenograft from U87, A375, A431, CAPAN-2
human tumor cell lines. D. ADRB1, ADRB2 and ADRB3 expression in U87 cell line measured

by qPCR. ADRB?2 was the only ADRB gene significantly expressed. * P<0.05 ** P<0.005
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Fig. S2. Betaadrenergic pathway and AQP1 as a target of propranolol in U887 tumors. A.
ADRB?2 shRNAs efficiency measured by qPCR in U887 shRNA-lentivirus transduced cells.
Among 5 different shADRB2, shADRB2b had a satisfactory 75% inhibition effect on ADRB2
mRNA level. B. U87shCT and shADRB2 tumors Specific Growth Rate (SGR) in non-Bev and
Bev-treated mice was estimated according to the following equation: SGR=Ln2/DT, in which
DT= doubling time. The higher the SGR is, the faster the tumors grow. Propranolol significantly
inhibit tumor growth speed. * P<0.05 ** P<0.005 *** P<0.0005. C. U87 shCT tumor growth
with (pAQP1) or without (p0) AQPI overexpression, in bev-treated mice co-treated with
propranolol or placebo. D. U87 shADRB2 (shB2) tumor growth with (pAQP1) or without (p0)
AQP1 overexpression, in bev-treated mice co-treated with propranolol or placebo. E. AQP1
protein RLU quantification normalized by beta-actin show efficient downregulation of AQP1
using shRNA lentiviral vector. AQP1 knockdown is measured by Western-blot on 3 on different
extracted U87 tumors from each group (shCT and shAQP1). F. AQP1 overexpression in U87

cells using pAQP1 lentiviral construct or pCT as a control, evidenced by western-blot.



Fig. S3.
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Fig. S3. AQP1/CD34 co-staining by IHF of NICH from 3 patients and RICH from 3
patients (NICH: Non-Involuting Hemangioma; RICH: Rapidly Involuting Hemangioma).
Merged image of CD34 (red), AQP1 (green) and DAPI. Lesional ECs are AQP1-postive.

Magnification 40X, entire field.



Fig. S4.

PICH: 6 patients
CD34 AQP1

Fig. S4. AQP1/CD34 co-staining by IHF of PICH from 6 patients (PICH: Partially
Involutive Congenital Hemangioma) Merged image of CD34 (red), AQP1 (green) and DAPI.

Lesional ECs are AQP1-postive. Magnification 40X, entire field.



Fig. S5.
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CD34 AQP1

Fig. S5. AQP1/CD34 co-staining by IHF of IH from 9 patients. Merged image of CD34
(red), AQP1 (green) and DAPI. Lesional vessels of IH show a unique AQP1 profile.

Magnification 40X.
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Fig. S6. CD34 positive cells in IH. A. CD34 Histogreen IHC staining. B. IHF staining with
side-by-side, single label for each marker and the merged image of CD34 (red), AQP1 (green)
and DAPI, a CD34" railway staining is observed with the inner layer being endothelial cells

AQP1" and the outer layer being telocytes AQP1™.



Fig. S7.




Fig. S7. DAB IHC of AQP1 and blue counterstained nuclei with hematoxylin. 1 to 5 are
AQP1 staining of IH patients 1 to 5 respectively, magnification 20X. 5b is IH patient 5 with
GLUTI in DAB (brown) and AQP1 in Histogreen 6 and 7 are NICH patients 1 and 2.

(Magnification 40X, entire fields).



Fig. S8.
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Fig. S8. IHF of IH with AQP1, GLUT1 or ADRB2 stainings A. AQP1 mouse monoclonal
antibody (red) and GLUT 1 rabbit polyclonal (green) compared to B. staining with AQP1 rabbit
polyclonal antibody (green) and GLUT1 mouse monoclonal (red) rabbit (green). Staining and
specificity of antibodies were validated. C. ADRB2 (red) AQP1 (green) co-staining.

Magnification 40X.



Fig. S9. Mast cells are in close contact with telocytes. Tryptase-positive mast cells (in red)

are in direct contact with AQP1-positive telocytes (green). (Magnification 40X, entire fields).
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Fig. S10. IH fresh tissue cell sorting for in vitro culture, labelling and assays. A. Sequential

cell sorting with magnetic bead coupled antibodies directed to CD31, CD34, CD146. B.

Cytometry quality control for CD34+ cells, example of a single CD34 cell sorting from IH

tissue. Here, CD34 sorting was done before CD31, so two CD34+ populations were identified.

Then CD31 sorting was always done before CD34 sorting, in order to separate EC before TC

sorting. C. Cytometry quality control for CD146+ cells (pericytes fraction).
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Fig. S11. Separated cell-type tubulogenesis assay and shAQP1 efficiency in IH-TC. A.
Propranolol has no major effect on tubulogenic properties of IH-EC, IH-PER and IH-TC in
vitro. IH cells were labeled with three different fluorescent dyes, EC in red, TC in green, PER
in blue. When IH-EC, IH-PER and IH-TC cells were used separately in tubulogenesis assay,
no major effect of propranolol on tubulogenic properties of each of the 3 IH-cells or control
foreskin-TC were found. B. shAQP1 efficiency in IH-TC by western-blot on protein extracted
from transduced IH-TC using shCT and shAQPI1. AQPI protein RLU quantification
normalized by beta-actin show efficient knockdown of AQP1 using shAQPI lentiviral vector

compared to shCT.



Table S1. Proteins differentially expressed between xenografts treated with Bev vs PBS as well

as the combination of Bev and propranolol vs Bev alone.

Bev vs PBS (Bev+Propranolol) vs (Bev+Placebo)
Protein name Peptides Peptides
Confidence Fold Confidence Fold
useq fqr score Anova (p) Change useq fqr score Anova (p) Change
quantitation quantitation
Retinoic acid receptor responder protein 2
(RARRES?) 2 6.05 4.35E-02 2 6.05 8.60E-01
Immunoglobulin kappa constant (IGKC) 7 40.97 4.31E-02 7 40.97 1.39E-01
Amine oxidase [flavin-containing] B (MAOB) 2 5.93 8.10E-02 2 5.93 2.05E-02
C-type lectin domain family 11 member A g g ~
(CLEC11A) 4 11.44 4.00E-03 4 11.44 8.39E-02 1.89
Hg”:,‘g‘f)g"’b”"” heavy constant gamma 1 6 4461 8.79E-03 6 4461 1.70E-01 1.60
Adenylosuccinate synthetase isozyme 1
(ADSSL1) 3 12.29 3.17E-02 3 12.29 6.24E-01 -1.27
Aquaporin-1 (AQP1) 4 20.13 4.86E-02 4 20.13 9.41E-03
Collagen alpha-1(l) chain (COL1A1 8 31.85 2.73E-02 8 31.85 4.76E-02
9 P!

Stromelysin-2 (MMP10) 3 7.39 2.45E-02 3 7.39 4.04E-01 -1.12
Laminin subunit alpha-5 (LAMAS5) 9 33.15 4.73E-02 9 33.15 9.49E-01
72 kDa type IV collagenase (MMP2) 7 20.39 1.10E-01 7 20.39 4.88E-02
CDP-diacylglycerol-inositol 3-
phosphatidyliransferase (CDIPT) 4 18.69 2.78E-01 4 18.69 4.78E-02
Acetolactate synthase-like protein 2 6.46 2.91E-01 1.84 2 6.46 1.10E-02
Carbonic anhydrase 9 (CA9) 4 13.61 3.48E-02 1.84 4 13.61 5.92E-01
Sulfotransferase 1A4 (SULT1A4) 3 9.96 9.34E-01 1.52 3 9.96 4.39E-02
Inosine triphosphate pyrophosphatase (ITPA) 5 15.22 3.35E-01 1.38 5 15.22 3.98E-02
E3 ubiquitin/ISG15 ligase TRIM25 (TRIM25) 2 6.13 7.65E-01 1.04 2 6.13 3.00E-02
Discoidin, CUB and LCCL domain-containing
(DCBLD2) 2 5.29 7.17E-01 -1.04 2 5.29 4.39E-02
UDP-N-acetylhexosamine pyrophosphorylase ] ~
(UAP1) 2 9.77 9.66E-01 1.04 2 9.77 4.58E-02
Protein FAM136A (FAM136A) 2 4.32 7.17E-01 -1.25 2 4.32 3.10E-03
Myosin-8 (MYH8) 4 252.28 2.43E-01 -1.39 4 252.28 3.10E-02
Hemoglobin subunit beta (HBB) 4 25.11 1.62E-01 -1.89 4 25.11 2.69E-02
Hemoglobin subunit alpha (HBA1) 7 24.48 1.49E-01 -1.89 7 24.48 3.26E-02
Small nuclear ribonucleoprotein F (SNRPF) 2 7.56 1.04E-02 | 2 7.56 1.67E-01 1.37
Haptoglobin-related (HPR) 2 3.77 1.37E-02 | 2 3.77 1.49E-01 -1.54
Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1
(ZC3HAV1) 4 14.60 1.89E-02 | 4 14.60 8.25E-01 -1.04
Sulfide:quinone oxidoreductase,
mitochondrial (SQOR) 3 16.30 9.28E-02 | 3 16.30 4.70E-02
Rab3 GTPase-activating protein non-catalytic %
subunit (RAB3GAP2) 2 7.04 1.84E-03 2 7.04 4.12E-03 1.80
:T}f;g;pha‘twps'” inhibitor heavy chain H3 7 26.82 4.00E-02 | 7 26.82 960E-02 | -1.64
:T}f,:f)'pha'wps'” inhibitor heavy chain H4 7 16.98 2.39E-02 | 7 16.98 2.33E-01 1.25
PDZ domain-containing protein GIPC1 2 6.65 2 84E-02 2 6.65 4.22E-01 139
(GIPC1)
Carnitine O-palmitoyltransferase 1 (CPT1A) 4 9.08 4.22E-02 | 4 9.08 1.42E-01 !




Table S2. GLUT1 and AQP1 Lesional vascular profiles

Lesional vascular profile
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Table S3. Antibodies

IHF wB
Antibody Provider Reference dilution |dilution
AQP1 Merck AB2219 1/1000 1/500
AQP1 Santa Cruz Biotechnology |sc-25287 1/50
CD34 Thermofisher MA1-10202 1/500
PDGFRa Abcam Ab61219 1/500
c-kit Santa Cruz Biotechnology |sc-393910 1/50
vimentin Dako MO0725 1/200
aSMA Abcam ab7817 1/500
GLUT-1 Merck MABS132 1/500
GLUT-1 Thermofisher pa1-21041 1/100
ADRB2 Abcam ab61778 1/100
ADRB2 Santa Cruz Biotechnology |sc-271322 1/50
CAV-1 Santa Cruz Biotechnology |sc-53564 1/50
Tryprase Abcam ab81703 1/2000
CD68 Dako M0876 1/100
CD133 Merck MAB4399-I 1/50
CD168 Abcam ab224768 1/100
Ki-67 Vectorlabs VP-K452 1/200
VEGF-A Abcam ab1316 1/100
B-Actin Sigma-Aldrich A2228 1/4000
Horse Anti-Mouse HRP Vectorlabs PI1-2000 1/5000
Goat Anti-Rabbit HRP Vectorlabs PI-1000 1/2000
Goat Anti-Rabbit 488 Abcam ab150077 1/500
Goat Anti-Rabbit 555 Abcam ab 150078 1/500
Goat Anti-Mouse 488 Abcam ab150113 1/500
Goat Anti-Mouse 555 Abcam ab150114 1/500
Donkey Anti-Rabbit 568 Abcam ab175470 1/500
Donkey Anti-Mouse 568 Abcam ab175472 1/500
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Abstract

Infantile hemangioma (IH) is the most common infantile tumor, affecting 5-10% of newborns.
Propranolol, a nonselective B-adrenergic receptor (ADRB) antagonist, is currently the first-line
treatment for severe IH. However, both its mechanism of action and its main cellular target
remain poorly understood. Since betablockers can antagonize the effect of natural ADRB
agonists, we postulated that catecholamine produced in situ in IH may have a role in propranolol
response. Quantifying catecholamines in IH tissues, we found a high amount of noradrenaline
(NA) in untreated proliferative IH compared to involuted IH or propranolol-treated IH. We
further found that the first three enzymes of the catecholamine biosynthesis pathway are
expressed by IH cells and that their levels are reduced in propranolol-treated tumors. To study
the role of NA in the pathophysiology of IH and the response to propranolol, we performed an
in vitro angiogenesis assay in which IH-derived endothelial cells, pericytes and/or telocytes
were incorporated. Results showed that total tube formation is sensitive to propranolol only
when exogenous NA is added in the 3-cell model. We conclude that IH sensitivity to
propranolol depends on crosstalk between endothelial cells, pericytes and telocytes in the

context of a high local amount of local NA.
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Introduction

Infantile hemangioma (IH), a benign vascular tumor, is the most common tumor in infants (1)
affecting 5 to 10 % of newborns (2). It is characterized by a proliferative phase with rapid
abnormal growth of blood vessels followed by a slow spontaneous involutive phase.
Nevertheless, 15 % of cases require intervention depending on IH location in the event of a
vital threat or functional risk (3). Following our serendipitous discovery (4) and confirmative
clinical trial (5, 6) the non-selective beta-adrenergic receptor (ADRB) antagonist propranolol
is currently the first-line therapy for severe/complicated IH. Other infantile capillary tumors
such as rapidly involuting congenital hemangioma (RICH), non-involuting congenital
hemangioma (NICH) and pyogenic granulomas do not respond to propranolol (3, 7). Although
several mechanisms such as vasoconstriction, endothelial cell apoptosis, and/or altered
angiogenesis (8, 9) have been proposed to account for the benefit of propranolol in IH, the
precise mechanism of action of propranolol is still poorly understood. Identification of this
mechanism may improve therapies based on betablockers and the development of more targeted
drugs, not only for IH but also for cancer.

In this study, we postulated that competition between propranolol and catecholamines, the
natural agonists of ADRB, might be the principal mechanism of action of propranolol. Of note,
if catecholamines are known to play a role in the pathophysiology of neurological, psychiatric,
metabolic and cardiovascular disorders, they are also thought to affect angiogenesis, notably
during carcinogenesis (10). For instance, the activation of ADRB by noradrenaline (NA) in
macrophages resulted in the abundant production of proangiogenic factors such as MMP-2,
MMP-9 and VEGF (11, 12). NA-mediated activation of ADRB leads to the synthesis of
interleukin-6 in ovarian tumor cell lines (10). Binding of NA on ADRB can affect tumor
angiogenesis by triggering CAMP, PKA or NOTCH pathways (11, 13, 14). Propranolol has an
inhibitory effect on these signaling pathways through direct binding to ADRB (8, 13, 15). Pan
et al. showed that propranolol inhibits the NA-induced increase in cyclins A2 and D2, thereby
affecting cell cycle progression and proliferation (11). Lastly, it has been shown that ADRB
knockout impairs angiogenesis in mice and that ADRB inhibition reduces the expression of
proangiogenic VEGF (16). Altogether, it makes sense to speculate that competition between
propranolol and catecholamines in IH can affect cell proliferation and angiogenesis.

In this study, we show that NA is found in proliferative IH at pharmacological concentrations
and that propranolol treatment and tumor involution are associated with lower levels of NA.
Since there is no optimal animal model nor any IH cell lines to study the mechanism of action
of propranolol, we isolated IH-derived endothelial cells, pericytes and telocytes (IH-EC, IH-
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PER and IH-TC, respectively) to develop an in vitro IH model responsive to propranolol.
Although IH-EC express ADRB1-2 (17) like normal dermal endothelial cells (17-22), whether
they can synthesize catecholamines like their normal counterparts remains elusive (16). IH-
PER, which surround EC in proliferating IH (23, 24), have been also shown to express ADRB1-
2 (17, 25). TC, which are unique stromal cells present in normal dermis (TC skin) in the close
vicinity of vascular structures, affect angiogenesis through auto- and paracrine signaling via
their long thin typical prolongations named telopodes (26). Moreover, we recently showed that
IH-TC, which express ADRB2, play a critical role in the pathophysiology of IH (27). Using
this model, we show in the present study that the NA occurring in IH is critically associated
with the pathophysiology and time course of the tumor and that propranolol inhibits NA-

induced angiogenesis in vitro.
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Materials and methods

Infantile hemangioma and foreskin tissues

This study was performed on consecutive patients undergoing surgery for IH and congenital
hemangiomas at Bordeaux Children’s Hospital between 2015 and 2021, in accordance with the
Declaration of Helsinki (Supplementary table S1). All samples were obtained after consent
from the patients or their family/legal guardians. The Ethics Committee of Bordeaux University
Hospital approved the study. The clinical diagnosis of IH was confirmed by

immunohistochemical detection of GLUT-1.

Catecholamines ELISA assay

Catecholamine levels were analyzed by an ELISA kit (3-CAT Research ELISA, ImmuSmol,
France) according to the manufacturer’s instructions. Adrenaline, NA and dopamine levels
were measured on 30 IH tissues. Ten mg of tissue were digested in a solution containing 100
pl EDTA (1 mM) and sodium metabisulfite (4 mM) and then sonicated. After centrifugation at
12 000 rpm for 15 minutes at 4 °C, the supernatant was used for the ELISA.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical stains were performed on formalin-fixed and paraffin-embedded 3-pum
sections. Re-hydration and antigen retrieval were done by heating the slides in a pH 6 EDTA
buffer (PT Module Buffer®, Thermo Scientific, USA) in a PT-link® instrument (Dako,
Agilent, USA) for 20 minutes at 97°C. All the primary antibodies were incubated overnight at
4°C, and Alexa fluor 488- or 555- conjugated secondary antibodies were incubated for 1 hour
at room temperature. Cell nuclei were visualized by 4', 6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
staining.

Samples were incubated with primary antibodies against GLUT-1, Ki67, CD34, a-SMA, AQP1
and catecholamine synthesis enzymes (TH, DDC, DBH and PNMT). References,
manufacturers, and concentrations of primary antibodies are listed in the supplementary table
S2. All images were captured with the NIS-Elements software (Nikon, VV3.22.10) coupled with

an Eclipse epifluorescent microscope (Nikon) at a magnification x 40.

Protein extraction and Western blotting

One mg of IH tissue (N=30) was digested in 100 pl RIPA lysis buffer containing 25 mM Tris-
HCIl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 1 % sodium deoxycholate (SDS), 1 mM
phenylmethanesulfonylfluoride fluoride (PMSF) and protease inhibitor cocktail (Sigma-
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Aldrich). After sonication, homogenates were centrifuged at 12 000 rpm for 15 minutes at 4 °C.
The concentration of extracted protein was measured with the Pierce BCA protein assay kit
(Thermo Fisher, USA). Equal amounts of total proteins were boiled in Laemmli buffer for 5
minutes at 90 °C, resolved by 10 % sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PGE) and then electrophoretically transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF,
Dominique Dutscher, France) membranes. After blocking with 5 % nonfat dry milk 0.5 %
Tween 20, membranes were incubated with primary TH, DDC, DBH, PNMT, GAPDH and §-
actin antibodies. References, manufacturers, and concentrations of primary antibodies are listed
in the supplementary table S2. Then the membranes were incubated with an appropriate
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Vector) at room temperature for 1
hour. Blots were finally developed using chemiluminescence ECL reagent (Clarity™ Western
ECL Substrate, Biorad, USA). Images were obtained using a Fujifilm camera (Las3000,
Fujifilm). Quantification was performed with ImageLab (Biorad). Data are presented as relative

protein level after normalization with p-actin or GAPDH.

IH Cell sorting and culture

After mechanical disruption of fresh IH, congenital hemangioma and foreskin tissues, single
cell suspensions were obtained by using an enzyme cocktail composed of collagenase 1X
(Sigma-Aldrich) and dispase 1X (Sigma-Aldrich) in sterile PBS. Cells of interest (IH-EC, IH-
TC and IH-PER) were then isolated by sequential sorting using magnetic-activated cell sorting
(MACS) based on magnetic beads coupled with antibodies (Miltenyi). IH-EC were first isolated
with anti-CD31, then IH-TC with anti-CD34 and finally IH-PER with anti-CD146 antibodies
(Miltenyi). Cells were seeded at a density of 100 000 cells/cm? in fibronectin (Promocell)-
coated culture plates. EC were cultured in endothelial growth medium (EGM2, Promocell), TC
in DMEM (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum and PER in pericyte growth

medium (Promocell), all supplemented with 1% penicillin-streptomycin.

Flow cytometry analysis
PE-Cy7-conjugated mouse anti-human CD34 and Alexa Fluor 488-conjugated mouse anti-
human CD146 (Biolegend, USA) were used for detection. To establish background staining,
cells were labeled with FITC- or PE-conjugated isotype-matched control antibodies. Flow
cytometry was performed on a BD FACS CANTO II. The data were analyzed using FlowJo
software (FlowJo, USA).
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Immunocytofluorescence

Cells were seeded on a fibronectin-coated slide in a 48-well plate. After methanol-ethanol (V/V)
fixation, cellular membranes were permeabilized with the permeabilization reagent 0.2 %
Triton X-100 in PBS. Nonspecific binding sites were blocked with 10 % FBS. Cells were then
incubated with primary antibodies against CD31, CD146, a-SMA, NG2 and PDGFRp. Cell
nuclei were counterstained with DAPI. References, manufacturers, and concentrations of
primary antibodies are listed in the supplementary table S2. All image acquisitions were done
with the NIS-Elements software (Nikon, V3.22.10) coupled with a Leica epifluorescent

microscope.

Electron microscopy

Electron microscopy studies were conducted at the Bordeaux Imaging Center, Bordeaux
University, a core facility of the France Bio Imaging network. IH biopsies were fixed with 2.5
% (v/v) glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) for 1h at room temperature (RT).
Samples were washed in 0.1 M phosphate buffer and post-fixed in 1% (v/v) osmium tetroxide
in phosphate buffer 0.1 M for 2h, in the dark at RT. Then tissues were dehydrated by a series
of graded ethanol washes and embedded in a mixture of pure ethanol and epoxy resin (Epon
812; Delta Microscopy, Toulouse, France) 50/50 (v/v) for 2 hours and then in 100% resin
overnight at RT. The resin was polymerized over a period between 24-48 hours at 60 ° C.
Samples were then sectioned using a diamond knife (Diatome, Biel-Bienne, Switzerland) on an
ultramicrotome (EM UC7, Leica Microsystems, Vienna, Austria). Ultrathin sections (65 nm)
were picked up on copper grids and then stained with uranyl acetate and lead citrate. Grids were
examined with a transmission electron microscope (H7650, Hitachi, Tokyo, Japan) at 80 kV.

Proliferation assay

Cell proliferation was investigated by the Sulforhnodamine B (SRB) assay. IH cells were seeded
in 96-well plates at a density of 2.5x10* IH-cells/well. The day after seeding, cells were treated
with varying concentrations (0, 0.3, 1, 3, 10, 30, 50, 100 uM) of propranolol for 6 days. After
removing the medium, cells were fixed with 10 % of trichloroacetic acid (TCA) solution for 1
hour at 4 °C. TCA was then removed and cells were washed five times with distilled water.
Cells were then incubated with 0.4 % SRB for 10 minutes at room temperature. Wells were
washed five times with 1 % acetic acid. The dye was dissolved in 10 mM Tris base buffer and
the absorbance was measured with an iMark™ Microplate Absorbance Reader (BioRad) at a

wavelength of 515 nm.
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In vitro Matrigel tube formation assay

Matrigel-based angiogenesis assay was performed according to a previously described protocol
(27). Briefly, Matrigel® Growth Factor Reduced (GFR) basement membrane matrix (Corning)
was thawed at 4 °C. Ten ul of Matrigel were added to each well of a p-slide angiogenesis (Ibidi)
and allowed to polymerize for 30 minutes at room temperature, then for 1h at 37°C. IH-EC, IH-
PER and IH-TC were labeled with CMRA548 red dye, CellTrace405 violet dye and
CMFDAA488 green dye (ThermoFisher), respectively. IH-derived cells were suspended in 50
pL EGM2 containing 10 uM NA (Mylan) and/or 3 uM propranolol (Karnodyl, Primius Lab
Ltd). Different cell types were seeded separately or together in the same proportions onto
Matrigel in triplicate (10,000 cells/well or 3,200 IH-EC + 3,200 IH-PER + 3,200 IH-TC/well).
p-slides were incubated for 3h at 37°. After incubation, the formation of tube-like vessels was
imaged at 10X magnification using an Eclipse epifluorescent microscope (Nikon).
Angiogenesis parameters including total tubes, total tube length, percentage of covered area,
total loops and nets were analyzed using the Wimasis image analysis system (Onimagin
Technologies, Spain). Mean value of three images per well was obtained for each condition in

triplicate.

Statistical analyses

Comparisons between two groups were calculated with GraphPad Prism V6 software
(GraphPad Inc.) using the unpaired Student’s t-test (two tailed) or the Mann-Whitney test when
the variance was not homogeneous. A p-value < 0.05 (*) was considered significant. Results
are presented as means + standard error of mean (SEM).
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Results

Propranolol treatment reduces NA level in IH

Because propranolol is an antagonist of ADRB, we wondered whether the levels of the natural
agonists of ADRB, namely NA, adrenaline and dopamine, are upregulated in IH. To test this
hypothesis, we first measured the levels of catecholamines in propranolol-treated and untreated
IH tissues at the proliferative and involutive stages (Figure 1). Of note, the clinical diagnosis
of IH tissues used for this study was confirmed by GLUT-1 staining, which is widely used as a
diagnostic marker (28), and by AQP1 staining, which has been recently proposed as a marker
of antitumor propranolol response (27). In contrast to congenital hemangiomas, IH expressed
GLUT-1 and AQPL1 in their EC and TC, respectively (Figure 1A, B). Furthermore, Ki67
immunostaining was performed to distinguish between proliferative and involutive IH tissues.
The number of Ki67* cells was much higher in proliferative IH than in involutive IH (Figure
1C). Considering NA, adrenaline and dopamine IH concentrations, only significant amounts of
NA were found in IH tissues (Figure 1D). Dopamine was detectable at low levels and NA at a
level close to the detection threshold. (Figure 1D).

NA levels were decreased in spontaneously involuted IH compared to untreated proliferative
IH. Interestingly, propranolol treatment significantly decreased NA concentrations when taken
during the tumor proliferative phase, while it had no significant effect on NA level when
administrated at the involutive phase (Figure 1E).

Altogether, our results indicate that propranolol decreases the concentration of NA in IH when
started at the proliferative phase, and that spontaneous involution of IH is accompanied by a

decrease in NA tissue concentration.

Catecholamine biosynthetic enzymes are expressed by IH cells and their expression levels
are reduced by propranolol

Given the presence of catecholamines in IH tissues, we wondered whether the enzymes
implicated in the catecholamine biosynthesis pathway were expressed by IH cells. As illustrated
in Figure 2A, tyrosine hydroxylase (TH), the rate-limiting enzyme of catecholamine synthesis,
catalyzes the hydroxylation of tyrosine to L-DOPA. The latter is converted to dopamine by L-
DOPA decarboxylase (DDC). Dopamine is hydroxylated by dopamine-B-hydroxylase (DBH)
to NA, which is finally methylated to adrenaline by phenylethanolamine N-methyltransferase
(PNMT). Immunohistochemistry analyses showed that TH, DDC and DBH, but not PNMT,
were expressed by IH (Figure 2B). Furthermore, the expression levels of TH, DDC and DBH
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in propranolol-treated IH were much lower than those found in untreated proliferative IH
(Figure 2C).

We then wondered which cells express these enzymes in IH. Since
immunohistochemistry of catecholamine enzymes showed perivascular staining (Figure 2B),
EC, PER and TC were respectively immunostained with anti-CD34, anti-aSMA and anti-AQP1
antibodies and then co-immunostained with the antibodies against catecholamine biosynthetic
enzymes. Results showed that all three cell types (EC, PER and TC) expressed TH, DDC and
DBH (Figure 3A). In addition, these cells were sequentially sorted from IH tissues using anti-
CD31, anti-CD34 and anti-CD146 magnetic microbeads (supplemental Figure S1A), as
described in material and methods. The isolated cells were then characterized with
immunostaining (supplemental Figure S1B, S1C). Placental pericytes and HUVEC were used
as control. Western blot analysis of the expression of the catecholamine biosynthetic enzymes
confirmed the expression of TH, DDC and DBH by all these cells (Figure 3B, supplemental
Figure S2), suggesting that they are able to synthesize catecholamines in vitro.

Altogether, our data indicate that IH-EC, -PER and —TC express the first three enzymes of the
catecholamine biosynthetic pathway and that the levels of these enzymes in propranolol-treated

IH were lower than the levels found in untreated IH.

IH sensitivity to propranolol depends on crosstalk between IH-EC, PER and TC and the
presence of a threshold level of NA

To study the role of NA in the pathophysiology of IH and response to propranolol, we
used capillary-like tube formation assays on Matrigel matrices in which IH-EC, -PER and/or —
TC were incorporated. When used separately, IH-EC, PER and TC were all able to form tubes
in vitro (Figure 4A and supplemental Figure S3). However, their capacity to form tubes was
not affected upon treatment with propranolol even when exogenous NA was added (Figure
4A). Of note, propranolol or NA treatment has a very moderate effect on the total tubes formed
by IH-TC (Figure 4A). An IH-EC and PER co-culture model was then used to investigate
whether there is a difference in the capacity of capillary-like tube formation between cells
isolated from IH when treated with propranolol in the presence or absence of exogenous NA
(Figure 4B, C). Results showed that the total tubes formed in the presence of both IH-EC and
-PER were not sensitive to propranolol in the presence or absence of exogenous NA (Figure
4C). Finally, we used a capillary-like tube formation assay in which the three cell types (IH-
EC, PER and -TC) were incorporated to create a 3D model closer to pathophysiology of IH.
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Results showed that the total tubes formed in the 3-cell model were increased in the presence
of exogenous NA, and propranolol treatment resulted in a significant reduction in the total tubes
in the latter condition (Figure 4D).

Altogether, our results indicate that the combination of three IH-derived cell types (i.e. EC,
PER and TC) and exogenous NA is critical for detecting an efficient inhibitory effect of

propranolol on capillary-like tube formation in vitro.

Proliferative IH have the competency of neuroendocrine secretion

Given the expression of catecholamine biosynthesis enzymes by IH tissues and the critical role
of NA levels in creating an in vitro angiogenesis model with sensitivity to propranolol
treatment, we wondered whether IH possess adequate transporters for the paracrine secretion
of catecholamine, as does neural tissue. To answer this question, we examined the expression
of chromogranin A (CgA) in IH tissues. Of note, as a member of the granin family of proteins,
CgA is one of the major components of the secretory granules of most endocrine and
neuroendocrine cells. This protein, whose immunohistochemical detection represents one of the
most widely used markers of neuroendocrine cells, is expressed by normal and tumor cells of
the diffuse endocrine and neuroendocrine systems and in some cancer cells that can undergo
neuroendocrine differentiation. CgA is involved in granulogenesis and the processing of
secretory protein cargo prior to secretion (29-32). Immunostaining analyses of CgA expression
in IH tissue revealed high expression levels of CgA in proliferative untreated IH. Of interest,
CgA was detectable at very low levels in involutive IH and congenital hemangioma (Figure
5A).

Altogether, these results suggest that proliferative IH tissues present some of the features of

neuroendocrine tumors.
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Discussion

A specific feature of IH tissues is the presence of high concentrations of NA, which are
efficiently lowered by propranolol treatment. Given that there is no established in vitro model
for studying the pathophysiology of IH and the mechanism underpinning the efficacy of
propranolol, we developed a simplified IH-like model with IH-PER, IH-EC and IH-TC isolated
from the same biopsy. To detect an antiangiogenic effect of propranolol in this model, a high
local concentration of NA is a prerequisite.

Owing to the presence of high levels of NA in proliferative IH tissue and the expression
of TH, DDC and DBH in IH-PER, IH-EC and IH-TC, our results strongly suggest the local
production of NA in IH tissue. In agreement, it has been shown that normal EC can synthesize
NA (16). The expression of catecholamine synthesis enzymes was clearly decreased in IH
tissues treated with propranolol. Propranolol is known to prevent NA fixation on adrenergic
receptors. However, it is not clear how NA levels decrease during IH regression. Two possible
explanations are as follows. First, the decrease in NA may be due to the upregulation of
catecholamine degradation enzymes such as catechol-O-methyl-transferase (COMT) or
monoamine oxidase (MAO). In accordance with this mechanism, Jacob et al., showed that
propranolol treatment in rats induces a significant increase in COMT and MAO (33). Second,
propranolol treatment may reduce the expression or the activity of the catecholamine
synthesizing enzymes. In agreement with this hypothesis, Tuross and Patrick reported that
propranolol has a direct inhibitory effect on the activity of TH, the rate-limiting step in the
biosynthesis pathways of catecholamines in striatal and hypothalamic synaptosomes (34).
Srivastava and Kapoor also reported that propranolol reduces DBH activity and consequently
NA levels in the rat brain (35).

We have previously shown that beta-adrenergic receptors in IH tissues are expressed in
EC, TC and PER with a concomitant higher expression in mast cells (17, 27). In the current
study, we found that NA, which can act as a proangiogenic factor in the regulation of
angiogenesis in IH tissue, can be produced locally by IH-derived EC, TC and PER. The need
to add exogenous NA to create an appropriate model responding to propranolol suggests that
other cells such as mast cells, as well as any circulating factors not present in vitro, could
intervene in the regulation of the system. The NA locally produced in IH could activate an
autocrine/paracrine angiogenic loop via ADRB present on the surface of various IH cell types
(Figure 5). In agreement with our results, growing evidence indicates that the activation of
ADRB in several types of cancers can promote tumor angiogenesis by triggering the production
of proangiogenic factors. For instance, Thaker et al showed that ADRB2 activation in ovarian
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carcinoma cell lines via the extrinsic stress-induced release of catecholamines results in the
upregulation of VEGF, which in turn promotes tumor vascularization and aggressive growth
(36). Other angiogenic factors such as MMP-2, MMP-9 and IL-6 can also be elevated via the
ADRB signaling pathway following stimulation by adrenaline or NA in several breast cancer
cell lines (37). In such tumor models, ADRB antagonists including propranolol have been
shown to reduce the expression of these proangiogenic factors (36-38). Furthermore, the
specific knockdown of signal transduction at the ADRB2 level in vascular ECs can directly
impair angiogenesis in vivo and tubulogenesis in vitro (18, 39, 40). Our data suggest that
intrinsically produced NA in IH can drive tumor development. Consistent with this hypothesis,
it has been shown that the expression of several proangiogenic factors such as VEGF, MMP2,
MMP9 (41) and HIF-1a (42), which are highly upregulated in IH during the proliferative phase,

decrease after tumor involution.

In conclusion, we demonstrate that the presence of NA in pharmacological amounts in IH
tissues is dramatically limited by propranolol during the growth phase of IH. We therefore
suggest that the high local production of NA is a specific feature of IH and the major driver of

its development.
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Figure 1: Propranolol treatment reduces noradrenaline level in proliferative IH.

(A) Characterization of IH compared to congenital hemangioma by GLUT-1
immunofluorescence staining. Red blood cell (white arrows) staining is used as positive control.
Endothelial cells in IH express GLUT-1 but not in congenital hemangioma. (B) Characterization
of TH with AQPI1 staining. Telocytes in IH tissue express AQP1 but not in congenital
hemangioma. (C) Characterization of proliferative and involutive IH by Ki67
immunofluorescence staining. Skin epidermis (left panel) is used as positive control. Numbers
of Ki67+ cells are significantly higher in proliferative IH than in involutive IH. Scale bar 100
pm. (D) Levels of NA, adrenaline and dopamine measured in IH tissues by ELISA. (E) NA
levels in untreated (NT) proliferative or involutive IH as well as in propranolol-treated (T) IH
were measured by ELISA. Data are presented as mean £ SEM. * P< 0.05. NA: noradrenaline,

IH: Infantile Hemangioma.
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Figure 2: Enzymes implicated in catecholamine biosynthesis pathway are expressed in IH tissues and
their expressions are decreased by propranolol treatment.

(A) Catecholamine biosynthesis pathway is shown. (B) All catecholamine biosynthesis enzymes except
PNMT are expressed in IH tissue, enabling them to synthesize dopamine and NA. Expression levels of these
enzymes are reduced with propranolol treatment. Adrenal gland is used as positive control. Expression levels
of catecholamine biosynthesis enzymes in untreated patients are different from treated patients. Two
representative pictures of 5 untreated patients and 5 propranolol-treated patients are shown. Scale bar size is
100pum. NA: noradrenaline, IH: Infantile Hemangioma. (C) Immunostained sections were scored considering
the intensity of TH, DDC and DBH in a blinded manner for 5 untreated patients and 5 propranolol-treated

patients
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Figure 3: Catecholamine biosynthesis enzymes are expressed in IH-EC, -PER and -TC.

(A) Immunofluorescence staining of TH, DDC and DBH in IH. Endothelial cells are
characterized by CD34-positive staining, pericytes by o-SMA and telocytes by AQP1
antibodies. Nucleus are stained with DAPI. White scale bar size is 50 pum, and yellow scale bar
is 10 um. (B) TH, DDC and DBH expression levels in different cell types isolated from IH were
evaluated by western blot. Adrenal gland (AG) used as positive control. GAPDH and actin used

as loading controls. IH: Infantile Hemangioma.
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Figure 4: A threshold level of NA and a cross talk between EC, PER and TC are
prerequisite to detect an antiangiogenic effect of propranolol in our in vitro matrigel tube
formation assay. (A) IH-EC, IH-PER and IH-TC were seeded separately into Matrigel-coated
wells. The formation of tube-like vessels were imaged 3h later and quantified using Wimasis
image analysis system. (B) Schematic showing in vitro tube formation assay using two or three
different cell types. Each cell type is labeled with a distinct fluorescent prob. Here, EC were
labeled in red, PER in blue and TC in green. Tube formation were then surveyed and imaged.
The images were finally analyzed with Wimasis image analysis system. (C) Left panel is a
representative image illustrating tube formation by IH-EC and IH-PER 3 h after their seeding
into Matrigel-coated well containing propranolol and/or NA. Quantification of total formed
tubes is showen in right panel. (D) Left panel is a representative image illustrating tube
formation by IH-EC, IH-PER and IH-TC (1:1:1 ratio) at 3 h after their seeding into wells.
Quantification of total tubes (right panel) showed that NA promotes total tube numbers and this
promotion is abolished if propranolol are added. Data are represented as mean + SEM, ns: non-
significant, *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001. IH: infantile hemangioma, EC: endothelial
cells, PER: pericytes, TC: telocytes, NA: noradrenaline.
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Figure 4: Proliferative IH tissues present some features of neuroendocrine tumors

(A) Immunostaining for Chromogranin A (CgA) counterstained with hemalun. CgA-positive
cells appear in brown. Scale bar size is 100um. While high expression levels of CgA are
detected in untreated proliferative IH, low levels are detected in involutive IH and other
vascular tumors including rapidly involutive congenital hemangioma (RICH) and pyogenic
granuloma. Adrenal gland used as positive control. (B-C) Model outlining IH response to
propranolol. (B) Electron microscopy of IH vessel showing endothelial cells surrounded by
pericytes and telopodes of telocytes in perivascular space. Scale bar size is 5 um. (C) IH-EC, -
PER and -TC express the first three enzymes involved in catecholamine biosynthesis pathway,
enabling them to release NA locally. Our previous data (17, 27) demonstrated that beta-
adrenergic receptors are present on IH-EC, -PER, -TC and mast cells. It is likely that NA-
mediated activation of ADRB in an autocrine and/or paracrine manner results in activation of
proangiogenic signaling pathways in different cell types, leading to dramatic growth and
development of blood vessels. Propranolol antagonizes proangiogenic NA effect through
binding on ADRB receptors. NA: noradrenaline, IH: Infantile Hemangioma.

145



Supplemental figures
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Figure S1. Isolation and characterization of EC, PER and TC from IH fresh tissue. (A)
EC, TC and PER were sequentially isolated from digested IH tissue using respectively anti-
CD31, anti-CD34 and anti-CD146 magnetic microbeads. (B) Immunocytofluorescent staining
were used to verify the purity of isolated cells. IH-PER highly express CD146, aSMA, NG2
and PDGFRp. IH-EC highly express CD34 marker. Placenta pericytes and human umbilical
vein endothelial cells (HUVEC) are control cells. Nuclei are in blue with DAPI. Scale bar size
is 50 um. (C) Immunocytofluorescent staining were used for characterization of telocytes
isolated from fresh IH tissue. IH-TC are CD31- PDGFR-CD34+ AQP1+ cells while EC are
CD31+ PDGFR+CD34+ AQP1- cells.
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Figure S2: IH-EC, PER and TC express three first enzyme of catecholamines biosynthesis
pathway. (A) To correctly verifying our antibodies, IH-PER were transfected with plasmid
expressing human TH, DDC and DBH. Protein extracted from transfected and non-transfected
cells were subjected to western blotting. Adrenal gland (AG) is used as positive control.
GAPDH is used as loading control. (B-C) the expression of TH, DDC and DBH were verified

in IH-EC, -PER (B) and TC (C) isolated from several patients. GAPDH and Actin are used as
loading controls.
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Figure S3: IH-EC, -PER and -TC are capable to form capillary-like tube when seeded
into Matrigel-coated wells. IH-EC (red), IH-PER (blue) and IH-TC (green) isolated from
fresh IH form tubes 3 hours after seeding in Matrigel-coated wells containing EGM2 medium.
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Supplementary Tables

Table S1. List of patients included in the study

Number Age (months) | Gender I Localization Treatment
1 4 F Neck -
2 4 F Ass -
3 6 M Retro-auricular -
4 7 M Left flank -
5 7 F Back -
6 8 F Torso -
7 11 F Axillary -
8 12 M Tempe -
9 13 F Pelvis -
10 13 M Postauricular -
11 19 F Temple and chin -
12 21 F Back -
13 23 M Cheek -
14 25 F Lips -
15 27 M Abdomen and elbow -
16 28 M Forehead -
17 32 F Arm -
18 32 F NA -
19 33 F Shoulder -
20 36 F Forehead -
21 38 F Cheek -
22 41 M Left neck -
23 43 M Scalp -
24 45 F Back -
25 55 F Hand -
26 57 F Thorax -
27 60 F Right flank -
28 69 F Right upper lip -
29 69 M Back -
30 72 F Forehead -
31 75 F Thorax -
32 83 M Torso -
33 94 M Torso -
34 110 F Thorax -
35 123 F Neck -
36 131 F Torso -
37 4 F Cervical anterior Propranolol
38 6 F Scapular Propranolol
39 7 M liac crest Propranolol
40 9 F Lumbar Propranolol
41 12 M Hemangiomatosis Propranolol
42 18 M Left arm Propranolol
43 23 M Upper lips Propranolol
44 25 F Shoulder Propranolol
45 26 F Interbrow Propranolol
46 27 F Forehead Propranolol
47 30 F Forearm Propranolol
48 33 F Periorbital Temporal Propranolol
49 33 F Axillary Propranolol
50 33 F Eyebrow Propranolol
51 43 M Forehead Propranolol
52 59 F Eyebrow Propranolol
53 80 M Lips Propranolol
54 110 F Back Propranolol
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Table S2. Primary antibodies used for immunohistochemistry and western blot

Antibody Reference Provider Concentration Incubation Experimentation
Glut-1 PA1-21041 Thermofisher 1/200 Overnight 4°C HIC
NCL-L-Ki67-
Ki67 MM1 Leica 1/200 Overnight 4°C HIC
DAPI D9542 Sigma-Aldrich 1/10 000 15 minutes RT HIC
TH SAB4502964 Sigma-Aldrich 1/200*-1/1 000** Overnight 4°C HIC*, WB**
DDC HPAOQ17742 Sigma-Aldrich 1/200*-1/500* Overnight 4°C HIC*, WB**
DBH PA5-34664 Thermofisher 1/200*-1/5 000* Overnight 4°C HIC* WB**
PNMT ab119784 Abcam 1/50*-1/500** Overnight 4°C HIC*, WB**
CD34 MA1-10202 Thermofisher 1/200 Overnight 4°C HIC
a-SMA ab7817 Abcam 1/500-1/250 Overnight 4°C HIC*, HCC***
B-actin A2228 Sigma-Aldrich 1/10 000 Overnight 4°C WB
GAPDH #2118S Cell signaling 1/10 000 Overnight 4°C wB
CD31 M0823 Dako 1/20 Overnight 4°C HCC
CD146 #2505-1 Epitomics 1/250 Overnight 4°C HCC
NG2 MAB2585 R&D systems 1/20 Overnight 4°C HCC
PDGFRp sc-339 Santa Cruz 1/50 Overnight 4°C HCC
AQP1 sc-25287 Santa cruz 1/50 Overnight 4°C HIC
RT: Room Temperature
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PARTIE 3: ETUDE DU CIBLAGE IN VITRO DE LA VOIE BETA-
ADRENERGIQUE DANS L’ANGIOSARCOME

Article 3 : en préparation
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MATERIELS ET METHODES

1. Culture cellulaire

Deux lignées d’angiosarcomes humains ont été utilisées pour les expérimentations de

cette étude et nous ont été fournies par le Dr E. Pasquier, Centre de Recherche en

Cancérologie de Marseille, Université de Marseille, France et produites par le

professeur Masuzawa, Département de Dermatologie, Université de médecine de

Kitasato, Japon.

MO-LAS : lignée cellulaire développée a partir d’un patient agé de 77 ans atteint
d’'un angiosarcome cutané d’origine lymphatique (visage et cuir chevelu) qui a
meétastasé dans plusieurs organes dont les poumons, le foie et les ganglions
lymphatiques. Les cellules ont été isolées a partir d’'une métastase pulmonaire
par centrifugation de I'épanchement pleurall’t. Les cellules expriment les
marqueurs vasculaires CD31, D2-40/podoplanine, NZ-1 et VEGFR-3 mais pas
le facteur VWF. Les cellules MO-LAS ont été cultivées dans un milieu de culture
pour cellules endothéliales ECGM2 (Endothelial Cell Growth Medium 2 ;
Promocell) additionné du pack de suppléments ECGM (Promocell), 1% viv
Penicilline-Streptomycine (10 000 unités / ml de pénicilline et 10 000 ug / ml de

streptomycine).

ISO-HAS : lignée cellulaire isolée a partir d’'une lésion antéro-auriculaire
métastatique d’'un patient agé de 84 ans atteint d’'un angiosarcome primaire du
cuir chevelu d’origine sanguine'’?. Ces cellules sont positives pour CD31 mais
expriment peu le facteur VWF. Les cellules 1ISO-HAS, d’abord cultivées en
milieu DMEM supplémenté de 10% de sérum de veau fecetal, 1% v/v Penicilline-
Streptomycine, ont montré un faible taux de croissance et une altération de leur
morphologie fusiforme. Les cellules cultivées en milieu ECGM2 ont montré une
meilleure croissance cellulaire ainsi qu’'une morphologie typique. Elles ont donc
ete cultivées dans ce milieu supplémenté comme pour les MO-LAS pour le reste

des expérimentations.

153



Les deux lignées cellulaires ont été cultivées en flasque T75 (Falcon) dans un
incubateur humide a 5% CO: et 37°C. Les cellules ont été divisées (1 : 3) a 90-95%
de confluence. Les cultures cellulaires ont été régulierement testées pour la

contamination de mycoplasmes par PCR.

2. Transduction lentivirale
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Figure 30 : Carte des vecteurs utilisés pour moduler I'expression d’ADRB2 et d’AQP1. (A)
Vecteur d’expression des shARN d’AQP1 et d’ADRB2. (B) Vecteur de surexpression d’AQP1.

Pour la modulation de I'expression dAQP1 et d’ADRB2, les cellules MO-LAS et ISO-
HAS ont été ensemencées a raison de 1 x 10* cellules/cm2 en plaque 6 puits dans le
milieu de culture ECGM2, cultivées 24 h a 37°C puis transduites avec des vecteurs
lentiviraux a une MOI de 40 (multiplicity of infection) dans un volume final de 2 ml
pendant 6 h. Les virus ont ensuite été dilués par ajout de 2 ml de milieu neuf et les
cellules rincées 24 h apres. Pour diminuer I'expression d’AQP1 et d’ADRB2, des
vecteurs lentiviraux pGIPZ (Thermo Fisher Scientific) portant les séquences qui codent
la GFP et un shARN ciblant TARNm d’ADRB2 (shADRB2), d’AQP1 (shAQP1) ou ne
ciblant aucune séquence (shCT) ont été utilisés. Pour la surexpression d’AQP1, des
vecteurs de surexpression (pReceiver-Lv230-AQP1) contenant la séquence ADNc du
variant 1 (NM_198098.3) d’AQP1 (pAQP1) ou ne contenant aucun ADNc (pNEG)

(GeneCopoeia, Inc, MD, USA) ont été utilisés (Figure 30). lls portent également la
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séquence ADNCc de la protéine rapportrice mMCHERRY. Les deux types de vecteurs
portent un géne de résistance a la puromycine pour la sélection et 'amplification des
cellules exprimant le transgéne de maniére stable. Les particules virales ont été
produites par la plateforme de Vectorologie (INSERM US 005 — CNRS 3427 —
TBMCore, Université de Bordeaux, France). Pour la sélection a la puromycine, une
gamme de concentration de l'antibiotique a été réalisée afin de déterminer la
concentration optimale correspondant a la plus faible concentration de puromycine qui
permet I'élimination de la totalité des cellules non transduites aprés 5 jours de
traitement. Ces concentrations sont 1 ug.ml* pour les MO-LAS et 1.5 ug. ml pour les
ISO-HAS. Apres traitement a la puromycine, I'expression des protéines rapportrices
GFP (pour les sous-expressions) et mMCHERRY (pour la surexpression) a été observée
au microscope a fluorescence ZOE (ZOE Cellule Fluorescence Imager, Bio-rad). Le
pourcentage de cellules GFP* a été mesuré sur plusieurs semaines grace a un
compteur de cellules a fluorescence (Luna-FL, Logos Biosystems) pour vérifier la
stabilité d’expression des shARN. Le systeme utilisé ne permet pas de déterminer le
pourcentage de cellules mCherry*. L’efficacité de transduction de la surexpression a

éte vérifiée régulierement au microscope a fluorescence.
3. Immunomarquages
3.1. Immunofluorescence

Des échantillons de tumeurs d’angiosarcomes épithélioides de 2 patients ont été
obtenus grace a la collaboration avec le Dr M.L. Jullié du service d’Anatomie
Pathologique de I'hdpital Haut Lévéque et utilisés pour cette étude.

Des immunomarquages ont été réalisés pour démontrer I'expression du marqueur
endothélial CD31 et CD34 ainsi que pour évaluer I'expression d’AQP1 et d’ADRB2
dans I'angiosarcome.

Les marquages ont été réalisés sur des coupes de 4 um de tissus d’angiosarcomes
humains fixés dans le formol et inclus en paraffine. Apres déparaffinage des sections
de tissus par la chaleur, les sites antigéniques ont été démasqués dans un tampon
citrate a pH6 dans un appareil PT Link (Dako, Agilent, USA) pendant 20 minutes a

97°C. Les coupes ont ensuite été incubées sur la nuit a 4°C avec les anticorps
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primaires. Apres 1 h dincubation a température ambiante avec les anticorps
secondaires couplés aux fluorophores Alexa fluor 488- ou 555, les noyaux ont été
visualisés par contre-coloration au 4', 6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI) pendant 20
minutes. Les échantillons ont été incubés avec les anticorps primaires dirigés contre
CD34, CD31, ADRB2 et AQP1 (Tableau 3). Les images ont été acquises a un objectif

x40 en utilisant un microscope a épi fluorescence (Nikon) associé a un logiciel

d’acquisition NIS-Element.

3.2. Immunocytofluorescence

Des marquages par immunocytofluorescence ont été réalisés sur les lignées
d’angiosarcome MO-LAS et ISO-HAS pour vérifier I'expression des marqueurs
endothéliaux CD31 et CD34 ainsi que pour évaluer I'expression d’AQP1 et des
récepteurs ADRB2 et PDGFR-a.

Les cellules ont été ensemencées dans des chambres de culture stériles amovibles
délimitées par des séparateurs en polystyrene fixés a une lame de verre stérile a la
densité cellulaire de 1 x 10* cellules/chambre (0,7cm?) dans un volume final de 0,5 ml
de milieu de culture. La surface de la lame est spécialement traitée pour la culture et
la croissance de cellules adhérentes et contient 8 puits. Les cellules ont été cultivées
24 h a 37°C, 5% CO:2 avant fixation 10 minutes a température ambiante au
paraformaldéhyde 4% et saturation dans une solution de BSA 5% 1 h a température
ambiante. Les cellules sont incubées avec les anticorps primaires une nuit a 4°C puis
avec les anticorps secondaires 1 h a température ambiante. Les noyaux sont révélés
par 20 minutes d’incubation a température ambiante dans le DAPI. Les images ont été
acquises a un objectif x40 en utilisant un microscope a épi fluorescence (Nikon)
associé a un logiciel d’acquisition NIS-Element. Les marquages ont été réalisés trois

fois en utilisant des cellules a différents passages.
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CD31 ab28364 1/40 Overnight 4°C

CD34 MA1-10202 1/400 Overnight 4°C
AQP1 sc-25287 1/50 Overnight 4°C
ADRB2 sc-25287 1/50 Overnight 4°C
DAPI D95542 1/10 000 20 minutes RT
PDGFR-a ab61219 1/400 Overnight 4°C
Goat Anti-Mouse ab150114 1/500 1 heure RT
555

Goat Anti-Rabbit ab150077 1/500 1 heure RT
488

Tableau 3 : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les immunomarquages.
RT : Température ambiante

4. Etude moléculaire
41. RT-gPCR

L’expression des génes AQP1, ADRB1 et ADRB2 a été mesurée par RT-qPCR sur les
lignées MO-LAS et ISO-HAS. Apreés lyse des cellules et isolation des ARN totaux, les
ADNCc ont été produits par transcription inverse en incubant 500 ng des ARN extraits
dans un tampon réactionnel contenant des amorces random et oligo-d(T), la reverse
transcriptase, des dNTPs ainsi qu’un inhibiteur de la ribonucléase. Les ADNc ont
ensuite été incubés avec une Taq Polymerase, des dNTPs, du SYBER green, des
amorces spécifiques d’AQP1, ADRB1 et ADRB2 ou du géne de ménage GUS-B
(Glucuronidase B) puis soumis a 40 cycles d’amplification. Les ADNc amplifiés ont été
marqués et quantifiés a 'aide du SYBR Green, agent intercalant de 'ADN, qui émet
une fluorescence mesurable en temps réel. Les cycles seuils d’amplification
exponentielle (Ct) des différents produits PCR analysés ont été normalisés par rapport
au Ct de GUS-B. Les résultats sont exprimés sous la forme 2-24Ct (ACt = Ctéchantillon -

Ctechantillon contréle), AACt = ACtechantillon mesuré - ACtechantillon contrﬁle).
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ADRB1sens AGA-CCC-TGT-GTG-TCA-TTG-CC
ADRB1lantisens | AGC-ACT-TGG-GGT-CGT-TGT-AG
ADRB2antisens | ATG-GGC-ACT-TTC-ACC-CTC-TG
ADRB2antisens | GCT-CCG-GCA-GTA-GAT-AAG-GG
AQP1sens CTC-TCT-GTA-GCC-CTT-GGA-CAC
AQP1llantisens |ATG-AGT-ACA-GCC-AGG-GCT-CC
GUS-F GTT-TCA-CCA-GGA-TCC-ACC-TC
GUS-R CTC-GTC-GGT-GAC-TGT-TCA-GT

ADRB1

ADRB2

AQP1

GUSb

Tableau 4 : Liste des oligonucléotides utilisés pour la RT-gPCR.

4.2. \Western Blot

Un western blot a été réalisé sur les lignées MO-LAS et ISO-HAS pour quantifier de

maniére relative la surexpression de la protéiqgue AQP1 dans les cellules transduites.

Les échantillons protéiques ont été obtenus par 5 minutes d’incubation sur glace des
culots cellulaires avec un tampon de lyse de type RIPA contenant 50 mM Tris-HCI (pH
8.0), 150 mM NacCl, 0,1% SDS (sodium dodecyl sulfate), 1% NP-40, 0,5% sodium
déoxycholate et 1ug/ml de cocktail d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases
(Sigma-Aldrich). Les lysats ont été centrifugés 20 minutes a 13 000 rpm & 4°C et les
surnageants ont été transférés dans de nouveaux tubes eppendorf. Les concentrations
protéiques ont été ensuite quantifié¢es a l'aide d’'un kit de dosage protéique
colorimétrique (Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein Assay Kit, absorbance a
562 nm). La dénaturation des protéines totales a été réalisée par chauffage dans du

tampon Laemmli contenant du -mercaptoéthanol pendant 5 minutes a 90°C.

Pour le SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), les
protéines ont été séparées par électrophorese sur gel de polyacrylamide. Le gel de
migration a 12% a été préparé par mix de 3,4 ml d’eau distillée, 4 ml de Bis/Acrylamide,
2,5 ml de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 et 0,1 ml de SDS 10% (Sodium Dodecyl Sulfate)
additionnés de 50 pl d’APS (Ammonium Persulfate) 10% et 5 pl de TEMED
(tétraméthyléthylenediamine). Le gel de concentration est obtenu par mix de 6,1 ml
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d’eau distillée, 1,3 de Bis/Acrylamide, 2,5 ml de Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, 0,1 ml de SDS
10% additionnés de 50 pl d’APS et 10 ul de TEMED. Les protéines ont été ensuite
déposées sur le gel SDS-PAGE. La migration a été effectuée par électrophorése dans
un tampon de migration TRIS-glycine contenant 0,01% de SDS 30 minutes a 55 V puis
1 ha 120 V. Le transfert protéique a été réalisé sur une membrane de polyfluorure de
vinylidene (PVFD, Amersham) dans un tampon TRIS-glycine a 20% de méthanol 1 h
a 100 V.

La membrane a ensuite été saturée dans une solution de TBS-Tween contenant 5%
de lait écrémé pour masquer les sites de liaison non spécifiques des anticorps
primaires puis incubée sur la nuit a 4°C avec les anticorps primaires anti-AQP1 et anti-
B-actine. Apres rincages au PBST 0,1%, la membrane a été incubée avec les anticorps
secondaires appropriés couplés a la péroxydase de raifort (HRP) 1 h a température
ambiante. Les protéines d’intérét ont finalement été révélées en utilisant le substrat
chimio-luminescent de la HRP, 'ECL (Clarity™ Western ECL Substrat, Biorad).

5. Drogues et molécules chimiques

Les formulations cliniques de propranolol (Karnodyl, Primius Lab Ltd) et de

noradrénaline (Mylan) ont été obtenues de la Pharmacie de I'H6pital de Bordeaux.
6. Tests fonctionnels in vitro

Des expériences ont été réalisées pour explorer I'effet du propranolol sur les cellules

en utilisant des modeéles tumoraux 2D et 3D.
6.1. Test de croissance et de cytotoxicité

Un test de prolifération colorimétrique SRB (Sulforhodamine B) a été réalisé sur
'ensemble des constructions génétiques des lignées MO-LAS et ISO-HAS : shCT,
shADRB2, shAQP1, pNEG, pAQP1 afin de déterminer leur courbe de croissance. Six
cents cellules vivantes ont été ensemencées en plaque 96 puits dans 200 pl de milieu
de culture par puits. La croissance a été déterminée a 24, 48, 72 et 96 h. A chaque
temps d’arrét, le milieu de culture a été retiré des puits et les cellules ont été fixées

avec une solution de 10% de TCA (Trichloroacetic Acid) 1 h a 4°C. La solution de
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fixation a ensuite été retirée et les cellules lavées 5 fois a I'eau distillée puis séchées
avant d’étre incubées avec 0,4% de SRB 10 minutes a température ambiante. Les
cellules ont ensuite été lavées 5 fois avec 1% d’acide acétique. Le chromophore lié
aux protéines cellulaires a été dissout dans un tampon de Tris Base 10 mM et
'absorbance a été mesurée a une longueur d’'onde de 515 nm a l'aide d’un lecteur de
plagues (CLARIOstar® BMG LABTECH). Le test a permis de déterminer différents
parametres de croissance dont le pourcentage de croissance (ratio DOsisnm @ Txhr
/DOs1snm & 24 h), le taux de croissance et le temps de doublement des cellules, calculé

comme In(2)/K (K : constante de vitesse).

Pour évaluer la cytotoxicité du propranolol, un test d’inhibition de croissance par test
SRB a été réalisé selon le méme protocole. Les cellules ont été ensemencées a une
densité de 800 cellules/puits en plaque 96 puits et cultivées 24 h avant d’étre traitées
avec des concentrations croissantes de propranolol (0, 0,3, 1, 3, 10, 30, 40, 50, 75 et
100 uM) pendant 48 h. Trois réplicas/dose de propranolol ont été fixés au TCA 10%
a24 het48h.

6.2. Test de migration

La motilité cellulaire a un rble important dans plusieurs processus normaux et
pathologiques tels que I'angiogenése, l'invasion et la formation de métastases. Pour
mesurer l'effet du propranolol et des différentes constructions génétiques (sous
expression d’AQP1 et d’ADRB2 et surexpression d’AQP1) sur la migration des cellules

MO-LAS et ISO-HAS, deux approches in vitro de test de migration ont été utilisées.

a. Scratch Assay

Les cellules MO-LAS et ISO-HAS contrbles ou surexprimant AQPl ont été
ensemencées en plague 24 puits a raison de 1 x 10° cellules/puits dans un volume
final de 0,5 ml de milieu de culture. Les cellules ensemencées ont été ont cultivées
24 h a 37°C jusqu’a obtention d’'une monocouche de cellules confluentes.

Les cellules ont ensuite été rincées deux fois au PBS avant de réaliser manuellement
une bréche verticale par puits a I'aide d’'une pointe de cone de pipette p200. Les débris

cellulaires ont été retirés par deux rincages au PBS et le propranolol dilué dans le
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milieu de culture aux concentrations finales de 1, 3, 10 et 50 uM a été ajouté aux
cellules dans un volume final de 0,5 ml. Pour obtenir le méme champ durant
I'acquisition d'image, des marques en dessous de chaque puits sur la face externe de
la plaque ont été réalisées a I'aide d’'un marqueur fin pour servir de points de référence
a proximité des breches. Les cellules bordant la breche créée migrent pour la refermer.
Des captures d’'images ont été réalisées par microscopie inversée avec contraste de
phase en objectif x4 en début d’expérimentation apres la création de la breche (T0) et
a intervalles réguliers sur une période de 48 h, a raison d’une image par puits prise au
méme endroit a tous les temps. Les images a différents temps ont été analysées
quantitativement par mesure de la largeur des bréches (um) a l'aide du logiciel
d’analyse d’image NIS-Element associé au microscope (Nikon). Le pourcentage de

migration cellulaire a été calculé selon la formule :

% de migration = [(largeur t=0h — largeur t=xh) / largeur t=0hr] x 100%.

b. Test de migration par systeme IncuCyte

Pour observer la dynamique de la migration cellulaire en temps réel, nous avons
réalisé un test de migration en utilisant le systéme de migration par IncuCyte
(Incucyte® Scratch Wound Assay). Ce systeme permet de suivre la migration des
cellules par imagerie en temps réel et offre une analyse automatisée. Les cellules MO-
LAS et ISO-HAS contrdles ou surexprimant AQP1 ont été ensemencées en plague 96
puits a une densité de 1 x10*cellules par puits dans un volume final de 200 pl de milieu
de culture. Aprés adhésion des cellules en monocouche cellulaire pendant 24 h, le
module WoundMaker™ (96 Well Wound Maker, Essen Bioscience) qui est un dispositif
meécanique pourvu de 96 picots, a été utilisé pour créer des breches homogénes de
700-800 pm de large par puits sur la microplaque de 96 puits. Le milieu de chaque
puits a ensuite été aspiré et les cellules rincées deux fois au PBS pour retirer les débris
cellulaires avant I'ajout de 100 pl de milieu de culture contenant ou non 10 et 50 uM
de propranolol. La microplaque a ensuite été placée dans I'appareil incuCyte installé
dans l'incubateur. L’acquisition d'images a été réalisée a intervalles réguliers de 2 h

pendant 24 h grace a un microscope inversé a contraste de phase avec un objectif
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x10. L’appareil dispose d’un algorithme d’analyse intégré qui permet d’identifier pour
chaque image la position de la breche dépourvue de cellules et mesure ainsi la largeur,
la confluence et la densité relative de la breche a chaque temps. Le pourcentage de
migration est exprimé sous forme de densité relative de la breche, RWD (Relative
Wound Density) obtenue avec la formule suivante :
%RWD(t)= 100 x (w(t)-w(t0)) / (c(t)-w(t0))
w(t) = densité de la région de la bréche au temps, (t)

c(t)= densité de la région cellulaire au temps, (t)

1: Ensemencement des 2 : Création de la bréche 3 : Traitement des
cellules avec le WoundMaker cellules au propranolol

1x10¢ cellules/puits
100ul/puits
Adhésion O/N 37°C d’images avec le systéeme IncuCyte

Ajout de 100 pl de milieu supplémenté avec

i R h N
Qréation de breches homogenesd 0, 10, 50 uM de propranolol. Acquisition

F'aide du module WoundMaker™

Figure 31 : Protocole de Scratch Assay sur systéme IncuCyte.

6.3. Geénération de sphéroides tumoraux 3D par agrégation

cellulaire

La culture cellulaire bidimensionnelle ne modélise pas de maniere adéquate le
comportement in vivo des tumeurs. Nous avons développé un modéle tumoral 3D in
vitro avec les lignées MO-LAS et ISO-HAS contrdles ou invalidées pour le récepteur
ADRB2 (shCT, shADRB2) pour étudier les effets du propranolol comme potentiel
agent anti-cancéreux. Les modeles de culture cellulaire 3D tels que les sphéroides
permettent de mimer entre autres I'organisation structurale, I'assemblage cellulaire en

multicouches et 'hypoxie, caractéristiques des tumeurs solides. Le modéle sphéroide
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permet I'attachement, la croissance, la migration et I'invasion des cellules en utilisant
ou non une matrice artificielle 3D. Dans cette étude, un modéle 3D sans matrice a été
réalisé et a permis la formation de micro-tissus tridimensionnels sous forme d’agrégats
que I'on nomme sphéroides.

Pour la génération de sphéroides, a 70-80% de confluence, les cellules MO-LAS et
ISO-HAS ont été dissociées avec la trypsine 0,25%/0,1% EDTA pendant 5 minutes a
37°C. Apres centrifugation et comptage, les cellules ont été re-suspendues a une
densité finale de 1 x 10* cellules/0,1 ml dans du milieu de culture complet contenant
0,5% de méthylcellulose. Le milieu a été préparé avec ou sans propranolol a 10, 50 et
100 pM. La suspension cellulaire a ensuite été ensemencée a raison de 100 pl/puits
en plaque 96 puits a fond rond pour la culture de cellules en suspension (SARSTEDT,
France) puis incubées a 37°C, 5% CO:2 pendant 5 jours pour permettre la formation de
sphéroides individuels dans chaque puits. Nous avons utilisé le systéme d’'imagerie
automatisé en temps réel IncuCyte® qui permet des acquisitions sur cellules vivantes
directement dans l'incubateur a I'intérieur duquel 'appareil est déja installé. Pour tester

I'effet du propranolol sur les sphéroides, deux approches ont été utilisées :

- Le bétabloquant a été ajouté a différentes doses (10, 50, 100 uM) dans le milieu
de formation de sphéroides au moment de 'ensemencement. Cette approche
permet de tester l'effet du propranolol sur la capacité de formation des

sphéroides par les cellules.

- Le bétabloquant a été ajouté aux cellules dans chaque puits aprés la formation
des sphéroides. Pour cela, 100 pL de mix propranolol-méthylcellulose ont été
doucement ajoutés dans la paroi interne de chaque puits de la plaque 96 puits.
Cette approche permet de tester I'effet du propranolol sur les sphéroides déja

formés.
L’aténolol, bétabloquant sélectif des récepteurs ADRB1 a également été testé a 50 uM

pour étudier I'implication du récepteur ADRB1 dans la génération de sphéroides par
les cellules transduites (MO-LAS shCT et shADRB2, ISO-HAS shCT et shADRB2).
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Figure 32 : Mise au point du test de sphéroides. Mise au point de la densité cellulaire et de la
concentration de méthylcellulose optimales pour la formation d’agrégats cellulaires. (A) : Lignée
MO-LAS a J3. (B) : Lignée ISO-HAS a J4.

L’acquisition d’'images est paramétrée en début d’expérimentation et est réalisée grace
a un microscope a contraste de phase sur un objectif x10 et a intervalles réguliers de
2 h pendant 5 jours. L’analyse des résultats a été effectué a I'aide du module dédié a
'analyse des sphéroides du logiciel de I'appareil Incucyte® (Incucyte® Spheroid

Analysis Software Module) pour déterminer 'aire des sphéroides dans chaque puits.

6.4. Test de viabilité cellulaire au MTS

Afin de vérifier si le propranolol induit la mort cellulaire ou un arrét de la prolifération
dans les sphéroides tumoraux, un test de quantification des cellules viables au MTS
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium, inner salt) a été réalisé sur les sphéroides aprés leur dissociation
enzymatique et mécanique. C’est un test colorimétrique de quantification des cellules
vivantes métaboliquement actives et capables de réduction du composé tétrazolium

MTS pour générer un produit de formazan coloré. Apres cing jours de traitement au
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propranolol, une solution de MTS (1 : 20) a été ajoutée a chaque puits correspondant
a un sphéroide. Aprés 2 h d’'incubation, I'absorbance a été mesurée a 490 nm a l'aide
d’un lecteur de plaque (CLARIOstar® BMG LABTECH).

OCH,COOH
503 OCH,COOH 803
/ N
@
N=N CHs \( CHs
CH3 AZC
MTS e Formazan

Figure 33 : Structure du MTS tetrazolium et son produit, le Formazan.

7. Etude protéomique

Une étude protéomique par spectrométrie de masse a été réalisée sur la lignée MO-
LAS afin d’identifier de potentielles cibles du propranolol sur ces cellules.

Un test de migration en scratch a été réalisé a I'aide du kit Cell Comb™ Scratch Assay,
MILLIPORE. Brievement, les cellules ont été ensemencées a une densité de 4,5 x 108
cellules dans des plaques de culture de 100 cm? et cultivées 24 h a 37°C, 5% CO2
pour former une monocouche de cellules confluentes. Des bréeches unidirectionnelles
ont ensuite été réalisées a 'aide d’un peigne cellulaire (Figure 34). Les cellules ont été
lavées au PBS avant d’étre traitées 10 h par 50 uM de propranolol. Des échantillons
protéiques ont été obtenus par lyse des cellules (cf. western blot) et 20 pg de protéines
ont été utilisées pour l'analyse protéomique a la plateforme Protéome CGFB de
Bordeaux. Le protocole de préparation des échantillons, de la digestion protéique et
de l'analyse par spectrométrie de masse est détaillé dans le fichier supplémentaire de
l'article 1. Les données de protéomique ont été analysées a I'aide du logiciel Ingenuity
Pathway Analysis (IPA, Qiagen) afin d’identifier les voies de signalisation modulées

dans notre analyse comparative.
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Figure 34 : Test de migration par Cell Comb™ Scratch Assay.

Les conditions mentionnées dans le tableau 5 ont été comparées apres analyse.

Conditions
étudiées

Tableau 5 : Comparaison des groupes analysés par protéomique.

8. Analyse statistique

Le test de student a été utilisé pour comparer deux séries de données. Les
comparaisons de plusieurs séries ont été analysées en utilisant un test One-way
ANOVA (1 groupe de séries) et un test Two-way ANOVA (plusieurs groupes de séries).
Une p-value< 0,05 (*) a été considérée comme significative. Les résultats sont
présentés sous forme de moyennes + I'erreur standard a la moyenne (SEM). Les

analyses ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism V8 (GraphPad Inc).
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RESULTATS

Caractérisation des marqueurs d’intérét dans I’angiosarcome et sur les lignées
humaines d’angiosarcome MO-LAS et ISO-HAS

L’AQP1, normalement exprimée dans les reins, les globules rouges et I'endothélium
vasculaire notamment, est surexprimée dans certaines tumeurs solides associéees a
un mauvais pronostic. Les marquages réalisés sur les tissus d’angiosarcomes
épithélioides ont montré une expression d’AQP1, notamment au niveau des
membranes des cellules tumorales localisées dans la masse tumorale (Figure 35A).
Ces cellules sont également positives pour les marqueurs CD34 et CD31, preuve de
leur phénotype endothélial, et pour le récepteur ADRB2. Ces marquages sont une
preuve de I'expression d’AQP1 dans I'angiosarcome et nécessitent un screening plus
large sur d’avantage de patients. Les marquages réalisés sur les cellules in vitro
montrent une expression d’AQP1 dans les deux lignées tumorales, dont la localisation
est a la fois membranaire et cytoplasmique, ainsi que d’ADRB2 (Figure 35B). Les
cellules expriment fortement le marqueur endothélial CD31, localisé au niveau
membranaire et sont également positives pour PDGFR-a. Enfin, 'analyse des ARNm
d’AQP1 et des récepteurs ADRB1 et ADRB2 montre une forte expression d’AQP1 et
d’ADRB2 dans les deux lignées (Figure 35C). La lignée MO-LAS exprime en plus le
récepteur ADRB1. Les deux lignées n’expriment pas le récepteur ADRB3, dont le
niveau d’ARNm est en dessous du seuil de détection. Ces résultats justifient I'intérét

de cibler in vitro AQP1 et la voie béta-adrénergique.
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Figure 35: Expression d’AQP1 et des récepteurs ADRB dans I'angiosarcome. (A) IHF d’un patient
d’angiosarcome pour les marquages endothéliaux CD31 (vert), CD34 (rouge) et pour AQP1 (vert),
ADRB2 (rouge). Les globules rouges sont jaunes (co-marquages). (B) ICF réalisées sur les lignées
tumorales 1SO-HAS et MO-LAS pour les marquages CD31 (rouge), AQP1 (vert), ADRB2 (vert) et
PDGFR-a (rouge). Les marquages et la spécificité des anticorps ont été validés. Grossissement x40.
(C) Expression de TARNm d’AQP1 et des récepteurs ADRB1 et ADRB2 dans les cellules ISO-HAS et
MO-LAS.
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Validation des modeéles cellulaires utilisés

Afin d’étudier I'effet du propranolol sur 'axe ADRB2/AQP1, I'efficacité des différentes
constructions génétiques des lignées ISO-HAS et MO-LAS a été testée par RT-qPCR.
Le shRNA AQP1 a permis de diminuer le taux dARNm de 50% pour les ISO-HAS et
de 80% pour les MO-LAS. De méme, le shRNA ADRB2 a induit une diminution de 75%
pour les ISO-HAS et de 85% pour les MO-LAS (Figure 36A). Il est également a noter
que la sous expression du récepteur ADRB2 n’induit pas de variation de I'expression
de TARNm d’AQP1, et inversement. La surexpression d’AQP1 dans les cellules a été

confirmée par RT-gPCR et western blot (Figure 36B).
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Figure 36 : Validation des modeles cellulaires utilisés. (A) Mesure de l'efficacité de transduction par
gPCR dans les lignées ISO-HAS (gauche) et MO-LAS (droite) des génes AQP1 et ADRB2 en utilisant
des vecteurs lentiviraux shARN. (B) Vérification de I'efficacité de surexpression d’AQP1 par qPCR et
western blot dans les lignées 1ISO-HAS (gauche) et MO-LAS (droite) en utilisant le vecteur de
surexpression pAQPL1.
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Etude de I'effet des modulations géniques sur la croissance cellulaire

Compte tenu de la sensibilité des tests de migration aux fluctuations de la prolifération,
il est nécessaire que les modifications d’expression réalisées n’impactent pas la
croissance cellulaire de maniere significative. Les résultats du test SRB ne montrent
aucune différence significative des sous expression d’AQP1 et ADRB2 et de la
surexpression d’AQP1 sur les trois parametres de la croissance cellulaire étudiés, que
sont le pourcentage de croissance, le taux de croissance et le temps de doublement
des cellules (Figure 37A, B).

Etude de la cytotoxicité du propranolol sur les cellules ISO-HAS et MO-LAS

Pour étudier les effets du propranolol sur des parametres tels que la migration
cellulaire ou l'interaction cellule-cellule, il est important de déterminer I'éventuelle
cytotoxicité induite par le bétabloguant sur les cellules. Pour I'ensemble des
constructions des deux lignées tumorales, le propranolol ne présente pas de
cytotoxicité majeure (inférieure a 20%) a 24 h et 48 h aprées traitement et aux
concentrations utilisées (Figure 38A, B). L'effet du propranolol dans nos tests
fonctionnels a été étudié a des doses inférieures ou égales a 50 uM pour se rapprocher
au mieux des doses administrées en situation clinique. Les doses faibles de
propranolol permettent de mieux interpréter les effets biologiques du propranolol, qui
ne sont pas les mémes que les voies déclenchées par de fortes doses de la molécule,
lesquelles peuvent étre liées a des effets « off target » du propranolol.
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Figure 37 : Effet des modulations géniques sur la croissance cellulaire des lignées ISO-HAS
et MO-LAS. Pourcentage de croissance (normalisé par rapport a la DOsishm @ 24 h), taux de
croissance et temps de doublement des cellules (A) ISO-HAS et (B) MO-LAS. Les données sont
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Figure 38 : Etude de la cytotoxicité du propranolol sur les lignées ISO-HAS et MO-LAS. Mesure
de Iinhibition de croissance par des doses croissantes de propranolol (1 — 100 uM) a 24 h et 48 h sur
les différentes constructions génétiques des lignées (A) ISO-HAS et (B) MO-LAS. Le pourcentage
d’inhibition a été normalisé par rapport a la DOsishm mesurée dans le contréle non traité. Les données
sont représentées sous forme de moyenne + SEM. N=3 expériences indépendantes par groupe. NT :

non transduit.
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Effet du propranolol sur I’'angiogenése des lignées tumorales ISO-HAS et MO-
LAS

L’angiosarcome étant une tumeur vasculaire d’origine endothéliale, nous avons
exploré I'effet du propranolol sur les propriétés tubulogéniques des lignées cellulaires
ISO-AS et MO-LAS. La lignée ISO-HAS a été marquée par une sonde fluorescente qui
permet une meilleure visualisation des tubes, également appelés cordes. Les deux
lignées ont été ensemenceées sur une couche plane de matrice extracellulaire réduite
en facteurs de croissance (Matrigel GFR, Corning) et traitées ou non avec des doses
croissantes et non cytotoxiques de propranolol (1-50 uM). Le nombre de cellules et le
délai de formation adéquats des structures 3D ont été déterminés pour les deux
lignées tumorales et différents parameétres de tubulogenese (comprenant la longueur
totale des tubes, le nombre total de tubes et la surface totale recouverte par les tubes)
ont été analysés. Les cellules ISO-HAS et MO-LAS sont capables de former des tubes
in vitro dés 3 h apres ensemencement (Figure 39C, D). Les cellules ISO-HAS forment
un réseau de tubes bien organisé tandis que les MO-LAS ont formé de nombreux petits
tubules (Figure 39C, D). Le propranolol a faiblement impacté la tubulogenese des
ISO-HAS, montrant un effet anti-angiogénique seulement sur la longueur totale des
tubes et a la dose la plus élevée de 50 uM (Figure 39A, P=0,0015). Il a en revanche
considérablement réduit la tubulogenése des cellules MO-LAS, et ce, sur 'ensemble
des parametres analysés et a de faibles doses. Le propranolol a significativement
réduit la longueur totale des tubes et le nombre total de tubes des 3 uM (Figure 39B,
P=0,0001, P=0,0025 respectivement).

Ces résultats ont montré un profil de réponse au bétabloquant différent entre les deux

lignées.
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Figure 39 : Effet du propranolol sur les propriétés tubulogéniques des lignées 1ISO-HAS et MO-
LAS. Les cellules ISO-HAS, marquées avec une sonde fluorescente verte (CMFDA488) et les cellules
MO-LAS ont été ensemencées dans des puits de microplaques recouverts d’'une fine couche de matrice
de membrane basale réduite en facteurs de croissance (Matrigel) £ propranolol (1-50 pM). La formation
de tubes a été imagée 3 h aprés et analysée avec le logiciel Wimasis. Longueur totale des tubes et
nombre total de tubes formés par les cellules (A) ISO-HAS et (B) MO-LAS représentés par la
guantification de la moyenne de trois puits par conditions (n=3) sur N=4 pour les cellules ISO-HAS et N=2
pour les cellules MO-LAS expériences indépendantes. Images de la formation de tubes par les cellules
(C) ISO-HAS et (D) MO-LAS sur le matrigel (grossissement x40) avec des images d’'analyse illustratives.
Les données sont représentées sous forme de moyenne £+ SEM, ns : non significatif, *P < 0,05, **P <
0.005, et ***P < 0,0005.



Effet du propranolol sur la migration cellulaire des ISO-HAS et MO-LAS

Les effets du propranolol sur la capacité migratoire des lignées ISO-HAS et MO-LAS
ont été étudiés via le suivi de la fermeture de la bréche induite par scratch assay. Les
cellules ont été traitées avec 10 et 50 uM de propranolol pour les ISO-HAS et avec 1,
3, 10 et 50 uM pour les MO-LAS. Le propranolol n’a pas d’effet sur la migration des
ISO-HAS avant 34 h. A 34 h, il y a une diminution de la migration d’environ 20% (Figure
40A) a 50 uM mais cela peut étre lié a I'inhibition de croissance de 20% induite par le
propranolol a cette dose (Figure 38A). En revanche, le propranolol a diminué de
maniére importante la migration des cellules MO-LAS. Cette inhibition est dose-
dépendante et est significative des 24 h a 50 uM (P=0,0049) et a 48 h des 10 uM avec
une baisse qui atteint 50% du pourcentage de migration a 50 uM (P=0,0165, P=0,0003
respectivement) (Figure 40B). Cette inhibition importante de la migration par le
propranolol sur la lignée MO-LAS ne peut cette fois étre attribuée a la seule cytotoxicité
du bétabloquant (Figure 38B).

Ces résultats sont complémentaires de ceux obtenus dans le test de tubulogenese sur
les interactions cellule-cellule et confirment que les deux lignées tumorales présentent
un profil de réponse au propranolol bien distinct, les cellules MO-LAS étant plus

sensibles dans les deux tests.
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Figure 40 : Effet du propranolol sur la migration des cellules ISO-HAS et MO-LAS. (A) Migration
des cellules ISO-HAS imagée a 0 h (TO) et 34 h (T34) avec un (gauche, les traits discontinus
représentent la largeur de la bréche a TO et T34 + propranolol) et quantification de la migration sous
forme de pourcentage de fermeture de bréche par rapport a TO (droite). (B) Migration des cellules MO-
LAS imagée a TO et T24 + propranolol (gauche) et quantifiée sous forme de pourcentage de fermeture
de bréche par rapport a TO (droite). Les données observées par microscopie a contraste de phase
avec objectif x4 sont représentées sous forme de moyenne + SEM. N=3 expériences indépendantes
par groupe, ns : non significatif, * P<0,05, ** P<0,005, *** P<0,0005).
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Effet de la surexpression d’AQP1 dans les cellules ISO-HAS et MO-LAS

AQP1 est détectable dans la lignée MO-LAS mais a un niveau en dessous du seuil de
détection dans la lignée ISO-HAS (Figure 36B). Ces niveaux protéiques distincts
s’ajoutent a un profil de réponse au propranolol différent (Figures 39, 40). Nous avons
surexprimé AQP1 dans les deux lignées tumorales pour mimer une expression
pathologique et évalué I'effet de cette surexpression sur la migration. La surexpression
d’AQP1 n’a pas impacté la migration des cellules MO-LAS pAQP1 en comparaison
des cellules non transduites et des cellules surexprimant le contréle pNEG (Figure
41A). La surexpression d’AQP1 a en revanche significativement augmenté la migration
de la lignée ISO-HAS en comparaison des cellules contréles, et ce, des 6 h aprés
réalisation de la breche (P<0,005) (Figure 41 B, C, D, E). La stimulation de la migration
cellulaire dans les cellules ISO-HAS seulement peut étre liée a son faible niveau
d’AQP1 (Figure 35C) et la surexpression d’AQP1 a créé un phénotype pro-tumoral

plus agressif des cellules.
Effet du propranolol sur la migration des cellules ISO-HAS surexprimant AQP1

L’effet du propranolol sur la migration des cellules ISO-HAS surexprimant (pAQP1) ou
non (pNEG) la protéine AQP1 a confirmé le faible impact du bétabloguant sur la motilité
des cellules non transduites ou transduites avec le vecteur contrle (pNEG) (Figure
42A, D). De maniére surprenante, le propranolol a significativement diminué la
migration des cellules pAQP1 de maniére dose dépendante, dés 10 uM a 24 h en test
de migration manuel et dés 2 h sur le systeme incuCyte (P=0,0146 et P=0,033
respectivement) (Figure 42B, C, E, F). Ces résultats montrent un réle important de la
protéine AQP1 dans la migration des cellules ISO-HAS, dont la réponse au propranolol

semble dépendre d’'un niveau élevé d’AQP1.
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Figure 41 : Effet de la surexpression d’AQP1 sur la migration des cellules MO-LAS et ISO-HAS.
Résultats de quantification de la migration des cellules surexprimant AQP1 prises par le systeme
d’'imagerie de l'incuCyte dans les cellules (A) MO-LAS et (B) ISO-HAS. (C) Images représentatives de la
migration & 0 h, 16 h et 24 h aprés la réalisation de la bréche dans les cellules ISO-HAS contrbles, pNEG
et pAQPL1. Echelle : 600 uM. Les résultats montrent la densité relative de la plaie en fonction du temps.
(D) Résultats de migration en breche manuelle des cellules ISO-HAS non transduites, pNEG et pAQP1
a 10 h, 24 h et 34 h. (E) Images de la migration des cellules a 10 h, 24 h au grossissement x4. Les
données sont représentées par la moyenne de la densité relative de la plaie et du pourcentage de
fermeture de bréche + I'erreur standard de la moyenne de N=3 expériences indépendantes, ns: non
significatif, * P<0,05, ** P<0,005, *** P<0,0005.
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Figure 42 : Effet du propranolol sur la migration des cellules ISO-HAS en fonction de la
surexpressin d’AQP1. Résultats de la cinétique de migration des cellules + propranolol ISO-HAS
contréles, ISO-HAS pNEG et ISO-HAS pAQP1 par test de migration avec breches crées manuellement
a0 h, 24 h et 34 h représentés par le pourcentage de fermeture de breche (A, B, C) et par le systeme
d’'imagerie en temps réel de l'incuCyte a 2 h d’intervalle pendant 24 h (D, E, F) ou les résultats sont
représentés par la densité relative de la bréche. Les données sont représentées par la moyenne de la
densité relative de la plaie + I'erreur standard de la moyenne SEM de N=3 expériences indépendantes,
ns : non significatif * P<0,05, ** P<0,01.
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Voies de signalisation altérées par la cicatrisation et le propranolol dans la
lignée MO-LAS

Les résultats précédents ont montré un effet inhibiteur du propranolol sur la migration
des cellules MO-LAS dés 10 pM avec un effet accru a 50 pM. Afin de mieux
comprendre les événements moléculaires qui sous-tendent cet effet, une analyse
protéomique a été realisée sur ce modele. Pour cela, les cellules MO-LAS formant une
monocouche confluente ont été soumises a de multiples breches unidirectionnelles
pour obtenir une forte densité de bréches et stimuler la migration d’'un nombre
important de cellules non endommageées. Les cellules ont été traitées pendant 10 h
avec 50 uM de propranolol. En effet, des résultats préliminaires sur ces cellules et sur
le modéle d’angiogenése d’hémangiome infantile suggérent que des modifications
protéiques rapides apparaissent entre 3 h et 12 h apres le traitement. Les résultats
obtenus ont confirmé I'effet inhibiteur du bétabloquant sur la migration des cellules
MO-LAS a 10 h (Figure 43A). Les protéines ont été extraites de ces cellules et
quantifiées par spectrométrie de masse pour I'analyse protéomique. L’analyse des
résultats de protéomique avec le logiciel Ingenuity (QIAGEN Ingenuity Pathway
Analysis) a permis d’identifier plusieurs voies altérées par la création de bréches et
par le traitement au propranolol (Figure 43B, C). L'expression seuil est réglée a une
expression relative ou « fold change » de + 1,5 avec une significativité dépendante
d’'une p<0,05. Dans la comparaison des groupes aucune bréche vs bréches, plusieurs
voies de signalisation ont été activées par le processus de cicatrisation, dont les plus
significatives sont les voies de EIF2, VEGF, Intégrines, Ferroptose, Sirtuine (Figure
43B). Certaines de ces voies, dont EIF2, VEGF, Intégrines et Ferroptose ont été au
contraire inhibées par le traitement au propranolol (Figure 43B, C). L’analyse de
comparaison de ces deux derniers groupes a également montré I'activation de
certaines voies par le propranolol, dont les plus significatives sont les voies de
biosynthése des pyrimidines, de I'apoptose médiée par MYC, de l'autophagie et de la
sécrétion d’insuline (Figure 43C). En revanche, de maniére intéressante, les
modifications protéiques induites par le propranolol en 'absence de breches ne sont
pas significatives ce qui soutient I'idée d’'un effet du propranolol sur les cellules

tumorales uniqguement dans un contexte « activé ».
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Figure 43 : Analyse protéomique des voies de signalisation impactées par le propranolol sur les
cellules MO-LAS. (A) Effet du propranolol sur la migration de la lignée MO-LAS & 10 h et 24 h dans le
systéme de multi-bréches sur une monocouche de cellules confluentes crées a I'aide d’'un peigne (Cell
Comb™ Scratch Assay). Une extraction protéique a été réalisée sur ces cellules et soumise a une analyse
protéomique. (B) Analyse des données de protéomique avec le logiciel d’analyse Ingenuity montrant les
voies de signalisation canoniques altérées par la génération de bréches vs cellules contrdles sans bréches
et bréches + propranolol. (C) Voies de signalisation significativement surexprimées (orange) ou sous
exprimées (bleu) par le traitement au propranolol sur les cellules avec bréches. N=3 expériences
indépendantes par groupe, *P < 0.05, *P < 0.01.
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Effet du propranolol sur la génération de sphéroides tumoraux des MO-LAS

Afin de poursuivre I'étude du mécanisme d’action du propranolol sur les cellules MO-
LAS, nous avons développé un modele 3D de sphéroides, également appelés
sphéroides tumoraux multicellulaires (STMC). Dans un premier temps nous avons
validé que la lignée était capable de former des sphéroides. (Figure 44A, B). Une fois
validé, le bétabloquant a été ajouté aux cellules a JO pour évaluer son effet sur la
propension des cellules a s’assembler en sphéroides compacts. Le propranolol a
impacté la formation de sphéroides par les cellules MO-LAS, et ce de maniére dose-
dépendante et des les premieres heures aprés ensemencement (Figure 44C). Ainsi,
I'aire des sphéroides des cellules non traitées diminue drastiquement (3 x 10 um2a 0
h vs 1 x 108 um2 a 10 h), d0 au réarrangement spatial des cellules qui s’assemblent
pour former un sphéroide compact. Tout en gardant sa densité, l'aire du sphéroide
augmente a partir de 24 h, signe de la croissance et de la prolifération cellulaire au
sein du sphéroide (Figure 44A, B, C). Le traitement au propranolol au moment de
'ensemencement induit une inhibition de cette compaction de maniere dose-
dépendante. En effet, les cellules s’assemblent moins et forment un ensemble
cellulaire non compact sans structure 3D qui ne semble pas correspondre a des
sphéroides. De plus, l'aire reste constante au cours du temps (Figure 44C). Ainsi le
temps de doublement est fortement augmenté pour la dose 10 uM et le taux de
croissance des sphéroides est diminué drastiquement par le propranolol (Figure 44D,
E). Le test MTS réalisé sur les sphéroides a J5 apres dissociation mécanique et
enzymatique pour la quantification des cellules vivantes montre que le propranolol
n’induit pas une diminution de la quantité de cellules vivantes, il n’y a donc pas une
mort cellulaire importante au sein des sphéroides aux doses 10 et 50 uM (Figure 44F).
Ces résultats montrent que le propranolol n’induit pas de mort cellulaire dans ce

modéle mais agit plutot en inhibant la formation et la croissance des sphéroides.
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Figure 44 : Effet du propranolol sur la génération de sphéroides tumoraux dans la lignée MO-LAS.
Les sphéroides ont été générés par 'ensemencement de 1 x 10* cellules en suspension dans des plaques
96 puits a fond rond en présence de 0,5% de méthylcellulose (ratio 1:1) + propranolol. (A) Images
représentatives de sphéroides tumoraux a 32 h + propranolol. (B) Images représentatives de la
morphologie du méme sphéroide formé a JO, J3 et J5 aprés agrégation et compaction de la suspension
cellulaire traitée ou non au propranolol. Echelle : 800 um. (C) Analyse quantitative de I'aire des sphéroides
tumoraux en pum2 au cours du temps * propranolol. (D) Temps de doublement en heures et (E) taux de
croissance des sphéroides + propranolol. (F) Analyse du test de survie MTS réalisé sur les sphéroides a
J5. Les données sont représentées sous forme de moyenne + SEM. N=2 expériences indépendantes
par groupe, *P < 0.05, **P < 0.01, et ****P < 0.0001.
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Effet du propranolol sur les sphéroides formés par la lignée MO-LAS

Nous avons ensuite étudié I'effet du propranolol sur les sphéroides déja formés par la
lignée tumorale MO-LAS. Ainsi, le propranolol a été ajouté aux cellules 24 h aprés
ensemencement et formation des sphéroides. Les résultats ont montré que I'ajout du
propranolol aprés la formation des sphéroides modifie la densité des sphéroides dés
10 pM, en comparaison du contréle. Les sphéroides traités perdent progressivement
leur densité, les cellules semblent se désolidariser, ce qui se traduit par une
augmentation de l'aire occupée par les cellules et un aspect clairsemé. Leur
dissociation mécanique devient aisée en comparaison des sphéroides non traités.
(Figure 45).

13 J5

iy .

Non-traité
® .

10 uM
.

50 uM

Figure 45 : Effet du propranolol sur les sphéroides tumoraux dans la lignée MO-LAS. Les
sphéroides ont été générés par 'ensemencement de 1 x 10 cellules en suspension dans des plaques
96 puits a fond rond en présence de 0,5% de méthylcellulose (ratio 1 :1). Le propranolol a été ajouté
aux cellules 24 h aprés, a J1. Images représentatives de la morphologie des sphéroides a J1, J3 et
J5 + propranolol. Echelle : 800 um.
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Effet de la sous expression d’ADRB2 sur les sphéroides tumoraux traités au
propranolol ou a I’aténolol

Pour explorer I'effet du propranolol sur les sphéroides tumoraux, le récepteur ADRB2
a été testé comme cible du bétabloquant dans notre modele 3D in vitro. Apres
formation des sphéroides (48 h pour les MO-LAS et 72 h pour les ISO-HAS) (Figure
46A, C), les cellules shCT et shADRBZ2 ont été traitées par 10 et 50 uM de propranolol.
Le propranolol des 10 pM induit une dissociation des sphéroides formés par les
cellules MO-LAS shCT et ISO-HAS shCT qui se traduit par 'augmentation rapide de
I'aire des sphéroides (a 72 h aire des sphéroides > 7x10° um?2 pour les MO-LAS shCT
et a 96 h > 9x10° um2 pour les ISO-HAS shCT) en comparaison des controles non
traités ou les sphéroides apparaissent noirs du fait de leur compaction (a 72 h aire des
sphéroides < 6x10° um2 pour les MO-LAS shCT non traitées et a 96 h < 6x10°> pm?
pour les ISO-HAS shCT non traitées) (Figure 46B, D). L’implication du récepteur
ADRBL1 dans la réponse au propranolol a également été évaluée. Le traitement des
deux lignées tumorales avec 50 yM d’aténolol qui bloque sélectivement les récepteurs
ADRB1 induit la méme augmentation rapide de l'aire des sphéroides tumoraux,
suggérant que le ciblage d’ADRB1 conduit aux mémes effets que le propranolol sur la
cohésion des cellules. De maniere intéressante, I'extinction dADRB2 par shARN
conduit aussi a 'augmentation de I'aire des sphéroides associée a une absence de
cohésion des cellules. A partir de 24 h, on observe une diminution lente de l'aire. De
plus, I'effet du propranolol sur I'aire des sphéroides est perdu lorsque les deux lignées
tumorales sous expriment ADRB2. De maniere étonnante, sur ces sphéroides
invalidés pour ADRB2, I'aténolol a un effet additif sur la diminution, a partir de 24 h, de
laire occupée par les lignées MO-LAS et ISO-HAS (P=0.01 et P=0.0009
respectivement) (Figure 46C,D). L’ensemble de ces résultats suggere un effet « on
target » du propranolol sur les récepteurs ADRB1 et ADRB2, mais nécessite
davantage d’investigation sur les mécanismes de cohésion cellulaire mis en ceuvre et
sur les réles ’ADRB1 et d’ADRB2 grace a un shADRBL1 et au bétabloquant spécifique
d’ADRB2 I1CI118.551 que nous venons d’acquérir.

185



MO-LAS

Spheroids Area (um?)

—
~~—
Spheroids Area (pm?)

S
Spheroids Area (unv’)

shCT shADRB2
J2 J5 J2
o "
s B ¢ @
g B
o
(8]
s
2 " i
1 ® Y g
3 / /
o
5 /
: & & & @ #®
E-} \
< \
ISO-HAS
shCT shADRB2
J3 J6 J3

o \ o~ //‘J
«©Q h: //
: B 8 &
o Y
(8]
% v /7 ; /- q
o :
©
] & ® &
e \
o

o5 s A Ao
s 2 :
[} . 24
c
: @ & £ %
< 2 A

Spheroids Area (unv)

axtos shCT
7x10% —— shCT entrl
—— shCT 10 uM Pr
5x10% —— shCT 50 uM Pr
~= shCTAT
25010¢
5
0 12 24 3% 48 60 72
‘ Time (hours)
.
.
Propranolol
shADRB2
—— shADRB2 cntrl
—~— ShADRB2 10 M Pr
—— shADRB2 50 M Pr
—— shADRB2 AT
0t T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72
Time (hours)
A ( )
0
"
.
Propranolol
shCT
—— shCT entrl
~— ShCT 10 uM Pr
~— ShCT 50 uM Pr
—— shCTAT
T T T T T 1
[ 20 40 60 80 100
A Time (hours)
.
.
Propranolol
shADRB2

—+ shADRB2 cntrl
—+ ShADRB2 10 uM Pr

- shADRB2 50 uM Pr
~ shADRB2 AT

Time (hours)

Propranolol

Figure 46 : Effet du propranolol et de I’aténolol sur les sphéroides tumoraux des cellules invalidées pour
ADRB2. (A-C) Photos représentatives des sphéroides tumoraux formés par les cellules MO-LAS et ISO-HAS
shCT et shADRB2 aprés 72 h (MO-LAS) et 96 h (ISO-HAS) d’incubation avec le propranolol ou I'aténolol. Les
images ont été obtenues a un objectif x10 avec la caméra intégrée au systéme IncuCyte. Echelle : 1 mm. (B-D)
Analyse quantitative de la croissance des sphéroides tumoraux représentée par 'aire des sphéroides formés par
les cellules MO-LAS et ISO-HAS shCT et shADRB2 ensemencées a une densité de 1 x 10* cellules dans des
plaques 96 puits a fond rond en présence de 0,5% de méthylcellulose (ratio 1 :1). Les sphéroides tumoraux ont
été traités ou non avec 10 et 50 yM de propranolol ou avec 50 uM d’aténolol. Les données sont représentées
sous forme de moyenne + SEM. N=3 expériences indépendantes par groupe.
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DISCUSSION

Hémangiome infantile :

Nous avons révelé la protéine aquaporine 1 (AQP1) comme nouveau marqueur de
diagnostic de I'hnémangiome infantile et avons mis en évidence le role clé de la
noradrénaline, des télocytes et d’AQP1 dans la réponse anti-tumorale de
’hémangiome infantile au propranolol. Les résultats obtenus in vitro sur
I'angiosarcome fournissent des pistes qui pourraient participer au repositionnement du

bétabloquant pour le traitement de tumeurs vasculaires.

L’objectif de ces travaux a été de mettre au point des modéles permettant d’étudier la
sensibilité et les mécanismes d’action du propranolol dans les tumeurs vasculaires
bénigne et maligne, en particulier dans 'hémangiome infantile et dans I'angiosarcome.
D’abord, un modéle de xénogreffe de la lignée tumorale de glioblastome U87 a permis
de révéler AQP1 comme cible thérapeutique du propranolol. Le traitement des souris
immunodéficientes par le propranolol a significativement réduit la taille des tumeurs
greffées par un effet dépendant des récepteurs ADRB2. Aucun effet additif du
propranolol n’a été observé lorsque les souris étaient greffées avec les cellules
shAQP1, suggérant que l'effet anti-tumoral du propranolol et linhibition d’AQP1
concernent une voie biologique commune. La sous expression d’AQP1 par shARN et
par un inhibiteur d’AQP1 dans des modéles murins de cancer du sein triple négatif et
de mésothéliome malin respectivement ont aussi diminué la croissance tumorale et le
poids des tumeurs induites'’3174, Ces résultats soulignent le potentiel thérapeutique

du ciblage d’AQP1 dans les tumeurs surexprimant la protéine comme le glioblastome.

L’étude de la localisation d’AQP1 dans un large panel d’hémangiomes infantiles a
révélé un profil histopathologique unique de la protéine dans cette tumeur, qui
présente un endothélium GLUT-1*/CD34*/AQP1-, des péricytes a-SMA* et des
télocytes périvasculaires GLUT-1/CD34*/AQP1*, en comparaison des vaisseaux
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normaux dont I'endothélium est GLUT-1/CD34*/AQP1* et les télocytes sont GLUT-1"
/CD34*/AQP1" (Figure 47). Le profil observé dans I'hémangiome infantile est
caractéristique des barrieres hémato-tissulaires présentes dans le cerveau, le placenta
et les testicules et dans les tumeurs du systéme nerveux central comme le

glioblastome, qui présentent un endothélium marqué par des jonctions serrées.

Vaisseau normal

AQP-1/GLUTA AQP-1/CD34

°

¢ CE:GLUT-1(-)AQP-1(+) CE : CD34(+) AQP-1(+)

|
PER : a-SMA (+) ‘ v PER : a-SMA (+)
TC : AQP-1 (-) TC : CD34(+) AQP-1 ()

CE: GLUT-1(+) AQP-1(-) ‘ CE : CD34(+) AQP-1(-)
PER: a-SMA (+) PER : a-SMA (+)

TC: AQP-1(+) TC: CD34(+) AQP-1(+)

Figure 47 : Représentation schématique de vaisseaux normaux et d’hémangiome infantile pour
I’'expression de GLUT-1, AQP1 et CD34.

L’hypoxie est décrite comme un élément pivot dans le développement de
’hémangiome infantile. AQP1 peut étre régulée par '’hypoxie par I'intermédiaire de
HIF-1a. En effet, 'hypoxie induit 'expression d’AQP1 in vitro dans des cellules de
Schwann et I'extinction de HIF-1a dans ces cellules diminue I'induction de I'expression
endogéne d’AQP117°, Le réle d’AQP1 dans la pathogenése de 'hémangiome infantile
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pourrait dépendre d’'une régulation positive de la protéine par I'hypoxie dans les
télocytes, qui participerait ainsi a 'augmentation de I'angiogenése dans la tumeur
(Figure 48). Dans ce sens, notre modéle d’hémangiome infantile in vitro d’angiogenése
basé sur les cellules vasculaires et périvasculaires dérivées d’hémangiome infantile a
révélé un role clé d’AQP1 dans I'angiogenése et dans la réponse anti-angiogénique
au propranolol a faibles doses (des 3 uM). Il a également révélé un effet pro-
angiogénique de la noradrénaline qui s’accompagne d’une élévation d’AQP1 dans les
télocytes in vitro (Figure 50). Dans ces conditions le propranolol rétablit un niveau

basal d’AQP1 et inhibe 'angiogenése.
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Figure 48 : Modele proposé de régulation d’AQP1 dans le télocyte d’hémangiome infantile
par I’hypoxie et la noradrénaline.

L’effet anti-angiogénique du propranolol dans notre modele est dépendant 1) d’un effet
pro-angiogénique apporté par la noradrénaline et reversé par le propranolol
probablement en créant un effet compétitif sur les récepteurs ADRB, et 2) de la
présence en co-culture des trois types cellulaires majoritaires provenant de la tumeur

les cellules endothéliales, les péricytes et les télocytes. Cela suggere que la
croissance des hémangiomes infantiles et I'action du propranolol dépendent d’un

dialogue intercellulaire endocrine et/ou paracrine au sein des vaisseaux de la tumeur.
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Pour poursuivre I'étude, il serait intéressant d’invalider le récepteur ADRB2, majoritaire
dans I'HI, sur chacun des types cellulaires de 'hémangiome infantile pour déterminer
si le propranolol a un effet « on » ou « off target » dans ce modéle et identifier quel

type cellulaire « fixant » le propranolol est responsable de I'effet thérapeutique.

Nos résultats de I'étude de I'expression et de la localisation des enzymes de la voie
de biosynthése des catécholamines ont montré que les cellules vasculaires et
périvasculaires des hémangiomes infantiles expriment les enzymes de synthese de la
noradrénaline, tyrosine hydroxylase (TH), DOPA décarboxylase (DDC) et dopamine [3-
hydroxylase (DBH). Les dosages réalisés sur les trois types cellulaires isolés de tissus
frais d’hémangiomes infantiles ont également montré leur capacité de sécrétion de la
noradrénaline en culture, mais a des niveaux relativement bas, a la limite du seuil de
détection. Ceci peut s’expliquer par I'impossibilité clinique et éthique d’obtenir des
biopsies ou reliquats chirurgicaux d’hémangiomes infantiles en phase proliférative trés
précoce, dont les cellules auraient a priori la plus forte activité adrénergique. En effet,
notre étude histologique sur les enzymes de syntheése de la noradrénaline montre que
leur expression décroit rapidement avec l'involution. Néanmoins, nous avons pu
confirmer que les trois types cellulaires d’hémangiome infantile sur lesquels porte cette
étude ont la capacité enzymatique de synthétiser et de sécréter de maniére localisée
la noradrénaline au stade prolifératif, ce qui pourrait expliquer I'efficacité du propranolol
au stade précoce de la tumeur. Du fait de I'expression des enzymes de biosynthése
des catécholamines et des récepteurs ADRB par les cellules, des régulations
autocrines et paracrines par la noradrénaline peuvent avoir lieu au sein de la tumeur
et augmenter 'angiogenése avec la régulation d’AQP1. Le switch anti-angiogénique a
I'origine de linvolution peut s’expliquer par I'arrét de la synthése de la noradrénaline
en lien avec une modération de I'’hypoxie due a la maturation vasculaire améliorant la
perfusion de la tumeur. De la méme maniere, le traitement au propranolol, en
antagonisant les effets de la noradrénaline sur les récepteurs ADRB, induirait ce switch
anti-angiogénique et la régression rapide de la tumeur aprés quelques mois de
traitement. La détermination du rdole de la régulation éventuelle d’AQP1 dans

linvolution naturelle nécessite une étude sur un large panel de patients, mais sa
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régulation par la noradrénaline et le propranolol in vitro (Figure 50) suggere une

diminution d’AQP1 avec I'involution.

6\
il

NA

EC

TC q

PER

Propranolol “=f < B na

AQP1
Angiogenése <«—— @ L/‘

M Reécepteurs béta-adrénergiques
' 4
Tyrosine . ' Noradrénaline

q Voie de synthése des catécholamines

Figure 49 : Modéle proposé de la signalisation vasculaire et périvasculaire dans I’Hl et son
implication dans la réponse au propranolol. Les cellules endothéliales, les péricytes et les télocytes
expriment les enzymes de synthéses des catécholamines et sont donc capables d’'une sécrétion locale de
noradrénaline. Celle-ci peut agir de maniére auto- ou paracrine pour stimuler la signalisation béta-
adrénergique. Elle pourrait également stimuler AQP1 pour, in fine, participer au profil pro-angiogénique de
I'HI. Le propranolol, en antagonisant la fixation de la noradrénaline sur les récepteurs ADRB, exerce un effet

anti-angiogénique. CE : cellules endothéliales, MC : mastocytes, PER : péricytes, TC : télocytes.

191



Angiosarcome :

L’expression d’AQP1 et du récepteur ADRB2 a été étudiée parimmunomarquage dans
deux échantillons d’angiosarcomes épithélioides. La masse tumorale, formée de
cellules d’origine endothéliale, exprime AQP1 et CD31 ; un marquage plus faible de
CD34 et ADRB2 a été observe.

Nous avons étudié les effets du propranolol in vitro sur les lignées tumorales humaines
ISO-HAS et MO-LAS, utilisées comme modeéle d’étude de I'angiosarcome. Les deux
lignées cellulaires expriment de maniére semblable AQP1, ADRB2 et CD31. Les
cellules expriment aussi faiblement le récepteur ADRB1. Les deux lignées possedent
des propriétés tubulogéniques propres et ont montré un profil de réponse au
propranolol bien distinct. Le bétabloquant a inhibé la tubulogenése et la migration de
la lignée MO-LAS, mais a trés faiblement impacté celle des cellules ISO-HAS dans
ces tests. La surexpression d’AQP1 a en revanche fortement augmenté la migration
des cellules ISO-HAS, les rendant sensibles a I'ajout de propranolol. Ces différences
peuvent étre liées au fait que les deux lignées ISO-HAS et MO-LAS ont été isolées de
deux angiosarcomes différents, un hémangiosarcome et un lymphangiosarcome
respectivement et a leur niveau d’expression différent d’AQP1. Les résultats de
sphéroides ont montré que le propranolol empéche la formation de sphéroides
compactes par les cellules MO-LAS et ISO-HAS et ce, dés 10 puM, sans induire de
cytotoxicité. Le traitement au propranolol aprés formation des sphéroides par les
cellules MO-LAS et ISO-HAS entraine une augmentation rapide de laire des
sphéroides tumoraux correspondant a une dissociation cellulaire (décompaction). La
surexpression d’AQP1 dans la lignée ISO-HAS n’a pas modifié la formation de
sphéroides ni la réponse au propranolol dans nos résultats préliminaires (Figure 51),
ce qui suggeére l'intervention de mécanismes différents dans les modéles scratch et

sphéroides.

Les cellules MO-LAS et ISO-HAS expriment faiblement le récepteur ADRB1 en plus

du récepteur ADRB2 (Figure 35), et bien que la littérature et nos travaux suggérent un

effet ant-angiogénique et anti-tumoral passant par le récepteur ADRB2, le propranolol
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étant non sélectif des récepteurs ADRB1/ADRB2, il peut éventuellement agir en se
fixant sur les deux types de récepteurs. Pour étudier le role d’ADRB2, l'effet du
propranolol sur les sphéroides des cellules MO-LAS et ISO-HAS transduites par
shARN (shCT ou shADRB?2) a été étudié. De maniere intéressante, le ShADRB2 a eu
le méme effet de décompaction des sphéroides que le propranolol et cet effet du
propranolol est perdu sur les cellules shADRB2, ce qui suggere un effet majeur et « on
target » du bétabloquant sur ce récepteur dans les deux lignées. L’implication du
récepteur ADRB1 dans la réponse au propranolol a aussi été étudiée par le traitement
des cellules avec I'aténolol, antagoniste sélectif des récepteurs ADRB1. L’aténolol
induit le méme effet que le propranolol sur les cellules contrbles (dissociation du
sphéroides traduit par 'augmentation de son aire). En revanche, il a significativement
diminué l'aire occupée par les deux lignées tumorales invalidées pour le récepteur
ADRB2. Ce résultat suggere un possible réle du récepteur ADRB1 dans la formation
de sphéroides et dans la réponse au propranolol, mais nécessite I'utilisation d’un
shADRBL1 pour le confirmer car méme les bétabloquants dits cardio-sélectif (ADRB1)
ont une affinité, bien que moindre, sur les récepteurs ADRB2, qui sera fonction de la

dose utilisée.

Discussion générale

D’un point de vue mécanistique, nos travaux sur les modeéles in vivo et in vitro ont
montré un effet « on target » du propranolol sur les récepteurs béta-adrénergiques
majoritairement associé a I'angiogenése, la migration et l'interaction cellule-cellule.
L’axe ADRB2-AQP1 s’est avéré prépondérant dans ces effets, les acteurs

intermédiaires restent cependant a déterminer.

D’autre part, plusieurs études ont montré un effet anti-tumoral du propranolol
indépendant (« off target ») des récepteurs ADRB'6, associé a une inhibition de la
migration et de I'angiogenése mais aussi de la viabilité cellulaire. Overman et al. ont
montré que le propranolol inhibe le facteur de transcription SOX18. De plus, le
propranolol, I'énantiomére R(+) et un inhibiteur de SOX18 empéchent la

différenciation des cellules souches d’hémangiome infantile, mais pas I'énantiomére
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S(-)'’7. Dans la méme étude, in vitro, le propranolol potentialise la cytotoxicité de la
vinblastine sur une lignée humaine d’angiosarcome invalidée pour le récepteur
ADRB2. Une autre étude a montré que I'énantiomere R(+) inhibe la croissance
tumorale dans un modeéle in vivo d’hémangiome infantile'’®. Ces auteurs s’appuient
sur le fait que I'énantiomére S(-) posséde la plus forte activité antagoniste des
récepteurs béta-adrénergiques, I'énantiomére R(+) étant 47 fois moins
bétabloguant'’®. Or en clinique, le propranolol est administré sous une formulation
racémique des deux énantiomeéres. Les effets du propranolol résultent donc de la
combinaison des effets des deux énantioméres. Ces études montrent I'intérét de
prendre en compte la stéréospécificité des deux énantioméres pour les récepteurs
ADRB et suggeérent 'utilisation de I'énantiomére R(+) et du blocage de SOX18 dans le
traitement des tumeurs vasculaires. En clinique, plusieurs bétabloquants différents ont
montré un effet sur ’lhémangiome infantile et ont été associés a un effet protecteur des
cancers, il reste donc encore des zones d’'ombre a explorer quant au meilleur usage

et au mécanismes d’action de ces molécules.

Ce travail de these contribue a relever les défis actuels de la cancérologie pour le
développement de nouvelles thérapies anti-tumorales.

Le propranolol est une molécule bien tolérée dont le repositionnement en cancérologie
présente un intérét économique et clinique. Sur cette base, des études cliniques sont
en cours pour évaluer I'effet thérapeutique du propranolol sur les angiosarcomes en
monothérapie ou en combinaison des chimiothérapies (NCT04518124, Pays-Bas,
NCT02732678, France). Compte-tenu de I'expression par l'angiosarcome des
récepteurs ADRB et du role la voie béta-adrénergique dans le développement et la
croissance tumorale, il a été accordé en 2016 par 'Agence Médicale Européenne au
propranolol le statut de médicament orphelin pour le traitement des sarcomes des
tissus mous. Les modéles développés dans cette étude ont eu pour but de mieux
comprendre les mécanismes d’action du propranolol et d'identifier de nouvelles cibles

et des marqueurs prédictifs permettant d’aiguiller 'usage de cette drogue en clinique.

Ces résultats suggérent, aux cétés d’autres études, une possible inclusion du

propranolol dans un schéma thérapeutique, seul ou en combinaison aux
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chimiothérapies, pour le traitement des angiosarcomes. L’utilisation d’AQP1 en tant
que marqueur prédictif de réponse est a envisager et pourrait donner lieu a des
collaborations avec les études cliniques angiosarcome et propranolol pour affiner les
résultats de maniere rétrospective. La poursuite de notre étude protéomique pourrait
déboucher sur d’autres marqueurs et éventuellement des cibles thérapeutiques

complémentaires.
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CONCLUSION

Grace au modéle in vitro d’hémangiome infantile, nous avons montré un réle clé de la
protéine AQP1, des télocytes et de la noradrénaline dans la réponse anti-angiogénique
de I'hnémangiome infantile au propranolol. Les résultats obtenus sur I'angiosarcome
ont montré un effet inhibiteur du propranolol sur des processus tumoraux,
encourageant a poursuivre les recherches autour d’un repositionnement du

bétabloquant dans ces tumeurs.
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ANNEXES

Annexe 1: Résultats sur I'induction d’AQP1 par la noradrénaline dans les
télocytes d’hémangiome infantile.

Dans la partie 1 sur le role des télocytes et d’/AQP1 dans notre modele in vitro
d’hémangiome infantile publié dans PNAS, la noradrénaline était ajoutée dans le milieu
pour les différents tests in vitro évaluant I'effet du propranolol (matériels et méthodes
de l'article 1). Le role de la noradrénaline dans I'angiogenese et dans la réponse au
propranolol n’a été réellement étudié que par la suite dans la partie 2 (article 2) de ce
manuscrit. Néanmoins nous avons pu montrer sur 3 patients que la noradrénaline
induit une augmentation du niveau protéigue d’AQP1 dans les télocytes
d’hémangiome infantile aprés 2 h de traitement et que I'ajout de propranolol entraine
un retour au niveau basal de cette expression. Cette régulation peut expliquer I'effet
pro-angiogénique de la noradrénaline et anti-angiogénique du propranolol dans notre

modele 3 cellules d’hémangiome infantile.
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Figure 50 : Modulation d’AQP1 dans les télocytes
d’hémangiome infantiles in vitro.
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Annexe 2: Résultats préliminaires sur la surexpression d’AQP1 dans les
sphéroides des ISO-HAS

Nous avons également étudié I'effet du propranolol sur la formation de sphéroides par
la lignée ISO-HAS surexprimant ou non AQP1. Les résultats ont montré que la lignée
ISO-HAS est capable de former des sphéroides (Figure 46). L’ajout du bétabloquant
inhibe la formation de sphéroides compacts, sans effet supplémentaire de la
surexpression d’AQP1. Il est a noter que les cellules ISO-HAS expriment faiblement le
récepteur ADRBL, il serait donc intéressant d’évaluer I'effet du propranolol sur les
sphéroides des cellules ISO-HAS shADRB1 et shADRB2, pour déterminer si la drogue
agit en « on » ou « off target » dans cette lignée.
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Figure 51 : Effet du propranolol sur la formation de sphéroides par les cellules ISO-HAS
surexprimant AQP1. Les sphéroides ont été générées par 'ensemencement de 1 x 104 cellules en
suspension dans des plaques 96 puits a fond rond en présence de 0,5% de méthylcellulose (ratio 1 :1)
+ propranolol. Images représentatives de la morphologie du méme sphéroide des cellules ISO-HAS
pPNEG et pAQP1 formé a JO et J5 apres agrégation et compaction de la suspension cellulaire. Echelle :
800 pm.
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Etude du ciblage de la voie béta-adrénergique par le propranolol dans le traitement des
tumeurs vasculaires cutanées

Le propranolol est actuellement le traitement de premiére intention des hémangiomes infantiles (HI), tumeurs
vasculaires cutanées bénignes touchant 5 a 10% des nouveau-nés. La découverte de I'efficacité du propranolol
dans le traitement des HI par notre équipe a ouvert une nouvelle voie thérapeutique pour les tumeurs vasculaires,
en particulier les angiosarcomes, qui sont des tumeurs malignes treés rares et de mauvais pronostic. Cependant,
les mécanismes d’action ainsi que les cibles moléculaires et cellulaires du bétabloquant sont a ce jour loin d’étre
complétement élucidés. Le repositionnement du propranolol comme traitement anti-tumoral nécessite d’'une part
une meilleure compréhension de ses mécanismes d’action et d’autre part I'identification de marqueurs prédictifs de
réponse. Le propranolol agit en se fixant sur les récepteurs béta-adrénergiques, empéchant I'activation de la voie
béta-adrénergique par les agonistes naturels que sont les catécholamines. Il n’existe actuellement pas de modéles
satisfaisant d’HI ni d’angiosarcome pour I'étude de I'efficacité du propranolol, d'ou la nécessité de mettre au point
de nouveaux modéles d’étude. Ce travail de recherche s’inscrit dans cet axe. Outre la compréhension des effets
anti-tumoraux du propanolol, ces modeéles doivent permettre I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques.
Dans un premier temps, un modéele in vivo de glioblastome nous a permis d’identifier la protéine aquaporine 1
(AQP1) comme cible du propranolol. L'étude de I'expression et de la localisation d’AQP1 dans I'HI a révélé un profil
histopathologique unique de la protéine, fortement exprimée au niveau périvasculaire, précisément par les
télocytes, identifiés par microscopie électronique. Dans un deuxieme temps, nous avons développé un modeéle in
vitro d’HI répondant a de faibles doses de propranolol et avons testé I'effet de la drogue sur un paramétre clé du
développement des HI, 'angiogenése. Nous avons évalué I'importance fonctionnelle des télocytes et testé AQP1
comme cible dans ce modeéle. Les résultats ont mis en évidence le réle clé des télocytes et ’AQP1 dans la réponse
anti-tumorale au propranolol dans I'HI. Ce modéle a également permis I'étude de I'impact de la noradrénaline et a
révélé un réle important de cette catécholamine dans la tubulogenése de I'HI et dans sa réponse au propranolol.
Nous avons également montré une quantité élevée de noradrénaline et des enzymes de synthese des
catécholamines dans les HI. Enfin, nous avons testé les effets du propranolol sur la migration, I'interaction cellule-
cellule ainsi que sur la formation de sphéroides de lignées humaines d’angiosarcome. Grace a I'établissement de
ces modéles d’étude 2D et 3D, nous avons mis en évidence un effet inhibiteur du bétabloquant a faible dose sur la
migration et I'invasion des cellules tumorales d’angiosarcome et nous avons pu investiguer le réle du récepteur
béta-2 adrénergique et d’AQP1 dans cet effet. L'ensemble de ces résultats permettent de mieux comprendre
'activité anti-tumorale du propranolol et de mieux appréhender d’éventuels nouveaux essais précliniques et
cliniques.

Mots clés : Propranolol, Angiogenése, Aquaporine 1, Catécholamines, Dermatologie

Targeting of the beta-adrenergic pathway with propranolol in cutaneous vascular tumors

Propranolol is currently the first-line treatment for severe infantile hemangioma (IH), which is the most frequent
tumor of infancy, affecting 5-10% of newborns. Neither the molecular mechanism of action of propranolol nor the
cellular and molecular targets of the drug has been identified with a strong proof of concept. Propranolol is a non-
selective beta-adrenergic receptors inhibitor that antagonizes the effect of catecholamines, and thus, prevents the
activation of beta-adrenergic pathway. The serendipitous discovery of the propranolol efficiency in IH treatment by
our team has opened up a new therapeutic strategy for the treatment of other vascular tumors, in particular
angiosarcomas, which are rare malignant tumors with a poor prognosis. The repositioning of propranolol requires
a better understanding of the antitumor mechanism of action of this betablocker as well as the identification of new
predictive markers of response. There are currently no satisfactory models of HI or angiosarcoma for studying the
efficacy of propranolol. Therefore, there is a need to develop new models for a better understanding of the antitumor
effects of propranolol to, ultimately, identify new therapeutic targets. First, we showed that propranolol antitumor
activity was associated with alteration of Aquaporin 1 (AQP1), a water and ion channel involved in tumor cell
migration, invasion and angiogenesis. Immunofluorescence staining revealed a unique histological profile of AQP1
in IH, which is highly expressed in the perivascular space by stromal cells named telocytes that we recently identified
in IH. We developed an IH in vitro model using lesional patient-derived cells to investigate the role of telocytes in
the antiangiogenic effect of propranolol in IH, the impact of noradrenaline and to test AQP1 as a target of the beta
blockade response. This 3D model showed an involvement of noradrenaline in IH tubulogenic properties and
revealed a critical role of AQP1 and telocytes in the antitumor response of propranolol. Moreover, we showed high
levels of noradrenaline and catecholamines synthesis enzymes in IH. Finally, we studied the effects of propranolol
in 2D and 3D in vitro models using human angiosarcoma cell lines and showed an inhibitory effect of low doses of
this betablocker on the migration, cell-cell interactions and invasion of the human angiosarcoma tumor cell lines.
Then we investigated the role of the beta-2 adrenergic receptor and AQP1 in this effect.

All together, these results provide a better understanding of the antitumor activity of propranolol and a pave the way
for new preclinical and clinical trials.

Keywords: Propranolol, Angiogenesis, Aquaporin 1, Catecholamines, Dermatology
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