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Abstract 
!

!

Increasing evidence has demonstrated that platelets actively participate to the 

progression of metastasis. However, their roles in tumor growth are still subject to controversy. 

Here, we investigated the interaction of platelets with colorectal tumors. We showed that 

platelets extravasate in the tumor microenvironment and interact with the tumor cells in a 

cadherin-6 dependent manner. This interaction induces the spreading of platelets, the release of 

their granules content and the generation of three types of microparticles named iMPs 

expressing makers of platelets, tumor and both. The presence of iMPs was confirmed in patients 

suffering from a colorectal cancer. In the microenvironment, platelets induce a significant 

diminution of the tumor growth and a significant increase in the number of intratumoral 

macrophages. iMPs participate in the recruitment of macrophages by vectorizing the cytokines 

RANTES, CCL2 and CXCL12 and activate their tumor cell killing capacity through IFN-

gamma and IL-4. This lead to the cell cycle arrest of the tumor in a P21 (Waf1/Cip1) dependent 

pathway. In contrast, in the bloodstream, platelets and production of iMPs induce the adhesion 

of tumor cells to the endothelium mainly via the transfer of ß3 integrin from platelets to tumor 

and the activation of endothelial cells. Altogether, our results indicate that, in the tumor 

microenvironment, Cadherin- 6 dependent platelet-tumor cells interactions induce the 

generation of iMPs leading to the recruitment and the activation of tumoricidal macrophages 

whereas, in bloodstream, platelets and circulating iMPs favor the interaction of tumor cells with 

the endothelium, promoting the formation of metastasis. 
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Résumé 

 
De plus en plus d’évidences démontrent que les plaquettes participent activement à la 

formation de métastases. Cependant, leurs rôles dans la croissance tumorale est toujours sujet 

à controverse. Dans cette étude, nous avons décidé d’étudier les interactions des plaquettes avec 

des tumeurs colorectales. Nous avons démontré que les plaquettes s’extravasent dans le 

microenvironnement et interagissent avec les cellules tumorales de manière dépendante de la 

cadhérine-6. Cette interaction induit l’étalement des plaquettes, la libération du contenu de leur 

granules et la génération de trois types de microparticules, nommée iMPs, exprimant des 

marqueurs plaquettaires, tumoraux ou les deux. Ces iMPs ont par ailleurs été retrouvées dans 

le plasma et dans les tumeurs primaires de patients souffrant d’un cancer colorectal. Dans le 

microenvironnement tumoral, les plaquettes induisent une diminution significative de la 

croissance tumorale et une augmentation significative du nombre de macrophages intra-

tumoraux. De par la vectorisation des chémokines RANTES, CCL2 et CXCL12, les iMPs 

participent au recrutement des macrophages dans le microenvironnement et activent leur 

capacités anti-tumorales à travers les cytokines pro-inflammatoires IFN-! et Il-4. Ce mécanisme 

mène à l’arrêt du cycle cellulaire dans les tumeurs via l’induction de la protéine inhibitrice des 

kinases dépendantes des cyclines p21 (Waf1/Cip1). En revanche, dans la circulation, les 

plaquettes et la production des iMPs augmentent l’adhésion des cellules tumorales à 

l’endothélium principalement par le transfert de la sous-unité d’intégrine ß3 des plaquettes aux 

cellules tumorales et via l’activation des cellules endothéliales. Nos résultats indiquent donc 

que dans le microenvironnement tumoral, les interactions cadhérine-6 dépendantes entre les 

plaquettes et les cellules tumorales induisent la génération de iMPs menant au recrutement et à 

l’activation des macrophages tumoricides, alors que dans la circulation, les plaquettes et les 

iMPs circulantes favorisent l’adhésion des cellules tumorales à l’endothélium, promouvant 

alors la formation de métastases. 
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1.! Les plaquettes, cellules effectrices de l’hémostase et de la thrombose 
!

1.1!Plaquettes – Généralités 

 

Les plaquettes ont été découvertes en 1874 par William Osler qui décrit la présence de 

« corpuscules » d’origine étrangère au sein d’une veinule de rat (Figure 1). Ce n’est qu’en 

1882, à travers des représentations des veinules de mésentère du cochon d’inde, observé par 

microscopie intravitale, que Bizzozzero identifie et caractérise les plaquettes et leur fonction 

dans l’hémostase et la thrombose. Il décrit ainsi pour la première fois la structure des plaquettes 

circulantes, et montre la présence de plaquettes et de leucocytes au site de formation de 

thrombus (Figure 2). Osler, quant à lui, établit en 1886, le rôle des « plaques de sang » dans les 

maladies thrombotiques tel que le cancer.  

!

! ! 

 

 

 

 

Depuis, de nombreuses études se sont intéressées à la structure des plaquettes, à leur 

genèse dans la moelle osseuse ainsi qu’à leurs rôles physiologiques et/ou pathologiques. Les 

plaquettes ou thrombocytes, sont décrites comme des éléments cellulaires anucléés, de taille 

comprise entre 2 et 4 µm. Elles sont produites au cours de la thrombopoïèse dans la moelle 

osseuse, à partir des mégacaryocytes. Les mégacaryocytes sont issus de cellules souches 

progénitrices, qui par le biais d’un mélange complexe de facteurs de croissance et de cytokines 

spécifiques à chaque étape, vont se différencier pour devenir des mégacaryocytes matures 

polyploïdes
1
 (Figure 3). Les mégacaryocytes, une fois à maturité, émettent des élongations à 

Figure! 1! :! Les! plaquettes! par! Osler.! Dessin! de!

«!corpuscules!»!ou!plaquettes!(5,6,7)!et!de!veines!

de!rat! (8,9)! réalisé!par!Osler! (D’après!Osler!W!1875,!

Proc!R!Soc!Lond). 

Figure!2!:!Thrombus!dans!une!veine!mésentérique!

chez!le!cochon!d’inde.!Dessin!réalisé!par!Bizzozero!

d’un! thrombus! composé! de! plaquettes! et! de!

leucocytes! au! sein! d’une! veine! du!mésentère! du!

cochon!d’inde!observé!par!microscopie!intravitale.!
(D’après!Bizzozero!G!1882!Virchows!Arch!Pathol!Physiol). 
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travers les sinus vasculaires de la moelle osseuse dont la fragmentation donne naissance aux 

proplaquettes. Les proplaquettes se retrouvent alors dans la circulation, et se scindent pour 

donner de véritables plaquettes fonctionnelles.  

 

 

!!

!

 

Récemment, les poumons ont également été décrits comme un lieu de production de 

plaquettes à partir de mégacaryocytes intravasculaires provenant de sites extrapulmonaires
2,3

. 

Les plaquettes sont produites à raison de 10
11

 plaquettes/jours permettant un renouvellement 

permanent, et ont une durée de vie comprise entre 8 et 10 jours 
1
. Chez l’homme, les valeurs 

normales de plaquettes circulantes sont comprises entre 150 et 400 000 plaquettes/µL. 

 

Les plaquettes sont considérées comme de véritables « sac à protéines » puisqu’elles 

possèdent plus de 4 000 protéines différentes, distribuées à la membrane cellulaire ou dans des 

Figure! 3! :! Etapes! et! facteurs! impliqués! dans! la!

mégacaryocytopoïese.!La!TPO!joue!un!rôle!central!dans!

la!mégacaryocytopoïese!en!régulant!chaque!étape!de!la!

maturation! et! du! développement! des!MK.! Elle! agit! de!

concert! avec! d’autres! cytokines! hématoipoïétiques! et!

facteurs! de! croissance! tels! que! l’Il/3,! l’Il/6,! l’Il/11,!

l’erythropoiétine,! le! G/CSF! (Granulocyte! colony!

stimulating!factor),!le!facteur!leukemia!inhibitor!(LIF)!et!

le!facteur!steel!(Steel!factor)!pour!induire!la!croissance!et!

la! différenciation! des! mégacaryocytes! à! partir! des!

cellules!progénitrices!de!la!moelle!osseuse,!pour!in!fine!

conduire! à! la! production! de! plaquettes.! (Adapté! de! N.!
Afdhal!et!al.!Journal!of!Hepatology!48!(2008)!1000S1007). 
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compartiments spécifiques appelés granules 
4
 (Figure 4). De plus, malgré l’absence de noyau, 

les plaquettes possèdent toute la machinerie nécessaire à la production de protéines (traduction 

des ARNm) permettant leur biosynthèse et 

l’approvisionnement de certains granules. Trois types 

de granules distincts sont présents dans les plaquettes : 

(i) les granules alpha (40 à 80 par plaquette), riches en 

protéines impliquées dans l’agrégation plaquettaire, 

telles que le fibrinogène, la fibronectine et le facteur 

de VonWillebrand (VWF), des protéines de la cascade 

de coagulation et de la fibrinolyse, telles que les 

facteurs V et VIII, l’"2 antiplasmine et le 

plasminogène, ainsi que des facteurs de croissance, 

des chemokines et des molécules d’adhésions 

glycoprotéiques tels que la P-sélectine, la GP1b" et 

l’"IIbß3. (ii) Les granules denses (4 à 8 par plaquette) contenant des agonistes plaquettaires, tels 

que l’ADP, l’ATP et la sérotonine et (iii) les lysosomes contenant principalement des enzymes 

de dégradation tels que des protéases et glycosidases 
5
 (Figure 5).  

 

 

 

Au cours de l’activation plaquettaire, le contenu des différents granules est libéré dans 

le milieu extracellulaire, participant ainsi à l’amplification de l’activation et à la formation du 

Figure!4!:!Ultrastructure!schématique!des!

plaquettes.! (Adapté! de! FitchSTewfik! and!

Flaumenhaft!Frontiers!in!endocrinology!2013)! 

Figure!5!:!Composition!des!différents!granules!plaquettaires!(D’après!Burnouf!T.!et!al.!Biomaterials!

2016) 
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caillot sanguin. Les plaquettes possèdent également de nombreux récepteurs et glycoprotéines 

membranaires, leur permettant d’adhérer rapidement aux surfaces lésées, de s’activer et de 

s’agréger pour former un clou plaquettaire, ce qui est essentiel pour leur fonction hémostatique 

et thrombotique. Un système d’invagination membranaire, appelé OCS, pour Open Canalicular 

System, est présent au sein des plaquettes, facilitant leur étalement au cours de l’activation et 

augmentant la surface d’expression des récepteurs d’adhésion et d’activation. 

 

Les récepteurs d’adhésion sont des glycoprotéines telles que la GPIb-IX-V, la GPVI et 

l’intégrine "IIbß3, permettant d’adhérer au VWF, au collagène et au fibrinogène respectivement. 

Récemment, le Dr Pierre Mangin et ses collaborateurs ont montré que l’adhésion des plaquettes 

sur une matrice de fibrinogène et leur activation est également dépendante de la GPVI 
6
. 

L’adhésion des plaquettes à ces molécules, induit leur activation et la libération de leur 

granules, contenant des agonistes plaquettaires. Les agonistes plaquettaires vont alors se lier à 

leurs récepteurs présents à la surface de la plaquette, tels que les récepteurs à la thrombine 

(PAR1 et PAR4), les récepteurs à l’ADP (P2Y1 et P2Y12), les récepteurs au TXA2 (TP) et 

autres (Figure 6 et 7) ayant pour conséquence une amplification de la réponse activatrice 
7
.  

 

                    

 

 

  

 

 

 

Figure!6!:!Voies!de!signalisation!des!trois!

récepteurs! d’adhésion! principaux!

présents! à! la! surface! des! plaquettes!

(GPIbOIXOV! ;! GPVI! ;! intégrine! "
IIb
$
3
)!

(Adapté!de!Zhenyu!Li!et!al.!Arterioscler!Thromb!

Vasc!Biol.!2010) 

Figure! 7! :! Voies! de! signalisation! des!

récepteurs! activateurs! principaux!

présents! à! la! surface! des! plaquettes!

(P2Y1,!P2Y12,!PAR1,!PAR4,!5HT2a,!TP)!
(Adapté!de!Zhenyu!Li!et!al.!Arterioscler!Thromb!

Vasc!Biol.!2010) 



! 17!

1.2!Rôles des plaquettes dans l’hémostase et la thrombose 

!

 
L’hémostase se définit comme un processus physiologique visant à arrêter le 

saignement au niveau d’une brèche vasculaire par la formation d’un caillot aussi appelé 

thrombus. En condition normale, les plaquettes circulantes n’interagissent pas avec 

l’endothélium quiescent et sont maintenues dans un état de repos sous forme discoïde. La 

présence d’une lésion vasculaire va induire une série d’événements ayant pour conséquence 

l’adhésion des plaquettes, leur activation accompagnée d’un changement de forme, leur 

agrégation et l’activation de la cascade de coagulation, pour in fine former un clou plaquettaire 

et éviter une perte trop importante de sang. Deux types de lésions vasculaires ont été décrites à 

ce jour, celles ayant pour conséquence l’activation des cellules endothéliales, et celles induisant 

l’exposition de la matrice sous endothéliale riche en collagène. Les mécanismes cellulaires et 

moléculaires mis en œuvre dans l’activation plaquettaire et la formation du thrombus sont 

différents en fonction du type de lésion.  

 

!

1.2.1! Activation plaquettaire dépendante du collagène sous endothélial 

!

 

 

Lors d’une brèche vasculaire, le collagène, le VWF et les protéines de la matrice sous 

endothéliale se retrouvent exposés à tous les constituants du compartiment sanguin, ayant pour 

conséquence un recrutement rapide des plaquettes au site de blessure. L’exposition du VWF 

sous endothélial et particulièrement de son domaine A1 va permettre l’interaction rapide des 

plaquettes, de manière dépendante du récepteur d’adhésion plaquettaire GPIb-IX-V, avec la 

matrice sous endothéliale. Cette première interaction induit alors le « rolling » des plaquettes 

sur la paroi lésée
8,9

. Cette étape est suivie d’une adhésion transitoire dépendante de l’interaction 

de l’intégrine "IIbß3 avec le VWF
8,9

. Puis, l’exposition du collagène sous endothélial et 

l’engagement des récepteurs glycoprotéiques plaquettaires GPVI-FcR! et "2ß1 au cours du 

« rolling » et de l’adhésion transitoire vont induire l’arrêt des plaquettes et leur activation.  

Les interactions des récepteurs d’adhésion plaquettaire GPIb-IX-V et GPVI avec leurs 

substrats sous endothéliaux respectifs, sont responsables de l’activation de la voie de 

signalisation dite « inside-out » dans la plaquette induisant  (i) l’étalement des plaquettes avec 

l’émission de filopodes, permettant d’augmenter la surface de recouvrement ; (ii) la sécrétion 

du contenu de leurs granules tels que des agonistes plaquettaires (ADP, TXA2, Thrombine…), 
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permettant de recruter les plaquettes circulantes et d’amplifier la réaction d’activation 

plaquettaire ; (iii) la sécrétion de molécules de fibrinogène accompagnée d’une augmentation 

de l’expression membranaire de l’intégrine plaquettaire "IIbß3 (iv) l’interaction avec le 

fibrinogène et/ou le VWF va induire son activation (changement de conformation), et permettre 

le pontage des plaquettes entre elles, induire leur agrégation et assurer la stabilité du thrombus 

ainsi formé 
10

.  

En effet, la liaison de l’intégrine "IIbß3 activée à ses ligands, tels que le fibrinogène 

principalement et le VWF induit en retour la signalisation « outside-in » au sein des plaquettes 

assurant la stabilité du thrombus. La signalisation « outside-in » induit une réorganisation du 

cytosquelette, la formation et la stabilisation de larges agrégats plaquettaires, le développement 

d’une surface pro-coagulante et une rétractation du clou plaquettaire afin de combler les espaces 

inter-plaquettaires et de concentrer les agonistes plaquettaires 
11

. Dans un modèle de thrombose 

au chlorure de fer, les souris déficientes en fibrinogène forment des thrombi instables dont le 

détachement induit le développement d’emboles occlusifs. De plus, dans ce même modèle de 

thrombose, l’absence de VWF a pour conséquence un retard dans l’initiation de la formation 

du thrombus et une diminution de la taille des thrombi. Les souris doubles déficientes pour ces 

deux facteurs ont les caractéristiques de chaque modèle isolé. Le VWF et le fibrinogène agissent 

donc en synergie pour assurer la stabilité du thrombus 
10

. Ces mécanismes ont pu être 

découverts et caractérisés grâce aux progrès technologiques réalisés au cours de ces dernières 

décennies, dont l’avancée majeure correspond à la microscopie intravitale. Le modèle de 

thrombose au chlorure de fer induisant une dénudation de l’endothélium dans des conditions 

expérimentales bien définies, a permis de reproduire et de comprendre l’activation plaquettaire 

dépendante du collagène sous endothélial (Figure 8).  
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1.2.2! Activation plaquettaire dépendante de la cascade de coagulation 

!

 

L’activation des cellules endothéliales correspond à un autre type de lésion vasculaire 

responsable du recrutement des plaquettes et de la formation d’un thrombus. La microscopie 

intravitale, et surtout la mise au point d’un modèle murin d’activation endothéliale au rayon 

laser, dans lequel la matrice sous endothéliale n’est pas exposée, a permis une compréhension 

approfondie des mécanismes impliqués dans l’activation des plaquettes et la formation du 

thrombus in vivo, dépendants de la cascade de coagulation et indépendants des récepteurs GPVI 

et vWF
12

. 

 

La cascade de coagulation a été décrite pour la première fois en 1964 par Davie, Ratnoff et 

MacFarlane
13,14

. Elle est caractérisée par deux voies d’activations indépendantes, la voie 

extrinsèque ou exogène dépendante du facteur tissulaire (FT) et la voie intrinsèque ou endogène 

dépendante du facteur XII (fXII). Ces deux voies convergent vers une voie commune dont le 

but final est la production de thrombine favorisant d’une part l’activation plaquettaire et d’autre 

part le clivage du fibrinogène en fibrine responsable de la stabilisation du thrombus ainsi formé 

(Figure 10). La cascade de coagulation correspond à un ensemble de réactions enzymatiques 

en chaîne qui ne peuvent avoir lieu que sur une surface phospholipidique chargée négativement. 

Ces réactions enzymatiques correspondent à des protéolyses limitées transformant les pro-

enzymes en enzymes actives (facteurs de coagulation). Au cours de l’activation plaquettaire, la 

Figure!8!:!Mécanismes!d’adhésion!et!d’activation!des!plaquettes!dépendante!du!collagène!sous!

endothélial.!L’interaction!GPIb"/VWF!induit!l’adhésion!et!le!rolling!des!plaquettes!sur!la!paroi!

lésée.!Cette!étape!est!suivie!de!l’arrêt!des!plaquettes!sur!la!paroi!lésée!et!de!leur!activation!de!

manière! dépendante! de! l’interaction! du! GPIV/FcR!  avec! le! collagène! sous! endothélial.!

L’activation! des! plaquettes! induit! un! changement! de! forme!des! plaquettes,! la! libération! des!

agonistes!contenus!dans!leurs!granules,!tels!que!l’ADP!et!la!thrombine,!permettant!d’amplifier!la!

réaction!d’activation!plaquettaire!et!l’activation!des!intégrines!assurant!la!stabilité!du!thrombus!

en!formation!(D’après!VargaSszabo!D.!et!al.!ATVB!2009).!! 
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mobilisation de calcium intra-cytoplasmique permet d’activer un ensemble d’enzymes 

membranaires induisant un flip-flop de la phoshpatidylserine (PS) et l’externalisation des 

phospholipides chargés négativement
15

. L’activation des plaquettes induit également 

l’émission de microvésicules exprimant la PS à leur surface. La surface des plaquettes activées 

ou de leurs microvésicules et des cellules endothéliales activées permet alors la fixation des 

facteurs de la cascade de coagulation à la PS chargée négativement.  

 

 

 

 

 

La voie extrinsèque ou exogène de la cascade de coagulation est une voie dépendante du 

FT (aussi appelé CD142, fIII, thrombokinase ou thromboplastine). Le FT est une protéine 

membranaire de 50 kDa exprimée constitutivement à la surface de certains types cellulaires 

incluant par exemple les fibroblastes, les cellules épithéliales et les cellules cancéreuses 
16,17

. 

Son expression est également observée à la surface des cellules endothéliales, des leucocytes et 

de leurs microparticules lorsque ceux-ci sont activés
18,19

. Une faible quantité de FT activé est 

suffisante pour initier la voie extrinsèque de la cascade de coagulation. Le FT est capable de se 

lier au facteur VII pour former un complexe actif (FT/fVIIa) responsable de l’activation 

protéolytique du facteur IX et du facteur X. L’activation du facteur X (fXa) a pour conséquence 

le clivage de la pro-thrombine (fII) en thrombine (fIIa). La génération locale de thrombine est 

une étape très importante et va participer à trois processus essentiels dans la formation du 

thrombus. Premièrement, par le biais de son activité protéolytique sur les récepteurs PAR1 et 

Extrinsic pathwayIntrinsic pathway

Figure!9! :!Les!différentes!voies!de! la!cascade!de!coagulation!et! leurs! inhibiteurs.!
(Adapté!de!!J!Guan!et!al.!Front!Neurol!2016) 
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PAR4 des plaquettes, la thrombine va induire le recrutement, l’activation et l’agrégation des 

plaquettes environnantes permettant ainsi de recouvrir et protéger toute la surface lésée. 

Deuxièmement, l’accumulation locale de thrombine est responsable d’une boucle de retro-

activation des différents facteurs de la cascade coagulation induisant l’amplification de la 

réponse activatrice. Enfin, l’activité protéolytique de la thrombine va également permettre de 

cliver le fibrinogène en fibrine favorisant ainsi la stabilité du thrombus ainsi formé 
20

.  

 

La voie intrinsèque ou endogène de la cascade de coagulation, aussi appelée phase contact, 

est une voie dépendante du facteur XII (fXII). Le facteur XII est une glycoprotéine plasmatique 

de type zymogène, d’environ 80 kDa dont l’activation dépend de son contact direct avec une 

surface chargée négativement. Son adhésion à une surface anionique, comme les plaquettes 

activées, induit un changement conformationnel du fXII, générant ainsi une faible quantité de 

fXII activé (fXIIa). Une fois activé, le fXIIa induit le clivage de la prékallikréine plasmatique 

(PKP) pour former la kallikréine plasmatique (KP) responsable (i) d’une boucle de retro-

activation du fXII et (ii) de la digestion du kininogène, un cofacteur non enzymatique de haut 

poids moléculaire, en bradykinine (BK) 
21

. La BK correspond au produit final de la voie 

kallikreine-kinine et par le biais de l’activation de certaines voies de signalisation, est 

responsable d’une augmentation de la perméabilité vasculaire, de la vasodilatation vasculaire 

et du chimiotactisme des neutrophiles 
22

. Le fXIIa, clive et active le fXI qui induit ainsi 

l’activation de la voie endogène de la cascade de coagulation. Une fois activé, le fXIa initie une 

série d’évènements protéolytiques séquentiels calcium dépendants menant à la production de 

thrombine et de fibrine, et la formation d’un thrombus stable riche en fibrine insoluble 
23

.   

 

Alors que l’activation du fXII est responsable de l’induction de la voie endogène de la 

cascade de coagulation et la formation d’un thrombus, sa déficience chez l’homme comme chez 

la souris n’altère pas les capacités hémostatiques normales et n’augmente pas le risque de 

saignement 
24

. Ces observations ont permis de faire l’hypothèse que la voie extrinsèque de la 

cascade de coagulation, dépendante du FT, était la voie principale mais non exclusive, initiant 

la génération de fibrine in vivo. De plus, des taux faibles de FT sont responsables de 

l’augmentation du saignement chez la souris et sa déficience complète est létale au niveau 

embryonnaire, que ce soit chez l’homme ou chez la souris, indiquant que le FT est essentiel 

pour le développement embryonnaire et/ou la survie 
25,26

. En l’absence de lésion, le FT est 

absent du compartiment vasculaire. Cependant, après une blessure au rayon laser, le FT est 

détecté au niveau du site de formation du thrombus et son expression est immédiatement suivie 
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par l’accumulation de plaquettes au site de blessure 
27,28

. L’origine cellulaire de la source de FT 

initiant la cascade de coagulation a fait l’objet de nombreuses études dont les conclusions sont 

controversées.  En effet, la génération de fibrine au cours de la formation du thrombus in vivo 

est altérée dans des modèles murin déficients en FT endothélium-spécifique 
29

, indiquant un 

rôle du FT endothélial dans l’activation plaquettaire. Au contraire, notre équipe a montré en 

2012 que les neutrophiles, premières cellules recrutées au site de blessure, étaient la source 

primaire de FT, initiatrice de la cascade de coagulation et de l’activation plaquettaire 
30

. 

 

Dans des conditions physiologiques, la cascade de coagulation est un processus hautement 

contrôlé. En effet, des inhibiteurs physiologiques plasmatiques et membranaires de la cascade 

de coagulation sont présents en circulation et à la surface endothéliale, comme les protéines C-

protéine S, l’antithrombine, le tissue factor pathway inhibitor (TFPI) et la thrombomoduline 

31,32
. Ces inhibiteurs permettent de réguler négativement la cascade de coagulation pour (i) 

conserver l’endothélium dans un état quiescent et non thrombogène en l’absence de lésion, (ii) 

éviter la formation d’un thrombus occlusif pouvant être délétère pour l’organisme en cas de 

lésion. Lorsque la cicatrisation de l’endothélium lésé est achevée, la lyse du thrombus peut alors 

commencer. Ce processus, appelé la fibrinolyse, constitue la troisième et ultime étape de 

l’hémostase. Elle correspond à la lyse séquentielle des polymères de fibrine stabilisant le 

thrombus, en fragments solubles, dont les produits finaux sont les D-Dimères 
33

. La protéolyse 

de la fibrine est assurée par la plasmine, dont l’activité dépend principalement de deux sérines 

protéases, le tPA (activateur du plasminogène tissulaire) et l’uPA (activateur du plasminogène 

de type urokinase), à l’origine du clivage du plasminogène en plasmine active 
32

. La génération 

de plasmine est régulée par des inhibiteurs physiologiques, principalement de la famille des 

serpines, tel que le PAI-1 responsable de l’inhibition du tPA et de l’uPA, et l’ "2-antiplasmine 

inhibant la plasmine directement. La fibrinolyse, dont la fonction principale est la lyse du 

caillot, permet également d’activer certaines protéines matricielles de type métalloprotéinases, 

participant ainsi au remodelage de la matrice et à la cicatrisation de la paroi lésée.  
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!

1.2.3! Rôles des microparticules dans la coagulation et la formation de thrombus 

 

1.2.3.1!Généralités 

!

 

Les microparticules (MPs), ont été observées pour la première fois dans le plasma en 1947 

et ont été appelées « cell dust » pour poussière cellulaire. Le nom de microparticule ne leur a 

été attribué que dans les années 1980, époque à laquelle a été découvert leur énorme potentiel 

en tant que biomarqueurs de certaines maladies et vecteurs d’informations biologiques.  

Les microparticules sont définies comme des structures vésiculaires issues du 

bourgeonnement de la membrane plasmique cellulaire, de taille comprise entre 0.1 à 1 µm, 

produites en réponse à une activation cellulaire, un phénomène d’apoptose ou à une 

transformation oncogénique. Tous les types cellulaires peuvent produire des microparticules 

suite à leur activation ou pendant le processus d’apoptose. Au cours de l’activation cellulaire, 

la mobilisation de calcium intracellulaire va permettre (i) la dérégulation d’enzymes assurant 

l’asymétrie phospholipidique membranaire : la scramblase, la floppase et la translocase ayant 

pour conséquence l’externalisation des phospholipides négatifs (phosphatidylserine 

principalement) et la formation de bourgeon membranaire et (ii) l’activation de la calpaïne 

assurant la digestion des filaments du cytosquelette d’actine et la libération de la microparticule 

34
 (Figure 10).  

 

 

 

Figure!10!:!Mécanismes!de!formation!des!microvésicules.!(D’après!RFA!Zwaal!et!AJ!Schroit.!Blood!1997) 
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Ces vésicules diffèrent des autres vésicules (exosomes et corps apoptotiques) par leur taille 

et leur composition. En effet, les corps apoptotiques ont une taille comprise entre 1 et 5 µm et 

résultent de la fragmentation de la cellule apoptotique, alors que les exosomes, de taille 

comprise entre 30 et 100 nm, résultent de la fusion des corps multivésiculaires avec la 

membrane plasmique cellulaire. Ces trois types de vésicules sont regroupés sous le terme 

générique de microvésicules. Les microparticules sont composées de protéines, d’ARN et de 

microARN provenant de la cellule d’origine. Du fait de 

leur nature phospholipidique, les microparticules sont 

capables de fusionner avec des cellules cibles et 

représentent ainsi de véritables vecteurs d’informations 

biologiques.  

 

 

 

 

1.2.3.2! Initiation de la cascade de coagulation et formation de thrombus 

!

 

Les travaux de PL Giesen en 1999 sur le « blood-borne tissue factor » ont permis de mettre 

en évidence le rôle des microparticules dans l’initiation de la cascade de coagulation et la 

formation du thrombus. En effet, après avoir perfusé une lame de verre recouverte de collagène 

avec du sang humain, les auteurs ont observé la formation d’un thrombus riche en 

microvésicules exprimant du FT (Figure 11). L’inhibition du FT par le biais d’anticorps 

bloquants ou de fVIIa inhibé était alors responsable d’une diminution de la masse des thrombi 

et de la production de fibrine 
35

. Depuis, grâce aux progrès technologiques et à l’apparition de 

la microscopie intravitale, de nombreuses études ont montré que les microparticules portant du 

FT activé à leur surface sont capables d’activer la cascade de coagulation et de participer à la 

formation du thrombus in vivo. En effet, l’équipe de Furie B. a montré en 2003 par des 

expériences de microscopie intravitale, que les MPs s’accumulent au site de blessure et 

interagissent avec les plaquettes activées via l’expression de PSGL-1, ligand de la P-sélectine 

Figure!11.!Microscopie!électronique!d’un!thrombus!sur!

une! lame! de! verre! recouverte! de! collagène! :!

Immunomarquage! du! TF! à! l’or! colloïdal.! Présence! de!

vésicules!positives!pour!le!TF!adjacentes!à!la!membrane!

plaquettaire.!(D’après!Giesen!et!al.!Proc.!Natl.!Acad.!Sci.!USA!96!
(1999)) 
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présente à la surface des plaquettes activées 
27

. L’accumulation de ces microparticules au niveau 

du thrombus en formation permet d’augmenter la concentration en FT actif et accélère la 

formation de fibrine. De plus, les microparticules représentent des surfaces idéales pour 

l’initiation et le support de la cascade de coagulation du fait de leur expression de 

phospholipides négatifs tels que la phosphatydilserine (PS).  

 

Les cellules tumorales, comme les MPs qui en dérivent, peuvent exprimer le FT et activer 

la cascade de coagulation 
36,37

. En effet, par l’utilisation du modèle de thrombose artérielle par 

blessure au rayon laser, une étude réalisée au sein de notre laboratoire a montré que les MPs 

issues de cellules tumorales pancréatiques exprimant le FT s’accumulent au site de lésion 

vasculaire et accélèrent la formation du thrombus in vivo 
38

. Depuis, les MPs dérivées des 

cellules tumorales exprimant le FT ont été décrites, dans différents modèles de thrombose 

veineuse, comme des effecteurs de l’activation plaquettaire et de la formation de thrombus 

dépendante de la thrombine. Les MPs tumorales participent donc activement à l’état pro-

thrombotique observé chez les patients atteints de cancer 
39,40

.  

!  
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Abstract: Platelets are small anucleate cells that are traditionally described as the major effectors of

hemostasis and thrombosis. However, increasing evidence indicates that platelets play several roles in

the progression of malignancies and in cancer-associated thrombosis. A notable cross-communication

exists between platelets and cancer cells. On one hand, cancer can “educate” platelets, influencing

their RNA profiles, the numbers of circulating platelets and their activation states. On the other

hand, tumor-educated platelets contain a plethora of active biomolecules, including platelet-specific

and circulating ingested biomolecules, that are released upon platelet activation and participate

in the progression of malignancy. The numerous mechanisms by which the primary tumor

induces the production, activation and aggregation of platelets (also known as tumor cell induced

platelet aggregation, or TCIPA) are directly related to the pro-thrombotic state of cancer patients.

Moreover, the activation of platelets is critical for tumor growth and successful metastatic outbreak.

The development or use of existing drugs targeting the activation of platelets, adhesive proteins

responsible for cancer cell-platelet interactions and platelet agonists should be used to reduce

cancer-associated thrombosis and tumor progression.

Keywords: platelets; cancer cells; tumor cell induced platelet aggregation (TCIPA); tumor educated

platelets (TEP); cancer-associated thrombosis

1. Introduction

Platelets are small (2–4 µm) anuclueate hematopoietic cells released by bone marrow

megakaryocytes into the bloodstream. In healthy humans, the concentration of circulating platelets is

approximately 150 to 350 × 109/L. For a long time, platelets were described as the major effectors of

hemostasis and thrombosis. The hemostatic functions of platelets were first described in 1873 by Osler,

who showed the presence of “blood plaques” in white thrombi.

The platelet membrane is composed of phospholipids and many receptors and glycoproteins,

which enable their quick adhesion, activation and aggregation that is essential for their hemostatic

function. After vascular injury, platelets rapidly interact with the vessel wall in a glycoprotein

(GP)Ib-V-IX–Von Willebrand Factor (VWF)-dependent manner. This interaction is followed by

a firm adhesion on the subendothelial collagen through platelet-specific collagen receptor GPIV

(Glycoprotein VI) and integrin α2ß1. Platelets become activated, exhibiting first an intracellular

Cancers 2018, 10, 441; doi:10.3390/cancers10110441 www.mdpi.com/journal/cancers
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mobilization of calcium followed by shape change and degranulation. Platelets contain three types

of granules: (i) dense granules containing platelet agonists, such as ADP (Adenosine diphosphate),

ATP (Adenosine triphosphate) and serotonin; (ii) alpha granules containing adhesive molecules,

such as fibronectin, fibrinogen, GPIb and integrin αIIbß3, coagulation factors, growth factors and

chemokines; and (iii) lysosomal granules that contain proteases and glycosidases, such as collagenase

and cathepsin.

During the process of platelet activation, platelets release their granules containing platelet

agonists that lead to an amplification of the activation response through specific G-coupled receptors.

Moreover, local thrombin generation increases the activation response of platelets by its proteolytic

activity on protease-activated receptors (PARs) present on platelets. The release of these platelet

agonists enables the recruitment, adhesion and activation of neighboring platelets. Finally, this process

leads to the aggregation of platelets through the linking of αIIbß3 with fibrinogen and to the formation

of a hemostatic plug that avoids blood loss.

In addition to their physiological hemostatic functions, in 1865, Armand Trousseau demonstrated

a close relation between thrombosis and cancer [1]. In recent years, significant clinical and experimental

evidence supports the finding that platelets play several roles in the progression of malignancies and

in cancer-associated thrombosis [2]. Moreover, cancer can influence the platelet count, physiology,

activation state and RNA profile. The abilities of tumor cells to activate and aggregate platelets

give them numerous advantages in the bloodstream. Platelets may protect circulating cancer cells

against the immune system, favor pro-survival signals, induce invasive properties and transfer

adhesive molecules which will interact with the endothelium participating in the early metastatic

niches [3–6]. Recent studies have demonstrated that cancer can educate platelets (tumor-educated

platelets), providing interesting tools for cancer diagnostics. Platelets are indeed able to sequester

tumor derived biomolecules including mRNA and proteins. The activation of platelets by external

signals induced specific splice variants of premRNA into platelets, providing a specific spliced mRNA

signature into platelets. In this review, we will discuss the impacts of cancer on platelet physiology

and phenotype and its association with the pro-thrombotic states of cancer patients.

2. Effects of Cancer on Platelets and Mechanisms Involved in Cancer-Associated Thrombosis

2.1. Thrombocytosis

In 1968, Gasic and collaborators were the first group to associate platelet counts with the number

of metastases [7]. Using an experimental mouse model, this group showed a close relation between

neuraminidase-induced thrombocytopenia and the reduction of metastasis of TA3 ascites tumor cells

through an unexpected effect of neuraminidase. This relationship was confirmed by Kapartkin et al. [8]

in 1981. These researchers demonstrated that the injection of cancer cells into the bloodstream of

mice induces thrombocytopenia, and it was closely correlated to their metastatic potential. However,

a portion of cancer cells failed to aggregate platelets in vitro and were unable to metastasize in vivo.

Alternatively, several clinical studies have demonstrated the presence of an elevated platelet

count or thrombocytosis (greater than 400 × 109/L) in 2.7% to 49.8% of gastrointestinal cancer

patients [9], as well as in other types of solid cancer, including renal, breast, lung, colorectal and

urogenital cancers [10–15]. The notion of cancer-associated thrombocytosis was first described in 1872

by Reiss et al. [16] and is now correlated with shortened survival and poor prognosis [11,17] in various

types of cancer. Thrombocytosis is also positively correlated with venous thromboembolism events in

cancer patients [10]. All the mechanisms of cancer-induced thrombocytosis have not been thoroughly

elucidated to date. To date, based on the literature, primary tumors influenced platelet production

through a direct paracrine activity on megakaryocytes and via their abilities to educate and activate

platelets (Figure 1).
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Figure 1. Mechanisms of cancer-associated thrombocytosis. This figure summarizes all the mechanisms

involved in the production of platelets mediated by the primary tumor. BMEC: Bone Marrow

Endothelial Cells. This figure was obtained using Servier medical art. http://smart.servier.com/. GM-CSF:

Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor; G-CSF: Granulocyte Colony-Stimulating Factor;

M-CSF: Macrophage Colony-Stimulating Factor; Il-6: Interleukin-6; LIF: Leukemia Inhibitory Factor;

FLK-2: Fetal Liver Kinase-2; Kit-ligand (Steel factor); TPO: thrombopoietin.

During cancer progression, a variety of tumor-related humoral factors and cytokines directly or

indirectly influence megakaryopoiesis and thrombopoiesis. The most-described factors are granulocyte

colony-stimulating factor (G-CSF), granulocyte-macrophage colony-stimulating factors (GM-CSF),

basic fibroblast growth factor (b-FGF), interleukin-6 (Il-6), interleukin-1 (Il-1), and thrombopoietin

(TPO). It has been shown that primary tumors can produce and secrete G-CSF and GM-CSF into the

bloodstream, resulting in the stimulation of megakaryopoiesis and, subsequently, thrombopoiesis

in cancer patients [18]. In addition to CSF, high levels of Il-6 and Il-1 were found in the plasma

and in the culture supernatant of GM-CSF- and/or G-CSF-producing tumors obtained from

patients [18]. Increasing evidence has demonstrated that Il-6 actively contributes to inflammatory

and cancer-associated thrombocytosis through a thrombopoietin (TPO)-dependent mechanism [19,20].

Indeed, Stone et al. demonstrated in an ovarian cancer mouse model that the increase of hepatic

thrombopoietin (TPO) production in response to tumor-derived interleukin-6 (Il-6) was responsible

for elevated platelet counts [19]. The inhibition of TPO and Il-6 in tumor-bearing mice was sufficient

to reverse thrombocytosis. Plasma levels of Il-6 and TPO were significantly higher in ovarian cancer

patients with thrombocytosis. Moreover, platelet counts were positively correlated with plasma Il-6

and TPO levels [19]. Furthermore, TPO may be directly produced by carcinoma cells, including

ovarian and hepatocellular cancer cells [21,22]. The elevation of TPO production promotes bone

marrow megakaryocyte growth, differentiation and platelet production [18–22].

Within the bone marrow, a strong cooperation occurred between endothelial cells and

megakaryocytes. Bone marrow endothelial cells (BMEC) released several cytokines and factors,

and induced in vitro and in vivo the proliferation and differentiation of hematopoietic and

megakaryocytic progenitor cells supporting megakaryopoiesis [23,24]. Megakaryocytes also secreted

inflammatory cytokines, such as Il-6, Il-1, Il-3 and GM-CSF, which can in turn support

megakaryopoiesis [25].

Beyond their direct abilities to secrete megakaryopoietic and thrombopoietic factors, the primary

tumors can also influence platelet production through the activation of platelets. For example, platelet

microparticles (PMPs), released after platelet activation, can stimulate the proliferation, survival,
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adhesion and chemotaxis of hematopoietic cells through the activation of various intracellular signaling

cascades, such as MAPK p42/44, and STAT pathways [26]. Thus, PMPs support the intercellular

cross-talk during hematopoiesis. Megakaryocytes produce essential angiogenic factors as well, such as

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) and basic Fibroblast Growth factor (b-FGF) [25,27].

VEGF is a specific endothelial cell mitogen and a potent angiogenic factor. Once again, the activation

state of platelets within the cancer patients and the excessive thrombin generation participate in

cancer-associated thrombocytosis. Indeed, the thrombin stimulation of megakaryocytes increases their

secretion of VEGF three-fold [27]. Moreover, in the case of breast cancer, the education of platelets by

the primary tumors enhances the ability of platelets to secrete pro-angiogenic proteins, such as VEGF,

following platelet activation [28]. Within the bone marrow microenvironment, VEGF potentiates

the maturation of megakaryocytes through autocrine-paracrine loops in a VEGFR-1 dependent

mechanism [29]. In turn, b-FGF has been described to increase megakaryocyte colony formation

in vitro [30] and to induce megakaryocyte differentiation via the regulation of megakaryocyte-stromal

interactions and the increased secretion of megakaryocyte cytokines [31].

2.2. Platelets and Hemostatic System Activation

Different studies have shown that the plasma levels of soluble P-selectin (sP-sel), soluble CD40

ligand (sCD40L), thrombospondin-1 (TSP1) and ß-thromboglobulin were significantly higher in

cancer patients than in healthy controls, strongly suggesting that platelets get activated during cancer

progression [32–36]. One study also suggested that high amounts of PF-4 (Platelet Factor-4) were

associated with an increased risk of venous thromboembolism (VTE) in pancreatic cancer patients [37].

Circulating platelets also expressed high levels of P-selectin at their surface in cancer patients [38].

Recently, Riedl et al. investigated the association between platelet activation biomarkers and the

development of cancer-associated VTE within a cohort of 1779 patients with different types of cancer.

These patients had been included in the Vienna Cancer and Thrombosis Study (CATS), a prospective

and observational study on patients with newly diagnosed or progressive cancer after remission.

Their results showed that sP-selectin, but not sCD40L, TSP1 nor PF-4 were associated with the risk

of VTE in cancer patients [39]. Cancer cells themselves can activate platelets and the coagulation

system by direct interaction in the bloodstream or indirectly via microvesicles and/or secreted factors

and cytokines. The ability of cancer cells to activate platelets and the coagulation system is partly

responsible for the pro-thrombotic state of cancer patients and is directly correlate with their metastatic

potential in vivo and in vitro [40,41]. All of the mechanisms that induce platelets activation and

aggregation are called tumor cell induced platelet aggregation (TCIPA).

2.2.1. Released Factors

• ADP

Platelet adenosine diphosphate (ADP) pools are stored in the dense granules and are released

upon platelet activation. Platelets express two major ADP-specific G-coupled receptors, P2Y1 and

P2Y12, which are both involved in platelet shape changes, thromboxane A2 (TXA2) release and

aggregation. Various cancer cell lines, including melanoma, neuroblastoma, ovarian and breast

carcinoma cells, can release ADP, which contributes to TCIPA [42–45]. Moreover, the inhibition of ADP

or ADP receptor P2Y12 activity by apyrase and 2-methylthio-AMP (2-MeSAMP), respectively, reduces

platelet aggregation induced by MCF-7 breast carcinoma cells [46].

• Thrombin

Thrombin, or factor IIa, is a serine protease that represents one of the most important factors

of the coagulation system. This serine protease converts soluble fibrinogen in insoluble strands of

fibrin during clot formation and retraction. Thrombin also activates other coagulation factors, such as

factors V, VIII, XI and XII, that amplify the coagulation response. Thrombin represents the most potent

activator of platelets. By thrombin’s proteolytic activity, it can cleave platelet PAR receptors PAR1 and
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PAR4, which lead to platelet activation and aggregation. The secretion of thrombin by non-small-cell

lung cancer cell lines is responsible for platelet aggregation. In contrast, TCIPA in small-cell lung

cancer cell lines was fully abolished only after inhibition of ADP and thrombin activity using apyrase

and hirudin [47].

• Thromboxane A2

TXA2 is a platelet agonist, and its receptor TXR is expressed on platelets. Overexpression of

thromboxane receptors and thromboxane synthase (TXS) has been reported in various types of cancers

including colorectal, prostate, bladder, papillary thyroid and non-small-cell lung carcinomas [48–52].

Thromboxane synthase catalyzes the conversion of PGH2 to TXA2. Sakaï and collaborators showed

that TXS was up-regulated in the tissue of human colorectal carcinomas and that TXA2 increased

cancer cell proliferation. The inhibition of TXS activity reduced tumor proliferation and induced

apoptosis, which was rescued by addition of TXA2 [48]. Leval and collaborators also demonstrated that

different cancer cells, including osteosarcoma cells MG-63, secreted TXA2 [53]. The pharmacological

inhibition of TXA2 synthesis or of its receptor suppressed MG-63 cell TCIPA and the secretion of TXA2

by activated platelets. Furthermore, inhibition of TXA2 synthesis reduced formation of metastasis

in vivo in a metastasis experimental mouse model [54]. These observations indicate a role of tumor

cell-released TXA2 in the aggregation of platelets and in successful metastatic outbreak [53,54].

• CD40/CD40L

CD40, a member of Tumor Necrosis Factor (TNF) receptor superfamily, is constitutively expressed

on the surface of resting and activated platelet, endothelial cells, monocytes, dendritic cells, B cells,

fibroblast and renal epithelial cells [55,56]. It was originally identified in a bladder carcinoma cell

line [57]. Subsequently, it was described in numerous cancer types, including ovarian, bladder,

nasopharyngeal, colon, lung and breast carcinomas and in melanoma [58–60]. Its ligand, CD40L

(also named CD154), is present in resting platelets. Following platelet activation, CD40L is quickly

translocated to the membrane where it is cleaved and released in soluble form (sCD40L or sCD154)

in a CD40 dependent manner [56,61]. CD40L has been shown to play several roles in inflammation

and immune activation including the induction of inflammatory response in endothelial cells and the

activation of immunoglobulin class switching [62]. Platelet CD40 interaction with sCD40L induces

platelet activation and aggregation [63]. CD40 and CD40L are co-expressed in melanoma cells and

in some carcinomas [64–66]. In 2002, Bussolati and collaborators demonstrated that renal carcinoma

cells released sCD40L in the culture supernatant [60]. Moreover, the plasma levels of sCD40L was

significantly increased in cancer patients [32–36]. However, the cellular origin of the measured sCD40L

in the plasma of patients was not clearly identified [58], although 95% of circulating sCD40L may came

from platelets [67].

• Cathepsin and MMPs

Matrix metalloproteinases (MMPs) are members of zinc- and calcium-dependent endopeptidases

that can degrade most of the components of the extracellular matrix. These enzymes are involved in

all of the steps of cancer progression from primary tumor development to metastasis in distant organs.

Cancer cell MMP-2 membrane expression was observed in different cancer types, such as fibrosarcoma,

colorectal and breast carcinomas. In all of these studies, authors have showed that platelet and cancer

cell MMP-2 cell surface expression contribute to TCIPA [46,68,69]. Paul Jurasz et al. demonstrated

that the MMP-2 dependent mechanism of the HT-1080 fibrosarcoma cell to induce TCIPA interacts

with thromboxane and ADP [68]. Thus, the major pathways of platelet aggregation interact to induce

TCIPA. Moreover, in this study, authors showed that nitric oxide inhibits HT-1080 cell TCIPA through

the cyclic GMP dependent mechanism [68].

Cancer cells can also secrete cathepsin cysteine protease, such as cathepsin B and K. Cathepsin

B levels are raised in the serum of cancer patients with different types of cancer [70]. B16 and B16a

melanotic melanoma cells are known to release cathepsin B-like cysteine proteinase, and its level is
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positively correlated with the metastatic potential. Cathepsin B and K are both described to contribute

to TCIPA in melanotic melanoma and in breast carcinoma [70,71].

2.2.2. Tumor Cell Procoagulant Proteins

• Tissue Factor

Tissue factor (TF) is a transmembrane glycoprotein involved in the initiation of the extrinsic

pathway of normal blood coagulation. TF can bind factor VIIa (TF/fVIIa) to form an active complex

responsible for the proteolytic activation of factors IX and X. Once activated, factor Xa converts

pro-thrombin to thrombin. This extrinsic pathway activation is required for normal blood coagulation.

In normal cells, such as endothelial cells and monocytes, TF is expressed only after adequate

stimulation [72]. However, TF’s overexpression is described in numerous malignant tissues and

is correlated with progression to invasive cancer [73]. The expression of TF by tumor cells in the tumor

microenvironment is correlated with increased levels of circulating TF antigen in cancer patients [40].

TF represents the major effector of TCIPA and is mostly responsible for the pro-thrombotic state of

cancer patients [74].

• Fibrinolysis proteins

Fibrinolytic system molecules play an important role in the maintenance of hemostatic balance.

In the same way as the coagulation system, cancer cells express numerous molecules involved in the

fibrinolytic system. For example, urokinase type plasminogen activator (uPA) and its inhibitor PAI-1

(plasminogen activator inhibitor type 1) are both expressed in various tumor types, including prostate,

colorectal, breast and ovarian carcinomas [75–78]. The increased production of fibrinolysis inhibitor

PAI-1 constitutes another mechanism involved in TCIPA and in cancer-associated thrombosis [79].

Moreover, based on Cox analysis, elevated plasma levels of PAI-1 had a negative prognostic impact

in terms of relapse free survival (hazard ratio: 2.5 pvalue = 0.021) and overall survival (hazard ratio:

2.7 pvalue = 0.002) in breast cancer patients [78].

2.2.3. Microvesicles

Microvesicle is a generic term regrouping three types of vesicles: microparticles, exosomes and

apoptotic bodies. Microparticles (MPs) are small membrane vesicles (0.1 to 1 µm of diameter) released

from eukaryotic cells upon stimulation, apoptosis or oncogenic transformation. These particles are

composed of anionic phospholipids, including phosphatidylserine and phosphatidylethanolamine,

that represent an adequate surface to initiate and support the coagulation and the fibrinolytic system.

The particles also express cellular origins antigens, cytokines, matrix metalloproteinases and content

mRNA and miRNA. Plasma MPs in healthy patients are generally derived from circulating blood cells,

such as platelets, red blood cells, leukocytes and endothelial cells. Platelet MPs (PMPs) represent 70%

to 90% of plasma-born MPs [80].

Chargaff et al. described a precipitable factor for the first time in 1949, which were PMPs that

could accelerate thrombin generation in platelet-free plasma [81]. Today, it is well-established that TF

positive tumor-derived MPs are associated with the pro-thrombotic state of cancer patients [82–84].

Numerous studies reported an increase of circulating MPs levels, including platelet, endothelial cell

and tumor-derived MPs in different types of cancer, including gastric, pancreatic, colorectal, lung,

ovarian and breast cancers and an increased procoagulant activity [84–89]. Cancer cell-derived MPs,

as well as origin cells, can express all of the molecules involved in platelet activation and aggregation

and in the activation of the coagulation cascade. By the exposure of phosphatidylserine and the

expression of procoagulant proteins, such as TF, cancer cell-derived MPs contribute to intravascular

thrombin generation. Hron et al. demonstrated a two-fold increase of TF bearing MPs in colorectal

patients in comparison to control. The level of TF bearing MPs were positively correlated with the

D-dimer level as a marker of clotting activation [84]. More recently, our team described a specific

signature of MPs in colorectal and pancreatic cancer patients compared to inflammatory bowel or
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pancreatic diseases and healthy patients. The microparticulosome signature showed a significant

increase of plasma fibrin positive MPs in pancreatic cancer patients in comparison with the other

groups [90]. These results were in accordance with the higher risk of thrombosis in this type of

cancer. Moreover, we showed in a mouse arterial thrombosis model that pancreatic cancer cell-derived

MPs bearing PSGL-1 (P-selectin ligand 1) and TF accumulate to the site of injury and accelerate

thrombus formation in vivo. In addition, in different mouse model of venous thrombosis, TF positive

tumor cell-derived MPs were described as effectors of platelet activation and thrombus formation in

a thrombin-dependent manner [91,92]. These MPs were able to interact with neutrophil extracellular

traps (NETs) that are known to play several roles in cancer-associated thrombosis [93]. TF positive

cancer cell-derived MPs are also able to transfer TF to endothelial cells, increasing the procoagulant

potential of endothelial cells [94]. Thus, TF cancer cell derived MPs seem to actively participate in

thrombotic events in cancer patients.

Exosomes are smaller vesicles than microparticles with a diameter of 40 nm to 100 nm. Exosomes

differ from microparticles by their size, formation process and protein expression. Recently, it has been

shown than exosomes derived from 4T1 breast cancer cells were able to induce NET formation on

neutrophils from G-CSF treated mice. In different mouse model of arterial and venous thrombosis,

a blood infusion of 4T1 tumor derived exosomes in G-CSF treated mice reduced the occlusion time

and accelerated thrombus formation in vivo [95]. Thus, tumor-derived exosomes and neutrophils can

cooperate in vivo to contribute to cancer-associated thrombosis.

2.2.4. Adhesive Proteins

Cancer cells express many adhesive molecules that enable their interaction with the blood host

cells, including platelets, endothelial cells and immune cells. To date, there are few mechanisms

described for the interaction of cancer cells with platelets in the bloodstream.

In 1988, Karpatkin et al. showed the existence of platelet integrin αIIbß3 inhibition by blocking

antibody reduced colorectal and melanoma cancer cell–platelet interactions in vitro and reduced

metastasis in vivo. A fibronectin and Von Willebrand factor blockade by RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser

peptide) also decreased the interactions between platelets and cancer cells, suggesting an interaction via

these adhesive proteins in an αIIbß3-dependent manner [41]. Moreover, it has been shown that tumor

cell integrin αvß3 can bind platelet integrin αIIbß3 and mediates cancer cell-platelet interaction and

aggregation [96,97]. More recently, Mammadova-Bach et al. showed that platelet integrin α6ß1 directly

interacts with colorectal MC-38 and breast cancer AT3 cell ADAM9. Using an orthotopic cancer model

and metastasis experimental model, they demonstrated that these interactions actively control lung

metastasis but not tumor growth. Platelet integrin α6ß1–tumor cell ADAM9-dependent interaction

leads to platelet activation, granule secretion and extravasation of cancer cells in the lungs [98].

P-selectin (CD62P) is a member of Ca2+-dependent adhesion molecules belonging to the family

of the animal lectins (C-type lectins). In general, selectins are adhesion molecules that mediate

intercellular interactions among leukocytes, platelets, cancer cells and vascular endothelial cells.

P-selectin is stored in alpha granules of platelets and in Weibel Palade bodies of endothelial cells.

Following cellular activation and degranulation, P-selectin is rapidly expressed on the membrane of

platelets and endothelial cells. P-selectin interacts with mucinous ligand PSGL-1 expressed mostly

on leukocytes and cancer cells. P-selectin can also bind a small glycoprotein, known as sialyl-Lewis

X (s-Le X), mostly present on mucinous cancer cells. Using P-selectin knock-out mice, Kim et al.

showed that platelets can interact with cancer cells in a P-selectin-dependent manner [99]. P-selectin

deficiency reduced tumor growth and lung homing metastasis in vivo. This effect was due to an

abolition of platelets infiltrating into solid tumors, a decrease of angiogenic factor secretion, such as

VEGF, and a decrease in the number of platelets-cancer cells aggregates in the bloodstream [99,100].

Moreover, it has been shown that P-selectin dependent aggregation of platelets around tumor cells led

to the transfer of procoagulant MPs between cells that subsequently contributes to fibrin deposition
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and microthrombi formation [101]. In addition, up-regulation of P-selectin in cancer patients was

identified in 1991 and was proposed as a biomarker for cancer associated thrombosis [32,102].

Glycoproteins (GPs), expressed on both platelets and cancer cells, are known to mediate cancer

cell–platelet interactions. The GPIbα, which is a component of the platelet receptor GPIb-V-IX,

was reported to contribute to TCIPA and tumor progression, but its specific role remains contradictive.

On one hand, the inhibition of GPIbα by blocking antibodies partially blocks TCIPA in a dose

dependent manner [103,104]. Moreover, mice that lack functional GPIb-IX receptors showed a 15-fold

reduction of lung metastasis using B16F10.1 melanoma cells in comparison to control mice [105].

Furthermore, MCF-7 breast cancer cell GPIbα expression and its role in TCIPA was also reported [106].

On the other hand, Karpatkin et al. showed that inhibition of GPIbα by blocking antibodies has

no effect on colorectal cancer cell induced platelet aggregation [41]. In addition, in vivo antibody

mediated GPIbα inhibition increases the lung metastasis of melanoma cells, which was abolished in

P-selectin deficient mice [107]. Thus, the contribution of GPIbα in the interaction of platelets with

cancer cells and in TCIPA remains unclear and should be verified in the future.

Podoplanin (PDPN) is a mucin-type sialoglycoprotein. PDPN, which was initially described in the

lymphatic vessel formation during embryogenesis, is upregulated in various types of cancer, including

colorectal, bladder and lung carcinomas and contributes to TCIPA, tumor growth and metastasis.

Podoplanin can directly bind the platelet receptor C-type lectin-like receptor (CLEC-2) and induces

platelet activation and aggregation [108–112].

2.2.5. Involvement of Activated Platelets in Cancer-Associated Thrombosis

As discussed below, tumor cells can activate platelets and the coagulation system by direct

interaction in the bloodstream or indirectly via microvesicles and/or secreted factors. Once activated,

platelets display a procoagulant surface by the expression of anionic phospholipids participating in

thrombin generation, fibrin formation and clotting [113]. The generation of Platelet-rich microthrombi

in adenocarcinoma bearing mice appeared to be dependent on platelet-leukocyte interactions since

the formation of microthrombi was diminished in P- or L-selectin deficient mice [114]. Furthermore,

platelets-neutrophils interactions were required for NETs formation [115]. In a mouse model of

transfusion-related acute lung injury (TRALI), the inhibition of platelet activation by both aspirin and

tirofiban significantly decreased NETs formation, indicating that platelet activation is required for

NETs formation [116]. Using P-selectin deficient mice, Etulain et al. recently showed that, platelet

P-selectin–neutrophil P-selectin Ligand 1 (PSGL-1) interactions were necessary for the induction of

NETs [117]. Subsequently, in different animal models, it was demonstrated that platelet-induced

NETs formation also involved the adhesive proteins GP1b and the ß2-integrin [118,119]. Alternatively,

platelets could also secrete inflammatory molecules, such as HMGB1 (High-Mobility Group Box 1),

ß-defensin and CXCL4 (CXC chemokine ligand 4) involved in the formation of NETs in vitro and

in vivo [118,120–122].

Using CD40 melanoma positive cells, Amirkhosravi and collaborators demonstrated that

activated platelet supernatants containing sCD40L, recombinant soluble CD40L, as well as activated

platelets-tumor cells interactions increased procoagulant activity and TF antigen expression in

tumor cells and in monocytes [123]. The increased procoagulant TF activity was inhibited by

anti-CD40L antibody, indicating that the CD40-CD40L interaction may possibly enhance intravascular

coagulation and hematogenous metastasis [123]. Altogether these findings indicate a cross-talk

between inflammation and platelet-dependent thrombosis in cancer, confirming the emerging concept

of immunothrombosis. Thus, activated platelets, by providing pro-coagulant surface, by releasing

inflammatory molecules, by interacting with neutrophils and by inducing NETosis, actively participate

to cancer- associated thrombosis.
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2.3. Tumor Educated Platelets

The notion of tumor-educated platelets (TEPs) is an emerging concept that provides interesting

tools for cancer diagnostics. Indeed, platelet RNA profile changes were reported in several cancer

types, including lung, prostate, glioma and breast carcinomas [124–126]. However, the molecular

mechanisms involved in the RNA and protein profiles modifications during cancer progression have

not yet been well elucidated.

2.3.1. Platelet RNA Profiles in Cancer Patients

Platelets contain a rich repertoire of RNA species, including mRNA (premRNA and mRNA),

ribosomal RNA (rRNA), microRNA (miRNAs), small nuclear RNA (snRNA), small nucleolar RNA

(snoRNA), antisense RNAs (asRNA) and transfer RNA (tRNA) [127–133]; the ability of platelets to

translate mRNA into proteins has long been known [134,135]. Indeed, platelets possess a functional

spliceosome and spliceosome factors that process the premRNAs within the nuclei of other cell types.

External stimuli, such as activation of platelet receptors, induce the specific splicing of premRNAs in

circulating platelets. For example, Denis et al. showed that the activation of platelets by thrombin in

the presence of a fibrinogen matrix induced specific splicing and translation of Il1-ß premRNA [127].

In LPS-stimulated platelets, the splicing initiation of Il-1ß premRNA appears to be dependent on

Jun and Akt phosphorylation [136]. The stimulation of platelets with bacteria such as staphylococcal

alpha-toxin or LPS was also shown to induce the splicing of platelet TF-premRNA in a Cdc2-like kinase

phosphorylation-dependent manner [137]. In nucleated cells, snoRNAs accumulate in the nucleolus

and are implicated in translation and splicing by their abilities to modify the nucleotides of snRNA

and rRNA molecules [138]. In nucleated cells, the snoRNA SNORD-115 was recently described to

influence the alternative splicing of the serotonin receptor 2C premRNA [139]. As indicated below,

platelets contain snoRNAs and splice factors which may indicate that platelet snoRNAs mediate

alternative splicing [132]. Thus, the activation of platelets by external signals induces specific splice

variants of premRNA into platelets, providing platelets with a specific mRNA signature that enables

potential applications in cancer diagnostics. However, the direct effects of tumor cells and/or tumor

microenvironment signals on the specific splicing and translation of platelet premRNAs remains

unknown and must be investigated.

In the literature, the main way in which primary tumors influence platelet RNA profiles

appears to be through the uptake of tumor-derived microvesicles. For example, Calverey et al.

reported in 2010 that platelet gene expression was significantly downregulated in metastatic lung

cancer [124]. Indeed, microarray analysis of platelet RNA profiles from healthy individuals and

metastatic lung cancer patients have revealed 200 affected RNAs, with 197 downregulated RNAs in

cancer patients, and the authors proposed that platelet RNA profiles may be useful for the detection

of metastatic lung cancer. Subsequently, Nilsson et al. demonstrated that the in vitro platelet uptake

of U87/U87-EGFRvIII glioma and 22RvI prostate cancer-derived microvesicles contained mutant

RNA [84]. Moreover, these researchers showed that blood platelets isolated from glioma and prostate

cancer patients contain tumor-derived RNA biomarkers EGFRvIII and PCA3, respectively. Interestingly,

the researchers also revealed a distinct RNA signature in platelets from glioma patients compared to

healthy individuals, which may be attractive for glioma detection [125]. Furthermore, this team recently

showed by RT-PCR the presence of EML4-ALK (Echinoderm Microtubule-associated protein-Like

4—Anaplastic Lymphoma Kinase) RNA rearrangement in blood platelets from non-small-cell lung

cancer (NSCLC) patients with 100% specificity and 65% sensitivity. In this study, RNA detection

by RT-PCR of plasma EML4-ALK rearrangements exhibited a lower sensitivity than platelets (21%),

which demonstrates the usefulness of platelets in the detection of cancer biomarkers [140]. The team

also demonstrated by confocal microscopy and RT-PCR that tumor-derived exosomes are able to

transfer EML4-ALK rearranged RNA into platelets in vitro. EML4-ALK rearrangements in platelets

were correlated with progression-free and overall survival in 29 crizotinib treated patients. Among the

29 crizotinib treated patients, the progression-free survival was 3.7 months and 16 months for



! 36!

!

Cancers 2018, 10, 441 10 of 23

patients with EML4-ALK positive platelets and EML4-ALK negative platelets, respectively. Moreover,

the authors demonstrated, in the platelets of one representative patient, that the monitoring of

EML4-ALK rearrangements over a period of 30 months may predict crizotinib outcomes two months

prior to radiographic disease progression [140].

Best et al. using RNA-seq analysis, termed ThromboSeq technique, evaluated TEPs mRNA

profiles in 228 patients with localized and metastasized tumors in comparison to 55 healthy individuals.

After the selection of spliced RNA reads and the exclusion of genes with low coverage, 5003 different

protein coding and non-coding RNAs in platelets of healthy donors and cancer patients were detected.

Among the 5003 RNAs, 1,453 were increased and 793 were decreased in TEPs compared to healthy

donor platelet samples. DAVID and CAGE gene ontology algorithms revealed a downregulation of

RNAs involved in RNA metabolism and RNA splicing in TEPs. The gene ontologies also correlated to

platelet activation, platelet vesicle transport, ATP signaling and cytoskeleton activation, all of which

potentially reveal the activation status of platelets during cancer progression.

In this study, the authors were able to distinguish cancer patients from healthy individuals

with 96% accuracy. Moreover, they correctly identified the location of tumors across six tumor types

(NSCLC, glioblastoma, colorectal carcinoma, breast cancer, hepatobiliary cancer and pancreatic cancer)

with 71% accuracy. Furthermore, using surrogate TEP mRNA profiles, mutant oncogenic drivers

including KRAS, EGFR, PIK3C4, MET and HER-2 positive tumors were precisely distinguished,

demonstrating that platelets can also assist in determining the tumor type and molecular subclass and

in selecting patients for targeted therapies [126]. Recently, Best et al. demonstrated that particle-swarm

optimization algorithms enable efficient selection of RNA biomarker panels to diagnose early and

late-stage NSCLC from TEPs independently of age, smoking habits, whole-blood storage time and

various inflammatory conditions [141].

In addition to mRNA, platelets also contain non-coding RNAs and small RNAs. Best and

colleagues also analyzed the differentially expressed non-coding RNAs and revealed 20 altered genes

that showed a tumor-specific profile. Among the 20 differentially expressed non-coding RNAs, 16 were

upregulated in TEPs. Interestingly, two of the downregulated non-coding RNA are associated with

proliferation of tumor cells. For example, one of the downregulated RNAs is the growth arrest

specific transcript 5 (GAS5), involved in cell proliferation, and its downregulation has been shown

to be pro-cancerous in several tumor types [142,143]. Recently, Luo et al. evaluated the differential

expression of LncRNA, including MAGI2 antisense RNA (MAGI2-AS3) and ZNFX1 antisense RNA1

(ZFAS1), in platelets from healthy individuals and NSCLC patients. Their results showed that

MAGI2-AS3 and ZFAS1 were significantly downregulated in platelets from NSCLC patients compared

to healthy controls. In this study, the clinicopathologic characteristics analysis revealed that the level of

MAGI2-AS3 correlated with tumor-node-metastasis stage (TNM), lymph-node metastasis and distant

metastasis, while ZFA1 level was correlated only with TNM [144].

Increasing evidence has demonstrated the roles of microRNA in cancer biology. In 2012, Plé et al.

described 532 different microRNAs in platelets [133]. MicroRNA also play important roles in platelet

function. For example, the miR-126 has been shown to directly and indirectly affect ADAM-9 and

P2Y12 expression. Its inhibition in mice significantly reduced platelet aggregation, suggesting that

micro-RNAs are linked to platelet reactivity [145]. Moreover, in cardiovascular disease, platelets

from myocardial infarction patients differentially expressed nine microRNAs compared to healthy

controls [146]. These observations suggest that microRNA signatures in platelets could be useful as

diagnostic tools in cardiovascular diseases and cancer.

Thus, the blood-based “liquid biopsies” and the thromboSeq techniques constitute effective

tools for pan-cancer, multiclass cancer and companion diagnosis and for the monitoring of treatment

response. However, microvesicle independent mechanisms of RNA transfer, miRNA transfer and their

role in platelet biology and cancer remain to be investigated.
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2.3.2. Platelet Protein Profiles in Cancer Patients

As described below, platelets exhibit the ability to translate mature, spliced RNA into

proteins [147–149]. During the previous decades, numerous studies investigated the extensive protein

profiles of platelets. However, Londin et al. showed that no corresponding protein was identified for

almost 60% of platelet detected mRNA [147,150]. This suggests that not all mRNAs are translated in

proteins in platelets. Moreover, there is no study showing the translation of tumor-derived mRNA

transferred into platelets. To date, studies only elucidated the transfer of tumor-derived RNA into

platelets and their potential applicability to cancer diagnostics, but no associations with the protein

profile of platelets were examined [124,125,140]. Only a few studies demonstrated that platelets,

by their abilities to ingest biomolecules, express or sequester protein from the primary tumors.

The most described mechanism of platelet protein uptake and storage is through the endocytic

pathway. Indeed, endocytosis is the key pathway to fibrinogen uptake and the trafficking of integrins

and purinergic receptors into platelets. In 2012, Hung and collaborators reported that fibrinogen

uptake is associated with the expression, mediated through a clathrin-dependent manner, of integrin

αIIbß3 and of the endocytic adaptor protein Disabled-2 (DAB2). The knockdown of DAB2 as well as

clathrin inhibitor chlorpromazine significantly reduced the uptake of fibrinogen [151]. More recently,

the cellubrevin/vesicle-associated membrane protein-3 (VAMP-3) was identified as an element of

the platelet endocytic machinery involved in fibrinogen uptake. In vitro and in vivo experiments

showed that loss of VAMP-3 led to a robust defect in the uptake and storage of fibrinogen into

platelets. Moreover, VAMP-3 null mice display lower levels of platelet-associated fibrinogen than

control mice [152]. It is possible that platelets utilize endocytic machinery to ingest tumor-derived

biomolecules; however, further studies are required to understand the exact mechanisms.

Klement et al. demonstrated that platelets actively sequester angiogenesis regulators, such as

VEGF and bFGF, in vitro and in vivo in cancer bearing hosts. In vitro, the incubation of platelets with

VEGF, bFGF and endostatin revealed that platelets accumulate these proteins into their cytoplasmic

and granular compartments. Using subcutaneous Matrigel pellets containing 125I-labeled VEGF,

it was confirmed that platelets accumulated 125I-VEGF at higher concentrations than those found in

plasma or various organs. Moreover, they showed that tumor bearing mice possessed an elevation of

VEGF levels in platelets compared to control mice [153]. Furthermore, this higher level of VEGF into

cancer patient platelets compared to healthy control was also observed in breast cancer by Holmes

and collaborators. They also showed that breast cancer and its treatment induce platelet phenotype

changes. Indeed, agonist induced release of VEGF was greater in cancer patients compared to healthy

controls despite a decrease in the efficiency of VEGF secretion in patients with cancer (21% of the

total VEGF platelet pool for cancer patients using ADP stimulation versus 37% for healthy controls).

Intriguingly, in patients with breast cancer, platelet inhibition by cangrelor was greater in patients with

breast cancer compared to healthy controls, suggesting that lower doses of cangrelor could be used in

patients to avoid bleeding risks [28].

Another example was recently showed in the field of cancer immunotherapy. Regarding the

large fraction of patients who do not respond to checkpoint inhibitors, some authors have focused

on platelet and peripheral blood mononuclear cell (PBMC) programmed death-ligand 1 expression

(PD-L1). Interestingly, these authors showed that platelets and PBMC from smokers and patients with

lung cancer and head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) express and upregulate PD-L1

independently of tumor stage. In four patients with lung cancer, treatment with a fully humanized

monoclonal antibody against PD-L1, atezolizumab, induced a decrease of PD-L1 platelet expression

which was restored over 20 days. These findings could partially explain why some patients respond

poorly, or not at all, to checkpoint immunotherapies; the results also strongly suggest that PD-L1

platelet expression could be used as a biomarker to predict successful therapeutic outcome [154].
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2.4. Antiplatelet and Platelet Based Therapies

2.4.1. Antiplatelet Therapies

The role of platelet activation in cancer-associated immuno-thrombosis and in successful

metastatic outbreak suggests that TCIPA represents a potential therapeutic target in the management of

CAT and tumor progression. Over the last few decades, numerous clinical studies suggested that taking

daily aspirin reduced cancer incidence, metastasis and mortality, especially for colorectal cancer [155].

However, these findings were discussed and debated during the last century. The acetylsalicylic

acid, which correspond to the active substance of aspirin, inhibits COX enzymes involved in the

generation of TXA2. Aspirin is commonly used in clinic to treat patients with coagulopathies. Recently,

using an experimental metastasis mouse model in immunodeficient mice, Guillem-Lobat P and

collaborators demonstrated that low-dose aspirin reduced lung metastatic seeding by averting the

enhanced proaggregatory effects induced by platelet-tumor cells interactions [156]. In 2016, two large

US prospective studies performed on more than 130,000 patients with a follow-up time of 30 years

showed that regular use of low-dose aspirin (two times per week) was associated with a lowered risk

for overall cancer incidence, and especially for gastrointestinal tracts cancers [157]. These observations

suggest that low-dose aspirin could be used to prevent cancer development with limited risks of

bleeding or other side effects. Numerous other studies are currently in progress to evaluate the potential

role of aspirin in cancer treatment [158]. However, the exact mechanisms by which aspirin exerts

antitumor effects have to be investigated. Another way to inhibit platelet activation in cancer patients

is to target the ADP-receptors on platelets with P2Y12 inhibitors such as clopidogrel or ticagrelor.

Some studies performed on cancer mouse models have demonstrated that the use P2Y12 inhibitors,

such as ticagrelor or clopidogrel, reduced tumor growth and metastasis in vivo [159,160]. The use of

clopidogrel in combination with chemotherapeutic drugs enhanced vascular permeability and drug

delivery [161]. Other studies, however, showed no effect of clopidogrel alone on the tumor growth

of three cancer types, including breast, colorectal and prostate cancer, or, even worse, a pro-tumoral

effect of prasugrel [161,162]. Altogether the results observed may depend on the model studied and

the design of the study. Recently, a large retrospective study performed on more than 180,000 patients

revealed that the use of clopidogrel with or without aspirin was associated with lower incidence

of cancer [163,164]. Additional clinical studies are needed to determine the anti-cancer potential of

P2Y12 inhibitors.

2.4.2. Platelet-Based Therapies

Platelets and platelets released factors play several roles in cancer progression including immune

tumor evasion, tumor growth and metastasis [164]. In numerous inflammatory pathologies, including

atherosclerosis and graft reject, platelets seem to actively participate to the inflammatory and

immune response [165–168]. Moreover, it was recently showed that platelets extravasated in tumor

microenvironment and were associated with the tumor vessel structure [19,42,100,169]. Based on these

observations, some experimental studies investigated the abilities of platelets to deliver potential

anti-tumoral signals into the microenvironment or in the bloodstream during their interaction with

circulating cancer cells. Li and col. recently showed that intravenous infusion of IFN-γ (Interferon-γ)

induced protein 10 (IP-10) rich platelets in a mouse model of melanoma significantly reduced tumor

growth in vivo. They demonstrated that platelets directly delivered IP-10 in the microenvironment of

the tumors and suppressed the recruitment of the immunosuppressive FoxP3 positives T cells [170].

The genetic engineering of platelet which were able to express the tumor necrosis factor related

apoptosis-inducing ligand (TRAIL), was shown to induce the apoptosis of cancer cells in vitro and

significantly reduced metastasis in vivo [171]. In front of these promising experimental results,

the potential of platelets to deliver chemotherapeutic drugs or anti-tumoral signals directly in the

microenvironment should be deeper investigate in the future.
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3. Conclusions

Finally, in response to all of the biomolecules released and/or expressed by tumor cells and

tumor microenvironment, the notion of tumor-educated platelets is particularly appropriate. Cancer

cells can mediate a paracrine activity to increase platelet production that is not harmless. In addition,

through oncogenic transformation, cancer cells have the ability to constantly produce MPs, which are

released in the bloodstream and participate in (i) platelet activation and RNA profile changes and

(ii) contribute to pro-thrombotic states in cancer patients. Thus, directly and indirectly, cancer cells can

modify the physiology and the phenotype of platelets that is closely associated with the pro-thrombotic

state of cancer patients (summarized in Figure 2). Furthermore, the mechanisms of TCIPA provide

numerous advantages to the primary tumor and the circulating cancer cells. Indeed, platelet activation

leads to the release of active biomolecules content on their granules, all of which participate in tumor

progression and successful metastatic outbreak. As discussed in this review, platelet RNA profile

changes constitute a new and promising area of cancer diagnostics even if larger cohort studies are

necessary for the future clinical utilization of TEPs. However, the functionality in cancer biology of

platelet RNA profile changes is still unknown and must be investigated. The expression of clinically

targetable oncogenic proteins by platelets should be further investigated in the future in order to

predict therapeutic outcomes.
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A B S T R A C T

Platelets are small (2–4 μm), anucleate, hematopoietic cells released by bone marrow megakaryocytes in the

bloodstream. For a long time, platelets were described as the major effectors of hemostasis and thrombosis.

In 1865, Armand Trousseau demonstrated a close relation between thrombosis and cancer. Subsequently,

much clinical and experimental evidence supports the idea that platelets play several roles in the progression of

malignancies and in cancer-associated thrombosis.

In this review, we will discuss the roles of tumor-educated platelets (TEPs) in the progression of cancer from

primary tumors to secondary metastatic outbreaks.

1. Introduction

Platelets are small (2–4 μm), anucleate, hematopoietic cells released

by bone marrow megakaryocytes in the bloodstream. In healthy hu-

mans, the concentration of circulating platelets is approximately 150 to

350× 109/L. Recently, in a mouse model, it was shown that platelets

can also be produced in the lung, by intravascular megakaryocytes

originating from extrapulmonary sites [1]. For a long time, platelets

were described as the major effectors of hemostasis and thrombosis.

The hemostatic functions of platelets were first described in 1873 by

Osler, who showed the presence of “blood plaques” in white thrombi.

In 1865, Armand Trousseau demonstrated a close relation between

thrombosis and cancer [2]. Subsequently, much clinical and experi-

mental evidence supports the idea that platelets play several roles in the

progression of malignancies and in cancer-associated thrombosis [3].

Platelets are a huge reservoir of biomolecules, including platelet-

specific and circulating ingested biomolecules. Upon activation, plate-

lets release the biomolecule content on their granules that participates

in the progression of malignancy. A real cross-talk exists between pla-

telets and cancer. Indeed, cancer itself can influence platelet count and

activation state which is critical for cancer progression. Inhibition of

thrombocytosis or induction of thrombocytopenia are related to a de-

crease in tumor growth and metastasis, indicating that the ability of

cancer cells to enhance platelet count is not harmless [7,8]. However,

the roles of platelets in tumor growth are subjects of controversy. On

one hand, much evidence has demonstrated that platelets enhance

cancer cell proliferation, pro-survival signaling, angiogenesis and in-

vasiveness. For example, Egan and collaborators showed that platelet

adhesion and degranulation induced pro-survival and pro-angiogenic

signaling in ovarian cancer cells [9]. In addition, platelet adhesion and

platelet-released factors seem to actively participate in the epithelial to

mesenchymal transition (EMT) of cancer cells, promoting their inva-

siveness and metastatic potential [10]. On the other hand, a few studies

demonstrated an anti-proliferative role of platelets or platelet-derived

microparticles on cancer cells, with the induction of cell cycle arrest

and inhibition of DNA synthesis, and the induction of apoptosis, re-

spectively [11,12].

Cancer cells can also “educate” platelets by modulating their RNA

profiles and phenotypes. Platelets RNA profiles changes were report in

several cancer types including lung, prostate, glioma and breast carci-

noma [4–6]. Using RNA-seq analysis, Best et al. were able to distinguish

cancer patients from healthy individuals with 96% of accuracy, sug-

gesting that the emerging concept of tumor educated platelets (TEPs)

may provide interesting tools for cancer diagnostic [6]. In this review,

we will discuss the roles of platelets and tumor-educated platelets

(TEPs) in the progression of cancer from primary tumors to secondary

metastatic outbreaks.

2. Growth and angiogenic factors in tumor growth, angiogenesis

and metastasis

Platelet alpha granules are enriched in mitogens and growth factors
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such as TGF-β (transforming growth factor β), EGF (epidermal growth

factor) and PDGF (platelet-derived growth factor). Platelet-derived

growth factors are peptides that signal through cell-surface receptor

tyrosine kinases (PDGFR) and activate various cellular functions such as

proliferation, growth and differentiation. Upon activation, platelets

release mitogens including PDGF and EGF that are both involved in the

regulation of proteolytic enzyme activity and are released by cancer

cells, mediating their invasive behavior [13]. PDGF, through its sig-

naling, is also involved in the acceleration of growth of some metastatic

breast tumors. Furthermore, the elevated serum level of PDGF in breast

cancer patients is associated with a significantly greater degree of

metastasis and shortened survival [14]. PDGF overexpression was

proposed as prognostic marker in colorectal cancer [15]. Its expression

has also been identified in various types of solid tumors, including

glioblastomas and prostate carcinomas [16].

Platelet alpha granules also contain vascular endothelial growth

factor (VEGF), a growth factor involved in the induction of vasculo-

genesis and angiogenesis. The notion of tumor angiogenesis was first

described by Folkman and collaborators in 1974 [17]. They demon-

strated that tumors cannot reach more than 2mm without forming new

blood vessels to support the diffusion of oxygen and nutrients required

for tumor growth. VEGF, the strongest angiogenic factor, and its sig-

naling, through its VEGF-R, stimulates endothelial cell migration, pro-

liferation and vessel formation in the tumor microenvironment. Plate-

lets contain a plethora of angiogenesis-regulating proteins in their

granules: (i) proteins that positively regulate angiogenesis, including

VEGF, PDGF, TGF, EGF, angiopoietin-1, IGF-1, sphingosine-1-phos-

phate and MMPs and (ii) proteins that negatively regulate angiogenesis,

including platelet factor-4 (PF4), thrombospondin-1 (TSP-1), en-

dostatin, serotonin, PAI-1 and angiostatin [18]. In addition, Rong Li and

colleagues demonstrated that intratumoral platelets are implicated in

the regulation of vessel density and the maturation of blood vessels,

mainly by VEGF and TGF-β released by the platelets [19]. The angio-

genic role of VEGF has been demonstrated in various type of cancers,

including colorectal, breast, lung and ovarian carcinomas, which led to

the development of therapeutic VEGF monoclonal antibodies and tyr-

osine kinase inhibitors [16,20].

TGF-β is another mitogen contained in alpha granules and released

upon platelet activation. TGF-β signaling, through its serin/threonine

protein kinase receptor, is involved in several biological processes.

Overexpression of TGF-β has been demonstrated in various cancer

types, including colon, breast, esophageal, gastric, hepatocellular, lung

and pancreatic cancer, and has been correlated with tumor progression,

metastasis and poor prognostic outcome. However, depending on

cancer stages and microenvironment, TGF-β can have the opposite ef-

fects. For example, in early stages, TGF-β can act as a tumor suppressor

and potently inhibit cancer cell proliferation and tumor growth [21].

However, TGF-β released by platelets into the microenvironment is

mostly considered a tumor growth and metastasis promoter [22]. Pla-

telet-derived TGF-β1 has been described as increasing human and

mouse ovarian cancer cell proliferation [23]. Furthermore, the inhibi-

tion of TGF-β signaling in cancer cells (induced by an overexpression of

dominant negative TGF-β receptor II) strongly reduced intravasation

and lung metastasis [24,25]. Direct interaction between platelets and

cancer cells and the release of platelet-derived TGF-β synergistically

activates TGF-β/smad and NF-kB pathways in cancer cells, resulting in

the acquisition of an invasive mesenchymal-like phenotype in vitro and

the enhancement of metastasis in vivo [10].

3. Platelet agonists, hemostatic factors and procoagulant proteins

in tumor growth, angiogenesis and metastasis

Some cancer cells can release platelet agonists, including ADP,

TXA2 and thrombin, that have all been shown to induce platelet acti-

vation and to contribute to tumor growth and metastasis [26–28]. Cho

et al. demonstrated that platelets enhance ovarian cancer cell

proliferation in a TGF-β1-dependent manner [23]. Moreover, this team

recently showed that inhibition of the platelet ADP receptor P2Y12 by

ticagrelor reduced ovarian tumor growth by 60% in comparison to

aspirin and by 75% in comparison with placebo-treated mice [29].

Using an orthotopic pancreatic cancer mouse model, our team de-

monstrated that inhibition of platelet activation by clopidogrel, another

P2Y12 inhibitor, reduces pancreatic tumor growth and metastasis [30].

In addition, Simon Gebremeskel and colleagues showed that reversible

inhibition of P2Y12 by ticagrelor inhibits metastasis and improves

survival in a mouse model of melanoma [31]. These findings support a

role of P2Y12-mediated platelet activation in promoting tumor growth

and metastasis and provide proof of concept for the clinical use of

P2Y12 inhibitors such as clopidogrel and ticagrelor for the prevention

of tumor progression and metastasis. In addition, platelet-tumor cell

interaction-dependent release of ATP has been shown to enhance vas-

cular permeability through activation of the endothelial P2Y2 receptor,

facilitating tumor cell extravasation and metastatic seeding [32].

Thromboxane released following platelet activation by cancer cells

has been highlighted since the 1980s and is positively associated with

ovarian cancer advancement. Overexpression of thromboxane receptors

and thromboxane synthase has been reported in various types of can-

cers, including colorectal, prostate, bladder and non-small-cell lung

carcinomas. The inhibition of thromboxane synthase activity reduced

tumor proliferation, which was rescued by TXA2 addition, and induced

apoptosis [33,34].

Thrombin generation following platelet activation that is mediated

by cancer cells and thrombin secretion by cancer cells themselves play

several roles in tumor growth, angiogenesis and invasion. Thrombin

treatment up-regulates cathepsin D (CD) mRNA and protein expression

in different cancer cell lines, including human and mouse breast car-

cinomas and prostate carcinomas and melanomas, and in primary en-

dothelial cells, also called HUVEC (human umbilical vein endothelial

cells). In these cell lines, up-regulation of CD expression and secretion

was responsible for the enhancement of cancer cell chemotaxis and

migration, and HUVEC Matrigel tube formation. In addition, pharma-

cological inhibition of thrombin by hirudin and the use of CD knocked-

down cancer cells strongly reduces tumor growth and metastasis

[35,36]. Thrombin also promotes tumor invasion through the induction

and association of MMP-9 and β1-integrin on the cell surface via a PI3K-

dependent pathway [37]. Furthermore, thrombin can induce EMT in

SKOV3 ovarian cancer cells, promoting their invasive properties [38].

In addition, thrombin up-regulates Tissue Factor (TF) activity and VEGF

released by MDA-231 breast cancer cells that enhanced their metastatic

potential [39].

TF is a transmembrane glycoprotein involved in the initiation of the

extrinsic pathway of normal blood coagulation protease cascade. TF can

bind factor VIIa (TF/fVIIa) to form an active complex responsible for

the proteolytic activation of factor IX and X, thrombin generation and

fibrin deposition. Extravasation of coagulation factors, mostly due to an

enhanced tumor vasculature permeability, were observed in the tumor

microenvironment. Liu and colleagues demonstrate that TF expressed

by cancer cells and the TF-activated coagulation cascade in the tumor

microenvironment play critical roles in tumor growth. Treatment of

mice bearing breast tumors with an inhibitor of TF/FVIIa, led to growth

retardation, whereas treatment with doxorubicin-based prodrugs that

are selectively activated by the protease activity of TF, FVIIa, FXa and

thrombin, totally eliminated primary tumors and metastasis [40]. The

deposition of the non-coagulant alternatively spliced isoform of TF into

the tumor stroma led to the induction of angiogenesis through the li-

gation of endothelial integrins αvβ3 and α6β1. Moreover, this team

showed that inhibition of TF-VIIa-PAR2 signaling but not TF-initiated

coagulation suppressed breast tumor growth and angiogenesis [41].

Taken together these studies demonstrate that TF plays critical roles in

tumor growth and angiogenesis and that the protease activity of the

coagulation cascade in the tumor microenvironment may serve as an

enzymatic target to chemotherapeutic pro-drugs.
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The platelet-activating factors (PAFs) are synthetized into the pla-

telet peroxisomes and are released upon platelet activation. Some

melanoma cell lines have been demonstrated to express a functional

platelet activating factor receptor (PAF-R) that mediates a pro-survival

program through its signaling. In addition, PAFs were shown to induce

VEGF expression in immortalized vascular cells, mainly via the activa-

tion of the NF-kappaB pathway and the decrease of p53 activity [42].

Furthermore, in breast, prostate, colitis-associated cancer and Kaposi's

sarcoma, inhibition of PAFR signaling by antagonists seems to reduce

tumor growth and suppress angiogenesis [43–46].

4. Roles of adhesive proteins in tumor growth, spreading and

metastasis

Cancer cells can activate platelets in two major ways: indirectly by

numerous released factors and directly by their adhesion to circulating

platelets. The direct interaction between platelets and cancer cells

seems to be essential for the progression of cancer. First, the aggrega-

tion of platelets around tumor cells is critical for their survival in the

bloodstream. Indeed, platelet coating of tumor cells and fibrin(ogen)

deposition has been shown to form a physical barrier that protects

tumor cells against the cytotoxic activity of natural killer cells (NK) in

the lungs of mice [47]. Moreover, the release of platelet-derived TGF-β

following platelet activation induced a down-regulation of the acti-

vating immunoreceptor NKG2D on NK cells, impairing their anti-tumor

activity [48]. In addition to its ability to inhibit immune surveillance,

platelet aggregation around cancer cells is also essential for the pro-

tection of cancer cells against high shear stress in the bloodstream [49].

Second, platelet adhesion and degranulation seem to be essential to

induce pro-survival and pro-angiogenic signaling in ovarian cancer cells

[9]. In the same way, Labelle et al. demonstrated that direct interaction

between platelets and cancer cells followed by the release of platelet-

derived TGF-β is required for the synergistic activation of TGF-β/smad

and NF-kB pathways in breast and colorectal cancer cells. The activa-

tion of these pathways results in the acquisition of an invasive me-

senchymal-like phenotype in vitro and enhanced metastasis in vivo [10].

In addition, the ability of cancer cells to induced platelet aggregation,

also called Tumor Cell Induced Platelet Aggregation (TCIPA), and

thrombocytopenia in mice has been shown to be directly correlated to

their metastatic potential in vivo [50]. Thus, together, these observa-

tions demonstrate that platelet-cancer cell interactions are essential for

tumor progression. However, few studies have investigated the role of

platelet and cancer cell adhesive proteins and their therapeutic poten-

tial in the progression of malignancies.

4.1. Integrins

In 1988, Karpatkin et al. demonstrated that platelet integrin αIIbβ3

inhibition by blocking antibodies reduced colorectal and melanoma

cancer cell–platelet interactions in vitro and reduced metastasis in vivo.

The addition of RGDS also reduced the interactions between platelets

and cancer cells, suggesting an interaction via fibronectin and the Von

Willebrand factor (VWF) in an αIIbβ3-dependent manner [50]. In ad-

dition, tumor cell integrin αvβ3 has been shown to bind platelet in-

tegrin αIIbβ3, to mediate the cancer cell-platelet interaction and ag-

gregation and to promote tumor growth and metastasis in vivo [51–53].

More recently, Mammadova-Bach et al. showed that platelet integrin

α6β1 directly interacts with colorectal MC-38 and breast cancer AT3

cell ADAM9. Platelet integrin α6β1–tumor cell ADAM9-dependent in-

teractions lead to platelet activation, granule secretion and the pro-

motion of cancer cell extravasation in the lungs [54].

4.2. Selectins and mucins

P-selectin, expressed on the surface of activated platelets, is known

to mediate the binding of platelets with various human and mouse

cancer cell lines, including colorectal, lung, breast, gastric carcinomas

and melanomas. Increasing evidence indicates that P-selectin plays an

important role in tumor growth and metastasis. P-selectin deficiency

abolished platelet infiltration into solid tumors, decreased the secretion

of angiogenic factors such as VEGF, and decreased the number of pla-

telet-cancer cell aggregates in the bloodstream, leading to reduced

tumor growth and lung-homing metastasis in vivo [55,56]. In addition,

organ-specific tumor metastasis seems to be controlled by platelets and

P-selectin independent of natural killer cells or other immune mod-

ulatory cells [57].

Podoplanin (PDPN) is up-regulated in various types of cancer, in-

cluding colorectal, bladder and lung carcinomas. Podoplanin-CLEC-2

(C-type lectin-like receptor 2)-dependent platelet-cancer cell interac-

tions lead to platelet activation, resulting in an increase in tumor

growth and metastasis [58–62]. Recently, several monoclonal anti-

bodies that block PDPN-CLEC-2 interactions have been developed, and

they inhibit platelet-induced tumor growth, metastasis and tumor em-

boli formation in vitro and in vivo [63–65].

These adhesive proteins have sequential roles during tumor cell

arrest on the vessel wall and the process of extravasation. The arrest of

platelet–cancer cell aggregates on the vessel wall is a dynamic process

but can also be due to microvasculature embolization and physical

arrest [66]. The rolling and tethering of platelet–cancer cell aggregates

to the endothelium is first mediated by P-selectin [67]. Then, platelet

adhesives proteins GP1bα, αIIbβ3 integrin and VWF participate in the

firm adhesion of cancer cells to the endothelium [68]. In addition, some

cancer cells can express several platelet receptors, such as αIIbβ3 in-

tegrin, αvβ3 integrin and GP1ba, that contribute to their interaction

with leukocytes, platelets and endothelial cells and promote extra-

vasation [69,70].

5. Platelet chemokines and immunosuppression in tumor growth,

angiogenesis and metastasis

Platelet chemokines seem to play crucial roles in immunosuppres-

sion and cancer progression. The role of platelet factor-4 (PF4), or

chemokine CXCL4, in the inhibition of angiogenesis has been high-

lighted since the early 1990s. PF4/CXCL4 is an angiostatic chemokine

stored in platelet alpha granules and released upon platelet activation.

Using chicken chorioallantoic membrane assays, Maione et al. demon-

strated that recombinant PF4 inhibits blood vessel proliferation in a

dose-dependent manner [71]. Subsequently, in 2004, Struyf and col-

laborators isolated from thrombin-activated platelets a new, nonallelic

variant of PF4/CXCL4, PF4var/CXCL4L1. Although these two secreted

variants differ in only three amino acids, PF4var/CXCL4L1 seems to be a

more potent inhibitor of angiogenesis than PF4/CXCL4 and other an-

giostatic chemokines [72]. Furthermore, PF4var/CXCL4L1 more effi-

ciently inhibited tumor growth and metastasis in animal models of

melanoma and lung carcinomas than PF4/CXCL4 or other angiostatic

chemokines, such as interferon gamma (IFNgamma), by inhibiting an-

giogenesis [73,74].

TGF-β is a growth factor and a powerful immunosuppressive che-

mokine. Platelets represent the major source of TGF-β in the blood-

stream [10]. In addition to its role in the promotion of cancer cell

proliferation and invasiveness, TGF-β can modulate the activity of

several immune cells in the tumor microenvironment. However, direct

evidence of platelet-derived TGF-β effects on tumor microenvironment

immunomodulation has not yet been demonstrated. Only a few studies

have shown the role of platelet-derived TGF-β in immunomodulation,

including down-regulation of the NKG2D receptor and inhibition of the

anti-tumor reactivity of NK cells [48]. However, numerous studies have

demonstrated the role of TGF-β in tumor microenvironment im-

munosuppression (reviewed in [75]). Tumor-associated macrophages

have a phenotype and a function similar to those of M2 macrophages.

TAMs are associated with weak anti-tumor activity and promote tumor

cell proliferation [76,77]. A TGF-β blockade significantly reduces
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tumor growth through many mechanisms, including the recruitment

and activation of CD8+ T lymphocytes, macrophages, neutrophils and

NK cells [21,78–83].

During the dissemination of cancer cells through the blood, platelets

actively participate in the survival of cancer cells and their arrest on the

vessel walls. Additionally, Labelle and collaborators demonstrated in

the lungs of mice that platelet-derived chemokines CXCL5/7 released

by intravascular platelet-tumor cell microthrombi recruit

CD11b+MMP9+LY6G+ granulocyte cells to form early metastatic ni-

ches. Granulocyte recruitment and metastatic seeding were impeded by

inhibiting CXCR2 (the CXL5/7 receptor on granulocytes), indicating

that the recruitment of granulocytes by platelets is critical for the for-

mation of metastatic niches [84].

Fig. 1. Effects of platelets and PMPs on cancer progression. Platelets are involved in each step of cancer progression. Firstly, platelets express a lot of adhesion molecules allowing them to

interact with cancer cells in the bloodstream (bottom right). These interactions lead to platelet activation and the release of active biomolecules such as growth and angiogenic factors

which participate to tumor growth and angiogenesis (top). Secondly, the formation of intravascular platelet-tumor cell microthrombi confer to cancer cells adhesive properties to interact

with the endothelium, a process involved in the extravasation. The recruitment of granulocytes by platelets derived chemokine CXCL5/7 is critical for the formation of metastatic niches

(middle left). Thirdly, the aggregation of platelets around tumor cells provides a physical barrier to protect cancer cells against high shear stress and immune system surveillance. The

release of platelet-derived TGF-β following platelet activation down-regulates the activating immunoreceptor NKG2D on NK cells, impairing their anti-tumor activity (middle right).

Fourthly, platelet activation lead to platelets microparticles (PMPs) generation, thrombin and TGF-β release participating to the induction of epithelial to mesenchymal transition and

enhancing the invasiveness of cancer cells in tumor microenvironment (bottom left). Lastly, via the uptake of circulating tumor derived RNA, platelets can also be “educated” by tumors

(Tumor educated platelets TEPs) and represent a promising tool for cancer diagnostic. However, the roles of TEPs in cancer progression remain to be elucidated.

This figure was obtained using Servier medical art. http://smart.servier.com/.
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6. Platelet microparticles (PMPs)

Platelet microparticles are constantly released by platelets and

megakaryocytes. Platelet microparticles (PMPs) represent 70 to 90% of

plasma-born MPs [85]. Elevated levels of PMPs are observed in several

cancer types, including oral, lung, gastric, ovarian, colon and breast

cancers, and are correlated with aggressive tumors and poor clinical

outcomes [86–92]. In addition, elevation of the levels of these circu-

lating MPs is related to the enhancement of the pro-coagulant state in

cancer patients [86,90–92]. Cancer cells can activate platelets through

many mechanisms that lead to platelet shape changes, degranulation

and the generation of PMPs. PMPs, such as platelets, contain a plethora

of active biomolecules that contribute to cancer progression and cancer-

associated thrombosis [85,93,94].

PMPs express several adhesive proteins on their surface, including

integrin αIIbβ3 and P-selectin, and may also contain bioactive lipids,

including sphingosine 1 phosphate (S1P) and arachidonic acids (AA).

Interactions of PMPs with target cells can induce some biological re-

sponses, such as the activation of platelets, endothelial cells and leu-

kocytes [95,96]. PMPs also have the ability to stimulate the prolifera-

tion, survival, adhesion and chemotaxis of hematopoietic cells [97].

Kim and collaborators were the first team to demonstrate the roles of

PMPs in angiogenesis. In vitro treatment of endothelial cells with PMPs

increased proliferation, chemotactic migration, and the formation of

the capillary-like tubes of HUVECs through protein- and lipid growth

factor-dependent mechanisms based on VEGF, FGF-2 and S1P, respec-

tively. Endothelial cell-dependent stimulation of PMPs was reversed by

the inhibition of phosphoinositide 3-kinase (PI3K), extracellular signal-

regulated kinase 1/2 (ERK1/2) and Gi proteins [98]. Additionally, Brill

and colleagues reported a few years later that direct in vivo injection of

PMPs into the myocardium of rats induced angiogenesis and stimulated

post-ischemic revascularization. Growth factors such as VEGF, bFGF,

and PDGF and signaling pathways mediated by PI3K, Src and ERK were

involved in the angiogenesis mediated by PMPs. In the case of cancer,

the Janowska's team demonstrated that PMPs increased angiogenesis,

invasiveness and metastasis in lung and breast cancers [99,100]. In

lung cancer cell lines, PMPs stimulated mRNA expression of angiogenic

factors such as VEGF, MMP-9, interleukine-8 (Il-8), HGF and enhanced

the adhesion of cancer cells to fibrinogen and endothelial cell HUVECs.

Moreover, in vitro treatment with PMPs was responsible for the en-

hancement of proliferation and chemotactic migration in the lung

cancer cell lines. Furthermore, they found that PMPs can transfer pla-

telet-derived CD41 (αIIb integrin) in the six lung cancer cell lines tested

[99]. Platelet receptor expression by cancer cells, also called “platelet

mimicry”, is known to enhance their metastatic potential with an in-

creased ability to adhere to endothelial cells [99,100]. In several breast

and lung cancer cell lines, in vitro PMP treatment induced the activation

of mitogen-activated protein kinase p42/44 (MAPK) and AKT signaling

pathways, resulting in the enhanced expression and secretion of

membrane type-1 MMP, which is involved in invasion behavior. In-

travenous injection of PMP-coated cancer cells showed an increased

number of metastatic lung foci in comparison to untreated cells [99].

PMPs have also been shown to promote the invasiveness of prostate

cancer cells via the up-regulation of MMP-2 production [101].

In addition, PMPs can also transfer nucleic acids into cancer cells.

Liang et al. demonstrated that the delivery of microRNA-223 into lung

cancer cells by PMPs promoted the invasiveness of the cancer cells via

the targeting of tumor suppressor EPB41L3 (erythrocyte membrane

protein band 4.1-like 3) [102]. In that study, they showed that platelets

and PMP- miR-223 levels were significantly higher in patients with non-

small-cell lung carcinomas in comparison to healthy subjects. Mi-

croRNA-223 is the most abundant miRNA in platelets and PMPs and

seems to be up-regulated in several types of cancer [103,104]. It is

considered part of the growing family of tumor-promoting miRNAs,

also called oncomiR. In contrast, a recent study demonstrated that

PMPs can infiltrate solid tumors and transfer miRNAs that suppress

tumor growth. PMPs can interact with and be internalized by cancer

cells, where they deliver mainly miR-24. PMP-treated cells show mi-

tochondrial dysfunction, growth inhibition and in vivo apoptotic fea-

tures mediated by PMP-derived miR-24 [12]. Depending on the context,

PMPs can have pro- or anti-tumor activity.

PMPs can also act indirectly on tumor progression by their ability to

modulate immune cell activity. On one hand, PMPs seem to induce

differentiation of resident macrophages toward becoming M2 macro-

phages, which have pro-tumorigenic functions [105]. On the other

hand, Sprague and collaborators studied the role of PMPs in the mod-

ulation of adaptive immunity and demonstrated the communication

between PMPs and B cells through the delivery of CD154 (CD40L),

which stimulates antigen-specific IgG and triggers the adaptive immune

response [106].

7. Conclusion

A real crosstalk exists between platelets and cancer during cancer

progression. On one hand, cancer cells release numerous platelet ago-

nists, including ADP, thrombin and thromboxane. In addition, cancer

cells, through their oncogenic transformation, have the ability to con-

stantly produce MPs, which are released in the bloodstream and (i)

participate in platelet activation and RNA profile changes and (ii)

contribute to the pro-thrombotic states in cancer patients. On the other

hand, platelet activation leads to the release of the active biomolecule

content on their granules that all participate in cancer progression.

Platelets contain a plethora of growth and angiogenic factors that all

contribute to tumor growth and angiogenesis. Moreover, platelet ag-

gregation around tumor cells (TCIPA) gives numerous advantages to the

cancer cells: immune surveillance escape, shear stress protection, pro-

survival signals, adhesion to the endothelium and extravasation

(Fig. 1). Activation of platelets seems to be critical for tumor growth

and successful metastatic outbreak. Based on these observations, many

studies should specifically target the activation of platelets, adhesive

proteins responsible for cancer cell-platelet interactions and alpha

granule contents to reduce tumor progression (reviewed in [3]).
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3.! Les plaquettes, cellules effectrices de l’inflammation et de l’immunité. 
 

Comme décrit précédemment, les plaquettes représentent les médiateurs principaux de 

l’hémostase et de la thrombose. Cependant, depuis plusieurs années, de nombreuses études 

suggèrent une participation active des plaquettes dans les processus d’inflammation et 

d’immunité que ce soit en conditions physiologiques ou pathologiques. En effet, de nombreuses 

études ont démontré une implication des plaquettes dans les processus inflammatoires de 

certaines pathologies telles que l’athérosclérose et les maladies infectieuses. Les plaquettes ont 

la capacité d’interagir avec les cellules endothéliales et les leucocytes par des mécanismes 

directs d’interaction, mais également à distance, par le biais de molécules inflammatoires 

sécrétées dans la circulation 
41

. L’interaction des plaquettes avec les cellules de l’inflammation 

peut avoir pour conséquence l’induction d’un programme pro-inflammatoire limitant ainsi 

l’évolution de l’infection. Par exemple, lors d’une blessure superficielle, l’exposition aux 

pathogènes et leur invasion sont limitées d’une part par les fonctions hémostatiques des 

plaquettes, et d’autres part par leur fonction immune et inflammatoire. Cependant, une 

interaction prolongée ou chronique entre les plaquettes et les cellules inflammatoires peut 

conduire à une stimulation excessive du processus inflammatoire et immunitaire et ainsi être 

délétère pour l’organisme 
42

.  

 

Dans le cas du cancer et notamment des métastases, comme cela a été abordé dans la revue 

n°2, les plaquettes semblent moduler le système immunitaire de façon à favoriser la 

dissémination métastatique, avec d’une part un effet immunosuppresseur sur les cellules NK 

dans la circulation sanguine assurant la survie des cellules tumorales circulantes 
43

, et d’autres 

part la sécrétion de chémokines attirant une population de granulocytes CD11b
+
 MMP9

+
 Ly6G

+
 

permettant la formation précoce de niches métastatiques 
44

. Cependant, le rôle des plaquettes 

dans la modulation du système immunitaire au sein même du microenvironnement tumoral n’a 

jamais été étudié. Le microenvironnement tumoral est composé de différents types cellulaires 

incluant des fibroblastes, des cellules endothéliales, des cellules adipeuses, des cellules 

cancéreuses et des cellules immunitaires tels que des macrophages, des neutrophiles et des 

lymphocytes T 
45

.  

Au cours de la progression tumorale, les monocytes circulants et les macrophages sont 

massivement recrutés dans la tumeur primaire et représentent la sous-population immunitaire 

la plus abondante au sein du microenvironnement tumoral 
46

. L’impact des macrophages sur la 

biologie de la tumeur est largement dépendant des signaux délivrés par le microenvironnement 
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tumoral 
46

. Du fait de la présence des plaquettes dans le microenvironnement tumoral 
47–49

 et 

de leurs capacités à attirer et activer les cellules immunitaires tels que les monocytes et 

macrophages 
50,51

, il semble légitime de penser que les plaquettes sont impliquées dans la 

modulation immunitaire du microenvironnement tumoral.  

 

Dans cette partie nous aborderons donc plusieurs concepts selon l’ordre suivant : le rôle des 

plaquettes dans l’inflammation et la réponse immunitaire innée, le rôle des plaquettes dans la 

réponse immunitaire adaptative, et enfin le rôle des monocytes et macrophages intratumoraux 

sur la biologie de la tumeur. 

 

3.1!Plaquettes, inflammation et réponse immunitaire innée 

 

3.1.1! Induction de la réponse de phase aigue  

!

 

La réponse de phase aiguë (RPA) correspond à la réponse précoce de l’organisme à une 

infection ou une lésion vasculaire. Les travaux de Morrell et collaborateurs ont démontré que 

les plaquettes sont capables d’initier la réponse de phase aiguë 
52

. En effet, dans un modèle 

murin de malaria cérébrale, les auteurs ont montré que les plaquettes sont activées très 

précocement au cours de l’infection puis rapidement recrutées dans le foie (dans les 24h post 

infection). Elles initient alors la RPA en sécrétant de l’Il-1ß. L’initiation de la RPA médiée par 

les plaquettes limite le développement du pathogène (diminution de la parasitémie) et la mort 

des animaux dûe à l’infection et est donc protective. L’activation de la réponse de phase aiguë 

est dépendante de la sécrétion locale d’inducteurs comme par exemple l’Il-6, l’Il-8 et l’Il-1ß.  

Les plaquettes représentent une source majeure d’Il-1ß 
52

. De manière surprenante, l’Il-

1ß n’est pas stockée dans les granules des plaquettes, elle est produite lors de la stimulation des 

plaquettes à partir de pré-ARN messagers polysomaux
53

. Les plaquettes expriment des 

récepteurs de reconnaissance des pathogènes conservés au cours de l’évolution, les Toll Like 

Receptors (TLRs) dont le TLR2 et le TLR4. L’induction du signaling TLR4 via le LPS au sein 

de la plaquette induit l’activation des voies de signalisation NF-#B et MAPK conduisant à la 

production d’Il-6, de COX-2 et de PGE2 
54

. La liaison du LPS au TLR4 à la surface plaquettaire 

augmente également leur adhésion via l’intégrine "IIbß3 et induit l’épissage, la traduction et le 

relargage d’Il-1ß 
55

. Mécanistiquement, le pré-ARNm est épissé puis traduit en pro-Il-1ß dont 

le clivage en Il-1ß active est dépendant de la caspase-1 
55

. La libération d’Il-1ß ne semble pas 
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suivre la cinétique d’activation classiquement décrite, puisqu’elle n’est pas associée à une 

dégranulation rapide des plaquettes, comme en témoigne l’expression de la P-sélectine, mais 

nécessite plusieurs heures 
55,56

. Ces observations suggèrent que les plaquettes sont capables de 

distinguer leurs rôles dans l’hémostase de leurs rôles dans l’immunité et d’y répondre 

différemment. Depuis, de nombreuses autres protéines initialement absentes des plaquettes au 

repos ont été décrites pour être synthétisées de novo suite à l’activation plaquettaire 
57

. 

 

3.1.2! Interaction entre les plaquettes et les cellules endothéliales et recrutement 

des cellules de l’immunité innée 

!

 

L’interaction entre les plaquettes et les cellules endothéliales est un processus très important 

pour induire le recrutement des cellules de l’immunité innée telles que les neutrophiles et les 

monocytes. En conditions non inflammatoires, les cellules endothéliales inhibent l’adhésion 

des plaquettes en sécrétant différents médiateurs incluant des diphosphohydrolases, 

responsables de la dégradation de l’ADP, des aminooxidases permettant la désactivation des 

vasoconstricteurs locaux, le monoxyde d’azote (NO) maintenant un tonus vasculaire normal et 

des prostacyclines inhibant l’adhésion et l’activation des plaquettes en abaissant leur taux de 

GMPc intracellulaire 
58

. L’activation des 

cellules endothéliales induit une régulation 

négative de ces mécanismes protecteurs, 

permettant l’adhésion et l’activation des 

plaquettes (Figure 12) 
59

.!  L’interaction 

suivie de l’activation des plaquettes avec 

l’endothélium activé fournit rapidement 

une grande surface riche en P-sélectine, 

ligand principal du PSGL-1 exprimé à la 

surface des leucocytes.! De plus, 

l’activation des plaquettes dépendante de 

l’interaction avec les cellules endothéliales activées, induit la libération de médiateurs solubles 

de l’inflammation contenus dans les granules plaquettaires participant ainsi à l’activation locale 

des cellules endothéliales et au recrutement des cellules inflammatoires (Figure 13).! 

 

 

Figure!12!:!Dialogue!entre!les!plaquettes!et!

l’endothélium!quiescent!(A)!et!activé!(B!et!C).!
(D’après!Zane!S!Kaplan!et!al.!Hematology!2011). 
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Les granules alpha plaquettaires sont riches en molécules pro-inflammatoires telles que des 

chémokines et des cytokines. En effet, un nombre important de chémokines est retrouvé au sein 

des granules alpha dont CXCL1 (GRO-a), CXCL4 (PF-4), CXCL5 (ENA-78), CXCL7 (clivée 

en PBP, ß-TG, CTAP_III, NAP-2), CXCL8 (Il-8), CXCL12 (SDF1-a), CCL2 (MCP-1), CCL3 

(MIP-1a) et CCL5 (RANTES)
60

. Parmi celles-ci, les chémokines CXCL4 et CXCL7 sont les 

plus abondantes 
61

. La chémokine CXCL4 participe à l’adhésion et la dégranulation des 

neutrophiles, à l’activation des monocytes et à leur différenciation en macrophages et cellules 

spumeuses 
62–64

. En coordination avec CCL5 (RANTES), CXCL4 induit également le 

recrutement et l’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales 
65

.  

La sécrétion locale d’Il-1ß par les plaquettes stimule les cellules endothéliales, induisant 

d’une part la sécrétion d’Il-6 et d’Il-8 et augmentant d’autre part l’expression membranaire 

d’ICAM-1, "vß3 et de MCP-1 à la surface endothéliale 
66–68

. La surexpression d’ICAM-1 et de 

MCP-1 en réponse à l’Il-1ß est dépendante de l’activation de NF-#B 
69

. A travers ces 

mécanismes, les plaquettes sont donc capables d’augmenter l’adhésion des monocytes et des 

neutrophiles à l’endothélium. De plus, l’interaction du récepteur CD40 à la surface endothéliale 

avec le CD40L plaquettaire résulte en une surexpression endothéliale d’ICAM-1, VCAM-1, 

des E- et P-sélectines accompagnée d’une libération d’Il-6 et de FT 
70

. Le CD40L inhibe 

également la production de NO en déstabilisant l’ARN messager de la NO synthase 
71,72

. De ce 

fait, l’engagement du CD40 endothélial induit un phénotype pro-athérogénique et pro-

inflammatoire 
71

. 

 

Figure! 13! :! Mécanismes! moléculaires! du! recrutement! des!

leucocytes! dépendant! de! l’interaction! entre! les! plaquettes! et!

l’endothélium!activé.!!(Adapté!de!Price!Blair!and!Flaumenhaft!Blood!2009) 
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Certains constituants des granules denses, tels que l’ADP, la sérotonine, les polyphosphates 

et le glutamate, très largement décrits pour leurs fonctions dans la formation du thrombus, 

participent également à l’inflammation et à la régulation des cellules immunitaires. En effet, les 

cellules dendritiques (CD) expriment le récepteur à l’ADP P2Y12, dont l’activation augmente 

leur capacité d’endocytose et de processing des antigènes
73

. De plus, l’inhibition 

pharmacologique des récepteurs à l’ADP par l’utilisation de clopidogrel ou de prasugrel permet 

de réduire l’inflammation au cours du sepsis dans des modèles de choc septique chez le rat et 

la souris, respectivement 
74,75

. Cependant, cet effet anti-inflammatoire est partiellement 

attribuable aux blocages des récepteurs P2Ys présents sur l’endothélium et les neutrophiles. La 

sérotonine quant à elle augmente la différenciation des monocytes en CD et participe à 

l’activation précoce des cellules T naïves 
76,77

.  

!

3.1.3! Interaction avec les cellules de l’immunité innée  

 

Les neutrophiles et les monocytes sont les cellules majoritaires de l’immunité innée et 

sont capables d’interagir avec les plaquettes activées en exprimant du PSGL-1 qui va interagir 

avec la P-sélectine à la surface plaquettaire. Cette interaction ne permet pas seulement l’arrêt 

des neutrophiles et des monocytes au site de lésion, mais participe également à leur activation 

et à la formation de MPs exprimant du FT actif 
78–80

. La formation d’agrégats plaquettes-

leucocytes (APL) est un témoin de l’inflammation et ceux-ci sont utilisés comme paramètres 

cliniques pour l’évaluation de la sévérité du sepsis 
81

. Les interactions des plaquettes avec les 

neutrophiles dans la circulation induisent l’activation des intégrines à la surface des 

neutrophiles, leur dégranulation et augmente leur capacité de phagocytose 
78,79

. L’adhésion 

ferme des neutrophiles aux plaquettes est médiée par la liaison entre Mac-1 à la surface des 

neutrophiles et la GPIb" ou l’"IIbß3 plaquettaire de manière dépendante du fibrinogène. Cette 

adhésion ferme déclenche la libération des chémokines CXCL4 et CCL5 induisant à leur tour 

l’activation des neutrophiles 
82

.  

 

Un lien étroit entre la coagulation et l’immunité a été démontré ces dernières années, 

notamment par une étude réalisée dans notre laboratoire dans laquelle notre équipe a montré 

que les neutrophiles sont les premières cellules recrutées lors de l’activation endothéliale 

induite par une blessure au rayon laser et qu’elles sont responsables de l’initiation de la 

formation du thrombus 
30

. Même en l’absence d’inflammation, les macrophages et les 

neutrophiles sont recrutés au site de formation du thrombus et sont activés via la cascade de 
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coagulation 
83

. L’interaction des plaquettes avec les neutrophiles adhérents, induit également à 

la formation de NETs (Neutrophil extracellular traps). En effet, l’activation des plaquettes par 

du LPS (ligand du TLR4) ou l’utilisation de plasmas dérivés de patients en choc septique sur 

un tapis de neutrophiles adhérents en condition dynamique, augmente significativement 

l’interaction des plaquettes avec les neutrophiles, de manière dépendante de l’activation du 

TLR4. Ces interactions mènent à une activation robuste des neutrophiles et à la formation de 

NETs 
84

. La formation de NETs, aussi appelée NETose, est un mécanisme clé de l’immuno-

thrombose 
83–85

. En effet, le dépôt de chromatine décondensée dans le milieu extracellulaire 

participe activement à la capture et à la mort des pathogènes bactériens et viraux in vivo 
86,87

. 

L’interaction des plaquettes avec les neutrophiles semblent être essentielle pour la formation 

de NETs, puisque l’inhibition de ces interactions dans différents modèles murins 

d’inflammation, est suffisante pour supprimer la NETose 
84,87–89

. Même si les mécanismes 

exacts de cette coopération ne sont pas très bien compris, l’induction de la NETose par les 

plaquettes induit le recrutement des cellules immunitaires au site d’inflammation très 

précocement ce qui montre l’importance de cette coopération dans la réponse immunitaire 
84,88

. 

Cependant, l’immuno-thrombose induite par l’inflammation locale semble être la cause d’une 

variété de désordres thrombotiques cliniquement relevant comme l’athérosclérose (Figure 14) 

et la thrombose associée au cancer 
83,90

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En effet, des études portant sur le développement des plaques d’athérosclérose, ont montré 

que les plaquettes induisent une réponse inflammatoire des cellules endothéliales accompagnée 

Figure! 14! :! Promotion! de! l’athérogenèse!

via! les! interactions! plaquettes! –!

leucocytes.! (A)! Recrutement! et! adhésion!

des! leucocytes!médiés! par! les! plaquettes.!

(B)! Dialogue! entre! les! plaquettes! et! les!

leucocytes.! (D’après! Zane! S! Kaplan! et! al.!

Hematology!2011). 



! 65!

d’une augmentation de la perméabilité vasculaire permettant ainsi l’entrée de lipides dans la 

paroi vasculaire 
91–94

. L’adhésion des plaquettes à la surface des monocytes, médiée elle aussi 

principalement par le PSGL-1 monocytaire et la P-sélectine plaquettaire, est responsable de 

l’activation des intégrines ß1et ß2, de la voie de signalisation NF-#B 
95

 au sein des monocytes. 

L’engagement du PSGL-1 et l’activation des récepteurs à proteine G (GPCRs) par les facteurs 

plaquettaires PAF, Il-1ß et RANTES induit la synthèse et la sécrétion des facteurs monocytaires 

MCP-1, TNF-a, IL-8, PGE2 et FT ayant pour conséquence l’acquisition d’un phénotype pro-

inflammatoire 
96

. Une fois dans le tissu ces monocytes inflammatoires tendent à se différencier 

en cellules dendritiques 
95

. Dans différents modèles murins d’athérosclérose, la sécrétion de 

molécules inflammatoires par les plaquettes au site d’inflammation vasculaire, comme par 

exemple RANTES et PF4, accélère le développement et l’évolution de la lésion 
97–99

. Chez les 

patients atteints d’athérosclérose, une augmentation du taux circulant d’agrégats plaquettes-

monocytes est observée témoignant de l’inflammation induite par la lésion 
100,101

.  

 

Les plaquettes peuvent également interagir avec les macrophages pro-inflammatoires et 

augmenter leur activation. Les macrophages inflammatoires dérivés de monocytes sont 

capables de piéger et de phagocyter des plaquettes activées autologues. La phagocytose des 

plaquettes activées par ces macrophages inflammatoires stimulés au LPS augmentent de 

manière significative leur production de TNF-", d’Il-6 et d’Il-23 
102

 et ainsi leur état 

d’activation. Cependant, certaines études montrent que les plaquettes peuvent avoir l’effet 

contraire, et induire une réponse anti-inflammatoire. En effet, il a été montré que les médiateurs 

libérés lors de l’activation des plaquettes à la thrombine peuvent induire l’augmentation de 

l’expression du récepteur CXCR5 (récepteur de la cytokine CXCL13) dépendante de la voie de 

signalisation NF-#B, augmentant ainsi l’effet anti-inflammatoire de CXCL13 sur les 

monocytes 
103

. De plus, la transfusion de plaquettes dans des souris septiques permet de 

diminuer la sécrétion de TNF-" et d’Il-6 par les macrophages, et protège du choc septique en 

inhibant l’inflammation dépendante des macrophages via la voie de signalisation 

COX1/PGE2/EP-4 
104

. Ces observations semblent donc indiquer que le rôle des plaquettes sur 

les macrophages et dans l’inflammation pourrait être dépendante du contexte cellulaire.  

 

Enfin, les plaquettes ont également été décrites pour interagir directement avec les cellules 

dendritiques et pour moduler leur différenciation, leur maturation et leur activation de manière 

contact dépendante ou à distance. Ces interactions sont initialement médiées par le PSGL-1 et 
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Mac-1 présents à la surface des cellules dendritiques et la P-sélectine et JAM-C présentes à la 

surface plaquettaire 
105,106

. Cette première interaction est suivie par l’adhésion ferme des 

plaquettes à la surface des cellules dendritiques de manière dépendante des intégrines "IIbß3 

plaquettaire et de "Mß2 de la cellule dendritique. D’après une étude réalisée par l’équipe du Pr 

Gachet, seules les plaquettes activées peuvent interagir avec les cellules dendritiques immatures 

en suspension et sous condition de flux faible, représentant potentiellement le flux dans un 

contexte d’athérothrombose (150 s
-1

). En utilisant des micro-capillaires en verre tapissés de 

collagène, les auteurs montrent que les cellules dendritiques adhèrent aux plaquettes activées 

formant un thrombus et éliminent les plaquettes en marge du thrombus 
106

. Dans un modèle 

murin de microscopie intravitale de blessure de la carotide, les plaquettes activées à la surface 

des cellules dendritiques permettent d’activer les CD, d’adhérer à la paroi lésée, et d’induire 

leur maturation comme en atteste l’augmentation de l’expression du marqueur CD83 
105,107

. 

Cependant, d’autres études montrent que les plaquettes activées, et non au repos, peuvent par 

le biais des molécules qu’elles sécrètent, moduler l’activité et la différenciation des cellules 

dendritiques et ce indépendamment de leur contact 
108

. En effet, certaines études montrent que 

les molécules de nature nucléotidique libérées par les plaquettes activées à la thrombine 

induisent la maturation des cellules dendritiques avec une augmentation de leur expression des 

molécules de co-stimulation des lymphocytes T (CD80, CD86), une production d’Il-12(p70), 

et une stimulation autologue efficace de la prolifération des LT CD4+ 
107,108

. Le CD40L soluble 

libéré lors de l’activation plaquettaire a également été décrit pour induire la maturation des 

cellules dendritiques et activer leurs capacités à stimuler les lymphocytes 
107,109

. Cependant, des 

mécanismes de maturation des cellules dendritiques dépendants de facteurs protéiques 

plaquettaires et indépendants du CD40L ont été découverts, induisant une diminution de la 

production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’Il-12(p70) et le TNF-" et augmentant 

la production de cytokine immuno-régulatrice telle que l’Il-10 
110,111

.  

Les plaquettes participent donc activement à la réponse immunitaire innée, et en fonction 

du contexte, vont conditionner la réponse immunitaire adaptative. 

 

3.2!Plaquettes et réponse immunitaire adaptative 

!

 

Les plaquettes semblent également capables d’influencer la réponse immunitaire adaptative 

et notamment l’activation et la différenciation des lymphocytes T. Les lymphocytes T sont 

divisés en deux groupes, les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ et les lymphocytes T CD4+, 



! 67!

eux-mêmes subdivisés en cellules effectrices ou régulatrices de type Th1, Th2 ou Th17 (h pour 

helper). Les lymphocytes T CD8+ reconnaissent les antigènes présentés par les complexes 

majeurs d’histocompatibilité (CMH) de type I induisant la mort de la cellule infectée par le 

biais de la sécrétion de cytokines cytotoxiques. Les CD4+ sont quant à eux les lymphocytes 

régulateurs de la réponse immunitaire. Ils reconnaissent les antigènes présentés par les CMH 

de type II et sécrètent des cytokines régulant l’activité d’autres cellules immunitaires telles que 

les lymphocytes B et les cellules de l’immunité innée 
42

.  

 

Le récepteur CXCR3, dont les ligands sont la chémokine ligand 10 (CXCL10) et le facteur 

PF4, est fortement exprimé par les lymphocytes Th1 activés 
112,113

. L’utilisation de souris 

déficientes en PF4 dans un modèle de malaria cérébrale a permis de montrer que le PF4, 

principalement libéré par les plaquettes, module positivement l’expression du CXCR3 sur les 

lymphocytes T et permet ainsi leur transport et leur recrutement 
114

. Dans un modèle de greffe 

cardiaque, les souris déficientes en plaquettes ou en PF4 montrent une réponse immunitaire 

exagérée en réponse à la transplantation avec une augmentation massive de l’infiltration de 

lymphocytes Th17 et une augmentation de l’Il-17 plasmatique. Dans cette étude, les auteurs 

montrent que l’expression de PF4 n’est pas spécifique des plaquettes puisqu’elle est également 

retrouvée à la surface des lymphocytes T activés. Le PF4 dérivé des plaquettes et des 

lymphocytes T activés semble donc jouer un rôle essentiel dans le maintien de l’homéostasie 

des lymphocytes T CD4+ en limitant la différenciation et l’expansion des LT CD4+ Th17 
115

.  

 

D’autres chémokines dérivées des plaquettes sont connues pour recruter et activer les 

lymphocytes T sur le site d’inflammation vasculaire. En effet, l’activation du récepteur CXCR5 

médiée par les chémokines MIP-1" et RANTES présentes dans les granules alpha des 

plaquettes a pour conséquence le recrutement des lymphocytes T au site d’inflammation et leur 

activation. Les lymphocytes T peuvent également activer les plaquettes par le biais de leur 

interaction CD40/CD40L dépendante, induisant la sécrétion de RANTES et permettant ainsi 

une amplification du recrutement des lymphocytes T 
116

. Enfin, une étude portant sur la greffe 

de peau a montré l’implication des plaquettes dans l’augmentation des infiltrats de lymphocytes 

T responsables du rejet de la greffe et cela en partie via le thromboxane qu’elles libèrent 
117,118

.   

 

Les plaquettes représentent la source majeure de CD40L soluble. Le CD40L est stocké dans 

les granules alpha. Lors de l’activation plaquettaire, le CD40L est exprimé à la surface des 

plaquettes et est sécrété sous forme soluble dans le milieu extracellulaire. Dans un modèle de 
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xénogreffe cardiaque, le CD40L soluble dérivé des plaquettes semble être responsable de 

l’initiation d’un rejet de la greffe 
119

. Le CD40L peut également être véhiculé par les PMPs, 

augmentant ainsi les interactions à distance entre les plaquettes et d’autres cellules immunitaires 

120
. Le CD40L plaquettaire est connu pour augmenter l’immunité des lymphocytes T après une 

infection virale et est nécessaire pour une production optimale d’immunoglobuline de type G 

en induisant la maturation des cellules dendritiques et le switch isotypique des lymphocytes B 

121,122
.  

Il a également été décrit que l’activation du signaling dépendant de l’ATP via le récepteur 

P2X7 sur les lymphocytes T, augmente la différenciation des lymphocytes Th CD4+ en cellules 

pro-inflammatoires de type Th17 
123

.  

 

 

 

 

 

 

 

3.3!Rôles des monocytes et macrophages dans la biologie de la tumeur 

 

Les monocytes sont des cellules myéloïdes provenant de la moelle osseuse retrouvées à 

raison de 0,20 à 0,70 Giga/L dans la circulation en condition normale. Ils jouent de multiples 

Figure!15!:!Représentation!schématique!simplifiée!du!rôle!des!plaquettes!dans!

l’inflammation!et!l’immunité.!(D’après!Koupenova!et!al.!Circulation!Research!2018) 
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rôles dans la réponse immunitaire et sont responsables, en condition normale, du remplacement 

des macrophages résidents (macrophages alvéolaires, cellules Kupffer) et des cellules 

dendritiques. En réponse à une inflammation, les monocytes migrent rapidement (8 à 12h) au 

site d’infection/lésion et se différencient en macrophages et cellules dendritiques pour induire 

la réponse immunitaire et nettoyer les débris nécrotiques et/ou les pathogènes 
124

. De par leur 

capacité à produire et sécréter des cytokines et des molécules cytotoxiques, les monocytes et 

les macrophages représentent des cellules essentielles effectrices et régulatrices de 

l’inflammation et de la réponse immunitaire innée.  

 

Au cours de la progression tumorale, les monocytes circulants et les macrophages sont 

massivement recrutés au sein du microenvironnement tumoral. Ils représentent la sous-

population immunitaire la plus abondante dans le microenvironnement tumoral 
46

. L’impact des 

macrophages sur la biologie de la tumeur est largement dépendant des signaux délivrés par le 

microenvironnement tumoral 
125

. Ces signaux ont pour conséquence la production de 

populations hétérogènes de macrophages au sein du microenvironnement, communément 

appelés macrophages de type M1 (activés classiquement) ou macrophages de type M2 (activés 

alternativement) 
124

.  

 

Dans la plupart des tumeurs solides, les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) sont 

polarisés en macrophage de phénotype M2 par le microenvironnement tumoral 
126

. 

L’augmentation des infiltrats de macrophages de type M2 dans les tumeurs est de mauvais 

pronostic. En effet, de par leur action sur l’angiogenèse, la croissance, la survie et l’invasion 

des cellules tumorales, ces macrophages participent activement à la progression de la tumeur. 

De par leur fonction immunosuppressive, ils permettent à la tumeur d’être protégée de la 

pression imposée par l’immunité adaptative. Cependant, en fonction des signaux qu’ils 

reçoivent, les macrophages peuvent se polariser en phénotype M1 ayant des fonctions anti-

tumorales. Dans des études précliniques et cliniques, la reprogrammation des macrophages de 

type M2 infiltrés dans la tumeur en macrophage de type M1 inhibe la progression de la tumeur 

en augmentant l’élimination des cellules tumorales, l’inhibition de l’angiogenèse et en réduisant 

la fibrose associée à la tumeur 
127

. L’éducation des macrophages avec des propriétés de 

suppression tumorale représente donc une approche thérapeutique intéressante et a été évaluée 

par diverses études cliniques et précliniques. 
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3.3.1! Propriétés des macrophages de type M1 et M2 

!

Les macrophages de type M1 sont caractérisés par une production élevée d’Il-12, d’Il-

23 et faible d’Il-10 
124,128–130

 et sont activés par l’IFN-!, les ligands des TLR, les agonistes 

spécifiques de NOD (Nucleotide Binding Oligomerization Domain) et des cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF-". Au contraire, les macrophages de type M2 sont caractérisés 

par une production faible d’Il-12, d’Il-23 et élevée d’Il-10 
130,131

. Ils sont induits par une 

stimulation dépendante de l’Il-4 et de l’Il-13 et ont un rôle immunosuppresseur. L’Il-12 

produite par les macrophages de type M1 induit la différenciation des lymphocytes Th1 qui 

peuvent en retour agir positivement sur la phagocytose des antigènes 
128,132

. L’Il-23, quant à 

elle, est associée au développement et à l’expansion des lymphocytes Th17 et contribue à 

l’inflammation 
133,134

. Au contraire l’Il-10, sécrétée par les macrophages de type M2, induit la 

production d’Il-4 et d’Il-13 par les lymphocytes Th2 
135

. L’Il-4 est un promoteur majeur de la 

cicatrisation, active l’enzyme de dégradation de l’arginine, l’arginase qui contribue à la 

production de matrice extracellulaire 
136

.  

 

Une des différences majeures entre les macrophages de type M1 et de type M2 est leur 

métabolisme de la L-arginine. Les macrophages de type M1 surexpriment iNOS (nitric oxyde 

synthase) qui catabolise la L-arginine en monoxyde d’azote (NO) et citrulline, alors que les 

macrophages de type M2 induisent l’arginase I, métabolisant l’arginine en ornithine et 

polyamines participant ainsi à la synthèse de collagène et à la prolifération cellulaire 
137

. Le NO 

exerce de nombreuses fonctions immunitaires effectrices et régulatrices comme le contrôle ou 

la mort des pathogènes, l’inhibition ou la promotion de la croissance tumorale, la modulation 

de la production de cytokines et le développement des LT 
138

. L’activité tumoricide des 

macrophages de type M1 avec une haute activité iNOS a été décrite dans de nombreuses 

tumeurs 
138

.  

 

La distinction entre les macrophages de type M1 ou M2 se base également sur 

l’expression de différentes chémokines et dépend des signaux reçus. Le LPS et l’IFN-! 

induisent l’expression de CXCL9, CXCL10 et CXCL5 via l’activation du facteur de 

transcription INF regulatory factor 3 (IRF-3) ayant pour conséquence la production d’IFN-ß et 

l’activation de STAT1 (signal transducer and activator of transcription 1). Ces cytokines sont 

également responsables du recrutement des lymphocytes Th1, Tc1 et des cellules NK, et 

augmentent leur capacité microbicide 
139

. Au contraire, les macrophages de type M2 inhibent 
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CXCL9, CXCL10 et CXCL5 en sous-régulant NF-#B et STAT1
140,141

. Parmi les macrophages 

de type M2, trois sous types sont décrits et exercent des effets différents. Les macrophages 

M2a, induits par l’Il-4 et l’Il-13, augmentent l’expression de CCL24, CCL17 et CCL22, 

chémokines qui se combinent spécifiquement avec les récepteurs CCR3 et CCR4 et accélèrent 

le recrutement des éosinophiles, basophiles et LTh2 ce qui mène à une réponse de type 2. Les 

M2b sont également responsables de l’induction de la réponse Th2 soit une réponse immuno-

régulatrice par le biais de la sécrétion de la chémokine CCL1 permettant le recrutement et 

l’infiltration des éosinophiles, LTh2 et LT régulateurs. Enfin l’Il-10 sécrétée par les M2c induit 

la production de CXCL13, CCL16 et CCL18 conduisant à l’accumulation des éosinophiles et 

des lymphocytes T naïfs dont le rôle prédominant est de supprimer la réponse immunitaire et 

de promouvoir le remodelage tissulaire 
139

.  

 

Le rôle des macrophages semblent donc être totalement opposés et dépendants des 

cytokines qu’ils expriment. Les chémokines dérivées des macrophages de type M1 sont très 

importantes pour l’inflammation, la clairance des pathogènes et des cellules tumorales alors 

que les chémokines dérivées des macrophages de type M2 induisent le recrutement de 

leucocytes et lymphocytes impliqués dans la réparation et le remodelage tissulaire. 

 

 

 

 

 

Figure!16!:!Représentation!schématique!de!la!polarisation!des!macrophages.!
(D’après!Marie!Benoit!et!al.!J!Immunol!2008) 
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3.3.2! Rôles des TAMs dans la progression tumorale. 

!

 

Le rôle des TAMs dans les tumeurs est toujours sujet à controverse. En effet, il a été 

rapporté que dans le CCR, les TAMs sont pro-inflammatoires et jouent des rôles anti-tumoraux 

ce qui en fait un facteur de bon pronostic 
142,143

. De plus, les TAMs peuvent exprimer une série 

de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFN-!, l’Il-1 et l’Il-6 activant la réponse 

lymphocytaire T de type 1 associée à une réponse anti-tumorale 
142

. Dans un modèle de 

mélanome, le NO et l’Il-12 dérivés des macrophages ont également été décrits pour leur action 

anti-tumorale 
144

. Cependant, dans la plupart des cancers, tels que le cancer du sein, de la 

prostate, de l’ovaire, du col de l’utérus et des poumons, les TAMs sont considérés comme 

cellules anti-inflammatoires et corrèlent avec un mauvais pronostic 
145

. 

 

3.3.2.1!Recrutement des monocytes au niveau du microenvironnement tumoral 

!

 

Les TAMs se différencient à partir des monocytes circulants et sont recrutés au sein du 

microenvironnement tumoral par différents chémo-attractants produits par les cellules 

tumorales et les cellules stromales. Par exemple, la chémokine CCL2 produite par les cellules 

tumorales, les macrophages et les fibroblastes, aussi connue sous le nom de MCP pour 

monocyte chemotactic protein, est essentielle pour le recrutement des macrophages 
146,147

. Un 

taux élevé de CCL2 chez les patients est corrélé à une augmentation du nombre de TAMs et à 

un mauvais pronostic 
148

. D’autres chémokines, telles que CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, 

CXCL12 et cytokines incluant le VEGF, le PDGF et l’Il-10 ont aussi été décrites pour induire 

le recrutement des macrophages au sein du microenvironnement tumoral 
130,149–151

. Enfin, un 

dernier groupe de chémoattractant monocytaire, les alarmines, participent au recrutement des 

monocytes et autres cellules myeloides. Par exemple, la protéine HMGB1 (High Mobility 

Group Box Protein 1), relarguée par les cellules tumorales mourantes, est retrouvée dans les 

zones nécrotiques, endroits préférentiels de résidence des TAMs au sein de la tumeur 
152

. 

D’autres alarmines telles que S100A8, S100A9, Serum Amyloid A3 (SAA3) et la fibronectine 

sont connues pour attirer les cellules myéloïdes CD11b
+
 
153

. 
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3.3.2.2!Rôles des TAMs dans l’angiogenèse. 

 

De plus en plus d’études suggèrent un rôle actif des TAMs dans l’angiogenèse tumorale. 

En effet, les TAMs contribuent significativement à l’initiation de l’angiogenèse dans les 

tumeurs solides. En l’absence de TAMs, les cellules tumorales produisent les signaux 

nécessaires à l’initiation de l’angiogenèse, mais celle-ci est retardée 
154

. L’inhibition 

pharmacologique des TAMs induit une diminution de la densité des vaisseaux sanguins 

présents dans la tumeur 
155

. Ces observations montrent donc que les TAMs présents dans le 

microenvironnement participent activement à l’angiogenèse tumorale.  

 

Mécanistiquement, lorsque les TAMs sont activés, ils sécrètent de nombreux facteurs 

participant au processus d’angiogenèse, tels que le VEGF, le PDGF, le TGF-ß et des membres 

de la famille des FGF. Leur participation dans l’angiogenèse tumorale a été décrite dans 

différents cancers comme le gliome, le cancer de l’œsophage, du sein, de la vessie et de la 

prostate 
130,148,156

. De plus, la surexpression de CSF-1 (colony stimulating factor 1) observée 

dans différents types de cancer dont le cancer du sein, permet d’augmenter l’infiltration des 

TAMs, la vascularité tumorale et d’accélérer ainsi le développement tumoral 
157

. La suppression 

de l’expression de CSF-1 par le biais de siRNAs dans des modèles de xénogreffes de cancer du 

sein et du colon chez la souris inhibe la croissance tumorale en diminuant (i) la vascularisation 

de la tumeur, (ii) l’expression de facteurs angiogéniques et de MMPs et (iii) le recrutement des 

macrophages au sein des tumeurs 
158

.  

Les TAMs produisent également de nombreuses protéases, comme les MMP (MMP-1, 

MMP-2, MMP-3, MMP-9 et MMP-12), la plasmine et l’uPA qui sont importantes pour la 

dégradation matricielle et la libération d’autres facteurs de croissance agissant sur 

l’angiogenèse 
159,160

. La MMP-9 est l’une des protéases matricielles des plus importantes dans 

l’angiogenèse. En condition hypoxique, la MMP-9 sécrétée par les TAMs mobilise le VEGF 

produit par les cellules tumorales et les cellules stromales, ce qui stimule l’angiogenèse via 

l’induction de la prolifération et de la survie des cellules endothéliales 
161

. La surexpression de 

MMP-2 est quant à elle observée dans différentes tumeurs et est corrélée au statut nodal et au 

stade de la tumeur 
162

.  

 

Les TAMs s’accumulent énormément dans les régions hypoxiques de la tumeur, zones 

dans lesquelles les signaux leur permettent de surexprimer des gènes pro-angiogeniques tels 

que le VEGF, le pFGF, la CXCL8 et des enzymes glycolytiques, dont la transcription est sous 
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le contrôle des facteurs de transcription HIF-1 et HIF-2 
163

. De plus, la chémokine CXCL12 

induite de manière dépendante de HIF-1, permet l’attraction et l’infiltration des cellules 

endothéliales lorsqu’elle est spécifiquement combinée à son récepteur CXCR4 
164

. Les cellules 

endothéliales infiltrées vont ainsi générer une niche servant à la différenciation et à la 

polarisation des macrophages 
165

. Par exemple, les monocytes exprimant le récepteur à 

l’angiopoïétine (ANG) connu sous le nom de Tie2, constituent une sous-population de 

monocytes dérivés du sang, recrutée par la tumeur primaire pour induire et promouvoir 

l’angiogenèse 
166

. En effet, Dr Murdoch et collaborateurs ont montré que les cellules 

endothéliales présentes dans les tumeurs sur-expriment l’angiopoietine-2 responsable de 

l’attraction des monocytes et macrophages Tie2+. In vitro, le traitement des monocytes Tie2+ 

par l’angiopoietine 2 inhibe significativement leur capacité à libérer des cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF-" 
167

. De manière intéressante, dans un modèle murin de cancer 

du sein, de faibles doses de traitements anti-angiogéniques de type anti-VEGFR-2 induisent 

une reprogrammation des TAMs en phénotype M1 qui deviennent alors anti-angiogéniques et 

facilitent l’infiltration de lymphocytes T CD4
+
 et CD8

+
 dans les tumeurs.  

De plus, toujours en condition hypoxique, les facteurs sécrétés par les cellules 

tumorales, comme le GM-CSF (Granulocyte macrophage colony stimulating factor) ont été 

décrits pour induire une sécrétion importante de VEGFR-1 soluble par les macrophages de 

manière dépendante du facteur de transcription HIF2-". Le VEGFR-1 soluble neutralise le 

VEGF et donc supprime l’angiogenèse 
168

. Dans un modèle de mélanome murin, la stabilisation 

du HIF2-" au sein des TAMs induit la sécrétion de VEGFR-1 soluble et permet ainsi de 

diminuer l’angiogenèse et la croissance de la tumeur 
169

. Ces observations soulignent 

l’importance du dialogue entre les cellules du microenvironnement tumoral et les TAMs dans 

l’induction de leur phénotype et de l’angiogenèse. 

 

Les TAMs ne semblent pas participer seulement à l’angiogenèse tumorale mais 

également à la lymphangiogenèse et donc à la formation de métastases lymphatiques, un facteur 

de très mauvais pronostic. En effet, les TAMs produisent et sécrètent du VEGF-C et du VEGF-

D, qui via leur récepteur VEGFR3, activent la lymphangiogenèse 
170

. Par exemple, dans les 

cancers du col de l’utérus, le VEGF-C libéré par les TAMs induit la lymphangiogenèse 

péritumorale et participe donc à la formation de métastases lymphatiques 
170

.  
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3.3.2.3!Rôles des TAMs dans la croissance tumorale 

 

En plus de leur action sur l’angiogenèse et la lymphangiogenèse tumorale, les TAMs 

sont capables d’agir sur la croissance tumorale. Dans le cancer du sein, du col de l’utérus et du 

rein, l’infiltration des TAMs est positivement corrélée avec la prolifération des cellules 

tumorales 
171,172

. Les macrophages sécrètent de nombreux facteurs et enzymes agissant 

positivement sur la prolifération cellulaire 
163

. Par exemple, la MMP-9 qui participe activement 

à l’angiogenèse, joue également un rôle dans la croissance tumorale. En effet, dans un modèle 

murin ectopique de cancer ovarien chez la souris nude, la déficience en MMP-9 diminue 

significativement l’incidence et la croissance tumorale. Les tumeurs des souris déficientes en 

MMP-9 sont caractérisées par une diminution de la densité vasculaire et de l’infiltration des 

macrophages en comparaison aux souris WT (MMP-9
+
). Dans ce modèle de souris déficientes 

en MMP-9, l’injection de cellules spléniques provenant de souris MMP-9
+
 avant l’induction 

des tumeurs augmente l’angiogenèse et la tumorigenèse des cellules cancéreuses. De plus, les 

auteurs ont montré que ces tumeurs en pleine croissance contenaient des macrophages MMP-

9
+
 
173

. La cytokine Il-23 promeut également l’incidence et la croissance tumorale en stimulant 

la réponse inflammatoire et en sur-régulant l’expression de la MMP-9
174

.  

Dans un modèle de mélanome, l’adrénomedulline dérivée des TAMs a également été 

décrite pour son implication dans l’angiogenèse et la croissance tumorale. En effet, l’inhibition 

des récepteurs à l’adrénomedulline sur les TAMs affecte l’angiogenèse et la croissance 

tumorale 
175,176

. 

 

Au contraire, en fonction des signaux qu’ils reçoivent, comme des cytokines pro-

inflammatoires de type IFN-! et TNF-", les monocytes et les macrophages peuvent se polariser 

en type M1 et posséder des propriétés anti-tumorales 
127

. Les macrophages peuvent reconnaître 

et éliminer les cellules tumorales de différentes manières. Les macrophages de type M1 

sécrètent des facteurs solubles, tels que le NO et le TNF-", pouvant induire l’apoptose des 

cellules tumorales 
177–181

. L’IFN-! augmente la lyse des cellules tumorales médiées par les 

monocytes, d’une part en agissant sur les cellules tumorales, et d’autre part sur les monocytes. 

En effet, il a été montré que l’addition d’IFN-! et de lignées cellulaires tumorales, les A375 

(mélanome) et les HT29 (CCR), à des monocytes induit la libération de TNF-" et augmente la 

cytotoxicité et la lyse des cellules tumorales 
182

. L’activité cytotoxique des monocytes activés 

à l’IFN-! a également été observée dans d’autres lignées tumorales humaines. En effet, la co-
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culture de monocytes activés à l’IFN-! avec les cellules d’osterosarcome HOS, de mélanome 

LOX, et du cancer du poumon A549 inhibent jusqu’à 95 à 100% la croissance tumorale 
183

.   

 

 D’autre part, les macrophages peuvent éliminer les cellules tumorales par phagocytose, 

mécanismes basés sur l’expression de molécules « eat-me » à la surface des cellules tumorales. 

C’est le cas de la phosphatidylserine, cependant son signal n’est pas suffisant pour induire la 

phagocytose de la cellule tumorale 
184,185

. Toutefois, les macrophages ont la capacité de 

reconnaître et de phagocyter des cellules tumorales viables. Ceci est possible par exemple à 

travers l’interaction des récepteurs des Low density lipoprotein (LDD LRP) présents sur les 

macrophages et la calréticuline exposée à la surface des cellules tumorale 
186,187

. La calréticuline 

est une protéine chaperonne impliquée dans le contrôle homéostatique des taux de calcium 

cytosolique et réticulaire et est souvent surexprimée à la surface des cellules tumorales 
186

. Les 

macrophages, du fait de leur expression de récepteurs aux fragments Fc des anticorps, peuvent 

également reconnaître et ingérer les cellules tumorales recouvertes d’anticorps 
188,189

.  

Cependant, les signaux pro-phagocytiques reçus par les macrophages peuvent être 

contre-balancés par des signaux « don’t eat me » et permettre à la cellule tumorale d’échapper 

à la phagocytose. Par exemple, l’intégrine CD47, un marqueur du « soi » exprimé à la surface 

des cellules normales peut interagir avec la protéine SIRP" (Signal Regulatory Protein ") sur 

les macrophages et inhiber la phagocytose 
190,191

. Pour échapper au phénomène de phagocytose, 

certaines cellules tumorales, comme par exemple les cellules leucémiques, peuvent surexprimer 

l’intégrine CD47 à leur surface 
192,193

. Ces observations suggèrent que le rôle des macrophages 

dans l’immunosurveillance et la croissance tumorale est régulé par les différents signaux que 

procure le microenvironnement tumoral et la balance entre les signaux « eat-me » et « don’t eat 

me » présents à la surface des cellules tumorales. De plus, les TAMs de type M2 limitent la 

cytotoxicité du microenvironnement ce qui aide la croissance tumorale.  

 

3.3.2.4!Rôles immunosuppresseurs des TAMs 

 

L’immunosuppression au sein du microenvironnement tumoral est un mécanisme bien 

établi participant à la régulation de la croissance tumorale. Plusieurs études ont montré que les 

cytokines et protéases dérivées des TAMs, comme le TGF-ß, l’Il-10 et l’arginase 1 contribuent 

significativement à l’immunosuppression au sein du microenvironnement 
194–196

.  

Le TGF-ß joue un rôle crucial dans l’immunosuppression et agit à la fois sur les cellules 

de l’immunité innée comme sur les cellules de l’immunité adaptative. Le TGF-ß induit la 
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polarisation des macrophages de type M1 en macrophage de type M2, eux-mêmes responsables 

de la production de TGF-ß ce qui renforce l’immunosuppression au sein du 

microenvironnement 
197

. Le TGF-ß inhibe également l’activité cytolytique des cellules NK in 

vitro en régulant négativement leur expression membranaire du récepteur activateur NKG2D 

et NKp30, limitant ainsi leur réponse anti-tumorale 
198,199

. De surcroît, le TGF-ß diminue la 

migration des cellules dendritiques et augmente leur apoptose, ayant pour conséquence une 

diminution de la présentation des antigènes et donc une atténuation de la réponse immunitaire 

adaptative 
200,201

. Concernant la réponse immunitaire adaptative, le TGF-ß induit la 

différenciation des lymphocytes T CD4
+
 en lymphocytes Th2 participants à la régulation 

négative de l’immunité et donc à l’immunosuppression 
202

. En effet, le Dr Maeda et 

collaborateurs ont montré que l’injection d’anticorps neutralisants le TGF-ß dans des souris 

portant une tumeur du thymus permet aux macrophages de retrouver leurs fonctions et 

notamment leur capacité à produire du TNF-" et du NO 
203

. Ce traitement permet également de 

diminuer le taux d’Il-10 circulant en comparaison aux souris non traitées, indiquant que le TGF-

ß est responsable de la surproduction de la cytokine immunosuppressive Il-10 
204

. In vivo, la 

surproduction d’Il-10 médiée par le TGF-ß conduit au passage d’une réponse Th1/Th2 à une 

réponse Th2 en favorisant d’une part le développement des cellules T de type Th2 et d’autre 

part en inhibant la réponse Th1 via la sous-régulation de la production de cytokines et de 

l’expression d’Il2-R 
202

.  L’activité anti tumorale des lymphocytes T CD8
+
 est également 

inhibée par le TGF-ß. En effet, le TGF-ß permet de supprimer l’expression de différents gènes 

cytolytiques tels que les gènes codant pour les granzymes A, granzymes B, IFN-! et FAS ligand 

198,205
.  

 

L’Il-10 est une cytokine importante présente dans le microenvironnement tumoral et est 

exprimée par les TAMs, les LT CD8
+
 et les cellules tumorales. L’Il-10 est une cytokine 

considérée comme anti-inflammatoire et immunosuppressive favorisant l’échappement de la 

tumeur à la surveillance immunitaire. L’Il-10 dérivée des TAMs agit premièrement de manière 

autocrine sur les TAMs en supprimant l’expression d’Il-12, cytokine à potentiel anti-tumoral 

206
. L’Il-10 dérivée des TAMs prévient également la maturation des cellules dendritiques et 

augmente la différenciation des macrophages, diminuant ainsi la présentation des antigènes 

195,207
. L’Il-10 peut par ailleurs inhiber la libération d’IFN-!, facteur principal responsable de la 

stimulation des lymphocytes T naïfs, ce qui participe une fois de plus à l’évasion de la tumeur 

à la réponse immunitaire 
208

. Cependant, il n’existe pas de consensus scientifique portant sur 
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l’activité immunosuppressive de l’Il-10. En effet, certaines études ont montré que l’Il-10 

possède des propriétés stimulant l’immunité anti-tumorale 
209–211

. Par exemple, dans le cancer 

du poumon non à petites cellules de stade I, il a été montré que plus il y a de cellules CD8
+
/Il-

10
+
 infiltrées dans le microenvironnement, meilleure sera la survie totale 

209
. De plus, Lopez et 

collaborateurs montrent dans des modèles murins ectopiques de cancer colorectal (CT26) et 

mammaire (LM-3) que l’Il-10 et l’Il-12 agissent en synergie pour induire une réponse 

immunitaire anti-tumorale 
210

. Le rôle de l’Il-10 est donc sujet à controverse et nécessite d’être 

étudié plus précisément dans la thérapie du cancer. 

L’arginase 1, un marqueur de la polarisation des TAMs en phénotype M2, est hautement 

exprimée dans le microenvironnement tumoral. Elle catabolise la L-arginine en polyamine et 

proline, ayant pour conséquence la dérégulation des signaux en deçà du récepteur des cellules 

T (TCR) ce qui induit in fine une absence de réactivité des lymphocytes T CD8
+
 
196,212

. De plus, 

l’activation de l’arginase 1 est associée à une production d’H202 par les cellules suppressives 

dérivées des cellules myeloides (MSDCs). Les MSDCs présentent aux LT CD8
+
 des épitopes 

restreints et inhibent leur libération d’IFN-! à travers un contact dépendant de la production 

d’H202
213

.  

Enfin, plusieurs études ont montré que certaines cytokines jouent un rôle important dans 

l’immunosuppression. C’est le cas par exemple des chémokines CCL17 et CCL22, qui 

préviennent l’infiltration des lymphocytes T cytotoxiques et induisent la différenciation des LT 

en Treg et Th2 
150,214

. La chémokine CCL18 dérivée des TAMs a la capacité de recruter les 

lymphocytes T naïfs et de causer leur anergie 
130

. Une étude a également montré que les 

chémokines CCL2 et CCL5, responsables de l’attraction des monocytes au sein du 

microenvironnement, induisent la suppression de la réponse immunitaire dépendante des 

lymphocytes T 
195

. 

 

3.3.2.5!Rôles des TAMs dans la formation de métastases  

 

La formation de métastases est une des finalités évolutives du processus cancéreux. 

C’est un marqueur déterminant de la sévérité du cancer. Les cellules tumorales peuvent 

métastaser à travers les vaisseaux sanguins et les vaisseaux lymphatiques ce qui mène à la 

formation de tumeurs ectopiques dans d’autres organes. Le Dr Gorelik et ses collaborateurs 

furent les premiers auteurs à décrire le rôle promoteur des TAMs dans la formation de 

métastases. Après l’injection intraveineuse de cellules tumorales murines, ils ont observé une 

augmentation de la population de macrophages pendant la formation des nodules tumoraux 
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pulmonaires 
215

. Suite à ces travaux, une étude a démontré une relation synergique entre les 

cellules tumorales du sein et les TAMs dans la migration cellulaire 
216

. En effet, de par 

l’utilisation d’un modèle de migration cellulaire in vivo basée sur l’introduction d’aiguilles 

contenants des gradients d’EGF et de CSF-1 au sein de la tumeur et sur la microscopie 

intravitale multiphotonique, les auteurs montrent que l’interaction entre les macrophages et les 

cellules tumorales facilite la migration des cellules tumorales dans la tumeur primaire. Les 

gradients d’EGF et de CSF-1 contenus dans les seringues stimulent la migration des cellules 

tumorales et des macrophages dans les seringues sachant que les cellules tumorales n’expriment 

que le récepteur à l’EGF et les macrophages le récepteur au CSF1 uniquement. Depuis, d’autres 

études ont montré que le facteur de croissance épidermique (EGF) libéré par les TAMs interagit 

avec le CSF-1 relargué par les cellules tumorales promouvant ainsi la migration des cellules 

tumorales 
153

. De plus, de nombreuses études ont montré que les cellules malignes migrent 

toujours à proximité des TAMs, aidant ainsi les cellules tumorales à réaliser le processus 

d’intravasation 
217

. 

D’autre part, les TAMs semblent augmenter l’invasion des cellules tumorales au sein 

du microenvironnement. En effet, la co-culture de TAMs avec différentes lignées de cellules 

cancéreuses du sein augmente l’expression macrophagique de MMPs, et spécialement des 

MMP-2 et MMP-9 d’une manière dépendante du TNF-" 
218

. Les MMP-2 et MMP-9 sont 

responsables de la dégradation des protéines de la matrice extracellulaire et facilitent ainsi la 

formation de métastases 
163

. D’autres molécules dérivées des TAMs, telles que l’Il-1ß, la 

cathépsine B, Wnt5a et la sémaphorine 4D, ont été décrites pour promouvoir les métastases 
153

. 

L’invasion des cellules tumorales peut également être régulée par le biais de microARN 

dérivés des TAMs. Yang et collaborateurs ont montré que les macrophages peuvent transférer 

le miR-233 à des cellules tumorales du sein par le biais d’exosomes. Le miR-233 semble réguler 

l’invasion des cellules tumorales à travers la voie de signalisation mef2c-ß-catenin 
219

. 

Cependant, d’autres études sont nécessaires afin d’étudier ce mécanisme de transfert de miRNA 

dérivés des TAMs dans la progression tumorale. 
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Figure!17!:!Rôles!des!TAMs!en!fonction!des!signaux!donnés!par!le!

microenvironnement!tumoral.!(D’après!Ke!Jin!et!al.!Oncotarget!2017) 
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Les plaquettes sont décrites comme les cellules effectrices de l’hémostase et de la 

thrombose depuis plus d’un siècle. Cependant, ces dernières années, de nombreuses études ont 

pu établir un lien étroit entre l’immunité et la thrombose, processus dans lesquels les plaquettes 

participent activement via leurs capacités d’interaction multiples avec les cellules de l’immunité 

et les cellules endothéliales. De ce fait, les plaquettes sont impliquées dans de nombreux 

processus pathologiques inflammatoires tels que les maladies cardiovasculaires et le cancer.  

Depuis la première étude réalisée par le Dr Gasic et al. en 1968 
220

, montrant une 

corrélation entre le nombre de plaquettes circulantes et la formation de métastases, un nombre 

incroyable de publications ont rapporté une participation active des plaquettes dans la 

progression tumorale et particulièrement dans la formation de métastases. Alors que 

l’implication des plaquettes dans la formation de métastases est fortement documentée et bien 

établie, leur rôle dans la croissance tumorale est toujours sujet à controverse. En effet, de 

nombreuses études montrent que les facteurs libérés par les plaquettes sont responsables de la 

survie et de la prolifération des cellules tumorales, de l’angiogenèse tumorale et de 

l’augmentation des capacités d’invasion des cellules tumorales 
221,222

. A l’inverse, des études 

ont montré que les plaquettes, et les microparticules qui en dérivent peuvent diminuer la 

prolifération des cellules tumorales et induire leur apoptose 
223,224

. De plus, des études 

rétrospectives ont rapporté en 2012 dans la célèbre revue The Lancet, que la prise quotidienne 

d’antiplaquettaire telle que l’aspirine réduirait à long terme l’incidence du cancer et notamment 

du cancer colorectal, et la formation de métastases 
225

. Cependant, des études prospectives 

semblent indiquer que la prise quotidienne d’aspirine n’a aucun effet sur l’incidence du cancer 

226
. 

En s’appuyant sur ces observations contradictoires, et afin de comprendre le rôle des 

plaquettes dans le cancer colorectal, nous avons décidé d’étudier les interactions entre les 

plaquettes et les cellules de cancer colorectal et leurs conséquences sur la croissance tumorale 

et les métastases. Au cours de cette étude, nous avons fait l’hypothèse que les plaquettes 

pourraient jouer des rôles distincts en fonction de leur localisation intravasculaire ou 

intratumorale. En effet, la présence de plaquettes extravasées au sein du microenvironnement 

tumoral a été rapportée pour la première fois en 2012 dans un modèle murin de cancer des 

ovaires, puis décrite par la suite dans des modèles murins de cancers du sein et de mélanome 

47,48
. Nous avons donc, dans un premier temps étudié la présence de plaquettes dans le 

microenvironnement de tumeurs colorectales pour ensuite déterminer leurs rôles dans la 

croissance tumorale et la formation de métastases.  
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Paradoxical roles of platelets in colorectal cancer. 

Rôles paradoxaux des plaquettes dans le cancer colorectal 
 

Introduction 

 

Le cancer colorectal (CCR) est un problème de santé publique du fait de sa fréquence et de 

sa mortalité élevées (42152 cas en 2012 dont 17722 décès, données INCa). En effet, il se place 

en seconde position chez la femme, et en troisième chez l’homme après le cancer du sein, et les 

cancers du poumon et de la prostate. Ce cancer touche autant les deux sexes et survient le plus 

souvent après 50 ans. Le taux de mortalité qui lui est associé a diminué de 21% en 20 ans grâce 

aux progrès réalisés dans le diagnostic plus précoce et dans la prise en charge thérapeutique. 

Cependant en cas d’évolution métastatique (foie, poumon, cerveau) son pronostic est 

défavorable avec une survie globale à 5 ans passant alors de 90% à 55%.
227

.  

 

La relation entre thrombose et cancer a été établie pour la première fois par le Dr Armand 

Trousseau. En effet, ce dernier montre dès 1865 que la survenue de thrombophlébite peut être 

le signe d’une malignité viscérale occulte 
228

. Depuis, la maladie thromboembolique veineuse 

(MTEV) est connue pour être une des complications fréquentes chez les patients atteints de 

cancer (15 à 20%), et constitue la seconde cause de mortalité au cours de la progression de la 

maladie, après le cancer lui-même 
229–231

. Cependant l’incidence de la MTEV est fortement 

dépendante du type de cancer. En effet, son incidence dans les deux ans suivant le diagnostic 

du cancer varie de 20% dans le cas du cancer pancréatique, à 3% dans le cas du CCR 
231

.  

 

Comme décrit dans la revue n°1, « Impact of cancer on platelet production, activation and 

education and mechanisms of cancer associated thrombosis », le FT constitue le facteur 

principal responsable de l’état pro-coagulant observé chez les patients. En effet, le FT exprimé 

à la surface des cellules tumorales et de leurs microparticules, peut initier la cascade de 

coagulation et ainsi activer et agréger les plaquettes. Certaines cellules tumorales ont également 

la capacité de sécréter des agonistes plaquettaires, tels que l’ADP et la thrombine, participant 

ainsi à l’activation et l’agrégation des plaquettes dans la circulation
232–235

. Ce mécanisme 

d’activation et d’agrégation, appelé TCIPA pour Tumor Cell Induced Platelet Aggregation, 

participe activement à l’état pro-thrombotique observé chez les patients 
236

 mais pas seulement.  

La présence d’un état procoagulant / prothrombotique lié au développement d’un cancer est 

associée à une survie diminuée, en particulier chez les patients atteints de CCR métastatiques 
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237,238
. Au cours de la progression tumorale, un dialogue s’installe entre les plaquettes et la 

tumeur primaire. Le cancer lui-même est capable (i) d’activer la thrombopoïèse et d’augmenter 

la production de plaquettes et (ii) d’activer les plaquettes par différents mécanismes. 

L’élévation du nombre circulant de plaquettes, ou thrombocytose est observée dans 2,7 à 49,8% 

des patients atteints de cancer gastro-intestinaux et dans d’autres cancers tels que le cancer du 

rein, du sein, du cerveau, du colon et du rectum et enfin dans les cancers urogénitaux et est 

positivement associée à une survie diminuée 
48,239–242

. L’augmentation des molécules 

d’adhésion à la surface des plaquettes et du nombre de microparticules plaquettaires circulantes 

au sein des patients atteints de malignité témoigne également de l’activation plaquettaire au 

cours de la progression tumorale 
243

. Au-delà de sa conséquence sur la génération de thrombose, 

le TCIPA semble être un élément clé participant à la croissance tumorale mais également à la 

formation de métastases. En effet, l’activation plaquettaire permet la libération des nombreux 

facteurs de croissance et facteurs angiogeniques contenus dans leurs granules, tels que le PDGF, 

l’EGF et le VEGF, favorisant ainsi la croissance et l’angiogenèse tumorale. L’agrégation des 

plaquettes autour des cellules métastatiques permet de protéger la cellule cancéreuse vis à vis 

des hautes forces de cisaillement et du système immunitaire, et leur confère également des 

molécules d’adhésions pour interagir avec l’endothélium et s’extravaser dans le but de créer 

des foyers secondaires. La tumeur primaire tire donc avantage de l’activation des plaquettes. 

 

L’implication des plaquettes dans la formation de métastases est à ce jour bien établie 
244

. 

Dans différents modèles de cancer murins, l’inhibition pharmacologique de l’activation 

plaquettaire par le clopidogrel et le ticagrelor, deux inhibiteurs des récepteurs à l’ADP P2Y12, 

diminue significativement la formation de métastases 
245,246

. De plus, des méta-analyses 

réalisées sur plus de 17 000 patients, ont montré que la prise quotidienne d’aspirine réduit la 

formation de métastases à court comme à long terme, et notamment dans le cas du CCR 
225

.  

Les plaquettes expriment de nombreuses molécules d’adhésion et récepteurs 

glycoprotéïques, dont les intégrines "IIbß3, "6ß1 and "vß3, la GPIb", la P-sélectine et CLEC-2, 

leur permettant d’adhérer et d’interagir rapidement avec les cellules cancéreuses circulantes 
247–

254
.  En 2012, Dunne et collaborateurs ont découvert l’expression d’une nouvelle molécule 

d’adhésion à la surface plaquettaire, impliquée dans l’agrégation et la formation de thrombus, 

la cadhérine-6. La cadhérine-6, aussi appelée K-cadhérine, est une cadhérine de type II qui a la 

particularité de posséder un motif RGD lui permettant d’interagir de manière hétérophylique 

avec les intégrines, et notamment avec l’intégrine "IIbß3 
255

. Cette cadhérine est un gène cible 

du TGF-ß et a été décrite pour induire et promouvoir la TEM et les métastases dans des 
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carcinomes thyroidiens papillaires 
256,257

. Cependant, son implication dans les interactions 

plaquettes-cellules cancéreuses n’a jamais été étudiée. 

 

Alors que l’implication des plaquettes dans les métastases est fortement documentée, leur 

rôle dans la croissance tumorale est toujours sujet à controverse. En effet, de nombreuses études 

montrent que les plaquettes augmentent, dans un contexte circulatoire et par le biais des facteurs 

qu’elles sécrètent, la prolifération et la survie des cellules cancéreuses et leurs capacités 

d’invasion via l’induction d’une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) dépendante du 

TGF-ß qu’elles libèrent 
221,222,258

. Au contraire, d’autres études rapportent un effet anti-

prolifératif et/ou cytotoxique des plaquettes et des microparticules qui en dérivent sur les 

cellules cancéreuses 
223,224,259

. En effet, par exemple, le Dr Michael et ses collaborateurs ont 

montré récemment que les PMPs infiltrent les tumeurs solides de type colorectales et 

pulmonaires et via le transfert du miR-24 inhibent la synthèse d’ADN et induisent l’apoptose 

des cellules tumorales 
224

. Jusqu’en 2012, aucune étude ne s’était intéressée à la présence de 

plaquette intra-tumorale et à leur probable rôle dans le microenvironnement des tumeurs. Le Dr 

Stone et ses collaborateurs furent les premiers auteurs à décrire, dans un modèle de cancer 

ovarien, la présence de plaquettes intra-tumorales en dehors du compartiment vasculaire 
48

. 

Depuis, la présence de plaquettes intra-tumorales a été confirmée par l’équipe du Dr Li et 

collaborateurs qui montrent, dans des modèles murins de mélanome et de cancer du sein que 

les plaquettes intra-tumorales sont associées à la structure des vaisseaux et à la formation de 

métastases 
47

 . Récemment, une étude a montré que l’infiltration des plaquettes dans le 

microenvironnement tumoral du cancer ovarien fragilisé par des thérapies anti-angiogeniques 

est dépendante de la protéine FAK 
49

. 

 

Devant les différentes observations qu’apporte la littérature, nous avons décidé d’étudier (i) 

le rôle des interactions entre plaquettes et cellules cancéreuses au sein du microenvironnement 

tumoral de tumeurs colorectales et leurs effets sur la croissance tumorale et la formation de 

métastases et (ii) le rôle de la cadhérine-6 dans les interactions plaquettes - cellules de CCR. 

Pour cela nous avons développé un modèle de cancer colorectal syngénique ectopique chez la 

souris Balb/c, en utilisant la lignée de cellules de cancer colorectales murines, les CT26, que 

nous avons modifiées génétiquement de manière à ce qu’elles expriment la GFP et la luciférase 

(infection par des particules lentivirales), ainsi nommée CT26 GFP/Luciferase. Afin de 

confirmer les résultats que nous avons obtenus dans le modèle murin in vivo et in vitro et de 

faire le parallèle avec la pathologie humaine, nous avons également étudié les interactions entre 
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les plaquettes humaines et une lignée de CCR humaine, les HT29 et réalisé des études 

immunohistochimiques sur des coupes de tumeurs colorectales humaines commerciales. 
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Résultats – article « Paradoxical roles of platelets in colorectal cancer ». 

 

Les résultats de cette étude nommée « Paradoxical roles of platelets in colorectal cancer » 

ont été soumis dans le journal Blood et les auteurs sont Léa Plantureux, Diane Mège, Lydie 

Crescence, Stéphane Robert, Walid Ezzedine, Françoise Dignat-George, Laurence Panicot-

Dubois, Christophe Dubois. 

 

Brièvement, nous avons montré la présence de plaquettes extravasées au sein du 

microenvironnement des tumeurs colorectales et que celles-ci interagissent directement avec 

les cellules cancéreuses, de manière cadhérine-6 dépendante et TCIPA indépendante. Ces 

interactions induisent la génération de trois types de microparticules nommées iMPs qui 

expriment des marqueurs plaquettaires, des marqueurs tumoraux ou les deux. La présence de 

ces iMPs a été confirmée dans le plasma de patients atteints de cancer colorectaux. Dans le 

microenvironnement tumoral, les iMPs vectorisent des cytokines pro-inflammatoires ce qui 

induit le recrutement des macrophages et active leur fonction anti-tumorale, dont la 

conséquence est une diminution significative de la croissance tumorale via l’induction de P21. 

Au contraire, dans la circulation, ces iMPs sont capables d’activer les cellules endothéliales et 

via le transfert d’intégrine et l’induction de la TEM, de favoriser l’adhésion des cellules 

tumorales à l’endothélium, et donc les métastases.  
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GGCCCTCATCCACCCCACAGGGCTGAGCACAGGGGCTCTGGTGGCCATCCTTCTGTGCAT  60 

   A  L  I  H  P  T  G  L  S  T  G  A  L  V  A  I  L  L  C  

CGTGATCCTACTAGTGACAGTGGTGCTGTTTGCAGCTCTGAGGCGGCAGCGAAAGAAAGA  120  

I  V  I  L  L  V  T  V  V  L  F  A  A  L  R  R  Q  R  K  K            

GCCTTTGATCATTTCCAAAGAGGACATCAGAGATAACATTGTCAGTTACAACGACGAAGG  180  

E  P  L  I  I  S  K  E  D  I  R  D  N  I  V  S  Y  N  D  E 

TGGCGGAGAGGAAGACACCCAGGCCTTTGATATCGGAACCCTGAGGAACCCTGAAGCCAT  240  

G  G  G  E  E  D  T  Q  A  F  D  I  G  T  L  R  N  P  E  A 

GGAGGACAGCAAATCGCGCAGGGACATTGTGCCTGAAGCTCTTTTTCTACCCCGGCGGAC  300   

M  E  D  S  K  S  R  R  D  I  V  P  E  A  L  F  L  P  R  R           

TCCAACAGCTCGTGACAACACGGATGTCAGAGATTTCATTAACCAAAGGTTAAAGGAAAA  360  

T  P  T  A  R  D  N  T  D  V  R  D  F  I  N  Q  R  L  K  E             

TGACACGGACCCAACAGCCCCTCCTTACGACTCCTTGGCCACCTATGCCTACGAAGGCAC  420  

N  D  T  D  P  T  A  P  P  Y  D  S  L  A  T  Y  A  Y  E  G  

CGGCTCTGTGGCCGACTCCCTGAGCTCGCTGGAATCCGTGACCACGGATGGAGATCAAGA  480  

T  G  S  V  A  D  S  L  S  S  L  E  S  V  T  T  D  G  D  Q  

TTATGACTATTTGAGTGACTGGGGCCCTCGATTCAAAAAGCTGGCAGATATGTATGGAGG  540  

D  Y  D  Y  L  S  D  W  G  P  R  F  K  K  L  A  D  M  Y  G 

GATGGACAGTGACAAAGACTCC  561 

G  M  D  S  D  K  D  S  

 

B

C

Cdh6
Number+of+

sequenced+Nt

Number+of+

deduced+AA+
Identities Range NCBI+sequence+ID

cDNA 561 100% 1809+A+2369 BC107008.1

protein 187 100% 604A790 AAI07009.1

A

Supplemental Figure12
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Supplemental figure legends 

 

Supplemental figure 1. The colorectal cancer cell lines HT29 and CT26GFP/Luci did not 

induce platelet aggregation.  

A. Top. Representative graph of platelets aggregation on human washed platelets in presence 

of TRAP 25µM (green), or 0,5.10
6  

HT29 cells (blue). Bottom. Representative graph of 

platelets aggregation performed on plasma rich platelets (PRP) in presence of TRAP 25µM 

(green), or 0,5.10
6  

colorectal cancer
 
HT29 cells (blue), or 0,5.10

6 
pancreatic cancer BxPC3 

cells (red – positive control). B.  TF activity of human colorectal cancer HT29 cell line, 

murine colorectal cancer cell CT26 GFP/Luci and  human pancreatic cancer BxPC3 cell line. 

The datas are represented as mean value +/- SD in pM/cell (p-value < 0,05 ;n=3) . C. TFPI 

activity of human colorectal cancer HT29 cell line, murine colorectal cancer cell 

CT26GFP/Luci and human pancreatic cancer BxPC3 cell line. The datas are represented as 

mean value +/- SD in U/mL/cell (p-value < 0,001;n=3). All the experiments were performed 

at least three independent times. Two-tailed Mann-Whitney t-test, * p-value<0.05; ** p-

value<0.01*** p-value<0.001.  

 

Supplemental figure 2. Cadherin 6 expression by colorectal cancer cells HT29 and 

CT26.  

A. Representative image of the expression of cadherin-6 on HT29 cells assessed by 

immunofluorescence using indirect immunostaining with an unconjugated anti-human 

cadherin 6 IgG antibody (10 µg/mL) and AF488-conjugated anti-rabbit IgG secondary 

antibody (5 µg/mL). Cadherin-6 expression is depicted in green. Scale bar – 50 µm B. 

Nucleotide and deduced amino acids sequence corresponding to mus musculus cadherin-6 in 

CT26 cell line. Total RNA was extracted from the CT26 cell line, followed by RT-PCR using 



! 136!

SSVI retrotranscriptase and cadherin-6 forward and reverse primers. The cDNA was then 

sequence by sanger sequencing – myGATC biotec. C. Table containing the number of 

sequenced nucleotides and deduced amino acids, the percentage of identities with the 

cadherin-6 mRNA/protein, the position of the sequenced nucleotides and deduced amino 

acids in the NCBI sequence, and the NCBI sequence identity. 

 

Supplemental figure 3. Involvement of the cadherin-6 in the interactions between 

murine (A) and human (B) platelets and colorectal tumor cells in static conditions. 

A. Cadherin-6 inhibition significantly decreases the interaction of mice WPs (mWPs) with 

CT26GFP/Luci cells. The mWPs were incubated with blocking antibody against cadherin-6 

(40 µg/mL) and/or RGDV (100 µM) or control IgG (40 µg/mL) for 20 minutes before their 

addition to the CT26GFP/Luci cells. The results are expressed as the mean percentage of the 

interaction between the mWPs and CT26GFP/Luci cells in blocking conditions in comparison 

to the control after 60 minutes of interaction +/- SD. (p-value<0.05; n=3). Quantifications 

were performed on 10 fields per experiment using ImageJ software. B. Cadherin-6 inhibition 

decreases the interaction of hWPs with HT29 cells. The hWPs were incubated with blocking 

antibody against cadherin-6 (40 µg/mL) and/or RGDV (100 µM) or control IgG (40 µg/mL) 

for 20 minutes before their addition to the HT29 cells. The results are expressed as the mean 

percentage of the interaction between the hWPs and HT29 cells in blocking conditions in 

comparison to the control after 60 minutes of interaction +/- SD. (p-value<0.05; n=3). 

Quantifications were performed on 10 fields per experiment using ImageJ software. Two-

tailed Mann-Whitney t-test, * p-value<0.05; ** p-value<0.01*** p-value<0.001. 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 
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Le but de cette étude était de déterminer la présence de plaquettes dans le 

microenvironnement des tumeurs colorectales ainsi que leurs rôles dans la croissance tumorale 

et la formation de métastases. A l’aide des deux lignées de CCR humaine HT29 et murine 

CT26GFP/Luci, et d’un modèle ectopique de cancer colorectal chez la souris Balb/c, nous 

avons pu mettre en évidence un rôle paradoxal des plaquettes dans la progression du cancer 

colorectal. En effet, dans le microenvironnement tumoral, l’interaction plaquettes-cellules 

cancéreuses induit la libération et la vectorisation de différents cytokines pro-inflammatoires 

capables d’attirer les macrophages et d’activer leur fonction anti-tumorale ce qui conduit à une 

diminution significative de la croissance tumorale in vivo. Au contraire, dans un contexte 

circulatoire, l’interaction plaquettes-cellules cancéreuses permet (i) d’augmenter les capacités 

d’invasions des cellules cancéreuses via l’induction de la TEM et (ii) d’augmenter leur adhésion 

à l’endothélium par le biais du transfert de la sous-unité d’intégrine ß3 et de l’activation des 

cellules endothéliales médiée par les iMPs.  

Nous avons également montré l’implication des cadhérines dans les interactions 

plaquettes – cellules cancéreuses, et particulièrement celle de la cadhérine-6, ce qui n’avait 

jamais été décrit. 

 

Dans cette discussion, nous allons reprendre point par point les résultats que nous avons 

obtenus dans l’ordre suivant : 

 

1-! Présence de plaquettes intra-tumorales et interactions plaquettes-cellules 

cancéreuses cadhérine-6 dépendantes 

2-! Rôles des plaquettes et des iMPs dans la croissance tumorale 

3-! Rôles des plaquettes et des iMPs dans la formation de métastases  
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1.! Présence de plaquettes intra-tumorales et interactions plaquettes – cellules 

cancéreuses cadhérine-6 dépendantes 

 

Dans cette étude, nous avons montré la présence de plaquettes extravasées au sein du 

microenvironnement de tumeurs colorectales humaines et murines. En effet, en réalisant des 

immuno-marquages sur des coupes de tumeurs humaines et murines, nous avons pu montrer la 

présence de plaquettes en dehors des vaisseaux marqués par de l’isolectine B4 dans le cas des 

tumeurs murines, et par un anticorps anti-CD31 (PECAM) dans le cas des tumeurs humaines. 

L’analyse de ces tumeurs par microscopie confocale montre que ces plaquettes sont en 

interaction directe avec les cellules cancéreuses au sein du microenvironnement. La présence 

de plaquettes extravasées au sein du microenvironnement tumoral a été décrite pour la première 

fois en 2012 dans un modèle murin orthotopique de cancer ovarien. Dans cette étude, les auteurs 

montrent la présence de plaquettes en dehors des vaisseaux au sein du microenvironnement 

tumoral, phénomène absent des tissus sains ou inflammés comme le péritoine, indiquant la 

spécificité de l’extravasation dans le microenvironnement tumoral 
48

. 

 

La quantification des plaquettes extravasées au sein des tumeurs murines, nous a permis de 

mettre en évidence que l’extravasation a lieu préférentiellement en périphérie de la tumeur, 

zone où la densité vasculaire et l’apport nutritif sont plus importants comme en témoigne le 

niveau d’hypoxie dans ces tumeurs. Cette observation est plutôt cohérente étant donné que les 

plaquettes s’extravasent des vaisseaux pour passer dans le tissu tumoral. De plus, l’étude de Li 

et collaborateurs réalisée en 2014 montre que les plaquettes intra-tumorales sont associées à la 

structure des vaisseaux et aux métastases 
47

. En effet, dans des modèles murins de mélanome 

et de cancer du sein, la déplétion en plaquettes conduit à des fuites vasculaires via une altération 

de la densité et de la maturation des vaisseaux sanguins composants la tumeur et réduisant ainsi 

l’hypoxie de la tumeur. En l’absence de plaquettes, les taux intra-tumoraux des facteurs de 

croissances et pro-angiogeniques tels que le TGF-ß et le VEGF respectivement, et des 

métalloprotéases impliquées dans la dégradation matricielle, telles que la MMP-2 et la MMP-

9, sont significativement diminués comparativement aux tumeurs des souris contrôles. Dans 

leur modèle, la thrombocytopénie n’affecte pas la croissance tumorale mais réduit de manière 

significative le nombre de métastases pulmonaires. Les plaquettes sont riches en VEGF et en 

TGF-ß. Le VEGF est un facteur pro-angiogénique très fort, dont l’action sur l’angiogenèse 

tumorale a été décrite dans de nombreux cancers, tels que le cancer colorectal, le cancer du sein, 

le cancer du poumon et le cancer ovarien, et a mené aux développements d’anticorps 
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thérapeutiques monoclonaux anti-VEGF et des inhibiteurs de tyrosine kinase 
260,261

. Dans ces 

modèles, les plaquettes intra-tumorales participent donc activement à l’angiogenèse locale au 

sein du microenvironnement. 

 

Selon l’équipe du Dr Sood, l’extravasation des plaquettes est un processus actif et est 

dépendant de la protéine d’adhésion focale FAK, protéine régulatrice de la migration des 

plaquettes au sein du microenvironnement
49

. Dans cette étude, les auteurs montrent que l’arrêt 

des thérapies anti-angiogéniques dans un modèle de cancer ovarien est associé à une reprise 

accélérée de la croissance tumorale accompagnée d’une augmentation de l’hypoxie, de 

l’angiogenèse et de fuites vasculaires intra-tumorales. L’hypoxie induit la production d’ADP et 

augmente l’infiltration des plaquettes dans les tumeurs après la cessation de la thérapie. Au sein 

des souris dont les plaquettes sont déficientes en FAK comme des souris déplétées en 

plaquettes, la reprise de la croissance tumorale post cessation de thérapie anti-angiogenique est 

largement diminuée, indiquant un rôle essentiel des plaquettes extravasées dans ce rebond de 

croissance tumorale et l’implication de FAK dans l’extravasation des plaquettes. Par ailleurs, 

le Dr Cuiling Qi et ses collaborateurs ont montré que les plaquettes s’accumulent dans les 

tumeurs par un mécanisme dépendant de la P-sélectine. En effet, la déficience en P-sélectine 

ainsi que l’injection de P-sélectine soluble diminue significativement l’infiltration des 

plaquettes au sein de tumeurs issues de xénogreffes colorectales humaines et d’insulinome 

pancréatique spontané chez la souris Rip1-Tag2 
262

. Les tumeurs développées par les souris 

déficientes en P-sélectine dont l’infiltration plaquettaire est diminuée ont pour caractéristiques 

une diminution de la sécrétion de VEGF et de l’angiogenèse inhibant ainsi la croissance 

tumorale 
262

. Mécanistiquement la P-sélectine plaquettaire interagit via sa portion 

cytoplasmique avec la taline-1, interagissant à son tour avec la portion cytoplasmique de la sous 

unité d’intégrine ß3 ce qui active l’intégrine "IIbß3 et recrute les plaquettes dans les tumeurs 
262

. 

Dans ces modèles, via la promotion de l’angiogenèse, les plaquettes intra-tumorales semblent 

donc supporter la croissance tumorale, contrairement à ce que nous observons in vivo dans notre 

modèle. Cependant nous n’avons pas comparé la densité vasculaire au sein de nos tumeurs 

contrôles et tumeurs ayant interagit avec les plaquettes. Il serait donc intéressant de déterminer 

le rôle de l’interaction plaquettes – cellules de CCR sur l’angiogenèse tumorale dans notre 

modèle. Pour ce faire, nous pourrions dans un premier temps, traiter des cellules endothéliales 

avec les surnageants d’interaction et les iMPs afin d’étudier in vitro leur prolifération, leur 

migration et leur capacité à former des tubes ; et dans un second temps, évaluer in vivo, la 

densité vasculaire et la maturation des vaisseaux grâce à un modèle de matrigel plug assay. 
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Au cours de notre étude nous avons démontré pour la première fois l’implication de la 

cadhérine-6 dans l’interaction plaquettes-cellules cancéreuses de CCR. En effet, l’inhibition de 

la cadhérine-6 par des anticorps bloquants ou l’extinction de son expression via des short-

hairpin RNA, réduit significativement l’interaction des plaquettes avec les cellules cancéreuses 

de CCR humaines et murines in vitro, en condition statique et en condition dynamique. De plus, 

la diminution de la croissance tumorale induite par l’interaction plaquettes – CT26GFP/Luci 

est abolie lorsque l’expression de la cadhérine-6 est génétiquement supprimée. Cependant, 

l’interaction entre les plaquettes et les cellules de cancer colorectal n’est pas totalement inhibée 

lors du blocage de la cadhérine-6 indiquant que celle-ci n’est pas exclusive.  

 

D’autres molécules d’adhésion ont été décrites pour participer à l’interaction plaquettes –

cellules cancéreuses comme les intégrines, les sélectines et les mucines. Le Dr Karpatkin et ses 

collaborateurs furent les premiers auteurs à décrire l’implication des molécules d’adhésion dans 

l’interaction entre les plaquettes et les cellules cancéreuses in vitro et surtout dans la formation 

de métastases in vivo.  

En effet, l’utilisation de RGDV et d’anticorps bloquants l’intégrine plaquettaire αIIbβ3, 

impliquée dans l’agrégation des plaquettes avec le fibrinogène et les cellules cancéreuses lors 

du TCIPA, induit une diminution de 60% de l’interaction entre plaquettes et cellules de cancers 

colorectaux humains et murins HCT8 et CT26 respectivement in vitro et réduit de 50% les 

métastases pulmonaires in vivo. Dans cette étude, l’utilisation d’aspirine à des doses inhibant 

l’agrégation plaquettaire induite par l’ADP ou le collagène ex-vivo, n’a aucun effet sur les 

métastases pulmonaires. En revanche, la ticlopidine, un autre anti-plaquettaire, augmente 

significativement le nombre de métastases et la masse totale des tumeurs induites par les CT26 

247
. L’intégrine "vß3 exprimée à la surface des cellules tumorales, via sa liaison avec l’intégrine 

plaquettaire αIIbβ3 a également été décrite pour participer à l’interaction plaquettes-cellules 

cancéreuses et est impliquée dans la croissance tumorale et la formation de métastases in vivo 

248,249,263,264
. Récemment, Mammadova-Bach et collaborateurs ont montré que l’intégrine 

plaquettaire "6ß1 interagit directement avec la molécule ADAM-9 exprimée par les cellules 

cancéreuses colorectales MC-38 et mammaires AT3. L’interaction dépendante de l’"6ß1 est 

responsable de l’activation des plaquettes, de la sécrétion de leurs granules et promeut 

l’extravasation des cellules cancéreuses dans les tissus pulmonaires 
250

. Dans notre étude, 

l’inhibition des sous-unités d’intégrines ß3 et ß1 par du RGDV induit une diminution de 
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l’interaction entre les plaquettes et les cellules de CCR de 30% pour les CT26GFP/Luci et de 

20% pour les HT29 suggérant que les intégrines possédant le motif de liaison au RGD sont 

impliquées dans l’interaction plaquettes – cellules de CCR.  

 

La P-sélectine, exprimée à la surface des plaquettes activées, est connue pour médier 

l’adhésion des plaquettes à une grande variété de cellules tumorales humaines et murines, dont 

des cellules issues de cancer colorectal, du cancer du poumon, du cancer gastrique et de 

mélanome. De nombreuses évidences montre que la P-sélectine joue un rôle très important dans 

la croissance tumorale et la formation de métastases. En effet, dans différents modèles murins, 

la déficience en P-sélectine affecte l’infiltration des plaquettes dans les tumeurs solides, 

diminue la sécrétion de facteurs angiogeniques tel que le VEGF et diminue le nombre 

d’agrégats plaquettes-cellules cancéreuses dans la circulation ce qui réduit significativement la 

croissance tumorale et le homing des cellules cancéreuses dans les poumons 
251,262

.  

 

La podoplanine est une protéine surexprimée dans différents types de cancers dont les 

cancers colorectaux, de la vessie, et des poumons. Les plaquettes expriment le récepteur à la 

podoplanine, CLEC-2, leur permettant d’interagir avec les cellules cancéreuses ce qui les active 

et participe à la croissance tumorale et à la formation de métastases 
253,254,265–267

. Récemment, 

plusieurs anticorps monoclonaux ciblant ces interactions PDPN-CLEC2 ont été développés et 

inhibent la croissance tumorale induite par l’activation plaquettaire, les métastases, et la 

formation d’embolies plaquettes-cellules tumorales in vitro et in vivo 
268–270

. Enfin, la galectine-

3 a également été décrite pour participer à l’interaction entre les plaquettes humaines et la lignée 

de CCR humaine HT29 
271

. 

 

D’après ces études, les interactions entre plaquettes et cellules cancéreuses agissent 

positivement sur la croissance tumorale et la formation de métastases. Cependant, dans notre 

étude, nous montrons que l’interaction entre les plaquettes et les cellules cancéreuses de CCR 

HT29 et CT26 induit une diminution de la croissance tumorale in vivo. Le point commun entre 

toutes ces études est que l’interaction plaquettes cellules-cancéreuses induit une agrégation des 

plaquettes. Or, nous décrivons dans cette étude, un nouveau type d’interaction entre les 

plaquettes et les cellules cancéreuses de CCR totalement indépendante du TCIPA. La cinétique 

d’activation des plaquettes en interaction avec les cellules cancéreuses HT29 est également 

différente de ce qui est classiquement connu. En effet, dans notre étude, les plaquettes 

interagissent avec les cellules cancéreuses et ne commencent à s’étaler qu’à partir de soixante 
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minutes, montrant une activation tardive des plaquettes. De plus, d’après les résultats obtenus 

en CMF sur la génération de MPs plaquettaires au cours du temps, on note que la concentration 

en PMPs dans le surnageant d’interaction augmente significativement à partir de six heures 

d’interaction en comparaison au contrôle. Ceci indique donc que l’interaction cadhérine-6 

dépendante et TCIPA indépendante entre les plaquettes et les cellules de CCR HT29 et CT26 

active les plaquettes d’une manière non conventionnelle et retardée.  

 

En 2009, le Dr Steele et ses collaborateurs ont mis en évidence la présence des composants de 

la voie de signalisation canonique Wnt/ß-catenin au sein des plaquettes dont l’activation régule 

négativement les fonctions plaquettaires. En effet, le traitement des plaquettes humaines avec 

des activateurs de cette voie tel que Wnt3a, inhibe l’activation de l’intégrine "IIbß3, l’adhésion 

et l’étalement des plaquettes, leur agrégation et la sécrétion du contenu de leur granule dense 

via la régulation de l’activité des GTPases 
272,273

. De plus, il a récemment été démontré que la 

ß-caténine est étroitement associée aux jonctions adhérentes cadhérines dépendantes au sein 

des plaquettes et notamment à la cadhérine-6 
274

. Nous pouvons donc penser que l’interaction 

cadhérine-6 dépendante entre les plaquettes et les cellules cancéreuses induit un signaling 

régulant négativement l’activation des plaquettes. Il serait intéressant d’étudier les différentes 

voies de signalisation induites au cours de cette interaction afin de comprendre cette réponse 

plaquettaire non conventionnelle et retardée. Etant donné que l’interaction cadhérine-6 

dépendante n’est pas exclusive, il est probable qu’il y ait une compétition entre plusieurs voies 

de signalisation au sein des plaquettes, ce qui expliquerait ce délai de réponse. De plus, lors des 

expériences d’étalement en conditions bloquantes, nous avons pu observer que les plaquettes 

qui interagissent avec les cellules cancéreuses indépendamment de la cadhérine-6 s’activent et 

s’étalent avec une cinétique identique à ce que nous avons décrit dans la voie de signalisation 

dépendante de la cadhérine-6 (figure 18 – datas non publiées). En effet, les pourcentages de 

plaquettes étalées, normalisés par rapport au nombre total de plaquettes restantes suite à 

l’inhibition de la cadhérine-6, malgré un tendance à la diminution, ne diffèrent pas 

significativement de ceux obtenus dans la condition contrôle. Ceci suggère donc que la 

cadhérine-6 serait responsable de l’interaction initiale et que l’étalement des plaquettes serait 

dépendant d’autres molécules d’interactions. D’autres études seraient donc nécessaires pour 

comprendre en détail les molécules d’adhésion impliquées et les voies de signalisations induites 

au sein des plaquettes au cours de l’interaction entre les plaquettes et les cellules de CCR.  
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Par ailleurs, au cours de notre étude, nous avons également mis en évidence la production 

significative de trois types de microparticules, les PMPs, les TMPs et les T+PMPs à partir de 

six heures d’interaction entre les plaquettes et les cellules de CCR HT29. Comme en atteste les 

résultats du cytokine array, ces MPs sont riches en cytokines telles que l’Il-4, l’IFN-!, la CCL2 

et la CXCL12 responsables du recrutement et de l’activation des monocytes circulants avec des 

propriétés anti-tumorales soulignant un rôle inflammatoire et immunitaire des plaquettes dans 

le microenvironnement.  

Brown GT et collaborateurs ont montré en 2008 que les plaquettes peuvent initier la réponse 

de phase aiguë via leur production d’interleukine Il-1ß 
55,56

. Dans cette étude, la stimulation des 

plaquettes par du LPS induit une activation lente des plaquettes accompagnée de la libération 

de PMPs riches en Il-1ß. La production de PMPs riches en Il-1ß nécessite plusieurs heures, 

avec une augmentation significative de leur concentration de cinq fois par rapport au contrôle 

à partir de six heures de stimulation 
55

. L’activation lente induite par le LPS a par ailleurs été 

confirmée dans des études réalisées par l’équipe du Dr Cognasse 
275,276

. Cette équipe a 

également démontré que les plaquettes sont capables de moduler la production et la sécrétion 

de cytokines en fonction de la nature des agonistes, des récepteurs et des voies de signalisation 

mis en jeu 
275–278

. Ces observations suggèrent donc que les plaquettes peuvent réagir 

différemment en fonction de la réponse attendue, c’est-à-dire en fonction de leur implication 

dans l’hémostase et la thrombose (réponse rapide) ou dans l’inflammation et l’immunité 

Figure!18!:!La!cadhérine<6!n’est!pas!impliquée!dans!l’étalement!des!plaquettes!humaines!à!la!surface!

des!cellules!de!CCR!HT29.!Le!graphique!représente!le!pourcentage!de!plaquettes!étalées!à!la!surface!des!

HT29!après!180!minutes!d’interactions! en!conditions!bloquantes!ou!non! +//! SD! (p/value! :!ns! ;!n=4).! Les!

plaquettes!humaines!ont!préalablement!été! incubées!pendant!30!minutes!avec!un!anticorps!bloquant! la!

cadhérine/6!(20!et!40µg/mL)!et!du!RGDV!(100!µM)!avant!l’interaction.!Two/tailed!Mann/Whitney!t!test. 
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(réponse lente). Dans notre modèle, via leur production de MPs contenant des cytokines pro-

inflammatoires attirant les monocytes, les plaquettes jouent un rôle inflammatoire et 

immunitaire certain dans le microenvironnement tumoral. Il est probable que la cinétique 

d’interaction retardée que nous observons soit liée à l’activation du rôle immunitaire des 

plaquettes au cours de leur interaction avec les cellules de CCR humaines et murines au sein 

du microenvironnement.   

 

La cadhérine-6 est une glycoprotéine transmembranaire appartenant à la famille des 

cadhérines de type II. Cette cadhérine est principalement exprimée dans le rein et le système 

nerveux central, organes dans lesquels elle joue un rôle essentiel durant l’embryogenèse en 

participant à la différenciation mésenchymale/épitheliale nécessaire à la morphogenèse 
279–281

. 

En plus de son rôle au cours de l’embryogenèse, la cadhérine-6 a été décrite pour être 

surexprimée dans des cancers ovariens, des carcinomes rénaux et des carcinomes papillaires de 

la thyroïde (CPT) 
256,282,283

. Son expression est positivement corrélée avec l’agressivité de la 

tumeur 
284,285

. La cadhérine-6 est un gène cible du TGF-ß participant activement à la transition 

epithélio-mésenchymateuse et à la formation de métastases dans les CPT 
256

. L’équipe de 

Gugnoni M, via l’extinction de son expression par des siRNAs, a montré que la cadhérine-6 est 

impliquée dans l’architecture et la morphologie cellulaire, dans la prolifération cellulaire et 

dans la TEM en restreignant la voie autophagique. En effet, la perte d’expression de la 

cadhérine-6 change profondément l’architecture cellulaire, altère les modalités d’interactions 

intercellulaires et atténue les caractéristiques mésenchymales des cellules de CPT. En utilisant 

une stratégie de screening doubles hybrides chez la levure basée sur une librairie de cancers 

thyroïdiens, les auteurs ont montré que la cadhérine-6 interagit directement avec GABARAP, 

BNIP3 et BNIP3L et à travers ces interactions, la cadhérine-6 restreint l’autophagie et promeut 

la réorganisation du réseau mitochondrial via un mécanisme médié par DRP1 
257

. Comme la 

VE-cadhérine, et la cadhérine-17, appartenant au même type de cadhérine, la cadhérine-6 

possède un motif RGD, lui permettant d’interagir de manière hétérophylique avec des intégrines 

286,287
. En 2012, le Dr Dunne et ses collaborateurs furent les premiers à montrer l’expression et 

le rôle de la cadhérine-6 des plaquettes dans l’agrégation "IIbß3 dépendante et la formation des 

thrombi in vitro 
255

. Cependant, avant notre étude, son rôle dans l’interaction plaquettes – 

cellules cancéreuses n’avait jamais été étudié. Comme nous avons pu le voir et le discuter 

précédemment, la cadhérine-6 est impliquée dans l’interaction entre les plaquettes et les cellules 

de CCR HT29 et CT26 in vitro, en condition statique et en condition dynamique, et in vivo, 

mais pas seulement. En utilisant des clones de CT26GFP/Luci infectés par des particules 
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lentivirales codant pour des shRNA dirigés contre la cadhérine-6 ou des shRNA contrôles ayant 

le même taux de prolifération, notre modèle murin de CCR nous a également permis de mettre 

en évidence un rôle certain de la cadhérine-6 dans la croissance tumorale. En effet, la perte 

d’expression de la cadhérine-6 est responsable d’une diminution de 70% de la croissance 

tumorale in vivo, en comparaison aux cellules CT26GFP/Luci shRNA contrôles (Figure 19 – 

datas non publiées). Son implication dans la progression tumorale et sa surexpression dans les 

tumeurs agressives de CPT, de carcinomes rénaux et ovariens ont mené au développement 

d’anticorps ciblant la cadhérine-6 dont les résultats sont très prometteurs avec une régression 

de 40% des tumeurs in vivo, dans des modèles de xénogreffes de tumeurs humaines de CPT 

issues de patients 
288

. Cependant, peu d’études portent sur le rôle de la cadhérine-6 dans la 

croissance tumorale, et en fonction du modèle, son rôle semble être contradictoire. En effet, 

une étude a rapporté un rôle suppresseur des tumeurs de la cadhérine-6 dont l’expression est 

diminuée par le miR-429 lui-même dérégulé de manière épigénétique dans le 

cholangiocarcinome 
289

. 

En plus de son rôle dans l’interaction plaquettes-cellules de CCR, dans la TEM et la 

formation de métastases, la cadhérine-6 est donc également impliquée dans la croissance 

tumorale. Cependant, les mécanismes moléculaires sous-jacents restent à déterminer dans de 

futures études. 
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Figure! 19! :! La! cadhérine<6! est! impliquée! dans! la! croissance! tumorale! du! CCR.! Le! graphique!

représente!le!volume!moyen!des!tumeurs!de!CCR!en!présence!(CT26!GFP/Luci!shRNA!control)!ou!en!

l’absence!d’expression!de!la!cadhérine/6!(CT26!GFP/Luci!shRNA!cdh6)!en!fonction!du!temps!+//!SD!(*!p/

value<0,05!**!p/value<0,01!;!n=6!pour!chaque!groupe).!L’inhibition!de! l’expression!de!la!cadhérine/6!

réduit! de! 70%! le! volume! des! tumeurs! après! 24! jours! de! croissance! en! comparaison! aux! tumeurs!

contrôles.!Two!tailed!Mann!Whitney!t!test. 
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2.! Rôles des plaquettes et des iMPs dans la croissance tumorale 

 

2.1!Attraction et activation des fonctions anti-tumorales des macrophages au sein du 

microenvironnement médiées par l’interaction plaquettes-cellules de CCR. 

 

In vivo, l’interaction entre les cellules de CCR CT26GFP/Luci et les plaquettes induit une 

diminution significative de la croissance tumorale. En effet, les tumeurs générées à partir de 

CT26GFP/Luci ayant interagit préalablement avec les plaquettes in vitro sont significativement 

plus petites que les tumeurs contrôles. Cependant, comme en atteste l’expression de 

P21(Waf1/Cip1) et le pourcentage de cellules apoptotiques obtenus par CMF, les plaquettes 

seules n’ont aucun effet sur la prolifération et l’apoptose des cellules cancéreuses in vitro, 

suggérant que la diminution de la croissance tumorale n’est pas un effet cytotoxique direct des 

plaquettes sur les cellules cancéreuses. Pourtant, contrairement à ce que nous observons, 

l’équipe de Ibele a montré que les plaquettes, ajoutées à un ratio 4 :1 (plaquettes : cellules 

cancéreuses) via les produits qu’elles sécrètent, peuvent exercer un effet cytotoxique 

directement sur les cellules cancéreuses de mélanome et de carcinome rénal 
259

. L’interaction 

des plaquettes avec des cellules leucémiques L1210, ainsi que l’incubation de ces cellules avec 

les facteurs solubles libérés par les plaquettes, induit quant à elle une diminution de la 

prolifération cellulaire via l’inhibition de la synthèse d’ADN, sans faire intervenir de 

mécanismes cytotoxiques ou apoptotiques 
223

. L’étude du Dr Michael et collaborateurs montre 

par ailleurs un mécanisme de régression tumorale médié par les PMPs infiltrées dans le 

microenvironnement tumoral de tumeurs pulmonaires et colorectales. Au cours de cette étude, 

les auteurs démontrent que les PMPs infiltrées dans le microenvironnement délivrent le 

miRNA-24 au sein des cellules tumorales responsable de dysfonctions mitochondriales et de 

l’apoptose des cellules tumorales in vivo 
224

.  

D’autre part, de nombreuses études montrent que les plaquettes, via les facteurs de 

croissance et les facteurs angiogeniques qu’elles sécrètent, augmentent la prolifération et la 

survie des cellules tumorales. En effet, par exemple, le PDGF libéré par les plaquettes suite à 

leur activation est impliqué dans l’accélération de la croissance de tumeurs métastatiques du 

cancer du sein 
290,291

. De plus, le TGF-ß1 dérivé des plaquettes a été décrit pour induire la survie 

et augmenter la prolifération des cellules cancéreuses ovariennes humaines et murines 
292

. En 

plus des facteurs de croissance, les agonistes que les plaquettes sécrètent suite à leur activation 

comme la thrombine, l’ADP et le TXA2, agissent positivement sur la prolifération des cellules 
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tumorales. En effet, Cho et collaborateurs ont montré que l’inhibition pharmacologique du 

récepteur P2Y12 par l’action du ticagrelor, réduit la croissance de tumeurs ovariennes de 60% 

en comparaison à l’aspirine, et de 75% en comparaison aux tumeurs des souris traitées par des 

placebos 
293

. De la même manière, l’inhibition de l’activité de la thromboxane synthase comme 

de la thrombine permet de réduire la prolifération et la croissance tumorale 
294–296

.  

Les méthodes d’isolation des plaquettes ainsi que les rapports plaquettes – cellules 

cancéreuses utilisés diffèrent totalement entre les études, un point critique qui pourrait expliquer 

ces effets totalement contradictoires sur la croissance tumorale. Le ratio plaquettes-cellules 

cancéreuses est d’ailleurs un des points limites de notre étude car nous n’avons utilisé qu’un 

seul ratio de 50 : 1 plaquettes : cellules cancéreuses dans toutes nos expériences. Il serait donc 

intéressant de tester d’autres ratios et de déterminer si les effets observés sont similaires à ceux 

que nous avons obtenus avec le ratio 50 :1. De la même manière que pour la production de 

MPs, un protocole standardisé pour la production et la préparation de plaquettes humaines et 

murines devrait peut-être être proposé lors des sous-comités de l’ISTH, afin de lever les 

incertitudes liées au protocole lui-même. 

 

La diminution de la croissance tumorale induite par l’interaction plaquettes-cellules de CCR 

apparaît à partir du dix-huitième jour seulement après l’induction de la tumeur, ce qui nous a 

poussé à étudier les populations immunitaires constituants les deux groupes de tumeurs par 

immunohistochimie. Après analyses des neutrophiles et des macrophages au sein du 

microenvironnement par des marquages Ly6G et F4/80 respectivement, nous avons montré la 

présence accrue de macrophages F4/80 positifs dans les tumeurs générées à partir de 

CT26GFP/Luci ayant interagit préalablement avec les plaquettes en comparaison aux tumeurs 

contrôles. Les pourcentages de neutrophiles intra-tumoraux ne diffèrent pas entre les deux 

groupes de tumeurs. En réalisant des expériences de migration cellulaire en transwell, nous 

avons pu montrer que les produits libérés au cours de l’interaction entre les plaquettes et les 

cellules cancéreuses sont capables d’attirer et de faire migrer les monocytes. En effet, le 

surnageant d’interaction entre plaquettes et cellules de CCR durant six heures et les MPs 

purifiées à partir de ces surnageants (iMPs) augmentent de six fois et de trois fois 

respectivement la transmigration des monocytes en comparaison au contrôle milieu seul, 

indiquant une participation active des interactions plaquettes-cellules cancéreuses et des iMPs 

dans l’attraction des monocytes au sein du microenvironnement. De plus, comme l’illustre la 

figure 20 (datas non publiées), les macrophages retrouvés au sein des tumeurs générées à partir 

de CT26GFP/Luci ayant interagit avec les plaquettes, sont à proximité des plaquettes intra-
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tumorales, ce qui confirme le rôle des plaquettes intra-tumorales dans l’attraction des 

monocytes circulants. Afin de comprendre l’implication des plaquettes et des iMPs dans 

l’attraction des monocytes, nous avons réalisé un cytokine array sur les surnageants 

d’interaction et les iMPs, perméabilisés ou non. Les chémokines CXCL12 (ou SDF-1) et CCL2 

(ou MCP-1), connues pour leur rôle dans l’attraction des monocytes sont retrouvées dans le 

iSN et dans les iMPs lorsque ceux-ci sont perméabilisés, et absentes en condition non 

perméabilisées, indiquant qu’elles sont exclusivement véhiculées au sein des iMPs. On retrouve 

la chémokine RANTES dans les iSN et iMPs, mais également dans le surnageant des plaquettes 

seules, indiquant que la source de RANTES est exclusivement plaquettaire et que sa libération 

n’est pas due à l’interaction plaquettes-cellules de CCR. Ces trois chémokines sont connues 

pour attirer les leucocytes dans différentes conditions pathologiques comme les infections 

bactériennes et l’athérosclérose. Dans le microenvironnement tumoral, la chémokine CCL2, 

également produite par les cellules tumorales, les macrophages et les fibroblastes a été décrite 

comme essentielle pour le recrutement des macrophages 
146,147

. D’autres chémokines, telles que 

CCL3, CCL4, CCL5 (RANTES), CCL7, CCL8, CXCL12 (SDF-1) et cytokines incluant le 

VEGF, le PDGF et l’Il-10 ont aussi été décrites pour induire le recrutement des macrophages 

au sein du microenvironnement tumoral 
130,149–151

. 

 

 

 

 

 

 

 

Macrophages! Plaquettes!intra<tumorales Overlay!avec!GFP 

Figure!20!:!Présence!de!macrophages!à!proximité!des!plaquettes!intra<tumorales.!Images!représentatives!de!la!

présence!de!macrophages!et!de!plaquettes! intra/tumorales!à!proximité!dans! le!microenvironnement!tumoral.!Ces!

images! ont! été! obtenues! par!microscopie! confocale! après!marquage! des! coupes! de! tumeurs! de! CCR! issues! de!

CT26GFP/Luci!à!l’aide!d’un!anticorps!dirigé!contre!le!F4/80!murin!spécifique!des!macrophages!(bleu!–!gauche)!et!d’un!

anticorps!anti/GP1b!murin!spécifiquement!dirigé!contre!les!plaquettes!murines!(rouge!–!milieu).!L’image!de!droite!

correspond!à! l’overlay!des! signaux!obtenus!pour! les!macrophages,! les!plaquettes!et! le!microenvironnement!GFP!

(vert).! 
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 En fonction des signaux qu’ils reçoivent, les monocytes circulants qui s’infiltrent dans 

la tumeur primaire pour devenir in fine des TAMs vont se polariser soit en type M1 soit en type 

M2 et ainsi avoir des effets totalement opposés. En effet, comme cela a été abordé en 

introduction, il existe deux phénotypes de TAMs, (i) les TAMs classiques aussi appelés type 

M1, activés par les cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFN-! et le TNF-", les ligands des 

TLRs et les agonistes de NOD ayant des fonctions anti-tumorales et (ii) les TAMs alternatifs 

ou type M2, activés par les interleukines Il-4 et Il-13 ayant des fonctions immunosuppressives 

et pro-tumorales. Dans notre étude, nous avons montré que les iMPs, au-delà de leur fonction 

dans l’attraction des monocytes par le biais de chémokines, véhiculent des cytokines pro-

inflammatoires telle que l’IFN-! et l’interleukine Il-4 capables d’activer les fonctions anti-

tumorales des monocytes. Bien que l’Il-4 soit décrite pour induire un phénotype M2, une étude 

a montré que comme l’IFN-!, l’Il-4 est capable d’activer les fonctions anti-tumorales des 

macrophages murins en induisant la production de TNF-" et de NO 
297

. De plus, dans notre 

étude, l’interaction des monocytes humains avec les cellules de CCR humaines HT29 en 

présence ou non de plaquettes induit l’expression de P21 (Waf1/Cip1) et réduit la 

phosphorylation de la PRb au niveau des résidus 807 et 811, témoignant d’un arrêt du cycle 

cellulaire. En accord avec nos résultats, une étude a montré que l’addition d’IFN-! et de lignées 

cellulaires tumorales, les A375 (mélanome) et les HT29 (CCR), à des monocytes induit la 

libération de TNF-" et augmente la cytotoxicité et la lyse des cellules tumorales 
182

. L’activité 

cytotoxique des monocytes activés à l’IFN-! a également été observée dans d’autres lignées 

tumorales humaines. En effet, la co-culture de monocytes activés à l’IFN-! avec les cellules 

d’osterosarcome HOS, de mélanome LOX, et du cancer du poumon A549 inhibent jusqu’à 95% 

la croissance tumorale 
183

. Les résultats du cytokine array indiquent que l’INF-! et l’Il-4 sont 

présentes exclusivement dans les MPs, indiquant que l’activation des fonctions anti-tumorales 

des monocytes sont très certainement médiées exclusivement par les iMPs. En 2011, Vasina et 

collaborateurs ont montré que les PMPs issues de plaquettes apoptotiques induisent la 

différenciation des monocytes en macrophages de type M2 
298

. Il serait donc intéressant dans 

une future étude, à l’aide de différents marqueurs, de déterminer et de différencier le phénotype 

des macrophages au sein de nos tumeurs de CCR primés ou non avec les plaquettes. Dans notre 

cas, comme l’indiquent les résultats obtenus en CMF, la concentration en PMPs dans le contrôle 

plaquette seule est significativement plus basse que celle obtenue dans le iSN à six heures 

indiquant que les PMPs relarguées dans le iSN ne sont pas issues de plaquettes apoptotiques. 

Par ailleurs, il a récemment été montré que les PMPs sont internalisées par les macrophages 
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humains, dans lesquels elles délivrent le miR-126-3p ayant pour conséquence une altération de 

l’expression de certains gènes et mènent à un phénotype phagocytique du macrophage 
299

. Dans 

notre modèle, il serait intéressant de déterminer les différents miRNA présents dans les iMPs 

et leurs effets sur les monocytes ainsi que sur les cellules tumorales afin d’améliorer notre 

compréhension de tous les mécanismes mis en jeu dans le microenvironnement tumoral. 

 

2.2!Activation des fonctions anti-tumorales des TAMs et immunothérapie 

 

Les rôles des TAMs dans la croissance tumorale sont controversés. En effet, dans la 

plupart des cancers et surtout dans le cancer du sein, du col de l’utérus et du rein, les TAMs 

sont polarisés en phénotype M2 et leur infiltration est positivement corrélée avec la prolifération 

des cellules tumorales
171,172

. Cependant, dans le CCR, les TAMs sont décrits comme pro-

inflammatoires et jouent des rôles anti-tumoraux ce qui en fait un facteur de bon pronostic 

142,143
. De manière intéressante, nous avons retrouvé la présence des iMPs dans le plasma de 

treize patients atteints de CCR ainsi que dans le microenvironnement de tumeurs primaires 

humaines de CCR. Il serait donc intéressant dans de futures études de caractériser par cytokine 

array la composition des iMPs issues de patients atteints de CCR et de leurs tumeurs afin de 

confirmer leurs rôles dans l’activation des fonctions anti-tumorales des TAMs in vivo dans 

l’histoire naturelle de la pathologie humaine.  

 

L’activation des fonctions anti-tumorales des TAMs représente une stratégie 

thérapeutique intéressante. De plus, comme nous avons pu le voir en introduction, les TAMs 

constituent un obstacle majeur à l’immunothérapie actuelle basée sur la réponse anti-tumorale 

lymphocytaire T. Des études pré-cliniques et cliniques se sont donc intéressées au potentiel 

thérapeutique du reprogramming des TAMs. Reprogrammer les TAMs aurait un rôle double 

avec d’une part l’activation des propriétés anti-tumorales des TAMs de type M1 et d’autre part 

la levée de l’immunosuppression imposée par les TAMs sur la réponse anti-tumorale des 

lymphocytes T. Dans ce but, différentes stratégies thérapeutiques ont été testées. 

 

D’une part, les cytokines pro-inflammatoires telles que l’INF-! et le TNF-", sont 

connues pour induire les propriétés anti-tumorales des macrophages. Basées sur cette 

observation, des études se sont intéressées à la capacité des liposomes encapsulés à délivrer 

spécifiquement des signaux activant les macrophages in vivo. Par exemple, l’administration 

systémique de liposome contenant des agonistes de NOD2, tel que les muramyldipeptides, 



! 152!

permet aux macrophages alvéolaires d’acquérir des propriétés tumoricides, devenant alors 

capables d’éradiquer des métastases spontanées pulmonaires et nodales établies 
300

. Dans un 

essai clinique de phase I, l’administration intraveineuse de liposomes encapsulés contenant des 

phosphatidylethanolamine muramyltripeptides induit la production de monocytes circulants 

possédants une activité tumoricide 
301

. Dans une autre étude randomisée de phase III, cette 

approche en combinaison avec de la chimiothérapie a montré une amélioration de la survie 

totale des patients atteints d’ostéosarcomes 
302

. Toujours dans le but de délivrer des signaux 

activateurs des propriétés tumoricides des TAMs, une étude a montré que l’administration 

intravésicale du bacille de Calmette et Guerin atténué pour le traitement du cancer de la vessie 

active les macrophages via le TLR2 qui deviennent alors pro-inflammatoires et tumoricides 

303,304
. Au vu de nos résultats, nous pourrions imaginer que l’injection de MPs riches en INF-!, 

seule ou en combinaison de chimiothérapie pourrait être efficace pour faire régresser les 

tumeurs de CCR.  

De plus, l’administration systémique d’anticorps monoclonaux spécifiques et agonistes 

du CD40, récepteur exprimé à la surface des macrophages et d’autres cellules hématopoïétiques 

et non hématopoïétiques, potentialise l’activité anti-tumorales des macrophages dans un modèle 

cliniquement relevant d’adénocarcinome ductal pancréatique (PDAC) et chez des patients 

atteints de PDA a des stades avancés. Dans ces études, l’administration de ces anticorps permet 

d’induire une réponse inflammatoire systémique rapide marquée par des taux élevés d’IFN-! et 

de TNF-", pouvant ainsi reprogrammer les TAMs. Les TAMs ayant répondu à l’administration 

de l’anticorps agoniste spécifique du CD40, s’infiltrent rapidement dans le 

microenvironnement et facilitent la déplétion de collagène, soit diminuent la fibrose, 

caractéristique courante du microenvironnement du PDAC, menant à la réduction de la tumeur 

305,306
. Dans notre étude, l’interaction entre les plaquettes et les cellules de CCR induit la 

libération de CD40L soluble directement dans le surnageant et sous forme de microparticules. 

Comme pour le PDA, il est probable que le CD40L soluble interagisse avec son récepteur à la 

surface des monocytes et potentialise leur activité anti-tumorale.  

 

 

Enfin, l’une des stratégies thérapeutiques des plus intéressantes est de reprogrammer les 

TAMs de manière à inverser le contexte immunosuppresseur présent dans les tumeurs. En effet, 

comme nous avons pu le voir, les TAMs jouent un rôle immunosuppresseur important dans le 

microenvironnement tumoral. Par exemple, les TAMs peuvent exprimer différentes enzymes 

métabolisant des acides aminés telles que l’indeolamine 2,3 dioxygenase 1 (IDO-1), la nitric 
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oxyde synthase 2 (NOS2) et l’arginase, qui génèrent des métabolites inhibant la réponse 

immunitaire des LT 
307

. Les TAMs produisent également des espèces réactives de l’oxygène et 

du nitrogène, perturbant la liaison du TCR des LT aux CMH présentant les antigènes et aux 

cellules tumorales. De plus, à travers la production de facteurs solubles immunosuppresseurs 

comme le PGE2, le TGF-ß1 et l’Il-10 et l’expression de molécules contrôlant la réponse 

immunitaire, telles que la PD-L1 (CD174) et la galectine-9, les macrophages peuvent supprimer 

l’activation de la réponse immunitaire dépendante des LT 
126,308

. Les stratégies ayant pour but 

d’inverser le comportement immunosuppresseur des macrophages peuvent donc représenter 

une nouvelle approche thérapeutique pour restaurer l’immunité anti-tumorale des LT dans le 

cancer.  

Par exemple, l’inhibition du colony stimulating factor I receptor (CSFR1) induit une 

modification de la signature génétique et phénotypique des TAMs pro-tumoraux en TAMs anti-

tumoraux, prolongeant ainsi la survie des souris portant des tumeurs 
309

. Dans un modèle de 

cancer du sein, ce blocage, lorsque combiné avec des agents chimio-thérapeutiques, permet de 

promouvoir l’immuno-surveillance médiée par les LT CD8+ cytotoxiques 
310

. De surcroît, 

l’utilisation d’anticorps bloquant la voie de signalisation de PD-1/PD-L1 a montré une 

amélioration de l’activation des lymphocytes T médiée par les macrophages dans un modèle 

d’adénocarcinome hépatique 
311

.  

En conclusion, lorsque les macrophages sont correctement éduqués, ceux-ci peuvent 

médier une activité anti-tumorale en ciblant des composants essentiels du microenvironnement : 

les cellules tumorales, les vaisseaux associés à la tumeur, la fibrose associée à la tumeur et la 

réponse immunitaire. Reprogrammer les TAMs de manière à activer leur réponse anti-tumorale 

représente donc une stratégie thérapeutique intéressante. Toutes ces observations ont mené au 

développement de différents outils thérapeutiques ayant pour but de restaurer et/ou de générer 

de novo la réponse immunitaire anti-tumorale chez les patients, stratégie appelée 

immunothérapie.  

 

A ce jour, les immunothérapies les plus avancées au niveau clinique sont les anticorps 

monoclonaux modulant l’activité des LT via le blocage de voies de signalisation inhibitrices 

qui agissent comme des points de contrôles immunologiques. Les activités anti-tumorales 

prometteuses des anticorps monoclonaux ciblant les protéines impliquées dans le contrôle de la 

réponse immunitaire, tel que la cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4), la programmed 

cell death protein 1 (PD-1) et le ligand de PD-1 (PD-L1), ont mené à une approbation 

réglementaire de ces agents pour le traitement de différents types de cancer. Le premier 
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traitement à avoir été approuvé était l’anticorps anti-CTLA-4 appelé Ipilimumab dans le 

traitement du mélanome métastatique ou non résécable.  

 

Cependant, certains patients ne répondent pas ou sont réfractaires à ce genre de 

thérapies. Le contexte immunologique de chaque tumeur, appelé « immunoscore » semble être 

un facteur pronostic de la réponse à la thérapie dans différents types de cancers, incluant le 

mélanome et le CCR
312–314

. Les études histologiques ont permis de faire avancer notre 

compréhension de l’impact des cellules immunitaires au sein du microenvironnement sur les 

réponses aux immunothérapies des différents patients. Brièvement, trois types de 

microenvironnement sont décrits en fonction du profil des cellules immunitaires dans la tumeur 

: le microenvironnement chaud (hot) ayant des LT CD8+ et des cellules NK pré-existantes, le 

microenvironnement froid (cold) dont l’infiltration en LT est faible, et le microenvironnement 

immunosuppresseur riche en cellules immunosuppressives telles que les MSDCs 
315

.  

 

Récemment Tumeh et collaborateurs ont montré qu’une meilleure infiltration des LT 

cytotoxiques CD8
+
 corrèle avec une réponse clinique aux traitements utilisant les anticorps 

monoclonaux précédemment décrits
316

. Les observations cliniques concernant l’impact du 

profil des cellules immunitaires du microenvironnement sur la réponse à l’immunothérapie ont 

été validées dans des modèles précliniques. En effet, les modèles de cancer à 

microenvironnement chaud (incluant les cellules de CCR CT26 et les cellules du cancer rénal 

RENCA) sont plus répondeurs aux anticorps monoclonaux anti-CTLA-4 et anti PD-1 en 

comparaison aux modèles de cancer à microenvironnement immunosuppresseur (incluant les 

cellules 4T1, B16F10 AP-3, LL/2 et MC38) 
317

. Cette étude montre que les CT26 ont un 

microenvironnement riche en cellules cytotoxiques et en cytokines pro-inflammatoires telles 

que l’Il2, INF-!, le TNF-" et l’Il-1ß comparativement aux microenvironnements 

immunosuppressifs riches en cytokines immunosuppressives Il-4 et Il-10. Il est donc probable 

que le rôle des TAMs et leur fonction anti-tumorale directe ou médiée par les LT soit liés au 

type de microenvironnement généré par les caractéristiques propres de chaque lignée cellulaire. 

Dans notre modèle, il serait intéressant de quantifier et de comparer les LT CD8+ cytotoxiques 

infiltrés dans les tumeurs issues de CT26GFP/Luci ayant interagit avec les plaquettes et les 

tumeurs contrôles. De cette manière, nous pourrions déterminer si la diminution de la croissance 

tumorale in vivo est médiée exclusivement par l’activité antitumorale directe des TAMs ou si 

ceux-ci, via leur capacité à moduler la réponse adaptative, recrutent et activent également les 

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques dans le but de faire régresser la tumeur.!
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En plus des anticorps monoclonaux ciblant les points de contrôles immunologiques, de 

nouvelles approches thérapeutiques se développent pour traiter le cancer, et notamment les 

cancers résistants aux immunothérapies actuellement disponibles. C’est le cas du MEDI9197, 

agoniste potentiel des TLR7 et TLR8, induisant la production de cytokines pro-inflammatoires 

à travers l’activation des cellules myéloïdes et lymphoïdes 
315

. Dans des modèles précliniques 

murins, l’administration intra-tumorale du MEDI9197 induit une réponse inflammatoire locale 

caractérisée par la surexpression de gènes associés à l’activation de la réponse immunitaire 

innée et adaptative dans la tumeur. De manière intéressante, dans les modèles murins 

syngéniques répondant faiblement aux anticorps monoclonaux ciblant CTLA-4 et PD-L1, 

l’utilisation de ces anticorps en combinaison avec MEDI9197 améliore significativement 

l’activité anti-tumorale en comparaison à chaque monothérapie seule. Le MEDI9197 est en 

train d’être évalué dans des essais cliniques comme monothérapie de sujets avec des tumeurs 

solides, et en combinaison avec les anticorps monoclonaux ciblant PD-L1 et/ou des radiations 

palliatives 
315

.  

!

Au vu de nos résultats sur l’interaction plaquettes – cellules de CCR dans l’activation 

des fonctions anti-tumorales des macrophages, les plaquettes intra-tumorales pourraient être 

exploitées pour reprogrammer les TAMs au sein du microenvironnement, ce qui constituerait 

une nouvelle approche thérapeutique. De plus, physiologiquement comme expérimentalement, 

les plaquettes sont capables d’endocyter de nombreuses protéines et de les stocker dans leurs 

granules alpha 
318

. Cette propriété pourrait être exploitée pour délivrer les signaux spécifiques 

induisant un programme anti-tumoral au sein des TAMs. Certaines études ont commencé à 

exploiter la capacité d’endocytose plaquettaire dans le but de réduire la progression tumorale. 

En effet, l’équipe de Yu-Tung Li a montré que l’infusion intraveineuse de plaquettes contenant 

la cytokine anti-cancéreuse IFN-! induced protein 10 (IP-10) atteint le microenvironnement 

tumoral et réduit la croissance tumorale en supprimant l’accumulation des cellules 

immunosuppressives T FoxP3 positives dans un modèle de mélanome 
319

. De plus, la 

modification génétique des plaquettes dans le but de traiter les désordres de saignement, a donné 

lieu à des études portant sur les interactions entre des plaquettes génétiquement modifiées pour 

exprimer TRAIL (tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligang) et les cellules 

cancéreuses circulantes. Cette modification génétique induit l’apoptose des cellules tumorales 

in vitro et réduit significativement les métastases in vivo dans un modèle murin de cancer de la 

prostate 
320

.  
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3.! Rôles des plaquettes et des iMPs dans la formation de métastases  
 

Dans notre étude, nous avons montré que l’interaction entre les plaquettes et les cellules de 

CCR dans le microenvironnement tumoral induit une diminution de la croissance tumorale in 

vivo. Cependant, certaines études, incluant les nôtres montrent que l’inhibition 

pharmacologique de l’activation plaquettaire par du clopidogrel ou du ticagrelor, réduit 

significativement les métastases in vivo dans des modèles murins de cancer du pancréas, de 

mélanome et de cancer du sein 
246,321

. De plus, dès les années 1960, grâce à l’utilisation du 

modèle de métastases expérimentales, des études montrent que l’induction d’une 

thrombocytopénie et l’inhibition des molécules d’adhésion plaquettaires réduisent de manière 

significative la formation de métastases au niveau pulmonaire 
220,247

. Aujourd’hui le rôle des 

plaquettes dans la formation de métastases est bien établi et fortement documenté. Nous avons 

donc souhaité vérifier, si dans notre modèle de CCR, et dans un contexte circulatoire, les 

plaquettes jouent un rôle en faveur de la dissémination métastatique.  

 

Dans un premier temps, nous avons démontré que l’interaction entre les plaquettes et les 

cellules de CCR HT29 augmente de manière significative les capacités d’adhésion des cellules 

tumorales à l’endothélium en condition dynamique. En effet, le priming des cellules HT29 avec 

des plaquettes durant soixante minutes augmente de dix fois le nombre de cellules HT29 en 

interaction avec les cellules endothéliales HUVECs en comparaison aux cellules non primées. 

En accord avec nos résultats, l’équipe de Lonsdorf a montré que l’interaction plaquettes-cellules 

de mélanome B16 augmente significativement le nombre de cellules B16 adhérentes à une 

monocouche de cellules endothéliales murines en condition dynamique 
322

. Cette étude montre 

par ailleurs que l’interaction entre les plaquettes et les cellules de mélanome est dépendante de 

l’intégrine "IIbß3 plaquettaire et "vß3 des cellules tumorales. De plus, l’inhibition de l’intégrine 

"vß3 par des anticorps bloquants réduit significativement l’adhésion des cellules de mélanomes 

primées avec des plaquettes à l’endothélium, indiquant l’implication de l’intégrine "vß3 d’une 

part dans l’interaction plaquettes-cellules tumorales et d’autre part, dans l’adhésion des cellules 

tumorales à l’endothélium 
322

. L’extinction de l’expression de l’intégrine ß3 par le biais de 

siRNA au sein de cellules de mélanome B16 réduit de 86% la formation de métastases in vivo, 

indiquant un rôle direct de la sous unité d’intégrine ß3 dans l’adhésion, la migration et la 

formation de métastases in vivo 
323

. L’implication de l’intégrine "vß3, et notamment de la sous-

unité ß3 dans la formation de métastases a été démontrée dans de nombreux autres cancers, 

incluant le cancer du sein, des ovaires, de la prostate, du pancréas, du col de l’utérus et du 
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glioblastome 
324

. Au cours de l’interaction plaquettes –cellules CCR, nous avons démontré que, 

via les microvésicules qu’elles libèrent, les plaquettes transferent la sous-unité d’intégrine ß3 

aux cellules de CCR HT29, initialement négatives pour l’expression de cette intégrine. En effet, 

après une heure d’interaction, on retrouve des éléments de taille similaire à des microvésicules, 

exprimant la sous-unité d’intégrine ß3 à la surface des cellules de CCR HT29. Etant donné 

l’implication de la sous-unité d’intégrine ß3 dans la formation de métastases, et de son transfert 

de la plaquette à la cellule cancéreuse au cours de l’interaction, il est très probable que celle-ci 

soit à l’origine de l’augmentation de l’adhésion des cellules tumorales HT29 à l’endothélium. 

Par ailleurs, le transfert de molécules d’adhésion plaquettaire médié par les PMPs aux cellules 

cancéreuses, mécanisme appelé « platelet mimicry », est directement lié au potentiel 

métastatique des cellules tumorales. En effet, Janowska et collaborateurs ont démontré le 

transfert de la sous-unité d’intégrine plaquettaire "IIb (CD41) médié par les PMPs au sein de 

six lignées de cancer du poumon et de trois lignées de cancer du sein régule positivement le 

potentiel métastatique des cellules tumorales avec une augmentation des capacités d’adhésion 

aux cellules endothéliales 
325,326

. 

 

Dans notre modèle, nous avons montré que les iMPs activent les cellules endothéliales et 

augmentent l’adhésion des cellules tumorales HT29 à l’endothélium. En effet, le traitement des 

cellules endothéliales avec des iMPs induit l’expression de ICAM-1, présent dans les corps de 

Webel Palade des cellules endothéliales, indiquant que les iMPs sont capables d’induire une 

activation et une dégranulation des cellules endothéliales. Par ailleurs, ce traitement augmente 

significativement le nombre de cellules HT29 adhérentes aux cellules endothéliales en 

comparaison aux conditions contrôles en condition dynamique. Ces résultats suggèrent donc 

que dans un contexte circulatoire, les plaquettes comme les iMPs favorisent le processus de 

métastases en augmentant les capacités d’adhésions des cellules tumorales à l’endothélium. En 

accord avec nos résultats, l’équipe de Pasquier et collaborateurs a mis en évidence un dialogue 

entre les cellules tumorales et les cellules endothéliales, médié par les TMPs, dont la fusion 

avec les cellules endothéliales induit l’activation des cellules endothéliales et favorise la 

formation de niches pro-métastatiques
327

.  

 

Les MPs, du fait de leur nature lipidique, de leur capacité de fusion avec d’autres cellules 

et de leur composition, constituent de véritables vecteurs biologiques permettant une 

communication intercellulaire dans un milieu proche comme à distance. Depuis plusieurs 

années, le nombre de publications concernant le rôle des MPs dans la progression tumorale ne 
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cesse d’augmenter. Les MPs, en fonction du type cellulaire dont elles proviennent, participent 

activement à différents processus pro-tumoraux tels que : l’acquisition par la cellule cancéreuse 

d’un phénotype invasif, la formation de métastases, l’angiogenèse, la formation de niches 

vasculaires pro-métastatiques, et la chimiorésistance. En effet, au-delà de leur capacité à activer 

les cellules endothéliales et induire l’angiogenèse, les PMPs peuvent stimuler la production de 

métalloprotéinases telles que la MMP-9 et la MMP-2, via l’activation de la voie de signalisation 

MAPK p42/44 et Akt, au sein de cellules cancéreuses du poumon, du sein et de la prostate et 

moduler ainsi positivement leurs capacités d’invasion 
325,326,328

. De plus, via le transfert de 

l’onco-miR miR-223 ciblant le gène suppresseur de tumeur EPB41L3 (Erythrocyte membrane 

protein band 4.1-like 3), les PMPs augmentent les capacités d’invasion des cellules du cancer 

du poumon A549 
329

. Les TMPs, via le transfert de MMP-2 et de MMP-9 et leur capacité à 

activer la voie NF-#B, augmentent elles aussi les capacités migratoires et invasives des cellules 

cancéreuses 
330–332

. L’activation de la voie NF-#B a pour conséquence une régulation négative 

du miR-503, responsable de l’inhibition de la migration et de l’invasion dans le cancer du sein 

332,333
. Les microRNA et protéines actives contenus dans les PMPs et les TMPs sont donc 

capables de moduler positivement les capacités invasives des cellules tumorales et de favoriser 

la formation de métastases par des mécanismes indépendants de l’activation endothéliale. Il 

serait donc intéressant dans de futures études, d’identifier et de caractériser le contenu des iMPs 

et d’évaluer leur rôle dans la formation de niches pro-métastatiques et dans l’invasion des 

cellules tumorales. 

 

De manière intéressante, l’étude de Pasquier et collaborateurs montre que seules les TMPs 

issues de cellules cancéreuses mésenchymateuses sont capables d’activer les cellules 

endothéliales 
327

. Or, nous avons montré comme de nombreuses autres études, que l’interaction 

entre les plaquettes et les cellules tumorales induisent une transition épitélio-mésechymateuse 

(TEM). En effet, l’interaction entre les plaquettes et les cellules de CCR induit une modification 

de l’expression de certains gènes avec une augmentation de l’expression du marqueur 

mésenchymal, Snail-1, et une diminution de l’expression du marqueur épithélial, la E-

cadhérine. La TEM est un mécanisme cellulaire très important au cours de l’embryogenèse dont 

la réactivation à l’âge adulte est souvent synonyme de pathologie. Dans le cas du cancer, 

l’induction de l’EMT au sein des cellules tumorales augmente drastiquement leurs capacités de 

migration et d’invasion, favorisant ainsi la dissémination métastatique et l’apparition de foyers 

secondaires. Durant la TEM, les cellules tumorales perdent leurs caractéristiques épithéliales 

permettant une cohésion intercellulaire forte, pour acquérir des caractéristiques migratoires 
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mésenchymales leur permettant de migrer à travers le parenchyme et d’entrer dans la circulation 

sanguine. Cette reprogrammation transcriptionnelle est induite principalement par le TGF-ß, la 

BMP (Bone morphogenetic protein), Wnt-ß catenin, Notch, Hedgehog et les récepteurs à 

tyrosine kinase
334

. En accord avec nos résultats, Labelle et collaborateurs ont montré que 

l’interaction directe entre des cellules tumorales colorectales (MC38GFP) et mammaires (Ep5) 

et les plaquettes est suffisante pour induire une sorte de TEM dans la circulation. L’interaction 

elle-même ainsi que la libération de TGF-ß d’origine plaquettaire active de manière synergique 

les voies de signalisation TGF-ß/Smad et NF-#B au sein des cellules cancéreuses ce qui résulte 

en l’acquisition d’un phénotype mésenchymal invasif in vitro et augmente le nombre de 

métastases in vivo 
222

. D’autre part, cette équipe a également montré que les plaquettes 

participent activement à la formation de niches métastatiques précoces au niveau pulmonaire, 

via leur sécrétion de CXCL5/7 induite par l’interaction plaquettes-cellules cancéreuses menant 

au recrutement de granulocytes CD11b
+
 MMP9

+
 Ly6G

+
. Le recrutement de ces cellules et 

l’établissement des métastases pulmonaires sont très largement diminués lorsque le CXCR2 

(récepteur à la CXCL5/7 sur les granulocytes) est inhibé, indiquant que le recrutement des 

granulocytes médié par les plaquettes est essentiel pour la formation de niches métastatiques
44

. 

Dans notre modèle, l’interaction plaquettes – cellules de CCR induit la libération de 

nombreuses cytokines, sous forme libre ou associée aux iMPs. Il est donc probable que les 

cytokines libérées au cours de l’interaction participent également à ce phénomène en contexte 

circulatoire.  

La thrombine dérivée des plaquettes activées est également impliquée dans l’acquisition 

d’un phénotype invasif via (i) l’activation de la voie PI3K induisant l’expression et l’association 

de la MMP-9 et de l’intégrine ß1à la surface des cellules cancéreuses 
335

, (ii) l’induction de la 

TEM au sein de lignées tumorales ovariennes 
336

, et (iii) l’induction de l’activité du FT et de la 

sécrétion de VEGF au sein de lignées tumorales mammaires 
337

. Par ailleurs, via le transfert du 

miR-939, les PMPs participent activement à la TEM dans des cellules cancéreuses ovariennes 

épithéliales 
338

. Dans notre cas, comme dans la plupart des études portant sur le rôle des 

plaquettes dans le cancer, l’interaction des plaquettes et des cellules de CCR induit la TEM. 

Cependant il serait intéressant d’étudier le rôle des iMPs dans ce reprogramming cellulaire et 

dans l’invasion des cellules tumorales. 
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En conclusion, nous avons montré que les plaquettes jouent des rôles paradoxaux dans 

la progression du CCR. D’une part, dans le microenvironnement tumoral, l’interaction 

plaquettes – cellules de CCR dépendante de la cadhérine-6 induit la libération de cytokines pro-

inflammatoires sous forme soluble et associées à des MPs capables de recruter et d’activer les 

fonctions anti-tumorales des macrophages ce qui résulte en un arrêt du cycle cellulaire in vitro 

et une diminution de la croissance tumorale in vivo. Dans notre modèle, les plaquettes intra-

tumorales sont donc associées à une diminution de la croissance tumorale via l’activation de la 

réponse immunitaire innée anti-tumorale. La réponse immunitaire adaptative n’a cependant pas 

été étudiée et devant l’importance des LT CD8
+
 cytotoxiques dans la régression tumorale et de 

leur régulation dépendante des TAMs, il apparaît important pour ma part, de s’y intéresser dans 

de futures études.  

Dans un contexte circulatoire, l’interaction des plaquettes avec les cellules cancéreuses 

HT29 augmente leurs caractéristiques invasives via (i) le transfert de la sous-unité d’intégrine 

ß3, (ii) l’induction de la TEM, (iii) l’activation des cellules endothéliales dépendante des iMPs. 

Le concept de plaquettes « éduquées » par le cancer a émergé ces dernières années et apporte 

de nouveaux outils diagnostiques intéressants. Au vu de nos résultats sur le rôle des plaquettes 

et des iMPs dans la formation de métastases, nous pouvons également dire que les plaquettes 

elles-mêmes sont capables d’éduquer les cellules cancéreuses. Il s’agit plus particulièrement 

d’un dialogue perpétuel entre les plaquettes et les cellules tumorales au cours de la progression 

de la maladie. 

 

Notre étude montre que l’effet des plaquettes sur les cellules tumorales est réellement 

dépendant de leur localisation intravasculaire ou intratumorale et donc par conséquent du stade 

du cancer, localisé ou métastatique. Cependant, il apparaît dans la littérature que l’effet des 

plaquettes sur le comportement des cellules tumorales dépend également du type de cancer et 

particulièrement des mécanismes et molécules d’adhésion impliqués dans l’interaction entre 

ces deux partenaires. L’utilisation d’antiplaquettaires (aspirine) ou d’inhibiteurs de l’activation 

plaquettaire (clopidogrel) dans le but de traiter le cancer ou de manager la thrombose associée 

au cancer devrait donc être mûrement réfléchi en fonction du type et du stade des tumeurs. Il 

est cependant évident que d’autres études sont nécessaires pour (i) définir si l’action anti-

tumorale des plaquettes intra-tumorales peut être généralisée à l’ensemble des cancers et (ii) 

déterminer si les caractéristiques immunitaires de l’interaction plaquettes – cellules cancéreuses 

au sein du microenvironnement pourraient être utilisées en clinique dans le but de développer 

de nouvelles stratégies immunothérapeutiques. 



! 162!

 

 

 

 

 

 

BIBLIOGRAPHIE 

  



! 163!

1. Bluteau, D. et al. Regulation of megakaryocyte maturation and platelet formation. J. 

Thromb. Haemost. 7, 227–234 

2. Lefrançais, E. et al. The lung is a site of platelet biogenesis and a reservoir for 

haematopoietic progenitors. Nature 544, 105–109 (2017). 

3. Weyrich, A. S. & Zimmerman, G. A. Platelets in lung biology. Annu. Rev. Physiol. 75, 

569–591 (2013). 

4. Blair, P. & Flaumenhaft, R. Platelet α–granules: Basic biology and clinical correlates. 

Blood Rev. 23, 177 (2009). 

5. Burnouf, T., Strunk, D., Koh, M. B. C. & Schallmoser, K. Human platelet lysate: 

Replacing fetal bovine serum as a gold standard for human cell propagation? Biomaterials 76, 

371–387 (2016). 

6. Mangin, P. H. et al. Immobilized fibrinogen activates human platelets through 

glycoprotein VI. Haematologica 103, 898–907 (2018). 

7. Li, Z., Delaney, M. K., O’Brien, K. A. & Du, X. Signaling during platelet adhesion 

and activation. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 30, 2341–2349 (2010). 

8. Ruggeri, Z. M. Structure and function of von Willebrand factor. Thromb. Haemost. 82, 

576–584 (1999). 

9. Bergmeier, W. et al. The role of platelet adhesion receptor GPIbalpha far exceeds that 

of its main ligand, von Willebrand factor, in arterial thrombosis. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 

A. 103, 16900–16905 (2006). 

10. Ni, H. et al. Persistence of platelet thrombus formation in arterioles of mice lacking 

both von Willebrand factor and fibrinogen. J. Clin. Invest. 106, 385–392 (2000). 

11. Rivera, J., Lozano, M. L., Navarro-Núñez, L. & Vicente, V. Platelet receptors and 

signaling in the dynamics of thrombus formation. Haematologica 94, 700–711 (2009). 

12. Dubois, C., Panicot-Dubois, L., Gainor, J. F., Furie, B. C. & Furie, B. Thrombin-

initiated platelet activation in vivo is vWF independent during thrombus formation in a laser 

injury model. J. Clin. Invest. 117, 953 (2007). 

13. Davie, E. W. & Ratnoff, O. D. WATERFALL SEQUENCE FOR INTRINSIC 

BLOOD CLOTTING. Science 145, 1310–1312 (1964). 

14. Macfarlane, R. G. AN ENZYME CASCADE IN THE BLOOD CLOTTING 

MECHANISM, AND ITS FUNCTION AS A BIOCHEMICAL AMPLIFIER. Nature 202, 

498–499 (1964). 

15. Palta, S., Saroa, R. & Palta, A. Overview of the coagulation system. Indian J. Anaesth. 

58, 515–523 (2014). 

16. Drake, T. A., Ruf, W., Morrissey, J. H. & Edgington, T. S. Functional tissue factor is 

entirely cell surface expressed on lipopolysaccharide-stimulated human blood monocytes and 

a constitutively tissue factor-producing neoplastic cell line. J. Cell Biol. 109, 389–395 (1989). 

17. Mackman, N., Sawdey, M. S., Keeton, M. R. & Loskutoff, D. J. Murine tissue factor 

gene expression in vivo. Tissue and cell specificity and regulation by lipopolysaccharide. Am. 

J. Pathol. 143, 76–84 (1993). 

18. Bode, M. & Mackman, N. Regulation of tissue factor gene expression in monocytes 

and endothelial cells: Thromboxane A2 as a new player. Vascul. Pharmacol. 62, 57–62 

(2014). 

19. Celi, A. et al. P-selectin induces the expression of tissue factor on monocytes. Proc. 

Natl. Acad. Sci. U. S. A. 91, 8767–8771 (1994). 

20. Newell, J. L. & Fay, P. J. Acidic residues C-terminal to the A2 domain facilitate 

thrombin-catalyzed activation of factor VIII. Biochemistry 47, 8786–8795 (2008). 

21. Renné, T. The procoagulant and proinflammatory plasma contact system. Semin. 

Immunopathol. 34, 31–41 (2012). 

22. Leeb-Lundberg, L. M. F., Marceau, F., Müller-Esterl, W., Pettibone, D. J. & Zuraw, 



! 164!

B. L. International union of pharmacology. XLV. Classification of the kinin receptor family: 

from molecular mechanisms to pathophysiological consequences. Pharmacol. Rev. 57, 27–77 

(2005). 

23. Long, A. T., Kenne, E., Jung, R., Fuchs, T. A. & Renné, T. Contact system revisited: 

an interface between inflammation, coagulation, and innate immunity. J. Thromb. Haemost. 

JTH 14, 427–437 (2016). 

24. Björkqvist, J., Nickel, K. F., Stavrou, E. & Renné, T. In vivo activation and functions 

of the protease factor XII. Thromb. Haemost. 112, 868–875 (2014). 

25. Monroe, D. M., Mackman, N. & Hoffman, M. Wound healing in hemophilia B mice 

and low tissue factor mice. Thromb. Res. 125 Suppl 1, S74-77 (2010). 

26. Mackman, N. Role of tissue factor in hemostasis, thrombosis, and vascular 

development. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 24, 1015–1022 (2004). 

27. Falati, S. et al. Accumulation of tissue factor into developing thrombi in vivo is 

dependent upon microparticle P-selectin glycoprotein ligand 1 and platelet P-selectin. J. Exp. 

Med. 197, 1585–1598 (2003). 

28. Dubois, C., Panicot-Dubois, L., Merrill-Skoloff, G., Furie, B. & Furie, B. C. 

Glycoprotein VI–dependent and –independent pathways of thrombus formation in vivo. 

Blood 107, 3902 (2006). 

29. Parry, G. C., Erlich, J. H., Carmeliet, P., Luther, T. & Mackman, N. Low levels of 

tissue factor are compatible with development and hemostasis in mice. J. Clin. Invest. 101, 

560–569 (1998). 

30. Darbousset, R. et al. Tissue factor-positive neutrophils bind to injured endothelial wall 

and initiate thrombus formation. Blood 120, 2133–2143 (2012). 

31. Schoen, P. & Lindhout, T. Flow and the inhibition of prothrombinase by antithrombin 

III and heparin. Blood 78, 118–124 (1991). 

32. Lijnen, H. R. Elements of the fibrinolytic system. Ann. N. Y. Acad. Sci. 936, 226–236 

(2001). 

33. Sidelmann, J. J., Gram, J., Jespersen, J. & Kluft, C. Fibrin clot formation and lysis: 

basic mechanisms. Semin. Thromb. Hemost. 26, 605–618 (2000). 

34. Zwaal, R. F. A. & Schroit, A. J. Pathophysiologic Implications of Membrane 

Phospholipid Asymmetry in Blood Cells. Blood 89, 1121–1132 (1997). 

35. Giesen, P. L. A. et al. Blood-borne tissue factor: Another view of thrombosis. Proc. 

Natl. Acad. Sci. 96, 2311–2315 (1999). 

36. Geddings, J. E. & Mackman, N. Tumor-derived tissue factor–positive microparticles 

and venous thrombosis in cancer patients. Blood 122, 1873–1880 (2013). 

37. Falanga, A., Panova-Noeva, M. & Russo, L. Procoagulant mechanisms in tumour 

cells. Best Pract. Res. Clin. Haematol. 22, 49–60 (2009). 

38. Thomas, G. M. et al. Cancer cell-derived microparticles bearing P-selectin 

glycoprotein ligand 1 accelerate thrombus formation in vivo. J. Exp. Med. 206, 1913–1927 

(2009). 

39. Thomas, G. M. et al. Tissue factor expressed by circulating cancer cell-derived 

microparticles drastically increases the incidence of deep vein thrombosis in mice. J. Thromb. 

Haemost. 13, 1310–1319 (2015). 

40. Hisada, Y., Ay, C., Auriemma, A. C., Cooley, B. C. & Mackman, N. Human 

pancreatic tumors grown in mice release tissue factor-positive microvesicles that increase 

venous clot size. J. Thromb. Haemost. JTH (2017). doi:10.1111/jth.13809 

41. Smyth, S. S. et al. Platelet functions beyond hemostasis. J. Thromb. Haemost. JTH 7, 

1759–1766 (2009). 

42. Morrell, C. N., Aggrey, A. A., Chapman, L. M. & Modjeski, K. L. Emerging roles for 

platelets as immune and inflammatory cells. Blood 123, 2759–2767 (2014). 



! 165!

43. Kopp, H.-G., Placke, T. & Salih, H. R. Platelet-derived transforming growth factor-

beta down-regulates NKG2D thereby inhibiting natural killer cell antitumor reactivity. 

Cancer Res. 69, 7775–7783 (2009). 

44. Labelle, M., Begum, S. & Hynes, R. O. Platelets guide the formation of early 

metastatic niches. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 111, E3053-3061 (2014). 

45. Pattabiraman, D. R. & Weinberg, R. A. Tackling the cancer stem cells — what 

challenges do they pose? Nat. Rev. Drug Discov. 13, 497–512 (2014). 

46. Sica, A. & Mantovani, A. Macrophage plasticity and polarization: in vivo veritas. J. 

Clin. Invest. 122, 787–795 (2012). 

47. Li, R. et al. Presence of intratumoral platelets is associated with tumor vessel structure 

and metastasis. BMC Cancer 14, 167 (2014). 

48. Stone, R. L. et al. Paraneoplastic thrombocytosis in ovarian cancer. N. Engl. J. Med. 

366, 610–618 (2012). 

49. Haemmerle, M. et al. FAK regulates platelet extravasation and tumor growth after 

antiangiogenic therapy withdrawal. J. Clin. Invest. 126, 1885 (2016). 

50. Wirtz, T. H. et al. Platelet-derived MIF: a novel platelet chemokine with distinct 

recruitment properties. Atherosclerosis 239, 1–10 (2015). 

51. Mause, S. F., von Hundelshausen, P., Zernecke, A., Koenen, R. R. & Weber, C. 

Platelet microparticles: a transcellular delivery system for RANTES promoting monocyte 

recruitment on endothelium. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 25, 1512–1518 (2005). 

52. Aggrey, A. A., Srivastava, K., Ture, S., Field, D. J. & Morrell, C. N. Platelet induction 

of the acute-phase response is protective in murine experimental cerebral malaria. J. Immunol. 

Baltim. Md 1950 190, 4685–4691 (2013). 

53. Lindemann, S. et al. Activated platelets mediate inflammatory signaling by regulated 

interleukin 1beta synthesis. J. Cell Biol. 154, 485–490 (2001). 

54. Scott, T. & Owens, M. D. Thrombocytes respond to lipopolysaccharide through Toll-

like receptor-4, and MAP kinase and NF-kappaB pathways leading to expression of 

interleukin-6 and cyclooxygenase-2 with production of prostaglandin E2. Mol. Immunol. 45, 

1001–1008 (2008). 

55. Shashkin, P. N., Brown, G. T., Ghosh, A., Marathe, G. K. & McIntyre, T. M. 

Lipopolysaccharide is a direct agonist for platelet RNA splicing. J. Immunol. Baltim. Md 

1950 181, 3495–3502 (2008). 

56. Brown, G. T. & McIntyre, T. M. Lipopolysaccharide signaling without a nucleus: 

kinase cascades stimulate platelet shedding of proinflammatory IL-1β-rich microparticles. J. 

Immunol. Baltim. Md 1950 186, 5489–5496 (2011). 

57. Denis, M. M. et al. Escaping the Nuclear Confines: Signal-Dependent Pre-mRNA 

Splicing in Anucleate Platelets. Cell 122, 379–391 (2005). 

58. Jin Richard C., Voetsch Barbara & Loscalzo Joseph. Endogenous Mechanisms of 

Inhibition of Platelet Function. Microcirculation 12, 247–258 (2010). 

59. Kaplan, Z. S. & Jackson, S. P. The Role of Platelets in Atherothrombosis. ASH Educ. 

Program Book 2011, 51–61 (2011). 

60. Gleissner, C. A., Hundelshausen, P. von & Ley, K. Platelet Chemokines in Vascular 

Disease. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 28, 1920–1927 (2008). 

61. Brandt Ernst et al. The β-thromboglobulins and platelet factor 4: blood platelet-

derived CXC chemokines with divergent roles in early neutrophil regulation. J. Leukoc. Biol. 

67, 471–478 (2000). 

62. Kasper, B., Brandt, E., Bulfone-Paus, S. & Petersen, F. Platelet factor 4 (PF-4)–

induced neutrophil adhesion is controlled by src-kinases, whereas PF-4–mediated exocytosis 

requires the additional activation of p38 MAP kinase and phosphatidylinositol 3-kinase. 

Blood 103, 1602–1610 (2004). 



! 166!

63. Kasper, B., Brandt, E., Brandau, S. & Petersen, F. Platelet Factor 4 (CXC Chemokine 

Ligand 4) Differentially Regulates Respiratory Burst, Survival, and Cytokine Expression of 

Human Monocytes by Using Distinct Signaling Pathways. J. Immunol. 179, 2584–2591 

(2007). 

64. Scheuerer, B. et al. The CXC-chemokine platelet factor 4 promotes monocyte survival 

and induces monocyte differentiation into macrophages. Blood 95, 1158–1166 (2000). 

65. Hundelshausen, P. von et al. Heterophilic interactions of platelet factor 4 and 

RANTES promote monocyte arrest on endothelium. Blood 105, 924–930 (2005). 

66. Gawaz, M., Langer, H. & May, A. E. Platelets in inflammation and atherogenesis. J. 

Clin. Invest. 115, 3378–3384 (2005). 

67. Kaplanski, G. et al. Interleukin-1 induces interleukin-8 secretion from endothelial cells 

by a juxtacrine mechanism. Blood 84, 4242–4248 (1994). 

68. Gawaz, M. et al. Platelets induce alterations of chemotactic and adhesive properties of 

endothelial cells mediated through an interleukin-1-dependent mechanism. Implications for 

atherogenesis. Atherosclerosis 148, 75–85 (2000). 

69. Gawaz, M. et al. Activated Platelets Induce Monocyte Chemotactic Protein-1 

Secretion and Surface Expression of Intercellular Adhesion Molecule-1 on Endothelial Cells. 

Circulation 98, 1164–1171 (1998). 

70. Semple, J. W., Italiano, J. E. & Freedman, J. Platelets and the immune continuum. 

Nat. Rev. Immunol. 11, 264–274 (2011). 

71. The CD40/CD40 Ligand System: Linking Inflammation With Atherothrombosis. J. 

Am. Coll. Cardiol. 54, 669–677 (2009). 

72. Schönbeck, U. & Libby, P. CD40 Signaling and Plaque Instability. Circ. Res. 89, 

1092–1103 (2001). 

73. Addi, A. B., Cammarata, D., Conley, P. B., Boeynaems, J.-M. & Robaye, B. Role of 

the P2Y12 Receptor in the Modulation of Murine Dendritic Cell Function by ADP. J. 

Immunol. 185, 5900–5906 (2010). 

74. Totani, L. et al. Prasugrel inhibits platelet-leukocyte interaction and reduces 

inflammatory markers in a model of endotoxic shock in the mouse. Thromb. Haemost. 107, 

1130–1140 (2012). 

75. Hagiwara, S. et al. Adenosine diphosphate receptor antagonist clopidogrel sulfate 

attenuates LPS-induced systemic inflammation in a rat model. Shock Augusta Ga 35, 289–292 

(2011). 

76. Katoh N. et al. Effect of serotonin on the differentiation of human monocytes into 

dendritic cells. Clin. Exp. Immunol. 146, 354–361 (2006). 

77. Matilde León-Ponte, Ahern, G. P. & O’Connell, P. J. Serotonin provides an accessory 

signal to enhance T-cell activation by signaling through the 5-HT7 receptor. Blood 109, 

3139–3146 (2007). 

78. Assinger, A. et al. Efficient phagocytosis of periodontopathogens by neutrophils 

requires plasma factors, platelets and TLR2. J. Thromb. Haemost. 9, 799–809 (2011). 

79. Neutrophil and platelet complexes and their relevance to neutrophil recruitment and 

activation. Int. Immunopharmacol. 17, 1176–1184 (2013). 

80. Hrachovinová, I. et al. Interaction of P-selectin and PSGL-1 generates microparticles 

that correct hemostasis in a mouse model of hemophilia A. Nat. Med. 9, 1020–1025 (2003). 

81. Gawaz M., Fateh-Moghadam S., Pilz G., Gurland H.-J. & Werdan K. Platelet 

activation and interaction with leucocytes in patients with sepsis or multiple organ failure. 

Eur. J. Clin. Invest. 25, 843–851 (1995). 

82. Grommes, J. et al. Disruption of Platelet-derived Chemokine Heteromers Prevents 

Neutrophil Extravasation in Acute Lung Injury. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 185, 628–636 

(2012). 



! 167!

83. Engelmann, B. & Massberg, S. Thrombosis as an intravascular effector of innate 

immunity. Nat. Rev. Immunol. 13, 34–45 (2013). 

84. Clark, S. R. et al. Platelet TLR4 activates neutrophil extracellular traps to ensnare 

bacteria in septic blood. Nat. Med. 13, 463–469 (2007). 

85. Fuchs, T. A., Brill, A. & Wagner, D. D. Neutrophil Extracellular Trap (NET) Impact 

on Deep Vein Thrombosis. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 32, 1777–1783 (2012). 

86. Jenne, C. N. & Kubes, P. NETs Tangle with HIV. Cell Host Microbe 12, 5–7 (2012). 

87. Jenne, C. N. et al. Neutrophils Recruited to Sites of Infection Protect from Virus 

Challenge by Releasing Neutrophil Extracellular Traps. Cell Host Microbe 13, 169–180 

(2013). 

88. Caudrillier, A. et al. Platelets induce neutrophil extracellular traps in transfusion-

related acute lung injury. J. Clin. Invest. 122, 2661–2671 (2012). 

89. McDonald, B., Urrutia, R., Yipp, B. G., Jenne, C. N. & Kubes, P. Intravascular 

Neutrophil Extracellular Traps Capture Bacteria from the Bloodstream during Sepsis. Cell 

Host Microbe 12, 324–333 (2012). 

90. Pfeiler, S., Massberg, S. & Engelmann, B. Biological basis and pathological relevance 

of microvascular thrombosis. Thromb. Res. 133, S35–S37 (2014). 

91. Duguid, J. B. Thrombosis as a factor in the pathogenesis of coronary atherosclerosis. 

J. Pathol. Bacteriol. 58, 207–212 (1946). 

92. Duguid, J. B. & Anderson, G. S. The pathogenesis of hyaline arteriolosclerosis. J. 

Pathol. Bacteriol. 64, 519–522 (1952). 

93. Mustard, J. F., Packham, M. A., Rowsell, H. C. & Jorgensen, L. The role of platelets 

in thrombosis and atherosclerosis. Thromb. Diath. Haemorrh. Suppl. 26, 261–274 (1967). 

94. Renaud, S., Kinlough, R. L. & Mustard, J. F. Relationship between platelet 

aggregation and the thrombotic tendency in rats fed hyperlipemic diets. Lab. Investig. J. Tech. 

Methods Pathol. 22, 339–343 (1970). 

95. Gils Janine M., Zwaginga Jaap Jan & Hordijk Peter L. Molecular and functional 

interactions among monocytes, platelets, and endothelial cells and their relevance for 

cardiovascular diseases. J. Leukoc. Biol. 85, 195–204 (2008). 

96. Vieira-de-Abreu, A., Campbell, R. A., Weyrich, A. S. & Zimmerman, G. A. Platelets: 

versatile effector cells in hemostasis, inflammation, and the immune continuum. Semin. 

Immunopathol. 34, 5–30 (2012). 

97. Huo, Y. et al. Circulating activated platelets exacerbate atherosclerosis in mice 

deficient in apolipoprotein E. Nat. Med. 9, 61–67 (2003). 

98. Nassar, T. et al. Platelet Factor 4 Enhances the Binding of Oxidized Low-density 

Lipoprotein to Vascular Wall Cells. J. Biol. Chem. 278, 6187–6193 (2003). 

99. Sachais, B. S. et al. Elimination of platelet factor 4 (PF4) from platelets reduces 

atherosclerosis in C57Bl/6 and apoE-/- mice. Thromb. Haemost. 98, 1108–1113 (2007). 

100. Shoji, T. et al. Platelet-monocyte aggregates are independently associated with 

occurrence of carotid plaques in type 2 diabetic patients. J. Atheroscler. Thromb. 12, 344–352 

(2005). 

101. Dotsenko, O. et al. Platelet and leukocyte activation, atherosclerosis and inflammation 

in European and South Asian men. J. Thromb. Haemost. JTH 5, 2036–2042 (2007). 

102. Scull, C. M., Hays, W. D. & Fischer, T. H. Macrophage pro-inflammatory cytokine 

secretion is enhanced following interaction with autologous platelets. J. Inflamm. 7, 53 

(2010). 

103. Halvorsen, B. et al. Activated platelets promote increased monocyte expression of 

CXCR5 through prostaglandin E2-related mechanisms and enhance the anti-inflammatory 

effects of CXCL13. Atherosclerosis 234, 352–359 (2014). 

104. Xiang, B. et al. Platelets protect from septic shock by inhibiting macrophage-



! 168!

dependent inflammation via the cyclooxygenase 1 signalling pathway. Nat. Commun. 4, 2657 

(2013). 

105. Langer, H. F. et al. Platelets Recruit Human Dendritic Cells Via Mac-1/JAM-C 

Interaction and Modulate Dendritic Cell Function In Vitro. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 

27, 1463–1470 (2007). 

106. Maître B. et al. Immature myeloid dendritic cells capture and remove activated 

platelets from preformed aggregates. J. Thromb. Haemost. 8, 2262–2272 (2010). 

107. Martinson, J., Bae, J., Klingemann, H.-G. & Tam, Y. Activated platelets rapidly up-

regulate CD40L expression and can effectively mature and activate autologous ex vivo 

differentiated DC. Cytotherapy 6, 487–497 (2004). 

108. Hamzeh-Cognasse, H. et al. Direct contact of platelets and their released products 

exert different effects on human dendritic cell maturation. BMC Immunol. 9, 54 (2008). 

109. Kaneider, N. C., Kaser, A., Tilg, H., Ricevuti, G. & Wiedermann, C. J. CD40 Ligand-

Dependent Maturation of Human Monocyte-Derived Dendritic Cells by Activated Platelets                                                    

,                                                             CD40 Ligand-Dependent Maturation of Human 

Monocyte-Derived Dendritic Cells by Activated Platelets. Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 

16, 225–231 (2003). 

110. Hagihara, M. et al. Platelets, after Exposure to a High Shear Stress, Induce IL-10-

Producing, Mature Dendritic Cells In Vitro. J. Immunol. 172, 5297–5303 (2004). 

111. Kissel Karin et al. Human platelets target dendritic cell differentiation and production 

of proinflammatory cytokines. Transfusion (Paris) 46, 818–827 (2006). 

112. Mueller Anja et al. CXCL4-induced migration of activated T lymphocytes is mediated 

by the chemokine receptor CXCR3. J. Leukoc. Biol. 83, 875–882 (2008). 

113. Lasagni, L. et al. An Alternatively Spliced Variant of CXCR3 Mediates the Inhibition 

of Endothelial Cell Growth Induced by IP-10, Mig, and I-TAC, and Acts as Functional 

Receptor for Platelet Factor 4. J. Exp. Med. 197, 1537–1549 (2003). 

114. Srivastava, K. et al. Platelet Factor 4 Mediates Inflammation in Experimental Cerebral 

Malaria. Cell Host Microbe 4, 179–187 (2008). 

115. Shi, G. et al. Platelet factor 4 limits Th17 differentiation and cardiac allograft 

rejection. J. Clin. Invest. 124, 543–552 (2014). 

116. Danese, S. et al. Cutting Edge: T Cells Trigger CD40-Dependent Platelet Activation 

and Granular RANTES Release: A Novel Pathway for Immune Response Amplification. J. 

Immunol. 172, 2011–2015 (2004). 

117. Chapman, L. M. et al. Platelets Present Antigen in the Context of MHC Class I. J. 

Immunol. 189, 916–923 (2012). 

118. Swaim, A. F., Field, D. J., Fox-Talbot, K., Baldwin, W. M. & Morrell, C. N. Platelets 

Contribute to Allograft Rejection through Glutamate Receptor Signaling. J. Immunol. 185, 

6999–7006 (2010). 

119. Xu, H., Zhang, X., Mannon, R. B. & Kirk, A. D. Platelet-derived or soluble CD154 

induces vascularized allograft rejection independent of cell-bound CD154. J. Clin. Invest. 

116, 769–774 (2006). 

120. Sprague, D. L. et al. Platelet-mediated modulation of adaptive immunity: unique 

delivery of CD154 signal by platelet-derived membrane vesicles. Blood 111, 5028–5036 

(2008). 

121. Elzey, B. D. et al. Platelet-Mediated Modulation of Adaptive Immunity: A 

Communication Link between Innate and Adaptive Immune Compartments. Immunity 19, 9–

19 (2003). 

122. Elzey, B. D. et al. Platelet-derived CD154 enables T-cell priming and protection 

against Listeria monocytogenes challenge. Blood 111, 3684–3691 (2008). 

123. Younas, M. et al. IL-7 Modulates In Vitro and In Vivo Human Memory T Regulatory 



! 169!

Cell Functions through the CD39/ATP Axis. J. Immunol. 191, 3161–3168 (2013). 

124. Gordon, S. & Taylor, P. R. Monocyte and macrophage heterogeneity. Nat. Rev. 

Immunol. 5, 953–964 (2005). 

125. Mantovani, A. The origin and function of tumor-associated macrophages. Immunol. 

Today 13, 265–270 (1992). 

126. Mantovani, A., Sozzani, S., Locati, M., Allavena, P. & Sica, A. Macrophage 

polarization: tumor-associated macrophages as a paradigm for polarized M2 mononuclear 

phagocytes. Trends Immunol. 23, 549–555 (2002). 

127. Long, K. B. & Beatty, G. L. Harnessing the antitumor potential of macrophages for 

cancer immunotherapy. OncoImmunology 2, e26860 (2013). 

128. Benoit, M., Desnues, B. & Mege, J.-L. Macrophage Polarization in Bacterial 

Infections. J. Immunol. 181, 3733–3739 (2008). 

129. Alberto Mantovani, Antonio Sica & Locati, M. Macrophage Polarization Comes of 

Age. Immunity 23, 344–346 (2005). 

130. Solinas G., Germano G., Mantovani A. & Allavena P. Tumor-associated macrophages 

(TAM) as major players of the cancer-related inflammation. J. Leukoc. Biol. 86, 1065–1073 

(2009). 

131. Condeelis, J. & Pollard, J. W. Macrophages: obligate partners for tumor cell 

migration, invasion, and metastasis. Cell 124, 263–266 (2006). 

132. Cassol Edana, Cassetta Luca, Alfano Massimo & Poli Guido. Macrophage 

polarization and HIV-1 infection. J. Leukoc. Biol. 87, 599–608 (2009). 

133. Verreck, F. A. W. et al. Human IL-23-producing type 1 macrophages promote but IL-

10-producing type 2 macrophages subvert immunity to (myco)bacteria. Proc. Natl. Acad. Sci. 

101, 4560–4565 (2004). 

134. Kolls, J. K. & Lindén, A. Interleukin-17 family members and inflammation. Immunity 

21, 467–476 (2004). 

135. Mantovani, A. Tumor-associated macrophages and the related myeloid-derived 

suppressor cells as a paradigm of the diversity of macrophage activation. Hum. Immunol. 70, 

325–330 (2009). 

136. Hao, N.-B. et al. Macrophages in tumor microenvironments and the progression of 

tumors. Clin. Dev. Immunol. 2012, 948098 (2012). 

137. Odegaard, J. I. & Chawla, A. Mechanisms of macrophage activation in obesity-

induced insulin resistance. Nat. Clin. Pract. Endocrinol. Metab. 4, 619–626 (2008). 

138. Bekisz, J. et al. Immunomodulatory effects of interferons in malignancies. J. 

Interferon Cytokine Res. Off. J. Int. Soc. Interferon Cytokine Res. 33, 154–161 (2013). 

139. Mantovani, A. et al. The chemokine system in diverse forms of macrophage activation 

and polarization. Trends Immunol. 25, 677–686 (2004). 

140. Hu, X., Li, W.-P., Meng, C. & Ivashkiv, L. B. Inhibition of IFN-γ Signaling by 

Glucocorticoids. J. Immunol. 170, 4833–4839 (2003). 

141. Li, Q. & Verma, I. M. NF-κB regulation in the immune system. Nat. Rev. Immunol. 2, 

725–734 (2002). 

142. Ong, S.-M. et al. Macrophages in human colorectal cancer are pro/inflammatory and 

prime T cells towards an anti/tumour type/1 inflammatory response. Eur. J. Immunol. 42, 89–

100 (2011). 

143. Dumont, P. et al. Expression of galectin-3 in the tumor immune response in colon 

cancer. Lab. Invest. 88, 896–906 (2008). 

144. Kozłowska, K., Cichorek, M., Wachulska, M. & Bautembach, I. Role of Interleukins 

and Nitric Oxide Secretion by Peritoneal Macrophages in Differential Tumoricidal Effect to 

Transplantable Melanomas as Regarding their Biological Properties. Immunopharmacol. 

Immunotoxicol. 28, 305–317 (2006). 



! 170!

145. Nardin, A. & Abastado, J.-P. Macrophages and cancer. Front. Biosci. J. Virtual Libr. 

13, 3494–3505 (2008). 

146. Graves, D. T., Jiang, Y. L., Williamson, M. J. & Valente, A. J. Identification of 

monocyte chemotactic activity produced by malignant cells. Science 245, 1490–1493 (1989). 

147. Coussens, L. M. & Werb, Z. Inflammation and cancer. Nature 420, 860–867 (2002). 

148. Siveen, K. S. & Kuttan, G. Role of macrophages in tumour progression. Immunol. 

Lett. 123, 97–102 (2009). 

149. Murdoch, C., Giannoudis, A. & Lewis, C. E. Mechanisms regulating the recruitment 

of macrophages into hypoxic areas of tumors and other ischemic tissues. Blood 104, 2224–

2234 (2004). 

150. Balkwill, F. Cancer and the chemokine network. Nat. Rev. Cancer 4, 540–550 (2004). 

151. Allavena, P., Sica, A., Solinas, G., Porta, C. & Mantovani, A. The inflammatory 

micro-environment in tumor progression: The role of tumor-associated macrophages. Crit. 

Rev. Oncol. Hematol. 66, 1–9 (2008). 

152. Coffelt, S. B. & Scandurro, A. B. Tumors Sound the Alarmin(s). Cancer Res. 68, 

6482–6485 (2008). 

153. Coffelt, S. B., Hughes, R. & Lewis, C. E. Tumor-associated macrophages: effectors of 

angiogenesis and tumor progression. Biochim. Biophys. Acta 1796, 11–18 (2009). 

154. Bingle L., Brown N. J. & Lewis C. E. The role of tumour-associated macrophages in 

tumour progression: implications for new anticancer therapies. J. Pathol. 196, 254–265 

(2002). 

155. Zeisberger, S. M. et al. Clodronate-liposome-mediated depletion of tumour-associated 

macrophages: a new and highly effective antiangiogenic therapy approach. Br. J. Cancer 95, 

272–281 (2006). 

156. Tanaka, Y. et al. Thymidine phosphorylase expression in tumor-infiltrating 

macrophages may be correlated with poor prognosis in uterine endometrial cancer. Hum. 

Pathol. 33, 1105–1113 (2002). 

157. Lin, E. Y., Nguyen, A. V., Russell, R. G. & Pollard, J. W. Colony-Stimulating Factor 

1 Promotes Progression of Mammary Tumors to Malignancy. J. Exp. Med. 193, 727–740 

(2001). 

158. Aharinejad, S., Sioud, M., Lucas, T. & Abraham, D. Target Validation Using RNA 

Interference in Solid Tumors. Target Discov. Valid. Rev. Protoc. 227–238 (2007). 

doi:10.1385/1-59745-208-4:227 

159. Vérollet Christel et al. Extracellular proteolysis in macrophage migration: Losing grip 

for a breakthrough. Eur. J. Immunol. 41, 2805–2813 (2011). 

160. Giraudo, E., Inoue, M. & Hanahan, D. An amino-bisphosphonate targets MMP-9–

expressing macrophages and angiogenesis to impair cervical carcinogenesis. J. Clin. Invest. 

114, 623–633 (2004). 

161. Du, R. et al. HIF1alpha induces the recruitment of bone marrow-derived vascular 

modulatory cells to regulate tumor angiogenesis and invasion. Cancer Cell 13, 206–220 

(2008). 

162. Krecicki T., Zalesska-Krecicka M., Jelen M., Szkudlarek T. & Horobiowska M. 

Expression of type IV collagen and matrix metalloproteinase-2 (type IV collagenase) in 

relation to nodal status in laryngeal cancer. Clin. Otolaryngol. Allied Sci. 26, 469–472 (2002). 

163. Guruvayoorappan, C. Tumor Versus Tumor-Associated Macrophages: How Hot is the 

Link?                                                    ,                                                             Tumor Versus 

Tumor-Associated Macrophages: How Hot is the Link? Integr. Cancer Ther. 7, 90–95 (2008). 

164. Schioppa, T. et al. Regulation of the Chemokine Receptor CXCR4 by Hypoxia. J. 

Exp. Med. 198, 1391–1402 (2003). 

165. Carmi, Y. et al. The role of macrophage-derived IL-1 in induction and maintenance of 



! 171!

angiogenesis. J. Immunol. Baltim. Md 1950 183, 4705–4714 (2009). 

166. Palma, M. D. & Naldini, L. Angiopoietin-2 TIEs Up Macrophages in Tumor 

Angiogenesis. Clin. Cancer Res. 17, 5226–5232 (2011). 

167. Murdoch, C., Tazzyman, S., Webster, S. & Lewis, C. E. Expression of Tie-2 by 

Human Monocytes and Their Responses to Angiopoietin-2. J. Immunol. 178, 7405–7411 

(2007). 

168. Roda, J. M. et al. Hypoxia-Inducible Factor-2α Regulates GM-CSF–Derived Soluble 

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1 Production from Macrophages and Inhibits 

Tumor Growth and Angiogenesis. J. Immunol. 187, 1970–1976 (2011). 

169. Roda, J. M. et al. Stabilization of HIF-2α Induces sVEGFR-1 Production from Tumor-

Associated Macrophages and Decreases Tumor Growth in a Murine Melanoma Model. J. 

Immunol. 189, 3168–3177 (2012). 

170. Schoppmann, S. F. et al. Tumor-Associated Macrophages Express Lymphatic 

Endothelial Growth Factors and Are Related to Peritumoral Lymphangiogenesis. Am. J. 

Pathol. 161, 947–956 (2002). 

171. Tsutsui, S. et al. Macrophage infiltration and its prognostic implications in breast 

cancer: The relationship with VEGF expression and microvessel density. Oncol. Rep. 14, 

425–431 (2005). 

172. Lewis, C. E. & Pollard, J. W. Distinct Role of Macrophages in Different Tumor 

Microenvironments. Cancer Res. 66, 605–612 (2006). 

173. Huang, S. et al. Contributions of stromal metalloproteinase-9 to angiogenesis and 

growth of human ovarian carcinoma in mice. J. Natl. Cancer Inst. 94, 1134–1142 (2002). 

174. Erreni, M., Mantovani, A. & Allavena, P. Tumor-associated Macrophages (TAM) and 

Inflammation in Colorectal Cancer. Cancer Microenviron. Off. J. Int. Cancer Microenviron. 

Soc. 4, 141–154 (2011). 

175. Brekhman, V. et al. Receptor activity modifying protein-3 mediates the 

protumorigenic activity of lysyl oxidase-like protein-2. FASEB J. 25, 55–65 (2010). 

176. Kaafarani, I. et al. Targeting adrenomedullin receptors with systemic delivery of 

neutralizing antibodies inhibits tumor angiogenesis and suppresses growth of human tumor 

xenografts in mice. FASEB J. 23, 3424–3435 (2009). 

177. Nathan, C. F. Secretory products of macrophages. J. Clin. Invest. 79, 319–326 (1987). 

178. MacMicking, J., Xie, Q. & Nathan, C. Nitric oxide and macrophage function. Annu. 

Rev. Immunol. 15, 323–350 (1997). 

179. Blankenstein, T. et al. Tumor suppression after tumor cell-targeted tumor necrosis 

factor alpha gene transfer. J. Exp. Med. 173, 1047–1052 (1991). 

180. McBride, W. H. Phenotype and functions of intratumoral macrophages. Biochim. 

Biophys. Acta 865, 27–41 (1986). 

181. Urban, J. L., Shepard, H. M., Rothstein, J. L., Sugarman, B. J. & Schreiber, H. Tumor 

necrosis factor: a potent effector molecule for tumor cell killing by activated macrophages. 

Proc. Natl. Acad. Sci. 83, 5233–5237 (1986). 

182. Webb, D. S. & Gerrard, T. L. IFN-alpha and IFN-gamma can affect both monocytes 

and tumor cells to modulate monocyte-mediated cytotoxicity. J. Immunol. 144, 3643–3648 

(1990). 

183. Baron, S. et al. Clinical Model: Interferons Activate Human Monocytes to An 

Eradicative Tumor Cell Level In Vitro. J. Interferon Cytokine Res. 27, 157–164 (2007). 

184. Miyanishi, M. et al. Identification of Tim4 as a phosphatidylserine receptor. Nature 

450, 435–439 (2007). 

185. Segawa, K., Suzuki, J. & Nagata, S. Constitutive exposure of phosphatidylserine on 

viable cells. Proc. Natl. Acad. Sci. 108, 19246–19251 (2011). 

186. Gardai, S. J. et al. Cell-Surface Calreticulin Initiates Clearance of Viable or Apoptotic 



! 172!

Cells through trans-Activation of LRP on the Phagocyte. Cell 123, 321–334 (2005). 

187. Chao, M. P. et al. Calreticulin Is the Dominant Pro-Phagocytic Signal on Multiple 

Human Cancers and Is Counterbalanced by CD47. Sci. Transl. Med. 2, 63ra94-63ra94 (2010). 

188. Weiskopf, K. et al. Engineered SIRPα Variants as Immunotherapeutic Adjuvants to 

Anticancer Antibodies. Science 341, 88–91 (2013). 

189. Grugan, K. D. et al. Tumor-Associated Macrophages Promote Invasion while 

Retaining Fc-Dependent Anti-Tumor Function. J. Immunol. 189, 5457–5466 (2012). 

190. Oldenborg, P.-A., Gresham, H. D. & Lindberg, F. P. Cd47-Signal Regulatory Protein 

α (Sirpα) Regulates Fcγ and Complement Receptor–Mediated Phagocytosis. J. Exp. Med. 

193, 855–862 (2001). 

191. Oldenborg, P.-A. et al. Role of CD47 as a Marker of Self on Red Blood Cells. Science 

288, 2051–2054 (2000). 

192. Jaiswal, S. et al. CD47 Is Upregulated on Circulating Hematopoietic Stem Cells and 

Leukemia Cells to Avoid Phagocytosis. Cell 138, 271–285 (2009). 

193. Majeti, R. et al. CD47 Is an Adverse Prognostic Factor and Therapeutic Antibody 

Target on Human Acute Myeloid Leukemia Stem Cells. Cell 138, 286–299 (2009). 

194. Kurte, M. et al. A Synthetic Peptide Homologous to Functional Domain of Human IL-

10 Down-Regulates Expression of MHC Class I and Transporter Associated with Antigen 

Processing 1/2 in Human Melanoma Cells. J. Immunol. 173, 1731–1737 (2004). 

195. Ben-Baruch, A. Inflammation-associated immune suppression in cancer: The roles 

played by cytokines, chemokines and additional mediators. Semin. Cancer Biol. 16, 38–52 

(2006). 

196. Bak, S. P., Alonso, A., Turk, M. J. & Berwin, B. Murine ovarian cancer vascular 

leukocytes require arginase-1 activity for T cell suppression. Mol. Immunol. 46, 258–268 

(2008). 

197. Mantovani, A. & Sica, A. Macrophages, innate immunity and cancer: balance, 

tolerance, and diversity. Curr. Opin. Immunol. 22, 231–237 (2010). 

198. Flavell, R. A., Sanjabi, S., Wrzesinski, S. H. & Licona-Limón, P. The polarization of 

immune cells in the tumour environment by TGFβ. Nat. Rev. Immunol. 10, 554–567 (2010). 

199. Castriconi, R. et al. Transforming growth factor β1 inhibits expression of NKp30 and 

NKG2D receptors: Consequences for the NK-mediated killing of dendritic cells. Proc. Natl. 

Acad. Sci. 100, 4120–4125 (2003). 

200. Ito, M. et al. Tumor-Derived TGFβ-1 Induces Dendritic Cell Apoptosis in the Sentinel 

Lymph Node. J. Immunol. 176, 5637–5643 (2006). 

201. Weber, F. et al. Transforming growth factor-β<Subscript>1</Subscript> immobilises 

dendritic cells within skin tumours and facilitates tumour escape from the immune system. 

Cancer Immunol. Immunother. 54, 898–906 (2005). 

202. Maeda, H. & Shiraishi, A. TGF-beta contributes to the shift toward Th2-type 

responses through direct and IL-10-mediated pathways in tumor-bearing mice. J. Immunol. 

156, 73–78 (1996). 

203. Maeda, H., Tsuru, S. & Shiraishi, A. Improvement of Macrophage Dysfunction by 

Administration of Anti/transforming Growth Factor/β Antibody in EL4/bearing Hosts. Jpn. J. 

Cancer Res. Gann 85, 1137 (1994). 

204. Maeda, H. et al. TGF-beta enhances macrophage ability to produce IL-10 in normal 

and tumor-bearing mice. J. Immunol. 155, 4926–4932 (1995). 

205. Thomas, D. A. & Massagué, J. TGF-β directly targets cytotoxic T cell functions 

during tumor evasion of immune surveillance. Cancer Cell 8, 369–380 (2005). 

206. Matsuda, M. et al. Interleukin 10 pretreatment protects target cells from tumor- and 

allo-specific cytotoxic T cells and downregulates HLA class I expression. J. Exp. Med. 180, 

2371–2376 (1994). 



! 173!

207. Qin, Z., Noffz, G., Mohaupt, M. & Blankenstein, T. Interleukin-10 prevents dendritic 

cell accumulation and vaccination with granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

gene-modified tumor cells. J. Immunol. 159, 770–776 (1997). 

208. Beissert, S., Hosoi, J., Grabbe, S., Asahina, A. & Granstein, R. D. IL-10 inhibits tumor 

antigen presentation by epidermal antigen-presenting cells. J. Immunol. 154, 1280–1286 

(1995). 

209. Miotto, D. et al. CD8+ T cells expressing IL-10 are associated with a favourable 

prognosis in lung cancer. Lung Cancer 69, 355–360 (2010). 

210. Lopez, M. V., Adris, S. K., Bravo, A. I., Chernajovsky, Y. & Podhajcer, O. L. IL-12 

and IL-10 Expression Synergize to Induce the Immune-Mediated Eradication of Established 

Colon and Mammary Tumors and Lung Metastasis. J. Immunol. 175, 5885–5894 (2005). 

211. Mocellin, S., Marincola, F. M. & Young, H. A. Interleukin-10 and the immune 

response against cancer: a counterpoint. J. Leukoc. Biol. 78, 1043–1051 

212. Marigo, I., Dolcetti, L., Serafini, P., Zanovello, P. & Bronte, V. Tumor-induced 

tolerance and immune suppression by myeloid derived suppressor cells. Immunol. Rev. 222, 

162–179 

213. Kusmartsev, S., Nefedova, Y., Yoder, D. & Gabrilovich, D. I. Antigen-Specific 

Inhibition of CD8+ T Cell Response by Immature Myeloid Cells in Cancer Is Mediated by 

Reactive Oxygen Species. J. Immunol. 172, 989–999 (2004). 

214. Allavena, P., Sica, A., Garlanda, C. & Mantovani, A. The Yin-Yang of tumor-

associated macrophages in neoplastic progression and immune surveillance. Immunol. Rev. 

222, 155–161 (2008). 

215. Gorelik E., Wiltrout R. H., Brunda M. J., Holden H. T. & Herberman R. B. 

Augmentation of metastasis formation by thioglycollate-elicited macrophages. Int. J. Cancer 

29, 575–581 (1982). 

216. Wyckoff, J. et al. A Paracrine Loop between Tumor Cells and Macrophages Is 

Required for Tumor Cell Migration in Mammary Tumors. Cancer Res. 64, 7022–7029 

(2004). 

217. Wyckoff, J. B. et al. Direct Visualization of Macrophage-Assisted Tumor Cell 

Intravasation in Mammary Tumors. Cancer Res. 67, 2649–2656 (2007). 

218. Hagemann, T. et al. Enhanced invasiveness of breast cancer cell lines upon co-

cultivation with macrophages is due to TNF-α dependent up-regulation of matrix 

metalloproteases. Carcinogenesis 25, 1543–1549 (2004). 

219. Yang, M. et al. Microvesicles secreted by macrophages shuttle invasion-potentiating 

microRNAs into breast cancer cells. Mol. Cancer 10, 117 (2011). 

220. Gasic, G. J., Gasic, T. B. & Stewart, C. C. Antimetastatic effects associated with 

platelet reduction. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 61, 46–52 (1968). 

221. Egan, K. et al. Platelet adhesion and degranulation induce pro-survival and pro-

angiogenic signalling in ovarian cancer cells. PloS One 6, e26125 (2011). 

222. Labelle, M., Begum, S. & Hynes, R. O. Direct Signaling between Platelets and Cancer 

Cells Induces an Epithelial-Mesenchymal-Like Transition and Promotes Metastasis. Cancer 

Cell 20, 576–590 (2011). 

223. Wang, Y. & Zhang, H. Platelet-induced inhibition of tumor cell growth. Thromb. Res. 

123, 324–330 (2008). 

224. Michael, J. V. et al. Platelet microparticles infiltrating solid tumors transfer miRNAs 

that suppress tumor growth. Blood 130, 567–580 (2017). 

225. Rothwell, P. M. et al. Effect of daily aspirin on risk of cancer metastasis: a study of 

incident cancers during randomised controlled trials. The Lancet 379, 1591–1601 (2012). 

226. Cook, N. R. et al. Low-dose aspirin in the primary prevention of cancer: the Women’s 

Health Study: a randomized controlled trial. JAMA 294, 47–55 (2005). 



! 174!

227. Markowitz, S. D., Dawson, D. M., Willis, J. & Willson, J. K. V. Focus on colon 

cancer. Cancer Cell 1, 233–236 (2002). 

228. Varki, A. Trousseau’s syndrome: multiple definitions and multiple mechanisms. Blood 

110, 1723–1729 (2007). 

229. Alcalay, A. et al. Venous thromboembolism in patients with colorectal cancer: 

incidence and effect on survival. J. Clin. Oncol. Off. J. Am. Soc. Clin. Oncol. 24, 1112–1118 

(2006). 

230. White, R. H. The epidemiology of venous thromboembolism. Circulation 107, I4-8 

(2003). 

231. Blom, J. W. et al. Incidence of venous thrombosis in a large cohort of 66,329 cancer 

patients: results of a record linkage study. J. Thromb. Haemost. JTH 4, 529–535 (2006). 

232. Camez, A. et al. Human platelet-tumor cell interactions vary with the tumor cell lines. 

Invasion Metastasis 6, 321–334 (1986). 

233. Boukerche, H. et al. Human melanoma cell lines differ in their capacity to release 

ADP and aggregate platelets. Br. J. Haematol. 87, 763–772 (1994). 

234. Alonso-Escolano, D., Strongin, A. Y., Chung, A. W., Deryugina, E. I. & Radomski, 

M. W. Membrane type-1 matrix metalloproteinase stimulates tumour cell-induced platelet 

aggregation: role of receptor glycoproteins. Br. J. Pharmacol. 141, 241–252 (2004). 

235. Heinmöller, E. et al. Studies on tumor-cell-induced platelet aggregation in human lung 

cancer cell lines. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 122, 735–744 (1996). 

236. Rickles, F. R. & Falanga, A. Molecular basis for the relationship between thrombosis 

and cancer. Thromb. Res. 102, V215-224 (2001). 

237. Jósa, V. et al. Thrombocytosis of Liver Metastasis from Colorectal Cancer as 

Predictive Factor. Pathol. Oncol. Res. POR 21, 991–997 (2015). 

238. Khorana, A. A., Francis, C. W., Culakova, E. & Lyman, G. H. Risk factors for 

chemotherapy-associated venous thromboembolism in a prospective observational study. 

Cancer 104, 2822–2829 (2005). 

239. Baranyai, Z. et al. Paraneoplastic thrombocytosis in gastrointestinal cancer. Platelets 

27, 269–275 (2016). 

240. Chadha, A. S. et al. Paraneoplastic thrombocytosis independently predicts poor 

prognosis in patients with locally advanced pancreatic cancer. Acta Oncol. Stockh. Swed. 54, 

971–978 (2015). 

241. Gücer, F. et al. Thrombocytosis as a prognostic factor in endometrial carcinoma. 

Gynecol. Oncol. 70, 210–214 (1998). 

242. Jefferson, K. & Persad, R. Poor prognosis associated with thrombocytosis in patients 

with renal cell carcinoma. BJU Int. 87, 715–716 (2001). 

243. Sierko, E. & Wojtukiewicz, M. Z. Platelets and angiogenesis in malignancy. Semin. 

Thromb. Hemost. 30, 95–108 (2004). 

244. Karpatkin, S. & Pearlstein, E. Role of platelets in tumor cell metastases. Ann. Intern. 

Med. 95, 636–641 (1981). 

245. Mezouar, S. et al. Role of platelets in cancer and cancer-associated thrombosis: 

Experimental and clinical evidences. Thromb. Res. 139, 65–76 (2016). 

246. Mezouar, S., Darbousset, R., Dignat-George, F., Panicot-Dubois, L. & Dubois, C. 

Inhibition of platelet activation prevents the P-selectin and integrin-dependent accumulation 

of cancer cell microparticles and reduces tumor growth and metastasis in vivo. Int. J. Cancer 

136, 462–475 (2015). 

247. Karpatkin, S., Pearlstein, E., Ambrogio, C. & Coller, B. S. Role of adhesive proteins 

in platelet tumor interaction in vitro and metastasis formation in vivo. J. Clin. Invest. 81, 

1012–1019 (1988). 

248. Engebraaten, O., Trikha, M., Juell, S., Garman-Vik, S. & Fodstad, Ø. Inhibition of in 



! 175!

vivo tumour growth by the blocking of host alpha(v)beta3 and alphaII(b)beta3 integrins. 

Anticancer Res. 29, 131–137 (2009). 

249. Weber, M. R. et al. Activated tumor cell integrin αvβ3 cooperates with platelets to 

promote extravasation and metastasis from the blood stream. Thromb. Res. 140 Suppl 1, S27-

36 (2016). 

250. Mammadova-Bach, E. et al. Platelet integrin α6β1 controls lung metastasis through 

direct binding to cancer cell-derived ADAM9. JCI Insight 1, e88245 (2016). 

251. Kim, Y. J., Borsig, L., Varki, N. M. & Varki, A. P-selectin deficiency attenuates 

tumor growth and metastasis. Proc. Natl. Acad. Sci. 95, 9325–9330 (1998). 

252. Jain, S. et al. Platelet glycoprotein Ibα supports experimental lung metastasis. Proc. 

Natl. Acad. Sci. 104, 9024–9028 (2007). 

253. Takagi, S. et al. Expression of Aggrus/podoplanin in bladder cancer and its role in 

pulmonary metastasis. Int. J. Cancer 134, 2605–2614 (2014). 

254. Fujita, N. & Takagi, S. The impact of Aggrus/podoplanin on platelet aggregation and 

tumour metastasis. J. Biochem. (Tokyo) 152, 407–413 (2012). 

255. Dunne, E. et al. Cadherin 6 Has a Functional Role in Platelet Aggregation and 

Thrombus Formation. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 32, 1724–1731 (2012). 

256. Sancisi, V. et al. Cadherin 6 is a new RUNX2 target in TGF-β signalling pathway. 

PloS One 8, e75489 (2013). 

257. Gugnoni, M. et al. Cadherin-6 promotes EMT and cancer metastasis by restraining 

autophagy. Oncogene 36, 667–677 (2017). 

258. Bambace, N. M. & Holmes, C. E. The platelet contribution to cancer progression. J. 

Thromb. Haemost. 9, 237–249 (2011). 

259. Ibele, G. M., Kay, N. E., Johnson, G. J. & Jacob, H. S. Human platelets exert 

cytotoxic effects on tumor cells. Blood 65, 1252–1255 (1985). 

260. George, D. Targeting PDGF receptors in cancer--rationales and proof of concept 

clinical trials. Adv. Exp. Med. Biol. 532, 141–151 (2003). 

261. Zhang, J., Yang, P. L. & Gray, N. S. Targeting cancer with small molecule kinase 

inhibitors. Nat. Rev. Cancer 9, 28–39 (2009). 

262. Qi, C. et al. P-selectin-mediated platelet adhesion promotes tumor growth. Oncotarget 

6, 6584–6596 (2015). 

263. Felding-Habermann, B. et al. Integrin activation controls metastasis in human breast 

cancer. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 98, 1853–1858 (2001). 

264. Felding-Habermann, B., Habermann, R., Saldívar, E. & Ruggeri, Z. M. Role of 3 

Integrins in Melanoma Cell Adhesion to Activated Platelets under Flow. J. Biol. Chem. 271, 

5892–5900 (1996). 

265. Kato, Y. et al. Enhanced Expression of Aggrus (T1alpha/Podoplanin), a Platelet-

Aggregation-Inducing Factor in Lung Squamous Cell Carcinoma. Tumor Biol. 26, 195–200 

(2005). 

266. Kato, Y. et al. Molecular identification of Aggrus/T1alpha as a platelet aggregation-

inducing factor expressed in colorectal tumors. J. Biol. Chem. 278, 51599–51605 (2003). 

267. Takagi, S. et al. Platelets Promote Tumor Growth and Metastasis via Direct 

Interaction between Aggrus/Podoplanin and CLEC-2. PLOS ONE 8, e73609 (2013). 

268. Miyata, K. et al. Suppression of Aggrus/podoplanin-induced platelet aggregation and 

pulmonary metastasis by a single-chain antibody variable region fragment. Cancer Med. 3, 

1595–1604 (2014). 

269. Nakazawa, Y. et al. Prevention of hematogenous metastasis by neutralizing mice and 

its chimeric anti-Aggrus/podoplanin antibodies. Cancer Sci. 102, 2051–2057 (2011). 

270. Sekiguchi, T. et al. Targeting a novel domain in podoplanin for inhibiting platelet-

mediated tumor metastasis. Oncotarget 7, 3934–3946 (2016). 



! 176!

271. Dovizio, M. et al. Pharmacological inhibition of platelet-tumor cell cross-talk prevents 

platelet-induced overexpression of cyclooxygenase-2 in HT29 human colon carcinoma cells. 

Mol. Pharmacol. 84, 25–40 (2013). 

272. Steele, B. M. et al. WNT-3a modulates platelet function by regulating small GTPase 

activity. FEBS Lett. 586, 2267–2272 (2012). 

273. Steele, B. M. et al. Canonical Wnt signaling negatively regulates platelet function. 

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 106, 19836–19841 (2009). 

274. Maguire, P. B. et al. Proteomic Analysis Reveals a Strong Association of β/Catenin 

with Cadherin Adherens Junctions in Resting Human Platelets. PROTEOMICS (2018). 

doi:10.1002/pmic.201700419 

275. Berthet, J. et al. Human platelets can discriminate between various bacterial LPS 

isoforms via TLR4 signaling and differential cytokine secretion. Clin. Immunol. Orlando Fla 

145, 189–200 (2012). 

276. Cognasse, F. et al. Toll-like receptor 4 ligand can differentially modulate the release of 

cytokines by human platelets. Br. J. Haematol. 141, 84–91 (2008). 

277. Damien, P. et al. NF-κB Links TLR2 and PAR1 to Soluble Immunomodulator Factor 

Secretion in Human Platelets. Front. Immunol. 8, 85 (2017). 

278. Nguyen, K. A. et al. Specific activation, signalling and secretion profiles of human 

platelets following PAR-1 and PAR-4 stimulation. Platelets 26, 795–798 (2015). 

279. Cho, E. A. et al. Differential expression and function of cadherin-6 during renal 

epithelium development. Dev. Camb. Engl. 125, 803–812 (1998). 

280. Inoue, T., Chisaka, O., Matsunami, H. & Takeichi, M. Cadherin-6 expression 

transiently delineates specific rhombomeres, other neural tube subdivisions, and neural crest 

subpopulations in mouse embryos. Dev. Biol. 183, 183–194 (1997). 

281. Inoue, Y. U., Asami, J. & Inoue, T. Cadherin-6 gene regulatory patterns in the 

postnatal mouse brain. Mol. Cell. Neurosci. 39, 95–104 (2008). 

282. Köbel, M. et al. Ovarian carcinoma subtypes are different diseases: implications for 

biomarker studies. PLoS Med. 5, e232 (2008). 

283. Paul, R. et al. Cadherin-6, a cell adhesion molecule specifically expressed in the 

proximal renal tubule and renal cell carcinoma. Cancer Res. 57, 2741–2748 (1997). 

284. Shimazui, T. et al. Expression of cadherin-6 as a novel diagnostic tool to predict 

prognosis of patients with E-cadherin-absent renal cell carcinoma. Clin. Cancer Res. Off. J. 

Am. Assoc. Cancer Res. 4, 2419–2424 (1998). 

285. Paul, R. et al. Cadherin-6: a new prognostic marker for renal cell carcinoma. J. Urol. 

171, 97–101 (2004). 

286. Shimoyama, Y., Gotoh, M., Terasaki, T., Kitajima, M. & Hirohashi, S. Isolation and 

sequence analysis of human cadherin-6 complementary DNA for the full coding sequence and 

its expression in human carcinoma cells. Cancer Res. 55, 2206–2211 (1995). 

287. Shimoyama, Y., Takeda, H., Yoshihara, S., Kitajima, M. & Hirohashi, S. Biochemical 

Characterization and Functional Analysis of Two Type II Classic Cadherins, Cadherin-6 and -

14, and Comparison with E-cadherin. J. Biol. Chem. 274, 11987–11994 (1999). 

288. Bialucha, C. U. et al. Discovery and Optimization of HKT288, a Cadherin-6–

Targeting ADC for the Treatment of Ovarian and Renal Cancers. Cancer Discov. 7, 1030–

1045 (2017). 

289. Goeppert, B. et al. Cadherin-6 is a putative tumor suppressor and target of 

epigenetically dysregulated miR-429 in cholangiocarcinoma. Epigenetics 11, 780–790 (2016). 

290. Ariad, S., Seymour, L. & Bezwoda, W. R. Platelet-derived growth factor (PDGF) in 

plasma of breast cancer patients: correlation with stage and rate of progression. Breast Cancer 

Res. Treat. 20, 11–17 (1991). 

291. Di Stefano, J. F., Kirchner, M., Dagenhardt, K. & Hagag, N. Activation of cancer cell 



! 177!

proteases and cytotoxicity by EGF and PDGF growth factors. Am. J. Med. Sci. 300, 9–15 

(1990). 

292. Cho, M. S. et al. Platelets increase the proliferation of ovarian cancer cells. Blood 120, 

4869–4872 (2012). 

293. Cho, M. S. et al. Role of ADP receptors on platelets in the growth of ovarian cancer. 

Blood 130, 1235–1242 (2017). 

294. Cathcart, M.-C. et al. Examination of thromboxane synthase as a prognostic factor and 

therapeutic target in non-small cell lung cancer. Mol. Cancer 10, 25 (2011). 

295. Hu, L., Roth, J. M., Brooks, P., Luty, J. & Karpatkin, S. Thrombin up-regulates 

cathepsin D which enhances angiogenesis, growth, and metastasis. Cancer Res. 68, 4666–

4673 (2008). 

296. Alexander, E. T. et al. Thrombin inhibition and cyclophosphamide synergistically 

block tumor progression and metastasis. Cancer Biol. Ther. 16, 1802–1811 (2015). 

297. Suk, K., Somers, S. D. & Erickson, K. L. Regulation of murine macrophage function 

by IL-4: IL-4 and IFN-gamma differentially regulate macrophage tumoricidal activation. 

Immunology 80, 617 (1993). 

298. Vasina, E. M. et al. Microparticles from apoptotic platelets promote resident 

macrophage differentiation. Cell Death Dis. 2, e210 (2011). 

299. Laffont, B. et al. Platelet microparticles reprogram macrophage gene expression and 

function. Thromb. Haemost. 115, 311–323 (2016). 

300. Fidler, I. J., Sone, S., Fogler, W. E. & Barnes, Z. L. Eradication of spontaneous 

metastases and activation of alveolar macrophages by intravenous injection of liposomes 

containing muramyl dipeptide. Proc. Natl. Acad. Sci. 78, 1680–1684 (1981). 

301. Kleinerman, E. S., Murray, J. L., Snyder, J. S., Cunningham, J. E. & Fidler, I. J. 

Activation of Tumoricidal Properties in Monocytes from Cancer Patients following 

Intravenous Administration of Liposomes Containing Muramyl Tripeptide 

Phosphatidylethanolamine. Cancer Res. 49, 4665–4670 (1989). 

302. Chou, A. J. et al. Addition of Muramyl Tripeptide to Chemotherapy for Patients with 

Newly Diagnosed Metastatic Osteosarcoma: a Report from the Children’s Oncology Group. 

Cancer 115, 5339 (2009). 

303. Luo, Y. & Knudson, M. J. Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin-Induced 

Macrophage Cytotoxicity against Bladder Cancer Cells. Clin. Dev. Immunol. 2010, (2010). 

304. Heldwein, K. A. et al. TLR2 and TLR4 serve distinct roles in the host immune 

response against Mycobacterium bovis BCG. J. Leukoc. Biol. 74, 277–286 (2003). 

305. Beatty, G. L. et al. CD40 Agonists Alter Tumor Stroma and Show Efficacy Against 

Pancreatic Carcinoma in Mice and Humans. Science 331, 1612 (2011). 

306. Beatty, G. L. et al. A phase I study of an agonist CD40 monoclonal antibody (CP-

870,893) in combination with gemcitabine in patients with advanced pancreatic ductal 

adenocarcinoma. Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Res. 19, (2013). 

307. Frey, A. B. Myeloid suppressor cells regulate the adaptive immune response to cancer. 

J. Clin. Invest. 116, 2587 (2006). 

308. Pardoll, D. M. The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy. Nat. 

Rev. Cancer 12, 252 (2012). 

309. Pyonteck, S. M. et al. CSF-1R inhibition alters macrophage polarization and blocks 

glioma progression. Nat. Med. 19, 1264 (2013). 

310. DeNardo, D. G. et al. Leukocyte Complexity Predicts Breast Cancer Survival and 

Functionally Regulates Response to Chemotherapy. Cancer Discov. 1, 54 (2011). 

311. Kuang, D.-M. et al. Activated monocytes in peritumoral stroma of hepatocellular 

carcinoma foster immune privilege and disease progression through PD-L1. J. Exp. Med. 206, 

1327–1337 (2009). 



! 178!

312. Fridman, W. H., Pagès, F., Sautès-Fridman, C. & Galon, J. The immune contexture in 

human tumours: impact on clinical outcome. Nat. Rev. Cancer 12, 298–306 (2012). 

313. Galon, J. et al. Immunoscore and Immunoprofiling in cancer: an update from the 

melanoma and immunotherapy bridge 2015. J. Transl. Med. 14, 273 (2016). 

314. Galon, J. et al. Type, Density, and Location of Immune Cells Within Human 

Colorectal Tumors Predict Clinical Outcome. Science 313, 1960–1964 (2006). 

315. Wilkinson, R. W. & Leishman, A. J. Further Advances in Cancer Immunotherapy: 

Going Beyond Checkpoint Blockade. Front. Immunol. 9, (2018). 

316. Tumeh, P. C. et al. PD-1 blockade induces responses by inhibiting adaptive immune 

resistance. Nature 515, 568–571 (2014). 

317. Mosely, S. I. S. et al. Rational Selection of Syngeneic Preclinical Tumor Models for 

Immunotherapeutic Drug Discovery. Cancer Immunol. Res. 5, 29–41 (2017). 

318. Handagama, P. J., Shuman, M. A. & Bainton, D. F. Incorporation of intravenously 

injected albumin, immunoglobulin G, and fibrinogen in guinea pig megakaryocyte granules. 

J. Clin. Invest. 84, 73 (1989). 

319. Li, Y.-T., Nishikawa, T. & Kaneda, Y. Platelet-cytokine Complex Suppresses Tumour 

Growth by Exploiting Intratumoural Thrombin-dependent Platelet Aggregation. Sci. Rep. 6, 

(2016). 

320. Li, J., Sharkey, C. C., Wun, B., Liesveld, J. & King, M. R. Genetic engineering of 

platelets to neutralize circulating tumor cells. J. Control. Release Off. J. Control. Release Soc. 

228, 38 (2016). 

321. Gebremeskel, S., LeVatte, T., Liwski, R. S., Johnston, B. & Bezuhly, M. The 

reversible P2Y12 inhibitor ticagrelor inhibits metastasis and improves survival in mouse 

models of cancer. Int. J. Cancer 136, 234–240 (2015). 

322. Lonsdorf, A. S. et al. Engagement of αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) with ανβ3 Integrin Mediates 

Interaction of Melanoma Cells with Platelets: A CONNECTION TO HEMATOGENOUS 

METASTASIS*. J. Biol. Chem. 287, 2168 (2012). 

323. Nasulewicz-Goldeman, A., Uszczyńska, B., Szczaurska-Nowak, K. & Wietrzyk, J. 

siRNA-mediated silencing of integrin β3 expression inhibits the metastatic potential of B16 

melanoma cells. Oncol. Rep. 28, 1567 (2012). 

324. Desgrosellier, J. S. & Cheresh, D. A. Integrins in cancer: biological implications and 

therapeutic opportunities. Nat. Rev. Cancer 10, 9–22 (2010). 

325. Janowska-Wieczorek, A. et al. Microvesicles derived from activated platelets induce 

metastasis and angiogenesis in lung cancer. Int. J. Cancer 113, 752–760 (2005). 

326. Janowska-Wieczorek, A., Marquez-Curtis, L. A., Wysoczynski, M. & Ratajczak, M. 

Z. Enhancing effect of platelet-derived microvesicles on the invasive potential of breast 

cancer cells. Transfusion (Paris) 46, 1199–1209 (2006). 

327. Pasquier, J. et al. Microparticles mediated cross-talk between tumoral and endothelial 

cells promote the constitution of a pro-metastatic vascular niche through Arf6 up regulation. 

Cancer Microenviron. 7, 41–59 (2014). 

328. Dashevsky, O., Varon, D. & Brill, A. Platelet-derived microparticles promote 

invasiveness of prostate cancer cells via upregulation of MMP-2 production. Int. J. Cancer 

124, 1773–1777 (2009). 

329. Liang, H. et al. MicroRNA-223 delivered by platelet-derived microvesicles promotes 

lung cancer cell invasion via targeting tumor suppressor EPB41L3. Mol. Cancer 14, 58 

(2015). 

330. Ginestra, A. et al. The amount and proteolytic content of vesicles shed by human 

cancer cell lines correlates with their in vitro invasiveness. Anticancer Res. 18, 3433–3437 

(1998). 

331. Graves, L. E. et al. Proinvasive Properties of Ovarian Cancer Ascites-Derived 



! 179!

Membrane Vesicles. Cancer Res. 64, 7045–7049 (2004). 

332. Zhou, R. et al. Histone Deacetylases and NF-kB Signaling Coordinate Expression of 

CX3CL1 in Epithelial Cells in Response to Microbial Challenge by Suppressing miR-424 and 

miR-503. PLOS ONE 8, e65153 (2013). 

333. Gong, J., Luk, F., Jaiswal, R. & Bebawy, M. Microparticles Mediate the Intercellular 

Regulation of microRNA-503 and Proline-Rich Tyrosine Kinase 2 to Alter the Migration and 

Invasion Capacity of Breast Cancer Cells. Front. Oncol. 4, (2014). 

334. Gonzalez, D. M. & Medici, D. Signaling mechanisms of the epithelial-mesenchymal 

transition. Sci Signal 7, re8–re8 (2014). 

335. Radjabi, A. R. et al. Thrombin induces tumor invasion through the induction and 

association of matrix metalloproteinase-9 and beta1-integrin on the cell surface. J. Biol. 

Chem. 283, 2822–2834 (2008). 

336. Zhong, Y.-C., Zhang, T., Di, W. & Li, W.-P. Thrombin promotes epithelial ovarian 

cancer cell invasion by inducing epithelial-mesenchymal transition. J. Gynecol. Oncol. 24, 

265–272 (2013). 

337. Asanuma, K. et al. The thrombin inhibitor, argatroban, inhibits breast cancer 

metastasis to bone. Breast Cancer Tokyo Jpn. 20, 241–246 (2013). 

338. Tang, M. et al. Platelet microparticle-mediated transfer of miR-939 to epithelial 

ovarian cancer cells promotes epithelial to mesenchymal transition. Oncotarget 8, 97464 

(2017). 

 

 

 

 

 



Abstract:" Increasing evidence has demonstrated that platelets actively participate to the 

progression of metastasis. However, their roles in tumor growth are still subject to controversy. 

Here, we investigated the interaction of platelets with colorectal tumors. We showed that 

platelets extravasate in the tumor microenvironment and interact with the tumor cells in a 

cadherin-6 dependent manner. This interaction induces the spreading of platelets, the release of 

their granules content and the generation of three types of microparticles named iMPs 

expressing makers of platelets, tumor and both. The presence of iMPs was confirmed in patients 

suffering from a colorectal cancer. In the microenvironment, platelets induce a significant 

diminution of the tumor growth and a significant increase in the number of intratumoral 

macrophages. iMPs participate in the recruitment of macrophages by vectorizing the cytokines 

RANTES, CCL2 and CXCL12 and activate their tumor cell killing capacity through IFN-

gamma and IL-4. This lead to the cell cycle arrest of the tumor in a P21 (Waf1/Cip1) dependent 

pathway. In contrast, in the bloodstream, platelets and production of iMPs induce the adhesion 

of tumor cells to the endothelium mainly via the transfer of ß3 integrin from platelets to tumor 

and the activation of endothelial cells. Altogether, our results indicate that, in the tumor 

microenvironment, Cadherin- 6 dependent platelet-tumor cells interactions induce the 

generation of iMPs leading to the recruitment and the activation of tumoricidal macrophages 

whereas, in bloodstream, platelets and circulating iMPs favor the interaction of tumor cells with 

the endothelium, promoting the formation of metastasis. 

"

"

"

Résumé : De plus en plus d’évidences démontrent que les plaquettes participent activement à 

la formation de métastases. Cependant, leurs rôles dans la croissance tumorale est toujours sujet 

à controverse. Dans cette étude, nous avons décidé d’étudier les interactions des plaquettes avec 

des tumeurs colorectales. Nous avons démontré que les plaquettes s’extravasent dans le 

microenvironnement et interagissent avec les cellules tumorales de manière dépendante de la 

cadhérine-6. Cette interaction induit l’étalement des plaquettes, la libération du contenu de leur 

granules et la génération de trois types de microparticules, nommée iMPs, exprimant des 

marqueurs plaquettaires, tumoraux ou les deux. Ces iMPs ont par ailleurs été retrouvées dans 

le plasma et dans les tumeurs primaires de patients souffrant d’un cancer colorectal. Dans le 

microenvironnement tumoral, les plaquettes induisent une diminution significative de la 

croissance tumorale et une augmentation significative du nombre de macrophages intra-

tumoraux. De par la vectorisation des chémokines RANTES, CCL2 et CXCL12, les iMPs 

participent au recrutement des macrophages dans le microenvironnement et activent leur 

capacités anti-tumorales à travers les cytokines pro-inflammatoires IFN-! et Il-4. Ce mécanisme 

mène à l’arrêt du cycle cellulaire dans les tumeurs via l’induction de la protéine inhibitrice des 

kinases dépendantes des cyclines p21 (Waf1/Cip1). En revanche, dans la circulation, les 

plaquettes et la production des iMPs augmentent l’adhésion des cellules tumorales à 

l’endothélium principalement par le transfert de la sous-unité d’intégrine ß3 des plaquettes aux 

cellules tumorales et via l’activation des cellules endothéliales. Nos résultats indiquent donc 

que dans le microenvironnement tumoral, les interactions cadhérine-6 dépendantes entre les 

plaquettes et les cellules tumorales induisent la génération de iMPs menant au recrutement et à 

l’activation des macrophages tumoricides, alors que dans la circulation, les plaquettes et les 

iMPs circulantes favorisent l’adhésion des cellules tumorales à l’endothélium, promouvant 

alors la formation de métastases. 


