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Résumé

Au cours de la cascade métastatique, des cellules tumorales quittent la tumeur primaire et
envahissent le sang (Cellules Tumorales Circulantes, CTCs) pour former des métastases dans des
organes secondaires. Le processus métastatique est hautement sélectif et seule une faible proportion
de CTCs survit dans la circulation et colonise les sites secondaires pour former des métastases. Les
cellules tumorales subissent des changements phénotypiques qui leur procurent des propriétés
migratoires et invasives ainsi que des capacités de survie accrue leur permettant de franchir ces
différentes étapes. A ce jour, il est largement accepté que les processus de Transition Epithélio-
Meésenchymateuse (TEM) sont impliqués dans cette plasticité cellulaire et participent a la libération
et a la biologie des CTCs. Des données de la littérature indépendantes ainsi que des résultats du
laboratoire suggerent, par ailleurs, que les processus de coagulation pourraient favoriser les étapes

précoces de la dissémination métastatique (survie, persistance, arrét et extravasation).

Au cours de ce travail de doctorat, nous avons examiné I’acquisition potentielle de
propriétés pro-coagulantes par les CTCs dérivées d’une TEM impliquant I’expression du
Facteur Tissulaire (FT), Uinitiateur cellulaire clé de la cascade de coagulation. De telles
propriétés coagulantes permettraient la formation d’une matrice de fibrine protectrice autour
des CTCs favorisant, ainsi, leur survie dans la circulation sanguine et la colonisation

métastatique.

A T’aide de divers modéles cellulaires in vitro, nous avons montré que les processus de TEM
sont associés a une expression accrue du FT et a des propriétés pro-coagulantes. Ensuite, nous avons
fonctionnellement 1i¢ les processus de TEM a ces régulations en y impliquant des facteurs de
transcription de la TEM, ZEB1 et Snail. De plus, en utilisant des modéles de métastases
expérimentales, nous avons montré que ’axe TEM/FT/coagulation procure aux CTCs des
propriétés de survie et des capacités de colonisation métastatique accrues. Enfin, nous avons apporté
une validation clinique a ces résultats en observant des CTCs positives pour le FT et la vimentine,

un marqueur mésenchymateux, dans le sang de patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique.

L’ensemble de nos résultats met en évidence un nouvel axe de régulation TEM/FT
permettant une activation locale de la coagulation par les CTCs TEM+ favorisant la

colonisation métastatique précoce.



Abstract

The metastatic cascade is a multistep process implicating the release of tumor cells from the
primary tumor, intravasation into the bloodstream (Circulating Tumor Cells, CTCs), survival of a
few of them, and arrest and growth at secondary sites. To overcome these different steps, tumor
cells undergo a phenotypic switch leading to the acquisition of migratory, invasive and survival
properties. Today, the implication of Epithelial-to-Mesenchymal Transitions (EMT) in this cellular
plasticity and particularly in the release and biology of CTCs is well accepted. Furthermore, data
from literature and from the laboratory, suggest a contribution of the coagulation system in the early

steps of the metastatic spread (survival, persistence, arrest and extravasation).

During this PhD work, we explored the hypothesis that CTCs expressing EMT traits
could express high levels of Tissue Factor (TF), the cellular activator of coagulation, and
enhanced pro-coagulant activity. These properties could facilitate early metastasis through

the formation of a protective fibrin rich matrix around CTCs.

Using several cellular systems, we clearly showed that EMT induces TF expression and
pro-coagulant activity. Strengthening the link between EMT and these processes, we further
involved of EMT transcription factors ZEB1 and snail in TF regulation and in the induction of
coagulant properties. Furthermore, using mice models of experimental metastasis, we showed that
ZEBI1 and Snail enhance survival properties and favor early metastatic colonization through a TF-
dependent mechanism. Finally, the identification of TF and vimentin, a mesenchymal marker,
expressing CTCs in the blood of metastatic breast cancer patients provided a clinical validation of

our observations iz vitro and in mice models.

Taken together, our data thus support a novel EMT-TF regulatory axis, triggering a
local activation of the coagulation that favors the early metastatic colonization of EMT-

positive CTCs.



Abréviations

ADN Acide DésoxyriboNucléique

AP-1 Activator Protein-1

ARN(m) Acide RiboNucléique messager
a-SMA « Alpha-Smooth Muscle Actin »

CK CytoKératine

CtBP « C-terminal binding protein »

CTC Cellule Tumorale Circulante

ChIP « Chromatin ImmunoPrecipitation »
Dapi 4',6'-diamidino-2-phénylindole

DTC « Disseminated Tumoral Cell »

EGF « Epidermal Growth Factor »

EGFR « Epidermal Growth Factor Receptor »
EpCAM « Epithelial Cell Adhesion Molecule »
ER « Estrogen Receptor »

FGF « Fibroblast growth factor »

FT Facteur Tissulaire

GAPDH « GlycerAldehyde-3-Phosphate DeHydrogenase »
GFP « Green Fluorescent Protein »

HER2 « Human Epidermal growth factor Receptor 2 »
HGF « Hepatocyte Growth Factor »

HIF-1 « Hypoxia-Inducible Factor 1 »

IL InterLeukine

JAM « Junctional Adhesion Molecule »
MEC Matrice ExtraCellulaire

MMP « Matrix MetalloProtease »
MT1-MMP « Membrane Type 1-MMP »

NES « Nuclear Export Signal »

NK « Natural Killer »
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« Plasminogen Activator Inhibitor-1 »

« Protease Activated Receptor »

« PhosphatidylCholine »

« PhosphatidylEthanolamine »

« Progesterone Receptor »

« PhosphatidylSerine »

Plasma Pauvre en Plaquettes
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« Reverse Transcription-quantitative Polymerase Chain Reaction »
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« Selective Estrogen Receptor Modulators »
« short hairpin RNA »

« small interfering RNA »
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« Tissue Factor Pathway Inhibitor »
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« Tumor Necrosis Factor-o»
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Introduction

Introduction

1. Le cancer du sein

1.1. Structure de la glande mammaire

La formation de la glande mammaire commence lors du développement fcetal,
s’interrompt apres la naissance, reprend a la puberté en réponse aux hormones (cestrogenes et
progestérone) et s’affine en réponse a la stimulation ovarienne cyclique. Les cestrogénes sont
responsables des modifications majeures de la glande mammaire, telles que la croissance des
canaux et leur ramification, la croissance du tissu conjonctif et vasculaire ainsi que
I’accumulation du tissu adipeux. La progestérone est quant a elle nécessaire au développement
ducto-lobulaire. La glande mammaire est constituée d’une vingtaine de lobes glandulaires
entourés de tissu graisseux (Figure 1). Ces lobes glandulaires sont responsables de la sécrétion
du lait. Chaque lobe est composé de 20 a 40 lobules constitués d’acini. Les lobules se jettent
dans un canalicule extra-lobulaire. Les différents canalicules se rejoignent pour former les

canaux galactophores qui débouchent sur le mamelon.
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Figure 1: Structure du sein. Adapté de « http.//centre-des-coteaux.be/our-causes/comprendre-le-
cancer-du-sein/».

1.2. Classification

La majorité des cancers du sein (95%) se développe a partir des cellules épithéliales des
canaux et des lobules. Le cancer du sein est une maladie complexe et hétérogéne avec des
caractéristiques morphologiques et moléculaires distinctes. Traditionnellement, les cancers du
sein sont classés selon des critéres histologiques et selon 1’établissement d’un grade et d’un
stade TNM développé par I’«American Joint Committee on Cancer». En plus de ces critéres,
des marqueurs moléculaires sont a ce jour étudiés en routine pour compléter la classification et

aider au choix thérapeutique.
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1.2.1. Classification histologique

Les cancers du sein peuvent étre classés en deux catégories : carcinome in situ, limité a

la composante épithéliale, et carcinome invasif, ayant envahi le stroma sous-jacent (1,2).

Les carcinomes mammaires in situ sont subdivisés en canalaires et lobulaires en
fonction du site tumoral. Le sous-groupe canalaire est le plus commun et est divisé en 5 sous-
types selon leurs caractéristiques architecturales : solide, comédo-carcinomateux, papillaire,

micropapillaire et cribriforme (1).

Les carcinomes mammaires invasifs sont également hétérogenes et incluent les types
de tumeur suivants : canalaire infiltrant non spécifique, lobulaire invasif, canalaire/lobulaire,
mucineux, tubulaire, cribriforme, apocrine, en bague a chaton, médullaire et micropapillaire.
Le carcinome de type canalaire infiltrant est le plus commun et représente 70-80% des 1ésions
invasives (1). Les carcinomes lobulaires invasifs représentent 5-15% des carcinomes
mammaires invasifs et affectent généralement les femmes plus agées (2). Les autres types sont

moins fréquents.

1.2.2. Etablissement d’un grade

En fonction des atypies et de I’étendue de la nécrose, les carcinomes intracanalaires sont
classés en bas grade, grade intermédiaire et haut grade. Selon 1’agressivité du carcinome
infiltrant, un grade lui est attribué. Cette classification de Scarff-Bloom-Richardson a été
modifiée par Elston et Ellis, et prend en compte 3 parameétres : 1'architecture tumorale, la forme
et la taille du noyau des cellules ainsi que le nombre de cellules mitotiques. Le pathologiste
associe une note allant de 1 a 3 pour chaque paramétre. Pour I’architecture, la note de 1
correspond a une tumeur ayant des structures bien formées et une note de 3 a une tumeur
déstructurée. Les noyaux de petite taille et uniformes auront la note de 1 et les gros noyaux et
de forme variable auront la note de 3. Enfin, plus le nombre de mitoses sera ¢élevé, plus la note
le sera (score 1 <3 mitoses pour 10 champs a gros grossissement, score 2 : 4 a 7 mitoses, score
3 : >8 mitoses). La somme des notes obtenues pour chaque critére donnera une note globale qui
déterminera le grade variant de I a III, le grade III correspondant aux tumeurs les plus

agressives. L’établissement d’un grade a un carcinome invasif est un facteur pronostique.
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1.2.3. Etablissement d’un stade

Le systéme d’attribution d’un stade TNM se base sur les caractéristiques de la tumeur

(T), I'é¢tendue de la propagation vers les ganglions lymphatiques (N) et la présence de métastases

(M). Le Tableau 1 reprend des informations relative a ce systéme (3). L’établissement d’un

stade a un carcinome invasif est également un facteur pronostique.

Tableau 1 : Systéme TNM pour le cancer du sein. Simplifié a partir de « AJCC. Cancer staging Atlas ».

Systeme TNM

TX: elle n’a pas pu étre évaluée
TO: pas d’évidence de tumeur primaire

Tumeur Tis: carcinome in sifu
primaire (T) T1-4: décrit la taille de la tumeur primaire. Plus le chiffre est élevé et plus la tumeur est
large (T1: tumeur =20 mm; 20 mm <T2 <50 mm; T3 >50mm; T4: toutes les tailles avec
une extension a la paroi thoracique ou a la peau)
NX: ils n’ont pas pu étre évalués
Ganglions NO: ganglions sans présence de cellule tumorale
lymphatiques ~ N1mi: Micrométastases
avoisinants N1-3: décrit la taille, la localisation et/ou le nombre de ganglions affectés par des cellules
(N) tumorales. Plus le chiffie est élevé et plus le cancer s’est propagé au niveau des ganglions
(Mcétastases au niveau de 1-3 ganglions pour N1, 4-9 pour N2, plus de 10 pour N3)
Métastase MO: pas de métastase observée
(M) MI1: présence de métastases au niveau d’organe(s) ou tissu(s) distant(s)
Attribution du stade
Stade 0 Tis NO MO
Stade IA T1 NO MO
Stade IB TO/T1 Nlmi MO
TO/T1 N1 MO
Stade ITA
ace T2 NO Mo
T2 N1 MO
Stade IIB - NO MO
TO-T3 N2 MO
Stade IITA - NI MO
Stade IIIB T4 NO0-N2 MO
Stade ITIC Tousles T N3 MO
Stade IV Tous les T Tous les N Ml

1.2.4. Classification histomoléculaire

De nombreuses études utilisant une analyse par microarray ont permis d’identifier des

signatures d’expression de genes afin de compléter la classification des carcinomes mammaires

canalaires. A ce jour, 5 sous-types intrinséques ont ét¢ identifiés (luminal A, luminal B, enrichi
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en HER2, de type basal et faible en claudines) et un groupe de type normal (1,4). Par ailleurs,
ces sous-types identifiés selon leur profil d’expression géniques présentent également des
différences au niveau des marquages immunohistochimiques utilisés en routine (les récepteurs
aux cestrogenes (ER), de la progestérone (PR), le récepteur a I’EGF de type 2 (HER2) et le
marqueur de prolifération Ki67), ainsi que d’autres parametres cliniques (2,5). Quelques
exemples sont donnés dans le Tableau 2. Les tumeurs négatives pour ER, PR et HER2 sont
dites triple négatives (TNBC pour « Triple-negative breast cancer »). Les TNBCs représentent
un groupe hétérogeéne qui comprend des cancers de type basal mais également non-basal, tel
que le sous-type faible en claudines (6).

Tableau 2 : Caractéristiques non exhaustives des sous-types intrinséques du cancer du sein.

Abréviations : ER, récepteur aux cestrogenes ; PR, récepteur a la progestérone ; HER2, récepteur a
I’EGF de type 2 ; CK, cytokératines ; EGFR, récepteur au facteur de croissance épidermique.

Sous-type

. . Statut ER/PR/HER2/Ki67 Autres caractéristiques
moléculaire

50% des cancers du sein invasifs

Luminal A ER+ et/ou PR+, HER2-, Ki67<14% ‘
Bon pronostic

Luminal B ER+ et/ou PR+, HER2+ 20% des cancers du sein invasifs
— Ou ER+ et/ou PR+, HER2-, Ki67>14% Pronostic plus faible que luminal A
Enrichi en 15% des cancers du sein invasifs
ER-/PR-, HER2+, Ki67+ . .
HER2 i Mauvais pronostic
10-25% des cancers du sein invasifs
Majoritairement ER-/PR-, HER2- Mauvais pronostic
Type basal } . -
Ki67+ Marqueurs supplémentaires: CK5/6+ et/ou
EGFR+
o 12-14%d 's du sein invasifs
. Majoritairement ER-/PR-, HER2- D © canc.els 1 S Ivastss
Faible en Mauvais pronostic

. Ki67+ . . . :
claudines Marqueurs supplémentaires: vimentine +,

cadhérine E -, claudines 3/4/7 -

1.3. Epidémiologie, facteurs de risque et traitement du cancer du sein

Le cancer du sein est le cancer féminin le plus fréquent et la principale cause de déceés
par cancer chez la femme dans le monde. Les statistiques les plus récentes, établies par ’OMS,
estiment le nombre de nouveaux cas de cancer du sein a 10.337 et le nombre de déces a 2.523
en Belgique en 2012. Environ 1 femme sur 9 sera atteinte d’un cancer du sein avant ’age de 75

ans.

Les facteurs de risque du cancer du sein sont nombreux et incluent notamment 1’age,
des facteurs reproductifs, héréditaires et environnementaux. Ainsi, les femmes de plus de 50

ans ont plus de risque de développer un cancer. Une premiére grossesse, une ménopause tardive
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ou des premiéres menstruations précoces augmentent ¢galement le risque de cancer du sein (7).
Le risque de cancer du sein est plus €levé chez les femmes ayant des antécédents familiaux de
cancer mammaire. La plupart de ces cancers héréditaires sont attribués a des mutations au
niveau des génes BRCAI et 2 (8). Enfin, la consommation d’alcool, 1’obésité, I’exposition aux

UV sont également des facteurs de risque du cancer du sein (9).

Le traitement du cancer du sein repose sur une ou plusieurs stratégies qui peuvent étre
la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, ’hormonothérapie et 1’utilisation de nouvelles
thérapies ciblées. Quand les tumeurs sont positives pour ER, 2 classes de drogues peuvent étre
utilisées: les SERMs (« Selective Estrogen Receptor Modulators »), tels que le tamoxifeéne, le
raloxiféne et le toremiféne ; et les inhibiteurs d’aromatase, une enzyme qui permet a I'organisme
de produire des cestrogénes, tels que le 1étrozole, 1’anastrozole et I’exémestane (10). Les
tumeurs avec une hyperexpression d’HER2 peuvent étre traitées par les agents ciblant HER2,
dont le trastuzumab, le lapatinib, le pertuzumab et le trastuzumab emtansine (10).
Contrairement aux cancers du sein ER ou HER2 positifs, les cancers du sein triple négatifs ne
bénéficient pas de thérapie ciblée approuvée. Des essais cliniques récents évaluent 1’efficacité
de thérapies qui interférent avec des cibles impliquées dans la prolifération cellulaire, le
métabolisme, la motilité, I’angiogenése et I’apoptose. Des inhibiteurs de mTOR, CDK4/6, des
histones déacétylases (HDACsS), de ’EGFR, de la polymérase PARPs, du VEGFR sont utilisés

lors de ces essais cliniques (10).

2. La cascade métastatique et la transition épithélio-mésenchymateuse

La formation de métastases est la cause principale de décés chez les patients atteints
d’un cancer. La dissémination métastatique a partir de tumeurs €pithéliales est un processus
biologique complexe comprenant de nombreuses étapes. Les cellules tumorales proliférent au
niveau du site primaire, remanient la matrice extracellulaire (MEC), envahissent le tissu sous-
jacent et entrent dans la circulation sanguine générant ainsi des cellules tumorales circulantes
(CTCs). Une faible proportion de CTCs survit dans ce nouvel environnement et atteint des sites
secondaires (11). Certaines de ces cellules disséminées (DTCs pour « Disseminated Tumor
Cells ») vont pouvoir développer des métastases apres une éventuelle phase de dormance.

(Figure 2).

A ce jour, il est clair que le potentiel métastatique d’une cellule tumorale dépend non
seulement d’altérations génétiques mais également des interactions qu’elle établit avec le

microenvironnement (12). Ces interactions vont, en effet, contribuer a induire des changements

8
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phénotypiques qui permettront a quelques cellules tumorales de franchir les différentes étapes
de la progression tumorale et métastatique (13). Il est aujourd’hui reconnu que les processus de
transition épithélio-mésenchymateuse contribuent largement a cette plasticité cellulaire et a ces

changements phénotypiques (14-18).

Tumeur primaire

* Invasion/migration
| In

Flux sanguin travasation

Q Survie Extravasation
Cellule tumorale

circulante Arrét

Meétastases Prolifération

Figure 2: La cascade métastatique. La dissémination métastatique est un processus biologique
complexe comprenant de nombreuses étapes telles que : la prolifération et la migration des cellules
tumorales au niveau du site primaire, la dégradation de la matrice extracellulaire, ['intravasation dans
la circulation sanguine, la survie dans celle-ci, [’arrét a un site secondaire, l’extravasation et/ou la
formation de métastases.

A la fin des années 1960, Elizabeth Hay a décrit pour la premiere fois la transformation
phénotypique de cellules épithéliales en mésoderme embryonnaire lors du développement
d’embryons de poulet (19). La Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) est aujourd’hui
définie comme un processus biologique permettant aux cellules épithéliales d’acquérir un
phénotype mésenchymateux (Figure 3). La plasticité cellulaire associ¢e a la TEM implique une
perte d’adhérence et de polarité cellulaire, qui sont caractéristiques des cellules épithéliales, et
une acquisition de I’expression de caractéres mésenchymateux. D’une maniére générale, ces
processus de TEM conférent aux cellules épithéliales des propriétés migratoires et invasives et
sont observés dans de nombreux phénoménes physiologiques et pathologiques. Les processus
de TEM sont ainsi classés en 3 grands types : la TEM de type 1 participant au développement
embryonnaire, la TEM de type 2 intervenant lors de la cicatrisation et la régénération tissulaire,
et la fibrose et la TEM de type 3 regroupant les processus intervenant dans la progression

tumorale et la formation de métastases (20,21). Il est généralement admis que la TEM associée

9
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a la progression métastatique est transitoire et réversible. Un retour vers un phénotype épithélial
a été qualifié de transition mésenchymateuse-¢épithéliale et a été impliqué dans la croissance des
métastases (22). Certaines cibles moléculaires de la TEM, qui sont décrites dans la suite de ce

manuscrit, sont utilisées comme marqueurs de ce processus et sont reprises dans la Figure 3.

Phénotype Phénotype

épithélial Phénotypes mésenchymateux

intermédiaires v
' _Cefll.ules 5 ‘ O 3 ? Ce'llules
épithéliales mésenchymateuses

Molécules d’adhésion:

Cadhérine E, ZO-1, Molécules d’adhésion:

desmoplakine, occludine, Perte progressive des Cadhérine N

claudine marqueurs épithéliaux et Cytosquelette:

Cytosquelette: gain des marqueurs Vimentine, a-SMA

Cytokératines mésenchymateux Facteurs de transcription:

Autre: ZEB1/2, Snail/Slug, Twist

Mucine-1 Composant de la matrice extracellulaire:
Fibronectine

Figure 3: Transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). La TEM implique une transition
fonctionnelle de cellules épithéliales polarisées en cellules mésenchymateuses mobiles. Les 2
phénotypes peuvent étre mis en évidence par des marqueurs cellulaires dont certains figurent sur le
schéma. Les cellules exprimant des marqueurs des 2 catégories possédent un phénotype intermédiaire
et sont en cours de conversion. Adapté de Kalluri et al. 2009 (21).

2.1. Acteurs moléculaires de la TEM

Les processus de TEM sont complexes et impliquent de nombreux acteurs moléculaires.

Schématiquement, on distingue :

-les génes cibles de la TEM (directement impliqués dans les modifications

phénotypiques des cellules).

-les facteurs de transcription de la TEM régulant 1’expression des geénes cibles de la

TEM.

-les signaux extracellulaires et voies de signalisation induisant I’expression des facteurs

de transcription et des genes cibles de la TEM.
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2.1.1. Génes cibles de la TEM

2.1.1.1. Molécules d’adhérence intercellulaire

Les cellules épithéliales forment une couche cellulaire bien organisée présentant une
polarité apico-basale et reposent sur une membrane basale. Dans les épithéliums, des structures
spécialisées comme les jonctions serrées et adhérentes, et les desmosomes assurent les liens

intercellulaires.

Les jonctions serrées entourent les faces latérales des cellules épithéliales, au niveau du
pole apical. Le role principal de ces jonctions est d’assurer 1’étanchéité des tissus épithéliaux.
Elles participent également a I’adhérence cellulaire et au maintien de la polarité. Ces structures
sont constituées de protéines transmembranaires : les occludines, les claudines et les JAMs
(« Junctional Adhesion Molecules »), qui assurent des interactions de type homophile. Ces
molécules transmembranaires sont reliées au cytosquelette d’actine par 1’intermédiaire de

protéines cytoplasmiques adaptatrices telles que les Zonula Occludens (ZO-1 a 3).

Les jonctions adhérentes se situent sous les jonctions serrées et forment également une
ceinture autour de la cellule. La cadhérine E est la protéine transmembranaire principale
constituant les jonctions adhérentes. Via son domaine extracellulaire, le cadhérine E forme des
interactions homotypiques dépendantes du calcium. Via son domaine cytoplasmique, elle
s’ancre au cytosquelette d’actine grace a des protéines cytoplasmiques adaptatrices, dont les

caténines a, [} et y.

Les desmosomes sont formés de cadhérines transmembranaires (desmocollines et
desmogléines) qui s’ancrent aux filaments intermédiaires de kératines via des interactions entre
leur domaine cytoplasmique et le complexe protéique: plakoglobine, plakophiline,

desmoplakine.

Lors de la TEM, I’expression de ces différentes molécules d’adhérence est fréquemment
diminuée. A I’opposé, 1’expression de la cadhérine N est augmentée et représente un marqueur
du phénotype mésenchymateux (23). En plus de ces modifications d’expression, certaines
protéines des jonctions intercellulaires peuvent étre redistribuées. Par exemple, la caténine f et
Z0-1 peuvent se délocaliser des jonctions intercellulaires et s’accumuler dans le noyau pour
participer a la régulation transcriptionnelle de genes cibles, tels que la vimentine, Snail et Twist
(17,24). Ces différentes modifications conduisent a une diminution globale de I’adhérence

intercellulaire et a une réorganisation du cytosquelette (25,26).
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2.1.1.2. Molécules du cytosquelette

Le cytosquelette est constitu¢é de microfilaments d’actine, de microtubules et de
filaments intermédiaires. Lors de la TEM, des remaniements importants du cytosquelette

interviennent, conférant aux cellules des capacités migratoires accrues.

Ainsi, la TEM régule I’expression de molécules directement impliquées dans le
remaniement du cytosquelette d’actine telles que : I’actine elle-méme (I’expression de I’a-SMA
(« 0-Smooth Muscle Actin ») est fréquemment associée a la TEM), certaines intégrines
impliquées dans la formation des contacts focaux, certaines molécules liant I’actine (ABP pour

« actin binding protein » : tensine, paxilline,...) et certaines rho-GTPase (27) .

La réorganisation des microtubules associée a la TEM est moins connue. Une
diminution de I’expression de I’enzyme « tubulin tyrosine ligase » a néanmoins été décrite,
conduisant a une accumulation de tubuline-a non tyrosinée. Cette accumulation est nécessaire

a la formation de micro-tentacules jouant un role dans la migration (28).

La modification du réseau de filaments intermédiaires par la TEM est, quant a lui,
largement décrit. Les filaments intermédiaires maintiennent la morphologie et I’intégrité
cellulaire. Les différents types de filaments intermédiaires ne sont pas exprimés de la méme
fagon dans les tissus. Ainsi, les cytokératines sont exprimées par les cellules épithéliales et
certaines d’entre elles sont diminuées lors de la TEM. La vimentine est, quant a elle,
caractéristique des cellules mésenchymateuses et est induite lors de la TEM (27,29). La
vimentine est impliquée dans le remodelage dynamique du cytosquelette dans les cellules
motiles (28). C’est un marqueur mésenchymateux fréquemment utilisé pour identifier les

processus de TEM.

2.1.1.3. Molécules de la matrice extracellulaire

L’expression des molécules constituant la matrice extracellulaire (MEC) est largement
régulée lors des processus de TEM. Par exemple, I’expression du collagene de type IV est
réprimée alors que celle de la fibronectine et du collagéne de type I est augmentée (27,30). Les
molécules de la MEC peuvent également étre dégradées par des enzymes, comme les
métalloprotéinases matricielles (MMPs pour «Matrix Metalloproteinases ») lors des processus
de TEM. Ces MMPs, notamment la MMP-2, la MMP-7 et la MT1-MMP, sont capables de

générer des fragments de MEC qui peuvent avoir des propriétés pro- ou anti-invasives (31,32).
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2.1.1.4. Acteurs de la prolifération et survie

Les processus de TEM peuvent ¢galement modifier I’expression de régulateurs de la
prolifération et/ou de la survie cellulaire. Les cellules subissant une TEM ont un faible potentiel
prolifératif. Par exemple, lors de la TEM, les génes CCND2 codant pour la cycline D2 et PCNA
codant pour « proliferating cell nuclear antigen », sont réprimés (33). La survie cellulaire est
¢galement associée aux processus de TEM. Ainsi, I’expression de protéines pro-apoptotiques

telles que PUMA et TP53 est diminuée lors de la TEM (33).

2.1.2. Facteurs de transcription de la TEM

La perte de caractéristiques épithéliales et le gain d’un phénotype mésenchymateux
impliquent de nombreuses régulations transcriptionnelles qui sont finement orchestrées par 3
grandes familles de facteurs de transcription : la famille Snail (Snail et Slug), la famille ZEB

(ZEBI et ZEB2) et la famille hélice-boucle-hélice (dont Twist 1 et 2, et E47) (26,33).

Dans cette partie, nous détaillerons uniquement les facteurs de transcription ZEB1 et

Snail qui ont plus particuliérement fait 1’objet de notre travail.
2.1.2.1. Structure des facteurs de transcription ZEB1 et Snail

Le facteur de transcription ZEBI fait partie de la famille ZEB (« zinc finger E-box
binding homeobox ») qui comprend deux membres ZEB1/deltaEF1 (Figure 4) et ZEB2/SIP1.
Leur domaine N-terminal est composé de 4 doigts de zinc et leur domaine C-terminal de 3
doigts de zinc. Ces domaines a doigts de zinc peuvent lier indépendamment des séquences E-
boxes (5’-CANNT, (N pouvant étre n’importe quel nucléotide)) ou des €éléments bipartites
composés d’une séquence CANNT et d’une séquence CANNTG (34). La région centrale des
ZEBs contient un domaine d’interaction Smad, un homéodomaine qui est aussi impliqué dans
la liaison a ’ADN et un domaine liant les protéines CtBPs (« C-terminal binding proteins »).
Contrairement aux autres domaines, les séquences formant les doigts de zinc sont fortement
conservées entre ZEB1 et ZEB2, suggérant que ces facteurs se lient a des séquences d’ADN
cibles similaires. Les différents domaines de ZEB1 permettent ’interaction avec des co-
répresseurs, tels que I’histone acétyltransférase Tip60, I’ ATPase BRG1 et CtBP, mais aussi des
co-activateurs, tels que les histones acétyltransférases p300 et pCAF (33,35).

La famille de facteurs de transcription Snail contient 3 membres : SNAI1/Snail (Figure

4), SNAI2/Slug et SNAI3. Ces facteurs contiennent dans leur partie C-terminale 4 a 6 doigts de
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zinc responsables de la liaison au niveau de séquences E-boxes CAGGTG et dans leur partie
N-terminale un domaine SNAG, interagissant avec des co-répresseurs tels que HDAC1/2 et
SIN3A. La région centrale du facteur Snail comprend 3 domaines : un domaine riche en sérine
et proline, dont la phosphorylation régule la localisation cellulaire, la stabilité protéique et
I’activité répressive, un domaine régulateur contenant un signal d’export nucléaire (NES pour
« Nuclear Export Signal ») et un domaine de destruction. La phosphorylation du NES et de la
boite de destruction par GSK3f induit I’export cytoplasmique et la dégradation de Snail par le

protéasome (33).

ZEB1
Doigts de zinc Homéodomaine Doigts de zinc
N-terminale —I-I-I-I—.—I— —l-l-l— C-terminale
Domaine liant des Domaine de Domaine L
co-activateurs liaison Smad ~ d’interaction Liaisona I’ADN
CtBP
Séquences E-boxes Séquences E-boxes
Génes épithéliaux | Génes mésenchymateux T

Cadhérine E, crumbs3, mucine-1, Lgl2,

- . Vi tine, AXL, CTGF, CYR61
plakophiline, MMP1, occludine, EpCAM, JAM]1 fmentine

Snail

Domaine riche Domaine NES Doigts de zinc

N-terminale _. cenS-P I.I.I.I— C-terminale

Domaine SNAG Boite de o
destruction Liaison a ’ADN
Séquences E-boxes
Génes épithéliaux - Génes mésenchymateux T
Claudine-3.-4, -7, occludine, cadhérine E, Vimentine, fibronectine, vitronectine, cadhérine
desmoplakine, plakophilin, cytokératines 17-20, N, collagéne ITI et V, PAI1, MMP-1, -2, -7, MT1-
mucine-1, crumbs3 MMP

Figure 4 : Structure de ZEBI et Snail, et leurs cibles. ZEB1 contient 2 domaines a doigts de zinc liant
les séquences E-boxes, un domaine d’interaction pour CtBP, un homéodomaine, un domaine de liaison
pour Smad et un pour les co-activateurs. Snail contient un domaine a doigts de zinc liant les séquences
E-boxes, un domaine de liaison SNAG (Snail/Gfi), un domaine d’export nucléaire (NES), une boite de
destruction et un domaine riche en sérine et proline (S-P). Quelques genes épithéliaux réprimés et génes
mésenchymateux induits par ZEBI et Snail sont indiqués sur le schéma.
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2.1.2.2. Cibles des facteurs de transcription ZEB1 et Snail

Les facteurs de transcription ZEB1 et Snail sont essentiellement connus comme étant
des répresseurs de la transcription. ZEB1 réprime 1’expression de la cadhérine E en se liant aux
¢léments bipartites composés d’une séquence CACCT et une CACCTG présents au niveau du
promoteur de cette cible (34,36). Snail, quant a lui, réprime I’expression de la cadhérine E en
se liant aux 3 E-boxes présentes au niveau de son promoteur (37). ZEB1 et Snail répriment
¢galement I’expression d’autres génes de la TEM tels que les génes de certaines claudines, de
I’occludine, de la desmoplakine ou encore de la plakophiline. Néanmoins, ils sont ¢galement
capables d’induire I’expression de génes mésenchymateux (Figure 4). De plus, la régulation de
genes cibles par les facteurs de transcription de la TEM peut également faire intervenir des co-
activateurs ou des co-répresseurs (26,35). Ainsi, pour la répression de la cadhérine E, Snail

recrute les co-répresseurs HDAC1/2 et SIN3A, et ZEBI les co-répresseurs CtBP et BRG1.

Si la répression de I’expression des genes cibles implique généralement une liaison
directe des facteurs de transcription a leur promoteur, les mécanismes de régulation positive
(activation) sont moins bien connus et peuvent faire intervenir des mécanismes indirects
impliquant des cibles intermédiaires (26,33,35). Alternativement, la fixation des facteurs de
transcription a I’ADN peut étre réalisée par I’intermédiaire de co-facteurs. Quelques exemples

de régulations par ZEBI1 et Snail sont décrits dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Mécanismes de régulations par ZEB1 et Snail.

Régulation ZEB1 Snail
Répression Induction Répression Induction
Cadhérine E,
Crumbs 3, MMP1,
Directe famille miR-200,
plakophiline, Lgl2,
MUCI1

Cadhérine E, CAR,

MUCI, Crumbs 3,

CK17/18, claudine
1

Indirecte | Occludine, JAM 1, Vimentine, MMP-

L. Vimentine, AXL, 2,-9et-7, MT1-
ou non EPCAI\;[’ f?fherme CYR61, CTGF MMP, Twist,
connue © ZEBI1, ZEB2

2.1.3. Signaux extracellulaires et voies de signalisation

La TEM est initiée par de multiples signaux extracellulaires. Ceux-ci peuvent étre des

composants de la matrice extracellulaire, tels que le collagéne ou I’acide hyaluronique (38,39),
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des facteurs de croissance, tels que le TGF- (« Transforming growth factor B »), ’EGF
(« Epidermal growth factor »), le FGF (« Fibroblast growth factor »), et le HGF (« Hepatocyte
growth factor ») (25,40), et des cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-a (« Tumor
necrosis factor a») (41) et I’'[L-6 (Interleukine-6) (39,42). L hypoxie, par I’intermédiaire du
facteur HIF-1 (« Hypoxia-inducible factor 1 ») (39,43) ainsi que la perte des interactions
cellulaires peuvent également induire la TEM (44). Ces différents signaux induisent des
cascades intracellulaires, telles que les voies Wnt, Notch, MAPK, Ras/Raf/MEK, NF-«B
(25,40,45-47). Ainsi, la voie Notch peut, via HIF-1a, induire la transcription de Snail (47). La
voie Akt, qui est activée notamment par la voie du TGF-f et de I’EGF, peut induire I’expression
de ZEBI1 en bloquant son inhibition par les microARNs de la famille miR-200. La voie Akt
peut également induire la transcription de Snail en activant le facteur NFxB et réguler les
fonctions de Snail en bloquant GSK-3, inhibant ainsi la dégradation de Snail par le protéasome

et favorisant sa translocation nucléaire (47).

Nous détaillerons dans ce manuscrit uniquement les voies de I’EGF et du TGF-f

puisqu’elles ont été utilisées pour induire la TEM dans nos mod¢les cellulaires.

2.1.3.1. Voie de PEGF

L’EGF lie PEGFR (« Epidermal growth factor receptor »), tout comme le TGF-a
(« Transforming growth factor a ») et ’amphiréguline (48). L’EGFR fait partie de la famille
des récepteurs a tyrosine kinase ErbB qui contient 4 types de récepteurs différents : ErbB-
1/HER1/EGFR, ErbB-2/HER2/neu, ErbB-3/HER3 et ErbB-4/HER4. Aprés liaison a leurs
ligands, ces récepteurs forment des homo- ou héterodimeres. L’activation de ces récepteurs
induit la phosphorylation de résidus tyrosines au niveau du domaine intracellulaire et conduit a
I’activation de différentes voies de signalisation dont la voie ras/ra/ MEK/MAPK via les
protéines adaptatrices Grb2 ou Shc, la voie PI3K et la voie STAT3 (49) (Figure 5). Ces voies

de signalisation conduisent a des modulations de la TEM.

Une étude, par exemple, a montré que 1’induction de Twist par I’EGF fait intervenir
I’EGFR et STAT3 dans le modéle cellulaire d’adénocarcinome mammaire MDA-MB-468 (50).
Dans la lignée mammaire MCF10A immortalisée, 1’induction de la TEM par ’EGF est
dépendante d’ERK2 (51) et la diminution de I’expression d’Akt2 supprime I’induction de la
TEM par PEGF (52). L’internalisation de la cadhérine E induite par ’EGF dans la lignée de
cancer du sein MCF7 fait intervenir la GTPase Arf6 (53). La phosphorylation de ’EGFR induit
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I’expression de Slug via la voie de signalisation Src/ERK dans les lignées pulmonaires HBE4-

E6/E7 et NCI-H1299 (54).

Figure 5 : Voies de signalisation induite par PEGF. Exemples de voies pouvant étre stimulées par la
liaison de I’EGF a I’EGFR pour induire la TEM.

2.1.3.2. Voie du TGF-p

La super famille des facteurs de croissance transformant (TGF-f) englobent plus de 40
cytokines secrétées dont les 3 isoformes du TGF-f (1-3) qui se lient sur les mémes récepteurs.
Le TGF-B est exprimé de fagon ubiquitaire et peut influencer la majorité des tissus en régulant
la croissance, la survie, la différentiation et la migration des cellules lors du développement
embryonnaire et de I’homéostasie tissulaire chez 1’adulte. 1l est également impliqué dans
plusieurs pathologies, dont le cancer. Il peut directement agir sur les cellules tumorales en
induisant la TEM mais aussi sur les cellules non tumorales en supprimant I’immunité, et en

favorisant I’angiogenése (26,55).

Le TGF-B se lie a un complexe hétérotétramérique formé par les récepteurs a
sérine/thréonine kinase de types I et II (TGF-BRI/RII) (Figure 6). L’interaction du TGF-3 avec
le récepteur de type Il permet le recrutement du récepteur de type I et la phosphorylation de ce
dernier. Cette phosphorylation permet 1’activation du TGF-BRI qui conduit a I’initiation de
voies intracellulaires. Le TGF-BRIII peut aussi étre recruté. La voie canonique du TGF-
conduit a la phosphorylation des facteurs de transcription Smads 2 et 3 qui vont former un
complexe avec le facteur Smad4. Ce complexe Smad va s’accumuler dans le noyau et, en
coopération avec des co-facteurs d’activation ou de répression, peut réguler la transcription de
genes spécifiques (26,56). D’autres voies non canoniques peuvent étre activées par le TGF-.

Le complexe TGF-BRI/RII active ShcA qui va former le complexe ShsA/GRB2/Sos (57).
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Celui-ci active Ras a la membrane et induit la cascade c-Raf, MEK et Erk. Les MAP kinase
Erkl et Erk2 vont ensuite phosphoryler des substrats nécessaires a la transcription de genes
cibles. Le TGF-B active aussi les kinases p38-MAPK et JNK via la phosphorylation de
MMK3/6 et MKK4, respectivement (58,59). Les voies PI3K/Akt, mTor et RhoA sont d’autres
cibles du TGF-B (26,55).

L’activation de la TEM par le TGF-3 implique aussi bien les voies canoniques que non
canoniques (26,55,60). Ainsi, dans les cellules épithéliales de rein MDCK, I’induction de la
TEM par le TGF-B fait intervenir les 2 voies (61). En effet, Smad4 est nécessaire pour
I’induction de I’expression de la vimentine et la diminution de I’expression de la claudine 1 est
dépendante de MEK et PI3K, alors que la diminution de I’expression de la cadhérine E fait
intervenir ces 2 voies. Dans des lignées de cancer mammaire (différent variants de MCF10), le
TGF-B empéche I’expression des génes cadhérine E, claudine 4 et cinguline en maintenant une
hyperméthylation de leur région promotrice via la voie Smad (62). L’utilisation d’un inhibiteur
de MEK1/2 inhibe la délocalisation membranaire de la cadhérine E et de ZO-1 induite par le
TGF-B dans la lignée mammaire murine NMuMG (63). Dans la lignée d’adénocarcinome
pulmonaire A549, Smad2 est nécessaire pour la diminution de I’expression de la cadhérine E
et la cytokératine 19 induite par le TGF-B (64). Par contre, I’induction de la vimentine dans ce

modele est indépendante de Smad2.
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S
ShcA/Grb2/Sos / MKK4

MKK3/6
C-Raf | |
' g
MEK PI3K P33'1§’IAPK
}
Erk1/Erk2

Génes de la TEM

Figure 6 : Voies de signalisation induites par le TGF-f. Exemples de voies pouvant étre utilisées par
le TGF-f pour induire la TEM.

2.2. Acteurs de TEM dans le cancer du sein : évidences cliniques

Les mécanismes évoqués précédemment sont également observés en clinique dans de

nombreux carcinomes et quelques exemples sont repris pour le cancer du sein dans le Tableau
4.

Tableau 4 : Quelques exemples de marqueurs moléculaires de la TEM dans le cancer du sein.

La TEM dans le cancer du sein : observations cliniques

Snail est exprimé dans les carcinomes canalaires infiltrants présentant des
métastases au niveau des ganglions lymphatiques (65)
Les carcinomes invasifs de type basal expriment des marqueurs

mésenchymateux (vimentine, a-SMA, cadhérine N) et arborent une (66)
réduction en cadhérine E et cytokératines

Un enrichissement en vimentine et une relocalisation cytoplasmique de la
cadhérine E sont observés dans les cas de cancers triple négatifs (67)
L’expression de la vimentine, de ZEB1, et de ZEB2 a été observée dans des

cas de cancers triple négatifs (68)
Un haut niveau d’expression de Snail dans la tumeur mammaire primaire

est associé a une survie sans rechute réduite (9)
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2.3. TEM et progression tumorale

Les processus de TEM se caractérisent par une régulation de génes cibles qui vont
conférer aux cellules tumorales épithéliales des propriétés qui leur permettront de réaliser

plusieurs étapes de la cascade métastatique.

2.3.1. Invasion et migration

Les modifications d’adhérence cellulaire et du cytosquelette ainsi que la capacité a
remanier la matrice extracellulaire favorisent I’expression d’un phénotype migratoire et invasif
(20,21,27). Un nombre considérable d’études in vitro ont ainsi montré 1’implication de la TEM,
et plus particulierement des facteurs de transcription Snail et ZEB, dans le gain de propriétés
migratoires et invasives. Par exemple, la transfection d’un plasmide exprimant Snail dans les
MDCK leur confére des capacités migratoires et invasives (70). Dans une lignée cellulaire de
carcinome hépatique, Snail et ZEB2 favorisent I’invasion cellulaire en induisant I’expression
des MMP-1, -2, -7 et de la MT1-MMP (32). La diminution de I’expression de Slug diminue
I’invasion et la migration de la lignée de cancer mammaire MDA-MB-231 (71). La diminution
de I’expression de ZEBI1 réduit la migration des cellules de cancer colorectal SW480 et

HCT116 et la migration et I’invasion des MDA-MB-231 (72).

2.3.2. Angiogeneése et intravasation

La TEM peut également favoriser la progression tumorale en stimulant I’angiogenése et
I’intravasation. Les processus de TEM peuvent contribuer a 1’angiogenese en favorisant la
croissance de nouveau vaisseaux dans le microenvironnement tumoral. Par exemple,
I’expression ectopique de ZEB1 dans les MDA-MB-231 induit 1’expression du VEGFA
(« vascular endothelial growth factor A ») ainsi que I’angiogenése in vitro et dans un modele
de xénogreffe (73). La diminution de I’expression de Snail dans les MDA-MB-231 réduit la
vascularisation des tumeurs formées aprés injection de ces cellules en souris (74).
L’accroissement de la densité vasculaire de tumeurs sous-cutanées a été observé dans des souris
ayant recu une injection de cellules de la lignée d’adénocarcinome mammaire MCF7
surexprimant Slug (75) ou de MDCK surexprimant Snail (76). Par ailleurs la transfection de
Snail favorise I’intravasation en induisant 1’expression de la MT1-MMP et la MT2-MMP dans
la lignée MCF7 (77). La diminution de I’expression de ZEBI1 réduit également la migration

transendothéliale des cellules du cancer de la prostate PC-3 (78).
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2.3.3. Résistance a ’apoptose

Lors de la TEM, des phénoménes de résistance a I’apoptose et 1’anoikis sont observés.
Le phénomene d’anoikis est une apoptose induite par la perte d’adhérence cellulaire et des

interactions entre les cellules et la MEC.

Ainsi, la TEM diminue 1’expression de geénes pro-apoptotiques (PERP, p21, Bim, Bax
et Noxa) et induit I’expression de genes anti-apoptotiques (Bcl-2) ainsi que des voies de survie
(P13K/Akt) (79). De plus, la TEM confére une résistance a 1’apoptose stimulée par les
traitements thérapeutiques. En effet, Snail et Slug conférent une résistance a la radio- et chimio-
thérapie en réprimant des geénes participant a 1’apoptose médiée par p53 (80). L’expression
ectopique de Twist dans une lignée d’adénocarcinome pancréatique réduit I’apoptose induite
par la chimiothérapie en diminuant I’expression de Bax (81). La diminution de 1’expression de
Snail augmente la réponse apoptotique a des agents chimiothérapeutiques dans les MDA-MB-
231 (74). Snail, Twist et ZEBI sont, par ailleurs, impliqués dans la suppression de 1’anoikis
lors d’une TEM induite dans des cellules épithéliales d’intestin et des cellules de rein par TrkB

(« the neurotrophic tyrosine kinase receptor ») (82,83).

Ces propriétés induites par les processus de TEM interviennent a diverses étapes de la
progression métastatique et pourraient particulierement contribuer a la biologie des CTCs qui
font I’objet de notre travail. En effet, les propriétés migratoires et invasives accrues ainsi que la
capacité a stimuler 1’angiogenése favoriseraient la libération de CTCs a partir de la tumeur
primaire. Les capacités de résistance a I’apoptose et a I’anoikis contribueraient, quant a elles, a
la survie des CTCs dans le sang. Ces considérations ont largement contribué a stimuler 1’étude

de la TEM dans la libération des CTCs.

3. Les cellules tumorales circulantes

Malgré les avancées en termes de diagnostic et de traitement des tumeurs solides, la
formation de métastases reste la cause majeure de déces suite a un cancer. Apres leur libération
de la tumeur primaire, les cellules cancéreuses traversent la circulation sanguine, un nouvel
environnement dans lequel elles doivent survivre pour atteindre des sites secondaires. La
détection et la caractérisation précoce des cellules tumorales avant I’apparition de symptomes
cliniques est, a ce jour, un challenge important pour la recherche en cancérologie. Les CTCs
dans le sang représentent des cibles cellulaires potentielles pour controler et empécher le

développement de métastases (84,85).
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3.1.1. Méthode de détection des CTCs

Pour identifier les CTCs, celles-ci doivent étre distinguées des autres cellules présentes
dans le flux sanguin. Le défi de la détection des CTCs est de combiner une sensibilité élevée a
une haute spécificité. Le taux de survie des CTCs dans le torrent sanguin est trés faible, ainsi
les CTCs sont des cellules rares. On estime la concentration des CTCs a 1 CTC pour 10°-107
cellules sanguines. Des étapes d’enrichissement sont donc nécessaires pour augmenter le taux

de détection.

3.1.2. Enrichissement des CTCs

L’enrichissement des CTCs se base sur des propriétés physiques (la taille, la densité, les
charges électriques et la déformabilité) et/ou biologiques (I’expression de protéines de surface)
des cellules tumorales qui permettent de les différencier des cellules hématopoiétiques (Figure
7) (18,86-89). Malheureusement, aucun systeme d’enrichissement n’est idéal et chacune des

techniques développées possede des avantages et des inconvénients.

Plusieurs techniques d’enrichissement sont basées sur des caractéristiques physiques des
CTCs. La séparation peut se faire sur base de la densité¢ des CTCs par centrifugation sur un
gradient de densité (Ficoll, OncoQuick™) (90). Suite a ce gradient, les CTCs se trouvent avec
les lymphocytes et les monocytes a I’interface entre le plasma et les composants plus denses,
dont les érythrocytes, les plaquettes et les granulocytes. Cette technique permet seulement un
taux de récupération de 70%. Une autre technique est basée sur le fait que les CTCs ont une
taille généralement plus grande que les cellules sanguines. La filtration sur une membrane
contenant des pores de taille spécifique, généralement 8 um, (ISET, ScreenCell®) (91,92) ou
sur un dispositif de microfiltres en 3 dimensions (93), est ainsi réalisée. Cependant la gamme
de tailles des CTCs est large (4-30 um) et les CTCs de petite taille peuvent donc étre €liminées
par ces méthodes de filtration. A I’inverse, de larges cellules hématopoiétiques comme les
lymphocytes (7-20 pm) peuvent contaminer ou obstruer le filtre. Les CTCs peuvent aussi étre
isolées selon leurs propriétés électriques membranaires par diélectrophorése (DEP-FFF,
DEPArray) (94,95). Un intérét grandissant se porte aujourd’hui sur des techniques
d’enrichissement des CTCs par microfluidique. Par exemple, le « u-LaFF chip » est un systéme
microfluidique qui sépare les CTCs en fonction de leur taille et leur déformabilité, les CTCs
¢tant généralement plus larges et rigides que les cellules sanguines (96). Un autre systeme
microfluidique connu combine un enrichissement basé sur la taille et la diélectrophorése (97).

Certains systémes microfluidiques utilisent également des propriétés biologiques des CTCs,
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ceux-ci sont décrits ci-dessous. Les systeémes microfluidiques ont 1’avantage d’avoir un haut
rendement mais sont exposés a des facteurs pouvant perturber le flux du sang, tels que des
bulles d’air ou des caillots sanguins. Développer de nouvelles méthodes pour augmenter la

spécificité de I’enrichissement est un défi important pour la recherche en cancérologie.

La majorité des techniques se basant sur les propriétés biologiques des CTCs utilisent
des procédures immunologiques avec des anticorps soit couplés a des billes magnétiques soit
recouvrant un dispositif. Les billes magnétiques sont couplées a des anticorps permettant une
sélection positive en se liant a des antigénes associés aux tumeurs (EpCAM pour « Epithelial
cell adhesion molecule », MUC1 pour Mucine 1). Une sélection négative est également possible
en ciblant I’antigéne CD45 leucocytaire (AdnaTest, CellSearch, Dynabeads®) (98,99). Le
complexe antigéne-anticorps peut ensuite €tre isolé¢ a I’aide d’un champ magnétique. Une
sélection négative a I’avantage d’éviter une stimulation des CTCs par la liaison d’un anticorps
qui pourrait modifier leur phénotype et donc biaiser la caractérisation ultérieure. Des billes
magnétiques recouvertes d’anticorps peuvent également étre introduites dans des systemes
microfluidiques. Dans le systeme Ephesia, les CTCs sont retenues a travers un flux par des
colonnes de billes magnétiques présentes dans le dispositif (100). Des anticorps, généralement
dirigés contre EpCAM, peuvent €galement recouvrir des dispositifs, tels que des « microposts »
(CTC-Chip) présents dans un dispositif microfluidique ou la surface des puces microfluidiques
(MBCTC-Chip) (101). L’avantage des puces est la nécessité d’un petit volume de sang mais cela
peut également étre une limite importante a la détection d’éveénements rares. La détection des
CTCs directement in vivo peut pallier ce probléme. Pour ce faire, un nanodétecteur, recouvert
d’anticorps dirigés contre I’antigéne EpCAM, peut étre inséré dans la veine du bras du patient
a I’aide d’une aiguille et permet 1’isolation de CTCs hors d’un grand volume de sang (102). En
effet, le systéme est appliqué 30 minutes et permet le passage d’1,5 litre de sang au travers du
dispositif. Cependant, ’utilisation de marqueurs épithéliaux, comme I’EpCAM, pose le
probléme de la détection de sous-populations de CTCs dérivées d’une TEM qui pourraient avoir
perdu ces marqueurs. Trouver un ou plusieurs marqueurs spécifiques de CTCs demeure

aujourd’hui un défi et un enjeu majeur de la recherche sur les CTCs.

Enfin, certains systémes d’enrichissement associent les propriétés physiques et
biologiques des CTCs, par exemple la taille et la sélection immunomagnétique (CTC-iChip)

(103) ou la densité couplée a une sélection négative (RosetteSep).

23



Introduction

GILUPI* nanodetector

-...,..‘
DHRDMINGY

3 Blood vessel

| Positive-EpCAM selection |

e Rec

@ Leukocytes

@ c1cC
Physical properties 4 mL b|$, Biological properties
Q Marker proteins

| size / Deformability | | Density | | Electric charges |

Filtration G | Positive-EpCAM selection |
% a ¥ ‘
- + H EpCiigk A7 EpCAN
@ 8 um + "++ h -4 pC
+ -
Filtration +4 -
J | Dielectrophoresis CTCchip  micropost
@

CD45 GlycoA
@ ;—« CD45-depletion %_'
-7

@CTJB

Ficoll

Figure 7: Méthodes d’enrichissement des CTCs a partir de sang de patients cancéreux. Ces
techniques se basent sur les propriétés physiques et biologiques des CTCs. Les propriétés physiques
incluent la taille, la densité, la déformabilité et la charge électrique. Les propriétés biologiques
s ‘appuient sur une sélection positive suivant [’expression de marqueurs de surface tels qu’EpCAM, ou
sur une sélection négative a l’aide du marqueur CD45 leucocytaire. Ces techniques sont utilisées ex
vivo sur les échantillons de sang des patients cancéreux. Une nouvelle technologie utilisée in vivo
consiste a placer un nanodéteceur dans la veine du patient afin d’isoler directement les CTCs positives
pour I’EpCAM lors du passage du sang. Figure issue d’Alix-Panabieres et al. 2014 (86).

3.1.1. Identification des CTCs

Malgré les améliorations importantes apportées aux techniques d’enrichissement des
CTCs, la fraction enrichie obtenue contient de nombreuses entités contaminantes. Les CTCs
doivent alors étre discriminées des autres cellules sanguines et identifiées. Cependant, il

n’existe toujours pas, aujourd’hui, de marqueurs spécifiques des CTCs connus.

La majorité des techniques décrites précédemment distinguent les CTCs des cellules
sanguines contaminantes a 1’aide d’un anticorps couplé a un fluorochrome dirigé contre

EpCAM ou contre des cytokératines mais aussi avec un anticorps anti-CD45 permettant
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d’identifier les leukocytes. Un marqueur nucléaire (4',6'-diamidino-2-phénylindole, alias Dapi)
est également utilisé pour s’assurer que le marquage corresponde a une entité cellulaire.
L’échantillon est ensuite analysé par microscopie a fluorescence et généralement une galerie
d’images est générée automatiquement. Celle-ci sera validée par plusieurs examinateurs. Les
cellules positives pour ’EpCAM ou les cytokératines et le Dapi, et négatives pour le CD45 sont
considérées comme étant des CTCs. Parmi les dispositifs de détection développés sur base d un
enrichissement immunomagnétique pour I’EpCAM suivie d’une identification par
immunofluorescence comme décrite ci-dessus, le systéme semi-automatique « CellSearch » est
une technologie fréquemment utilisée et est la seule approuvée par la « U.S. FDA » (United
States Food and Drug Administration) pour la détection de CTCs chez des patients atteint d’un

cancer métastatique du sein, du colon ou de la prostate (104).

Une alternative a 1’identification des CTCs par analyse protéique est I’analyse de
I’expression d’ARNs messagers (ARNm). Les ARNm fréquemment examinés par RT-PCR
sont ceux des cytokératines 17 et 19, de MUC1, de HER2 ou de la mammoglobine A (105). Par
ailleurs, des analyses génomiques des CTCs par FISH («Fluorescence in situ hybridization »)

ou par détection de mutations ont également été réalisées.

3.2. CTCs en clinique

Dans les cancers mammaires, pulmonaires, colorectaux, de la prostate et les mélanomes,
la détection de CTCs est généralement associée a un mauvais pronostic et une durée de vie
réduite, et peut servir d’indicateur de réponse a un traitement (89,106). Dans le cadre de ce

travail, nous nous sommes plus particuliérement intéressés au cancer du sein.

La détection avec la technique du « CellSearch » de >5 CTCs/7,5 ml de sang chez les
patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique avant le commencement d’un traitement
thérapeutique est associée a une survie sans progression et une survie globale réduite, et a un
nombre de sites métastatiques plus élevé comparés aux patientes avec moins de 5 CTCs/7,5 ml
(99,107,108). L’augmentation du nombre de CTCs apres le début d’un traitement est associée
aune survie sans progression et une survie globale réduites. L’énumération des CTCs peut donc
étre utilisée pour établir un pronostic mais aussi pour guider la prise de décision thérapeutique

et le développement de traitements adaptes.

Plusieurs études ont également rassemblé des données d’énumération de CTCs par le

« CellSearch » dans le cas de cancers du sein métastatiques pour élaborer une corrélation
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potentielle entre la présence de CTCs et les caractéristiques de la tumeur primaire des patientes
ou le nombre de lignes de traitement thérapeutique (108-110). Une telle corrélation n’a pas été
clairement établie. Par contre, un nombre de >5 CTCs/7,5ml de sang reste associé a une survie

globale réduite pour tous les sous-types de cancers du sein.

Les études sur les CTCs ciblent généralement les cancers métastatiques mais
I’énumération de CTCs peut également étre effectuée de maniére précoce avant la formation de
métastases. Ainsi, une large étude prospective a associ¢ la présence de CTCs a une faible survie
sans maladie et a une faible survie globale dans le cas de cancer du sein a un stade précoce (T1—

T4, NO-N3, M0) (111).

3.3. Biologie des CTCs

3.3.1. Libération des CTCs dans le flux sanguin

Les cellules tumorales subissent donc des changements phénotypiques, impliquant des
processus de TEM, leur permettant d’acquérir des propriétés migratoires et invasives qui
faciliteraient le processus d’intravasation. L’observation de CTCs exprimant des
caractéristiques de TEM dans des modéles animaux mais également dans des études cliniques
supportent clairement cette idée. Ainsi, des études réalisées au laboratoire, utilisant un modé¢le
de xénogreffe de cellules tumorales mammaires humaines MDA-MB-468, ont démontré la
présence de CTCs positives pour la vimentine, Snail et Slug dans la circulation sanguine des
souris (112). Un autre modele de xénogreffe de cellules tumorales mammaires a mis en
¢vidence des CTCs avec un niveau d’expression d’EpCAM réduit et un niveau élevé en
marqueurs mésenchymateux : vimentine, Twist et EGFR (113). Des études cliniques ont
montré, dans des échantillons de sang de patientes atteintes d’un cancer du sein, des CTCs
positives pour au moins un de ces marqueurs de la TEM : la vimentine, la fibronectine, la
cadhérine N, PAI-1, Twist, Snail, ZEB1, Akt2 et PI3Ka (114-118). De plus, un enrichissement
en CTCs présentant un phénotype mésenchymateux est observé chez les patientes ayant un
cancer du sein triple négatif (117). La présence de marqueurs de la TEM dans les CTCs ne se
limite pas au cancer du sein, elle est aussi observée dans les cancers du foie, du colon, des

poumons, gastriques et du nasopharynx (119).
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3.3.2. Survie des CTCs dans la circulation sanguine et colonisation métastatique

Si la capacité des cellules tumorales a infiltrer la circulation sanguine contribue
largement a la libération de CTC:s a partir de la tumeur primaire, la capacité des CTCs a survivre
dans le flux sanguin et a initier les métastases apparait tout aussi importante. A partir d’un
modele de xénogreffe, une étude a estimé qu’environ 1 million de cellules tumorales était libéré
dans la circulation sanguine par gramme de tumeur par jour (120). Néanmoins, le taux de survie
des cellules tumorales dans la circulation sanguine est tres faible (12). L’injection intraveineuse
de divers types de cellules tumorales, a ainsi révélé que seulement 2% des cellules injectées
survivent et persistent au niveau des poumons 24h apres I’injection (121,122). Cette élimination
rapide implique des phénomenes d’anoikis (123), I’intervention du systéme immunitaire
(124,125) et les forces de cisaillements exercées par le flux sanguin (126,127). De plus, toutes
les CTCs survivantes ne sont pas capables d’initier la formation de métastases, réduisant encore
I’efficacité du processus métastasique. Une étude a ainsi montré que 1/40 CTC conduit a la
formation d’une micrométastase et seulement 0,01% de ces micrométastases proliférent pour
donner des macrométastases (128). Cette inefficacité métastatique implique 1’apoptose des
CTCs évoquée précédemment, mais également I’incapacité a extravaser et/ou 1’incapacité a
proliférer dans le site colonisé. Dans certains cas, un phénoméne de dormance peut également
intervenir, qui se traduit par 1’incapacité des micrométastases a proliférer rapidement. Ce
phénoméne de dormance peut allonger considérablement la période entre le diagnostic de la
tumeur primaire et la détection de lésions métastatiques (période dite de « latence
métastatique »). Les facteurs controlant la dormance ne sont pas encore bien compris mais des
changements au niveau du microenvironnement ou des modifications de la cellule tumorale

elle-méme semblent jouer un role.

Parmi les CTCs, certaines cellules doivent donc développer des mécanismes de survie
pour franchir les différents obstacles de la cascade métastatique et former des métastases. L.’ idée
actuelle est que les CTCs positives pour la TEM développent des propriétés de survie accrues
et sont capables d’initier les métastases (« Metastasis Initiating Cells » MIC) et sont les CTCs
pro-métastatiques. Ainsi, I’injection de CTCs issues de patientes atteintes d’un cancer du sein
métastatique, et transplantées dans la moelle osseuse de souris immunodéficience a permis de
démontrer que les CTCs capables de former des métastases expriment des propriétés de cellules
souches cancéreuses (CSC) telles que 1’expression de CD44 ou MET (129), similaires aux

cellules dérivées d’une TEM (130).
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Ainsi, les CTCs possedent des caractéristiques biologiques qui leur permettent de
survivre dans le sang et de générer des métastases dans des organes a distance du site primitif.
Cependant, les mécanismes moléculaires précis qui conférent aux CTCs ces propriétés sont mal
connus. Au cours de ce travail, nous avons évalué 1I’impact potentiel des processus de
coagulation sur la survie des CTCs dans le flux sanguin et I’influence de ce mécanisme sur les

étapes précoces de la colonisation métastatique.

4. La coagulation

4.1. Cascade de coagulation

Le systeme de coagulation permet, suite a une cascade de réactions enzymatiques, la
formation rapide d’un caillot de fibrine au niveau de la paroi d’un vaisseau sanguin
endommagé. Ce systéme fait intervenir les facteurs de coagulation dont plusieurs sont des
protéases a sérine ou des co-facteurs. Les facteurs de coagulation impliqués sont
successivement activés, 1’activation de 1’un assurant 1’activation du suivant. Ces facteurs sont
identifiés par des chiffres romains, avec un « a » minuscule pour indiquer la forme active. La
cascade de coagulation est régulée a plusieurs niveaux pour éviter une production inappropriée

ou excessive de fibrine pouvant conduire a des problémes thrombotiques.

4.1.1. Modéle classique de la coagulation

La description classique de la coagulation divise le processus en 2 voies distinctes qui
convergent au niveau de 1’activation du facteur X : la voie intrinséque et la voie extrinséque
(Figure 8). La voie intrinséque fait appel a des composants présents dans le sang, alors que la
voie extrinséque requiere un facteur généralement présent a la surface des cellules sous

endothéliales, le facteur tissulaire (FT ou Facteur de coagulation III) (131,132).
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Figure 8: Modéle classique de la coagulation. (4) La voie intrinséque se déroule a la surface des
plaquettes activées. Le systeme prékallikréine (PK)/kininogene (HK)/FXII active le FXI qui convertit le
FIX en FIXa. Le FIXa s associe au FVIlla a la surface des plaquettes activées et ce complexe convertit
le FX en FXa qui s associe au FVa pour produire la thrombine (Flla). (B) La voie extrinséque se déroule
a la surface des cellules exprimant le facteur tissulaire (FT). La liaison du FVIla au FT forme un
complexe qui convertit le FX en FXa. Le FXa s associe au FVa pour former la thrombine (Flla). D apres
Monroe et al. 2006 (133).

La voie intrinseque se déroule sur une surface phospholipidique chargée négativement,
telle que les plaquettes activées, et sert de boucle d’amplification initiée par la voie extrinséque.
Elle fait intervenir le systéme de contact, un groupe de trois protéinases a sérine (les facteurs
de coagulation XI et XII, et la prékallikréine plasmatique (PK)) et le co-facteur kininogéne non-
enzymatique de haut poids moléculaire (HK) (134). Le facteur XII est activé par des surfaces
chargées négativement en présence de PK et HK. L’activation de ce systeme déclenche la
cascade de coagulation en activant le facteur XI. FXIa (a= activé) active ensuite le facteur IX

qui s’associe avec le FVIIIa pour convertir le FX en FXa.

La voie extrinseque débute par I’exposition du FT au flux sanguin. Le FT active le
facteur VII et, ensemble, ils forment un complexe FT/FVIla qui active le FX. Les 2 voies,
I’intrinséque et 1’extrins€éque, convergent vers une voie commune a partir de la conversion du
FX en FXa. Le FXa s’associe avec le FVa, ce complexe produit la thrombine qui clive le

fibrinogene en fibrine.

29



Introduction

Ce modele de la coagulation concorde avec les processus observés in vitro mais
n’explique pas certaines observations cliniques. Selon ce modele, une voie pourrait en effet
compenser I’autre voie en cas de défaillance. Or une déficience en facteur VIII (Hémophilie A)
ou en facteur IX (Hémophilie B) engendre des troubles de saignement importants qui ne sont
pas compensés par 1’activation du facteur X par la voie extrinséque (131,132). De plus, le
complexe FT/FVIla et la trombine sont capables d’activer les facteurs de la voie intrinséque
FIX et FXI, respectivement. Le mode¢le classique en cascade a des lors été remplacé par un

modeéle cellulaire.

4.1.2. Modéle cellulaire de la coagulation

Aujourd’hui, la cascade de coagulation est plutot définie comme trois phases qui se
chevauchent (Figure 9) : 1) D’initiation, qui conduit a une activation modérée de facteurs de
coagulation et une faible production de thrombine ; 2) I’amplification, laquelle permet une
génération massive de thrombine et une activation importante des facteurs de coagulation ; 3)
la propagation, lors de laquelle les facteurs de coagulation se lient & des membranes pro-
coagulantes, principalement celles des plaquettes activées, et conduisent a la formation d’un

caillot de fibrine (131-133).
4.1.2.1. Phase d’initiation

L’étape d’initiation, faisant référence a la voie extrinséque, se déroule au niveau des
cellules exprimant I’initiateur clé de la cascade de coagulation, le FT, lequel n’est normalement
pas en contact avec le flux sanguin. Suite a une 1ésion vasculaire, les cellules sous-endothéliales,
telles que les fibroblastes et les cellules musculaires lisses, se retrouvent en contact avec le sang.
Le FT, qui est une protéine transmembranaire, est ainsi exposé aux facteurs sanguins de
coagulation et peut alors initier la cascade enzymatique. Le FT lie, en effet, le facteur de
coagulation VII et permet sa protéolyse et son activation en FVIla. Le complexe FT/FVIla
associ¢ a la membrane cellulaire va ensuite activer les facteurs IX et X par clivage

protéolytique.

Le facteur Xa va s’associer avec le facteur Va a la surface des cellules exprimant le FT pour
former le complexe prothrombinase (FVa/FXa) qui convertit la prothombine (FII) en thrombine
(FIIa). Le FVa peut provenir de plusieurs sources : du relargage des granules a des plaquettes
partiellement activées par les composants de la matrice extracellulaire au niveau du site de

lésion, de son activation par le FXa ou d’autres protéases non-coagulantes. La formation du
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complexe prothrombinase reste localisée au niveau des cellules exprimant le FT car le FXa
associ¢ a la membrane est relativement protégé d’une inactivation par des inhibiteurs de
protéases du plasma, contrairement au FXa libre qui est rapidement inactivé par le TFPI (« TF
pathway inhibitor ») ou 1’antithrombine III. Contrairement au FXa, le FIXa n’est pas inactivé
par le TFPI et peut donc diffuser plus facilement dans la circulation pour s’associer a d’autres

surfaces, comme celles des plaquettes.

4.1.2.2. Phase d’amplification

La thrombine générée lors de la premiére phase conduit a une suractivation des
plaquettes qui avaient subi une activation réduite initiée par leur adhérence au site de 1ésion.
Seules les plaquettes activées simultanément, par le collagéne exposé au niveau de la l1ésion et
la thrombine, exposent de nombreuses protéines pro-coagulantes et des phosphatidylsérines a
leur surface qui apportent un contexte membranaire contribuant a I’assemblage des complexes
de la coagulation (133,135). La thrombine active également les facteurs V, VIII et XI. A la fin
de cette étape, les plaquettes activées possedent les facteurs Va, VIlla et XIa liés a leur surface

(132).
4.1.2.3. Phase de propagation

Cette étape a lieu sur des surfaces contenant des phospholipides chargés négativement,
telles que les plaquettes activées, contrairement a la phase d’initiation qui reste limitée aux
surfaces exprimant le FT. La phase de propagation est caractérisée par la formation des
complexes prothrombinase et tenase. Le FXIa, a la surface des plaquettes, va activer le FIX qui
s’associe avec le FVIIla pour former le complexe tenase (FVIIla/FIXa). Le facteur FIXa
provient également de 1’activation par le complexe FT/FVIla présent a la surface des cellules
exprimant le FT. Le complexe tenase est un activateur du FX mais avec un taux plus élevé que
le complexe FT/FVIIa. Le FXa, produit par la tenase a la surface des plaquettes, va pouvoir
s’associer au FVa sur cette méme surface. La prothrombinase ainsi formée va générer de la

thrombine.

La thrombine, ainsi massivement générée, clive le fibrinogene en fibrine et convertit le
FXIII en FXIIla. Ce clivage expose les sites de polymérisation de la fibrine et initie la
polymérisation de la fibrine en fibres de fibrine (136). Le FXIIIa crée des liaisons covalentes

entre les fibres de fibrine, ce qui la réticule. Un caillot de fibrine est ainsi formé au niveau de
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I’endothélium endommagé et sert ensuite de support pour la formation de nouvelles parois

sanguines par les cellules endothéliales.

Composant de la matrice extracellulaire

(Collagéne et yYWF) Sous-endothélium

|—— Protéine C

—> Activation
-----> Diffusion

A i
~———| Inhibition
‘ o2
/
i/

‘\
!
S /l s .
o 7 Fibrinogene
e ,'
/
‘ ”"
-
-
-
X111 —

Figure 9 : Modéle cellulaire de la coagulation. Le FT est exposé au flux sanguin suite a un dommage
au niveau de [’endothélium et active le FVII. Le complexe FT/FVIla active le facteur X. Le FXa forme
le complexe prothrombinase avec le FVa qui convertit la prothrombine (FII) en thrombine (Flla). La
thrombine active les facteurs X1, VIl et V, et active les plaquettes. Sur une surface chargée négativement
le FXla active le IX. Les facteurs 1Xa et VIlla forment le complexe tenase qui active le FX. Des
complexes prothrombinases se forment en plus sur les surfaces chargées négativement et activent la
thrombine. La production massive de thrombine conduit au clivage du fibrinogene en fibrine et a
lactivation du FXIII. La fibrine et les plaquettes forment un caillot et le FXIlla réticule les fibres de

fibrine.

4.2. Acteurs de la coagulation

La coagulation n’étant pas le sujet principal de ce travail, seuls certains acteurs
impliqués dans la cascade de coagulation seront décrits. Le FT étant la cible hémostatique de

notre travail, un sous chapitre lui sera consacreé.

4.2.1. Protéases et co-facteurs de la coagulation

Les facteurs de coagulation peuvent étre divisés en deux catégories : les protéases a
sérine ((pro)thrombine, FVII(a), FIX(a), FX(a) et FXI(a)) et les co-facteurs des protéases a
sérine (FT, FV(a) et FVIII(a)) (131). A part le FT, ces facteurs de la coagulation sont produits
par le foie. Les facteurs VII, IX, X et la prothrombinase contiennent 9 a 12 résidus Gla (acide
y-carboxyglutamique) du coté N-terminal qui sont impliqués dans le lien aux surfaces

phospholipidiques via le Ca®", un domaine intermédiaire ainsi qu’un domaine C-terminal qui
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est le domaine de protéase a sérine activé par clivage protéolytique (137). La protéase a sérine
FXI n’a pas de domaine Gla pour se lier aux phospholipides mais posséde un domaine qui lie
la glycoprotéine 1b des plaquettes. Les co-facteurs FV et FVIII sont des facteurs non-
enzymatiques dérivés du plasma qui sont activés par la thrombine (137). Les co-facteurs actifs
FVa et FVIIla résultants sont composés d’une chaine 1égere et d’une chaine lourde qui restent
associées par le Ca?". La chaine lourde facilite la formation du complexe enzyme/substrat et
ainsi stimule 1’activité enzymatique des complexes tenase (FVIIla/FIXa) et prothrombinase
(FVa/FXa). La chaine 1égére permet la liaison du co-facteur a la membrane lipidique. La liaison
de certains facteurs de la coagulation a une surface lipidique augmente leur taux d’activation et

diminue leur protéolyse, ce qui est primordial pour une hémostase efficace.

4.2.1. Calcium

Le Ca’" est nécessaire pour le déroulement de la cascade de coagulation (137). La liaison
du Ca?" aux protéases induit une transition conformationnelle libérant leurs sites de liaison aux
surfaces phospholipidiques. De plus, le Ca®" permet la liaison entre les résidus Gla des enzymes
de la coagulation et le groupe phosphate présent au niveau des phospholipides. Le Ca*" permet

¢galement la liaison entre les chaines légeres et les chaines lourdes des co-facteurs Va et VIlIa.

4.2.2. Surfaces chargées négativement

Ces surfaces apportent un site pour 1’assemblage des complexes de la coagulation et
sont essentiellement fournies par les plaquettes activées. L’activité des complexes de la
coagulation dépend fortement de la composition en phospholipides des membranes (137,138).
Un mélange de phospholipides neutres (phosphatidylcholine PC) et de phospholipides
anioniques (=chargé négativement, phosphatidylserine PS, phosphatidylethanolamine PE)
constitue la surface la plus favorable au déroulement de la cascade de coagulation. La liaison
des facteurs de coagulation a de telles surfaces augmente leur concentration locale et accélere

les changements conformationnels qui favorisent leurs interactions.

En situation normale, les phospholipides neutres sont présents dans le feuillet externe
de la membrane, contrairement aux PS et PE qui sont exposés du c6té interne (cytoplasme) suite
au transport phospholipidique. La translocase flippase, transporte rapidement les PS et PE du
coté externe vers le coté interne, alors que la floppase transporte lentement mais
continuellement PS, PE et PC du coté externe. Les cellules sanguines activées, et plus

particulierement les plaquettes, peuvent bloquer 1’activité de la flippase et de la floppase, et
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activer un autre transporteur lipidique, la scramblase. Cette derniere induit un mouvement
bidirectionnel rapide de tous les phospholipides, conduisant a leur répartition aléatoire et donc
a une exposition des PS a la surface des cellules. Ce processus, qui est souvent accompagné
d’un relargage de microvésicules, contenant des lipides, depuis la membrane des cellules, crée

donc des surfaces thrombogéniques.

4.2.3. Thrombine

L’activation de la prothrombine (FII) en thrombine (FIla) se fait par clivage par le
complexe prothrombinase: FVa/FXa. Ces 2 facteurs s’associent sur une surface de
phospholipides anioniques pour convertir la prothrombine en thrombine (137). La thrombine
clive les fibrinopeptides présents dans le fibrinogene pour former la fibrine (139). La thrombine
active les facteurs V, VIII, XI et XIII par un clivage protéolytique (137,140). Cette dernicre
active également les plaquettes via un clivage protéolytique de récepteurs de la famille PAR
(« Protease-activated receptor »), PAR-1 et PAR-4, comme expliqué dans le paragraphe sur les

plaquettes ci-dessous (141).

4.2.4. Fibrinogéne et Fibrine

Le fibrinogéne est une glycoprotéine normalement présente dans le plasma sanguin a
une concentration de 2,5 g/L chez I’humain et est majoritairement produit par le foie. Cette
molécule soluble peut étre clivée par la thrombine pour former un polymere de fibrine insoluble
(139) (Figure 10). Le fibrinogeéne et la fibrine jouent un réle dans de nombreux processus
biologiques tels que la coagulation, la fibrinolyse, les interactions cellules-cellules et cellules-
matrice extracellulaire. Ils participent ainsi a des processus physiologiques ou pathologiques

tels que I’inflammation, la cicatrisation ou la progression tumorale (136).

Une molécule de fibrinogéne est composée de 3 paires de chaines polypeptidiques (Aa,
Bp et y) liées entre elles au niveau de leur extrémité N-terminale par des ponts disulfures
(136,139). La molécule de fibrinogeéne est organisée en différents domaines. Les 6 extrémités
amino-terminales se situent au centre de la molécule et forment le domaine E. Deux régions en
super-hélices, consistant chacune en une chaine polypeptidique Aa, une Bf3 et une vy, s’étirent
de chaque coté du domaine E et se terminent par un domaine globulaire D, constitué¢ par
I’extrémité carboxy-terminale de chacune des chaines. Les chaines o et B sont chacune
terminées par un fibrinopeptide A ou B, respectivement, en N-terminal. La conversion du

fibrinogene en fibrine est initiée par le clivage de ces fibrinopeptides par la thrombine au niveau
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d’un pont Arg-Gly spécifique. Le clivage des fibrinopeptides A crée des sites de liaison, appelés
« bouton Ay, au niveau de la chaine o qui sont complémentaires de sites, appelés « poche a »,
constitutivement présents en C-terminal de la chaine y. Le clivage des fibrinopeptides B crée
¢galement des sites de liaison, appelés « bouton B », au niveau de la chaine B qui sont
complémentaires de sites, appelés « poche b », constitutivement présents en C-terminal de la
chaine B. Les interactions spécifiques entre les boutons A et les poches a, et entre les boutons
B et les poches b, font que le domaine E d’une molécule de fibrine interagit avec le domaine D
d’une autre molécule de fibrine, créant un dimére (142). Comme les molécules de fibrine
possedent ces sites de liaison en double, d’autres molécules de fibrine peuvent venir s’ajouter
au dimere pour former un polymeére de fibrine appelé protofibrille a 2 brins. Lorsque les
protofibrilles atteignent une longueur suffisante (généralement de 600-800 nm), elles se lient
latéralement entre elles pour former une fibre. Les domaines C-terminaux des chaines o
favorisent cette agrégation latérale. Cet alignement répétitif des protofibrilles génére un motif

ligné caractéristique en microscopie ¢lectronique (139).
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Figure 10 : Polymérisation de la fibrine. La thrombine clive les fibrinopeptides (Fp) A et B au niveau
du fibrinogene pour former des monomeéres de fibrine. La libération des boutons A et B permet
l’interaction du domaine E d’une molécule de fibrine avec le domaine D d’une autre molécule de fibrine,
créant ainsi une protofibrille. Les liaisons latérales des protofibrilles forment les fibres de fibrine.

4.2.1. Facteur XIII

Le facteur XIII est un complexe tétramérique constitué de 2 sous unités catalytiques A
et de 2 sous unités inhibitrices B (FXIII-A2B>), qui jouent un réle important dans la stabilisation
d’un caillot de fibrine (140). Le FXIII plasmatique est transformé en transglutaminase active
par la thrombine en présence de Ca®". Le FXIIIa reste associé au caillot de fibrine. Le FXIIla
est une transglutaminase qui catalyse la formation de liaisons covalentes entre des lysines et

glutamines de la fibrine pour la réticuler.

Dans la circulation sanguine, les caillots de fibrine réticulés sont plus résistants aux

contraintes de cisaillement que les caillots non-réticulés. Le FXIIla protege également le caillot
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de la fibrinolyse assurée par la plasmine. Le FXIIIa peut en effet lier et incorporer un inhibiteur
de la plasmine (02-PI) au caillot de fibrine, mais aussi diminuer la liaison du plasminogene a la

fibrine, interférant ainsi avec son activation en plasmine.

4.2.2. Plaquettes

Les plaquettes sont des cellules anucléées du sang qui proviennent du cytoplasme des
mégacaryocytes présents dans la moelle osseuse (143). Elles veillent a 'intégrité du systéme
vasculaire en formant des agrégats adhérant spécifiquement aux sites de lésion. Apres
activation, elles libérent des acteurs de la coagulation et fournissent une surface membranaire

catalysant la cascade de coagulation (144).

L’arrét et ’activation potentielle des plaquettes peuvent se faire par des liaisons avec
des composants de la MEC qui sont exposés au flux sanguin suite a un dommage a
I’endothélium. Par exemple, elles lient le collagene I et le IV de fagons directes via le récepteur
plaquettaire GPVI ou I’intégrine axf: ainsi que de fagons indirectes par I’intermédiaire du VWF
(« Von willebrand factor ») qui lie le complexe plaquettaire GPIb-IX-V ou ’intégrine oumfs.
Elles peuvent également interagir avec la laminine 1 et la 5, la thrombospondine, la fibronectine
et la vitronectine via une série d’intégrines, dont amnf1, owp1, ovPs and ouwfB3. La 1ésion vasculaire
va également stimuler les cellules endothéliales, notamment grace a des agents vasoactifs et la
thrombine (145). Ces cellules endothéliales activées vont interagir avec les plaquettes mais vont
¢galement limiter la coagulation. L’interaction entre les plaquettes et les cellules endothéliales
peut se faire, notamment, via GPIb des plaquettes qui lie la P-sélectine des cellules endothéliales
activées ou le VWF libéré des corps de Weibel-Palade de ces cellules ainsi que via GPIIb/Illa
(ouwP3) qui lie le fibrinogéne lui-méme 1i¢ a ICAM-1 des cellules endothéliales. Suite a leur
adhérence, les plaquettes s’activent et interagissent entre elles (agrégation plaquettaire). La
thrombine suractive les plaquettes en clivant les récepteurs couplés aux protéines G, PAR-1 et
PAR-4. La famille PAR contient 4 membres qui sont des cibles des facteurs de la coagulation
(146). PAR-1 peut étre clivé par la thrombine, la plasmine, le FXa et la protéine C activée.
PAR-2 est la cible du complexe FT/FVIla et le FXa. PAR-3 est peu connu et PAR-4 est clivé
par la thrombine et la plasmine. Le clivage de ces récepteurs induit un signal intracellulaire
conduisant a I’activation, la sécrétion et I’agrégation plaquettaire (131,141,144). Seules les
plaquettes activées simultanément par le collagéne et la thrombine exposent de nombreuses
protéines pro-coagulantes et des PS a leur surface leur permettant de jouer leur role dans la

coagulation (133).
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Ainsi, ’activation plaquettaire conduit a une série d’événements dont 1’augmentation
intracytoplasmique en Ca?*. Cette augmentation en Ca* induit un changement morphologique
et modifie la composition phospholipidique des membranes plaquettaires, rendant la surface
plaquettaire chargée négativement. De plus, I’activation compléte des plaquettes est associée a
une sécrétion de leurs granules-o et denses. Ceux-ci contiennent la majorité des facteurs de
coagulation (FV, FXI, FXIII, fibrinogéne, VWF) mais également des molécules d’adhérence
jouant un role primordial dans la coagulation (GPIb, GPVI, GPIIb/Illa et P-sélectine).

4.3. Facteur tissulaire

Le FT est une protéine transmembranaire et est considéré aujourd’hui comme I’initiateur

cellulaire clé de la coagulation. Il est également appelé facteur de coagulation III (F3) et CD142.

4.3.1. Distribution hématogéne du FT

La distribution cellulaire du FT est directement liée a sa fonction, facilitant une
activation rapide de la coagulation suite a un dommage. Ainsi, il est exprimé par les cellules
sous-endothéliales de 1’adventice entourant les vaisseaux sanguins, dont les fibroblastes, les
péricytes et les cellules musculaires lisses, qui sont isolées du flux sanguin en condition normale
et exposées en cas de dommage (147). Le FT peut étre induit in vitro dans les cellules
endothéliales et les leucocytes mais son expression in vivo par ces cellules est controversée
(148). Les monocytes seraient, néanmoins, capables d’exprimer le FT a un faible niveau et
d’augmenter son expression dans des conditions pathologiques (148). Le FT peut é¢galement
étre relargué dans la voie sanguine via des microparticules. La libération de microparticules
possédant le FT est observée dans des conditions pathologiques, telles que les réponses
inflammatoires, le cancer ou un sepsis, et peut étre associée a des risques thrombotiques (131).
Les sources cellulaires de ces microparticules incluent les monocytes, les plaquettes et les
cellules endothéliales. La formation de ces microparticules contenant du FT et leur transfert
possible d’un type cellulaire a un autre contribuent largement aux controverses concernant les

sources cellulaires de FT.

4.3.2. Structure et isoformes

Le FT est une protéine transmembranaire de 263 acides aminés composée de 3
domaines : un domaine extracellulaire (résidus 1-219) impliqué dans la liaison avec le facteur

VIIL, un domaine transmembranaire (résidus 220-242) qui ancre le FT a la membrane et un
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domaine intracellulaire C-terminal (résidus 243-263) impliqué dans la transduction de signaux

intracellulaires (149-151).

En plus de cette forme transmembranaire classique du FT (« full lenght TF (fITF) »),
encodée par 6 exons séparés de 5 introns, il existe 2 isoformes résultant d’un épissage alternatif :

asTF et TF-A.

L’asTF est encodé par 5 exons (perte de I’exon 5, codant pour le domaine transmembranaire),
et posséde une séquence C-terminale distincte du FT normal qui est le résultat d’un décalage
du cadre de lecture suite a cet épissage (152). L’asTF est soluble et son rdle dans la coagulation
est controversé (153). Le TF-A résulte de I’insertion d’un exon supplémentaire au niveau de
I’exon II, I’exon IA, dérivé de la séquence interne de I’intron A (154). Comme ce transcrit ne
semble pas étre traduit, sa fonction biologique n’est pas trés claire. Par contre, étant donné sa
surexpression par les cellules tumorales par rapport aux cellules normales, Chand et

collaborateurs ont proposé de ’utiliser comme marqueur tumoral.

4.3.3. Roles et régulation de ’activité pro-coagulante du FT

Le FT initie la coagulation en liant et activant le FVIla. Le complexe FT/FVIla induit
la cascade de coagulation comme décrit précédemment mais peut également induire des voies
de signalisation en activant PAR-2 par clivage protéolytique. PAR-2 activé induit ensuite la
phosphorylation du domaine cytoplasmique du FT (155). Ce mécanisme active des voies de
signalisation dont celles du calcium, de la PKCa, les voies MAPK (ERK1/2, p38 et JNK) et
PI3K impliquant, ainsi, le FT dans des processus tels que la cicatrisation, I’angiogenese,

I’inflammation, la prolifération et la migration (131,146).

L’activité pro-coagulante du FT ne dépend pas seulement de son expression et peut
varier selon la composition phospholipidique membranaire, la formation d’un pont disulfure
dans sa région C-terminale ou d’autres modifications post-traductionnelles (156). Ainsi, les
phosphatidylsérines et la formation d’un pont disulfure Cys186-Cys209 permettraient un
changement de conformation du FT entre un état inactif, appelé crypté, et un état actif, appelé
décrypté (157). Divers facteurs régulent la formation de ce pont disulfure et le passage du FT
d’un état crypté a un état décrypté. De plus, le FT posséde des sites de glycosylation, de
phosphorylation et de palmitoylation mais le role de ces modifications dans la régulation de

’activité pro-coagulante du FT est controversé.
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4.4. Inhibiteurs de la coagulation

Les processus de coagulation sont finement régulés par une série d’inhibiteurs tels que
I’inhibiteur de la voie du FT (TFPI, «Tissue Factor Pathway Inhibitor»), la protéine C, la

protéine S et I’antithrombine III.

Le TFPI inhibe la coagulation en bloquant I’activité protéolytique du complexes
FT/FVIla ou du FXa (131). Le TFPI est majoritairement produit par les cellules endothéliales
mais aussi par les cellules musculaires lisses, les mégacaryocytes, les monocytes, les
fibroblastes et les cardiomyocytes (135). L’activité inhibitrice du TFPI implique un domaine
Kunitz mimant le substrat de la protéase cible, et entre en compétition avec ce substrat

(inhibition compétitive) (135).

La voie protéine C/protéine S, initiée par 1’activation de la protéine C par la thrombine,
inhibe également la coagulation. La thrombine peut se lier a la thrombomoduline, une protéine
transmembranaire constitutivement exprimeée par les cellules endothéliales. Suite a cette liaison,
la thrombine active la protéine C qui va s’associer a la protéine S pour inactiver les facteurs Va
et VIIIa en dégradant leur chaine lourde (131,132,137). En absence de protéine C, la protéine
S possede également un rdle anticoagulant en entrant en compétition avec la prothrombine en

se liant au FVa, en inhibant le FXa et en favorisant 1’interaction FXa/TFPI (131).

De plus, I’antithrombine III, une protéase a sérine plasmatique, inhibe la thrombine, le
facteur Xa et le IXa (132). En plus de son rdle anticoagulant, elle possede également des

propriétés anti-angiogéniques et anti-inflammatoires.

4.5. Fibrinolyse

Le caillot sanguin formé au site de 1ésion est dissout par la plasmine lors du processus
de fibrinolyse, empéchant ainsi la formation de thrombose. Les cellules endothéliales
produisent continuellement du t-PA, le régulateur clé de la fibrinolyse (145). Lorsque les
cellules endothéliales sont activées par des agents vasoactifs ou la thrombine, elles relarguent
une grande quantité de t-PA. Celui-ci se lie a la fibrine et peut alors activer le plasminogéne en
plasmine. La plasmine dégrade la fibrine ce qui génere des produits de dégradation tels que les
D-diméres. De plus, suite a une activation par certaines cytokines inflammatoires, les cellules
endothéliales synthétisent un autre activateur du plasminogene, 1’'u-PA. Contrairement a t-PA,

I’activité d’u-PA est confinée a la surface cellulaire car il se lie a un récepteur UPAR présent a
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la surface des cellules endothéliales pour activer le plasminogéne (145). Ces 2 activateurs du

plasminogene (t-PA et u-PA) sont inhibés par PAI-1 (« Plasminogen activator inhibitor-1 »).

Un équilibre dynamique entre la coagulation et la fibrinolyse est nécessaire a la
régulation physiologique des processus de coagulation. Le déréglement de cet équilibre peut
conduire a des risques d’hémorragie (perte de sang) ou de thrombose (blocage du flux sanguin

au sein d’un vaisseau).

5. La coagulation et le cancer

5.1. Données cliniques

Le lien entre le cancer et une activation aberrante de la coagulation est connu depuis de
nombreuses années. Plusieurs études ont montré que les patients atteints d’un cancer
développaient fréquemment une thrombose pulmonaire, appelé Syndrome de Trousseau (158-
161). Armand Trousseau a identifié¢ et décrit 1’association entre le cancer et une activation
anormale du systéme de coagulation en 1865 (162). Un épisode de thrombose veineuse précede
souvent le diagnostic d’un cancer et est associé¢ a un état avancé du cancer et a un mauvais
pronostic. Une étude a montré que parmi les patients chez qui un cancer a été¢ diagnostiqué au
moment d'un épisode de thrombose veineuse, 44% présentaient des métastases. Seulement 12%

de ces patients étaient toujours en vie un an apres le diagnostic (163).

Plusieurs marqueurs d’activation de la cascade de coagulation sont anormalement
observés chez les patients atteints de cancers, tels qu’une concentration plasmatique élevée du
FT, du complexe thrombine-antithrombine, du TFPI et des produits de dégradation de la fibrine,
un taux de plaquettes €élevé et un temps de thrombine prolongé (164-169). Certains facteurs de
la coagulation sont associés a un mauvais pronostic. Par exemple, une concentration élevée en
FT plasmatique est associée a une survie réduite dans le cas de cancers du sein et de I’ovaire
(164,170). Une diminution de I’expression en thrombomoduline par les cellules tumorales est
associée a un taux de survie réduit chez les patients atteints d’un carcinome colorectal (171).
Les patientes atteintes d’un cancer ovarien qui présentent un taux élevé de plaquettes ont une

durée de vie réduite (169).
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5.2. Données expérimentales : modéles animaux

L’utilisation d’agents anticoagulants dans différents modéles murins supporte
clairement 1’hypothése que I’activation de la coagulation joue un rdle important a diverses

¢tapes de la progression métastatique.

En effet, dans un modeéle murin de xénogreffe de cellules tumorales, un prétraitement a
I’hirudine, un inhibiteur de la thrombine, inhibe I’implantation et la croissance tumorale, la
libération de cellules tumorales par la tumeur primaire et la formation de métastases (172).
L’administration de TFPI ou de rINAPc2, 2 inhibiteurs du complexe FT/FVIla, réduit é¢galement
la croissance tumorale primaire dans un modele de xénogreffe (173). De plus, une ancienne
¢tude a montré qu’un anticoagulant bloquant la vitamine K, nécessaire a la synthése de
nombreux composants de la cascade de coagulation, pouvait réduire le nombre de colonies
métastatiques au niveau des poumons chez des rats injectés en intraveineuse avec des cellules
tumorales (174). L’injection de TFPI, de I’hirudine, de fraxiparine ou d’énoxaparine réduit
¢galement le nombre de nodules pulmonaires dans un mode¢le de métastases expérimentales
(175-178). La fraxiparine et 1’énoxaparine sont 2 héparines de faible poids moléculaire qui
favorisent I’inactivation du FXa par I’antithrombine. De plus, I’administration a des souris
d’hirudine avant I’injection intraveineuse de cellules tumorales réduit le nombre de cellules

dispersées au niveau des poumons a court terme (178,179).

L’utilisation de souris déficientes pour différents acteurs moléculaires ou cellulaires de
la coagulation a permis de montrer leur implication dans la progression métastatique. Ainsi,
I’injection intraveineuse de cellules tumorales dans des souris déficientes pour le fibrinogéne,
Gaq (un récepteur plaquettaire nécessaire a leur activation) ou pour le FXIII aboutit a une
diminution de la persistance de ces cellules dans les poumons 24h apres ’injection mais
¢galement a un nombre réduit de métastases a plus long terme (122,125,180,181). Par contre,
I’injection sous cutanée de cellules tumorales dans ces souris ne modifie pas la croissance de la
tumeur primaire par rapport aux souris controles. Ces études démontrent clairement un role clé

du fibrinogene et des plaquettes dans les étapes de dissémination.

La contribution des plaquettes dans la progression métastatique est aujourd’hui
largement démontrée (182). En accord avec 1I’étude mentionnée ci-dessus utilisant les souris
déficientes pour Gagq, une autre étude a montré que la réduction du nombre de plaquettes chez
des souris par un traitement avec de la neuraminidase diminue la colonisation pulmonaire par

des cellules cancéreuses (183). L’implication du fibrinogéne dans la dissémination métastatique
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a également été confirmée. Ainsi, I’injection de souris avec des cellules tumorales prétraitées
avec de la fibrine soluble en intraveineuse induit une thrombocytopénie 30 minutes apres
I’injection et favorise significativement la formation de métastases pulmonaires (184). In vitro,
la fibrine permet I’interaction des plaquettes avec les cellules tumorales en formant un pont

entre GPIIb/IIIa (aumP3) plaquettaire et ICAM-1 des cellules tumorales (184).

Outre le fibrinogene et les plaquettes, le FT joue également un role clé dans les processus
liant le cancer et la coagulation. Faisant plus particulierement 1’objet de notre travail, nous lui

avons consacré un chapitre séparé présenté ci-dessous.

5.3. FT et cancer

5.3.1. Expression du FT dans le cancer

Le FT est exprimé dans de nombreux types de cancers tels que les cancers pulmonaires,
mammaires, pancréatiques, gastriques et colorectaux (164,185-187). Dans le cas du cancer du
sein, la détection du FT dans la tumeur primaire par immunohistochimie est associée a une
survie globale réduite et a une concentration plasmatique du FT élevée (164). Une étude
rétrospective a également révélé des niveaux élevés de microparticules possédant un FT actif
dans le plasma de patients atteints de cancer du sein ou de cancer du pancréas métastatique
(188). De plus, la détection de microvésicules positives pour I’activité du FT chez ces patients

est associée a un taux de survie plus faible.

Des études in vitro rapportent également I’expression du FT par des cellules tumorales.
Le FT est exprimé par les cellules de glioblastome U343, par les cellules de carcinome gastrique
KATO III, SNU-5 et MKN-74, et par les cellules de mélanome WM1341B et WM983A (189).
Des lignées cellulaires de cancer pancréatique, HPAF-II et HPAC, et du sein, MDA-MB-231,
expriment un haut niveau de FT et sont capables d’induire la coagulation (190,191). Les cellules
de carcinome colorectal HCT116, et d’adénocarcinome A431, expriment également le FT et

relarguent des microvésicules positives pour 1’activité liée au FT (189).

En accord avec son expression dans les cellules tumorales, il a été démontré que le FT
peut étre la cible de voies oncogéniques, dont celle de HER2, MET et SHH (192). L expression
du FT est également régulée positivement suite a 1’activation de 1’oncogéne K-ras et a
I’inactivation du suppresseur de tumeur p53 dans des lignées de cancer colorectal (193), et a
I’inactivation du suppresseur de tumeur PTEN des lignées cancéreuses de glioblastome (194).
L’hypoxie induit le FT via Egr-1 dans des lignées cancéreuses de glioblastome (195). 1l a

43



Introduction

¢galement été montré que I’EGFR active la transcription du FT via AP-1 dans une lignée
cancéreuse de glioblastome (196). De méme, le traitement a ’EGF d’une lignée cancéreuse de

I’endométre induit 1’expression du FT (197).

5.3.1. Role du FT dans le cancer

La modulation de I’expression du FT ou son inhibition ont mis en évidence son
implication a diverses étapes de la progression métastatique. Ainsi, la diminution de
I’expression du FT a DP’aide d’un siRNA dans des cellules de cancer colorectal réduit
considérablement la croissance des tumeurs chez les souris (193). La diminution de I’expression
du FT par un shRNA dans une lignée de mélanome retarde et réduit la formation de métastases
apres injection intraveineuse de ces cellules et augmente la survie des souris par rapport aux
souris contrbles (198). Dans des mod¢les murins de xénogreffes ou d’injection intraveineuse
de cellules cancéreuses mammaires (MDA-MB-231), I'utilisation d’un anticorps dirigé contre
le FT diminue la croissance tumorale et réduit le nombre de foyers métastatiques pulmonaires,
respectivement (199). Toutes ces données montrent que le FT facilite la progression tumorale

et métastatique. Il peut agir par des mécanismes dépendants ou indépendants de la coagulation.

5.3.1.1. Implication non-hématogéne du FT dans le cancer

Le complexe FT/FVIIa peut induire différents processus via le clivage de PAR-2 qui
induit la phosphorylation du domaine cytoplasmique du FT (151). Par exemple, I’axe
FT/FVIIa/PAR-2 peut stimuler la migration et I’invasion des cellules cancéreuses mammaires
ou des cellules de gliome en induisant ’expression d’IL-8 (Interleukine-8) ou en activant la
voie ERK, respectivement (200,201). La voie PAR-2 induite par le FT est aussi capable
d’induire I’angiogenese (202). Par ailleurs, la surexpression du FT dans une lignée cancéreuse
mammaire conduit a I’expression de la MMP-9 via PAR-2 (203). L’implication de la voie
FT/PAR-2 dans le cancer du sein est soutenue par I’observation que I’expression de PAR-2
correle avec celle du FT phosphorylé dans des tumeurs primaires de patientes (204). Dans des
cellules cancéreuses mammaires, le complexe FT/FVIIa peut ¢galement stimuler la migration

via la voie mTOR ou conférer une résistance a 1’apoptose via la voie MAPK (205,206).

5.3.1.1. Implication des propriétés coagulantes du FT dans le cancer

Pour discriminer le réle du FT dépendant de la coagulation de 1I’indépendant dans la

formation de métastases, 1’équipe du Professeur Degen a transfecté¢ des cellules avec des
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vecteurs d’expression pour le FT ou pour une forme tronquée du FT ne contenant pas le
domaine cytoplasmique du FT nécessaire a la transduction de signaux intracellulaires (207).
Suite a I’injection de ces cellules par voie intraveineuse, ils ont observé des foyers métastatiques
pulmonaires dans les souris injectées avec les cellules possédant le FT complet ou le FT tronqué
mais pas avec les cellules controles. Ces données supportent I’implication du FT dans la
formation des métastases et suggerent que les fonctions de signalisation du FT dépendantes de
son domaine cytoplasmique ne sont pas impliquées. De plus, I’injection des cellules possédant
le FT complet ou le FT tronqué dans des souris déficientes en fibrinogeéne, en Gaq (plaquette)
ou en thrombine n’a pas donné de métastases comparé aux souris controles. Ces données
suggerent que le FT conduit a la formation de métastases en coopération avec le systéme de

coagulation et indépendamment de son domaine cytoplasmique.

Si ces études démontrent clairement la contribution de certains acteurs de la coagulation
dans la progression métastatique, les mécanismes par lesquels 1’activation de la coagulation
contribue a la dissémination métastatique demeurent méconnus. Comme nous le discuterons
plus en détails dans les parties « Résultats » correspondantes, la coagulation pourrait augmenter
la survie des CTCs en les protégeant d’une apoptose, de leur élimination par les cellules
immunitaires, des forces de turbulences et de cisaillement du flux sanguin et en facilitant leur

arrét au niveau de I’endothélium (208,209).
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Objectifs et plan

Les données de la littérature montrent clairement que les processus de Transition
Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) participent a la libération et a la biologie des Cellules
Tumorales Circulantes (CTCs). Des données indépendantes suggerent, par ailleurs, que les
processus de coagulation pourraient favoriser les étapes précoces de la dissémination

métastatique.

Nous avons des lors entrepris dans ce travail d’identifier un lien potentiel entre les
processus de TEM et les phénomeénes de coagulation qui pourrait favoriser la dissémination des

CTCs exprimant des caractéristiques de TEM.

Des résultats préalablement obtenus au sein du laboratoire nous ont, également,

confortés dans cette voie de recherche.

Ainsi, un modéle de xénogreffe a précédemment été développé par 1’équipe du Docteur
Christine Gilles permettant d’étudier I’implication fonctionnelle de certains génes de la TEM
dans différentes étapes de la progression métastatique (112). Dans ce modele, des cellules
tumorales mammaires humaines, les MDA-MB-468, sont injectées par voie sous cutanée dans
le flanc de souris SCID ou elles subissent des phénomeénes de TEM « spontanés ». Ainsi, les
tumeurs formées présentent un phénotype hétérogéne pour la TEM, avec des zones négatives
pour la vimentine et d’autres positives. De plus, des CTCs ont été observées dans le sang des
souris des 8 jours apres 1’injection et des métastases pulmonaires ont été mises en évidence
apres 3 mois. Les CTCs libérées de la tumeur présentent des caractéristiques de TEM comme
I’expression de la vimentine et celle de 2 facteurs de transcription de la TEM, Snail et Slug. Par
immunohistochimie, il est clairement apparu que des CTCs positives pour la vimentine sont
présentes dans les microcapillaires pulmonaires de ces souris et qu’elles sont enrobées d’une

matrice fibreuse (Figure 11).
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Figure 11 : Observation d’un embole pulmonaire dans un modeéle de xénogreffe de MDA-MB-468.
Double immunohistochimie contre la vimentine (en noir) et le facteur de Von Willebrand (en rouge)
réalisée sur une coupe de poumon d’une souris SCID, 8 jours apres l'injection sous-cutanée de MDA-
MB-468.

De plus, ces cellules peuvent également étre induites pour la TEM in vitro par un
traitement a ’EGF, et des analyses par parray ont mis en évidence une surexpression de

I’ARNm du FT dans les cellules induites.

Sur base de ces observations et des données de la littérature liant le cancer a la
coagulation, nous avons émis I’hypothese que les CTCs dérivées d’une TEM développeraient,
suite a une surexpression du FT, des propriétés pro-coagulantes qui permettraient la formation
d’une matrice de fibrine protectrice autour d’elles. Cela favoriserait leur survie dans la

circulation sanguine et faciliterait les étapes de colonisation métastatique.

Nos résultats, en faveur de cette hypothése, sont présentés sous forme de 4 chapitres,
comportant une bréve introduction et une discussion spécifique. La majorité de ces données ont
été rassemblées dans un article publié dans le journal Cancer Research dont les « proofs » sont

annexées a ce manuscrit [Annexe 1 : Publication 1 (Bourcy et al., 2016)].

1) Association entre la TEM, le niveau d’expression du FT et des propriétés pro-

coagulantes

La premiere étape de notre travail a consisté a évaluer I’association potentielle entre la
TEM, I’expression du FT et I’acquisition de propriétés pro-coagulantes. Pour ce faire, nous
avons utilisé différentes lignées de carcinomes mammaires et une lignée de cancer pulmonaire
inductibles pour la TEM in vitro. Nous avons €¢galement examiné 1’association potentielle entre

le FT et la TEM in vivo sur des cancers triple négatifs (TNBC).
2) Implication fonctionnelle des processus de TEM dans I’expression du FT

Dans un deuxieme objectif, nous avons cherché a lier fonctionnellement les processus
de TEM a I’expression du FT et de propriétés pro-coagulantes. Pour ce faire, nous avons évalué
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I’implication des facteurs de transcription de la TEM, ZEB1 et Snail, sur la régulation du FT et

sur I’expression de propriétés pro-coagulantes.

3) Acquisition de propriétés de survie et de capacités de colonisation métastatique par les

CTCs lors de la TEM

Dans ce troisiéme volet de notre travail, nous avons développé des modeles murins pour
¢valuer I’implication de cet axe de régulation TEM/FT/coagulation dans le potentiel de survie

et de colonisation métastatique des CTCs.

4) Evaluation de la présence de CTCs exprimant le FT et la vimentine dans le sang de

patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique

Afin de valider cliniquement nos résultats in vitro et nos résultats obtenus avec les
modeles murins, nous avons évalué la présence de CTCs exprimant le FT et la vimentine dans

le sang de patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique.

En parall¢le a ce travail qui a constitué 1’axe principal de ma thése, j’ai contribué a une
autre étude de laboratoire qui a montré que les processus de TEM induisent 1’expression de
facteurs solubles pro-angiogeénes par les cellules tumorales, favorisant ainsi la mise en place
d’un environnement permissif a la progression cancéreuse [Annexe I : Publication 2 (Suarez-

Carmona et al., 2015)].

Une section « matériels et méthodes » reprenant les techniques non décrites dans la

publication 1 est é¢galement fournie en annexe [Annexe 2 : Matériels et méthodes].
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1. Association entre la TEM. le niveau d’expression du FT et des

propriétés pro-coagulantes

1.1. Introduction

Le FT est un initiateur connu de la cascade de coagulation. Il lie et active le FVII,
formant ainsi le complexe FT/FVIIa qui active la suite de la cascade et conduit a la formation
d’un caillot de fibrine (131,132). De nombreuses études suggerent que le FT est un acteur clé
reliant la coagulation au cancer. Ainsi, le FT est exprimé dans de nombreux types de cancer
(164,186,188). 1l est aussi exprimé par bon nombre de lignées tumorales et, dans certains cas,
a été associé a une activité pro-coagulante (189-191). Etant donné leur localisation dans la
circulation sanguine, il semblait pertinent de penser que ces propriétés pro-coagulantes
pourraient avoir un impact considérable sur la biologie des CTCs. De plus, considérant
I’implication de la TEM dans la libération des CTCs, nous avons cherché a établir un lien entre

la TEM, I’expression du FT et la coagulation.

Nous avons donc, dans un premier temps, examiné le niveau d’expression du FT dans
différentes lignées cellulaires tumorales ayant un statut de la TEM bien défini et dans des
tumeurs solides de cancer du sein. Nous avons également analysé les propriétés pro-coagulantes

de ces cellules en relation avec leur statut TEM et ’expression du FT.

1.2. Résultats

1.2.1. Les cellules positives pour la TEM expriment un niveau plus élevé de FT

Afin d’examiner un lien potentiel entre le FT et la TEM, nous avons analysé 1’expression
du FT dans différents modéles cellulaires dont le statut TEM est bien connu et caractérisé au

sein du laboratoire.

Premiérement, nous avons comparé le niveau d’expression du FT dans des lignées
tumorales mammaires humaines : deux lignées non invasives, négatives pour la TEM (TEM- :
MCEF7 et T47D) et deux lignées invasives, positives pour la TEM (TEM+ : MDA-MB-231 et
Hs578T). Le statut TEM de ces lignées a bien été établi dans des publications précédentes
(210,211). Nous avons clairement montré par RT-qPCR et Western blotting qu’un haut niveau
d’expression du FT est limité aux cellules TEM+ exprimant la vimentine (utilisée comme
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marqueur mésenchymateux) et un faible niveau de cadhérine E (utilisée comme marqueur
épithélial), (Figure 12A et B). Nous avons également utilisé trois modeles cellulaires pour
lesquels des processus de TEM peuvent étre induits grace a un traitement avec des facteurs de
croissance : les cellules d’adénocarcinome mammaire humaines MDA-MB-468 (50,112,212),
les cellules tumorales mammaires humaines PMC42-LA (212,213) inductibles pour la TEM
par ’EGF, et les cellules tumorales pulmonaires humaines A549 inductibles pour la TEM par
le TGF-B (64,214). Suite a un traitement de 48h avec de I’EGF (20 ng/ml) ou du TGF-B (5
ng/ml), nous avons montré par RT-qPCR et Western blotting que le FT était induit lors de la
TEM dans nos 3 modeles cellulaires. Nous avons vérifié I’induction de la vimentine et la
diminution de la cadhérine E (Figure 12A et B). Ces résultats ont également été confirmés par

immunofluorescence pour les lignées MCF7, MDA-MB-231 et MDA-MB-468 (Figure 13).

Ces premieres données montrent clairement que les cellules TEM+ expriment un plus
haut niveau de FT que les cellules TEM-. Nous avons ensuite examiné cette association entre

la TEM et le FT, in vivo, dans une banque de TNBCs.
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Figure 12 : Expression du FT et statut TEM dans différents modéles cellulaires. (4) Analyses en RT-
qPCR du FT, de la vimentine et de la cadhérine E dans des lignées cellulaires TEM- et TEM+ et dans
3 modeéles inductibles (MDA-MB-468, A549 et PMC42-LA), non traités (Ctrl) ou traités a I’EGF ou au
TGF-p pendant 48h. Les valeurs obtenues pour ['amplification de chaque ARNm d’intérét ont été
normalisées par rapport aux valeurs obtenues pour [’amplification de la GAPDH. Pour les modeles
inductibles, les résultats sont exprimés en fois d’induction, dans les cellules traitées par rapport aux
non traitées, (moyenne = ETM, n=3). ** p < 0.01; *** p < 0.001, « two-tailed one sample t test ». (B)
Analyses de ’expression du FT, de la vimentine de la cadhérine E et de la GAPDH (comme controle de
chargement) par Western blotting. Une expérience représentative sur 3 est montrée.
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Facteur tissulaire Vimentine Superposition

MDA-MB-468 Ctrl MDA-MB-231 MCF7

MDA-MB-468 EGF

Figure 13 : Expression du FT et de la vimentine dans des cellules TEM- et TEM+. Analyses par
immunofluorescence de [’expression du FT et de la vimentine dans une lignée cellulaire TEM- (MCF7)
et une TEM+ (MDA-MB-231) et dans le modéle inductible, MDA-MB-468, non traité (Ctrl) ou traité a
I’EGF pendant 48h. Images prises en microscopie confocale.

1.2.2. Association du phénotype de la TEM avec P’expression du FT dans une

banque de tumeurs mammaires

Afin d’étudier I’expression du FT en fonction du phénotype TEM des tumeurs, nous
avons comparé I’expression de la vimentine a celle du FT dans une banque de tumeurs TNBCs
en collaboration avec le Professeur Myriam Polette (INSERM UMR-S 903, CHU, laboratoire
de biopathologie, Université¢ de Reims, France). Nous avons réalisé une immunohistochimie
dirigée contre le FT et la vimentine sur des coupes sérices de 40 biopsies de carcinomes

canalaires infiltrants triple négatifs obtenus a 1’hopital universitaire de Reims (collection de
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ressource biologique n® DC-2008-374 et dont le stade a été¢ défini selon la classification de
I’OMS de 2009). Un score a été établi, pour la détection immunohistologique de la vimentine
et du FT, de facon indépendante par 2 pathologistes, sans avoir connaissance des données
cliniques, comme suit : 0 = pas de détection, 1 = détection dans < 25% des cellules tumorales,
2 = détection dans 26-50% des cellules tumorales, 3 = détection dans > 50% des cellules
tumorales. Un carcinome représentatif négatif pour la TEM et un autre positif pour la TEM sont
présentés dans la Figure 14. Le résultat du test statistique de Fisher est également présenté dans
la Figure 14 et révele une corrélation positive entre la vimentine et le FT au niveau du
compartiment tumoral. Ces résultats in vivo confirment I’association entre les phénotypes TEM

et le FT obtenue in vitro.

Carcinome TEM négatif Carcinome TEM positif

Vimentine

FT

Variables Vimentine - Vimentine +
n=25 n=15 p
FT- 22 (85%) 4 (15%)
FT+ | 3 (27%) 11 (73%) | 0.0001

Figure 14 : Images microscopiques illustratives du marquage vimentine et FT dans la banque de
tumeurs mammaires triple négatives. Un carcinome représentatif négatif pour la TEM (sur la gauche,
pas de vimentine dans les cellules tumorales) et un autre positif pour la TEM (sur la droite, présence de
vimentine dans les cellules tumorales) sont présentés. Les fleches indiquent des cellules négatives ou
positives pour les 2 marquages. Le résultat du test statistique de Fisher est indiqué.

1.2.3. Les cellules positives pour la TEM affichent des propriétés pro-coagulantes

plus élevées

Le FT présent a la surface cellulaire étant déterminant pour ’activation de la cascade de
coagulation, nous nous sommes intéressés a son expression en surface cellulaire et aux

propriétés pro-coagulantes des cellules.
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Par des analyses en cytométrie en flux, nous avons montré que les cellules TEM-
(MCF7, T47D) présentaient moins de FT a leur surface que les cellules TEM+ (MDA-MB-231
et Hs578T) et qu’il était augmenté a la surface des modeles inductibles (MDA-MB-468, A549
et PMC42-LA) suite au traitement de 48h a ’EGF ou au TGF-f (Figure 15A). Nous avons

utilisé un anticorps d’isotype correspondant comme témoin négatif.

Pour évaluer la capacité de nos cellules a induire la formation d’un caillot, nous avons
mis au point un test de coagulation visuel, en collaboration avec le Docteur Cécile Oury
(Laboratoire de thrombose et hémostase, GIGA-Sciences cardiovasculaires, ULg). Les lignées
cellulaires en suspension (10x10° cellules/600 pl de milieu sans sérum) sont incubées avec 300
ul de sang total d’un donneur sain et le temps de formation d’un caillot visuel est mesuré. Le
milieu sans sérum a cette concentration apporte une concentration en calcium compatible avec
la coagulation (1,2 mM). Le temps de formation d’un caillot visuel des cellules TEM+ est
considérablement plus court que celui des cellules TEM- (Figure 15B) et refléte parfaitement
le niveau de FT présent a la surface cellulaire. Le temps de formation d’un caillot visuel varie
fortement en fonction du donneur, mais la corrélation entre le niveau d’expression du FT et le
temps nécessaire pour la formation d’un caillot reste toujours observée. De plus, nous avons
vérifié que I’incubation du sang avec du milieu contenant uniquement de I’EGF ou du TGF-f
n’induisait pas la coagulation (données non présentées). Cela confirme que 1’induction de la
coagulation implique des propriétés induites dans les cellules tumorales par le traitement a

I’EGF ou au TGF- et ne peut étre imputée a la présence de ces facteurs dans le milieu.
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Figure 15 : Expression du FT a la surface cellulaire et activité pro-coagulante des cellules TEM- et
TEM+. (A) Analyses en cytométrie en flux de [’expression du FT a la surface des lignées cellulaires
TEM- et TEM+ et des lignées inductibles non traitées (Ctrl) ou traitées a I’EGF ou au TGF-f. Un
isotype controle a été utilise comme témoin négatif (Iso). (B) Test de coagulation réalisé en incubant
10x10° cellules en suspension avec du sang d 'un donneur sain. Les photos ont été prises a un temps qui
discriminait les cellules TEM- des TEM+ et le temps nécessaire a la formation d’un caillot visuel a été
relevé pendant un période d’observation de 4h. Pour la cytométrie en flux et le test de coagulation, une
expérience représentative sur 3 est montreée.

Nous avons privilégié¢ 1’utilisation de ce test de coagulation car il nous permet de
comparer de nombreuses conditions et lignées cellulaires en méme temps. Nous avons
néanmoins confirmé un certain nombre de nos données par thromboélastométric (ROTEM®,

Tem Innovations GmbH), une technique plus couramment utilisée en clinique (Figure 16).
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Temps de coagulation
par ROTEM (s)

MCF7 980
T47D 1545
MDA-MB-231 272
Hs578T 408
MDA-MB-468 Ctrl 706
MDA-MB-468 EGF 291
PMC42-LA Cirl 279
PMC42-LA EGF 223

Figure 16 : Activité pro-coagulante des lignées cellulaires TEM- et TEM+ par ROTEM. Temps de
coagulation réalisé par thromboélastométrie en incubant 300x10° cellules en suspension avec du sang
d’un donneur sain.

Etant donné le role prépondérant joué par les plaquettes dans 1’amplification de la
coagulation, nous avons également réalisé des tests de coagulation avec différentes fractions du
sang, le plasma riche ou pauvre en plaquettes (PRP/PPP). Nous avons également évalué la

capacité de nos différentes lignées cellulaires a activer les plaquettes.

Pour ce faire, le PRP, le PPP et les plaquettes ont été isolés a partir de sang de donneurs
sains par centrifugation et ajoutés sur les cellules tumorales en suspension. Avant utilisation,
les plaquettes ont été délicatement lavées avec un tampon adéquat. Les tests de coagulation
visuels obtenus avec le PRP et PPP donnent les mémes résultats que ceux obtenus avec le sang
complet : les cellules TEM+ activent la coagulation de ces deux fractions plus rapidement que

les cellules TEM- (Figure 17).
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Figure 17 : Activité pro-coagulante des lignées cellulaires TEM- et TEM+ en présence de PRP et
PPP. Test de coagulation réalisé en incubant 100x10° ou 300x10° cellules en suspension avec du PRP
ou PPP isolé a partir de sang d’un donneur sain. Les photos ont été prises a un temps qui discriminait
les cellules TEM- des TEM~+. Une expérience représentative sur 3 est montrée.

Pour analyser ’activation plaquettaire, des marquages dirigés contre le CD61 (un
marqueur plaquettaire), le CD62P (un marqueur de dégranulation plaquettaire) et le fibrinogéne
(un marqueur d’activation plaquettaire) ont été réalisés apres 1’ajout des plaquettes lavées sur
les cellules tumorales en suspension. Des analyses par cytométrie en flux de ces marquages ont
ensuite été réalisées. Le marquage CD61 nous a permis d’identifier la population plaquettaire
sur laquelle nous avons délimité la fenétre de sélection. Nous pouvons observer qu’au moment
de I’ajout des cellules (0 minute), les plaquettes ne sont pas activées et qu’apres 30 minutes
d’incubation avec les cellules, 92,7% des plaquettes sont activées en présence de la lignée
MDA-MB-231, 92,6% en présence des cellules MDA-MB-468 traitées a I’EGF contre 63,7%
avec les cellules non traitées, et seulement 1% avec la lignée MCF7 (Figure 18). Nous avons
¢galement vérifi¢ que I’incubation des plaquettes avec de I’EGF n’induit pas leur activation
(données non présentées). Les cellules TEM+ sont donc plus aptes a activer les plaquettes que

les cellules TEM-.
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Figure 18 : Analyses de Dactivation plaquettaire par les cellules TEM- et TEM+. Analyses par
cytométrie en flux du pourcentage de plaquettes positives ou non pour un marqueur de dégranulation
(CDG62P) et un marqueur d’activation (fibrinogene) apres 0 ou 30 minutes d’incubation avec des cellules
TEM- (MCF7 et MDA-MB-468 Ctrl) et TEM+ (MDA-MB-231 et MDA-MB-468 EGF).

1.2.4. Le FT est le lien entre les cellules TEM+ et le systéme de coagulation

Afin de vérifier que le FT est le facteur clé qui confére aux cellules tumorales TEM+
des propriétés coagulantes, nous avons prétraité nos cellules avec un anticorps bloquant le FT
avant de les incuber avec du sang complet. Un anticorps d’isotype correspondant a été utilisé
comme témoin négatif. Les cellules prétraitées avec 1’isotype contrdle se comportent comme
décrit dans le paragraphe précédent : les cellules TEM+ induisent la formation d’un caillot plus
rapidement que les cellules TEM- (Figure 19). Par contre, le prétraitement avec I’anticorps
bloquant le FT prolonge considérablement le temps nécessaire pour observer la formation d’un
caillot. Dans certaines conditions, aucun caillot n’a été formé dans la période d’observation de
4h. Ces résultats démontrent clairement le réle prépondérant du FT dans I’activation de la

coagulation par les cellules TEM+.
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Temps de formation d’un caillot visuel (min)

Isotype 1gG Anticorps bloquant le FT
MCF7 Pas de caillot* Pas de caillot*
T47D Pas de caillot* Pas de caillot*
MDA-MB-231 6 44
Hs578T 14 63
MDA-MB-468 Ctrl 12 Pas de caillot*
MDA-MB-468 EGF 6 Pas de caillot*
A549 Cirl Pas de caillot* Pas de caillot*
A549 TGF-B 28 Pas de caillot*
PMC42-LA Ctrl 10 Pas de caillot*
PMC42-LA EGF 8 60

Figure 19 : Impact d’un anticorps bloquant le FT sur ’activité pro-coagulante. Test de coagulation
réalisé en incubant du sang complet d’un donneur sain avec des cellules prétraitées avec un isotype
contréle ou un anticorps bloquant le FT. Le temps nécessaire a la formation d’un caillot visuel a été
relevé pendant une période d’observation de 4h. * pas de caillot formé pendant la période
d’observation.

Au vu de ces résultats et afin de développer des modeles cellulaires que nous pourrions
utiliser dans des modéles murins, nous avons également transduit nos cellules avec un shRNA
dirigé contre le FT pour obtenir des lignées stables n’exprimant plus le FT. Pour ce faire, nous
avons utilisé des vecteurs viraux contenant le plasmide de transfert codant pour le sShRNA
d’intérét. La production des particules virales a été réalisée par la plateforme « Viral vectors »
du GIGA (Liége, Belgique). Nous avons utilis¢ 2 shRNA contrdles, codant pour des séquences
sans cible, et nous avons testé¢ 5 shRNA dirigés contre le FT. Nous avons identifi¢ 2 séquences
de shRNA dirigé contre le FT qui diminuaient efficacement I’expression protéique du FT, et ce
dans toutes les lignées utilisées (MDA-MB-231, Hs578T, MDA-MB-468, A549 et PMC42-
LA). Les résultats obtenus pour les MDA-MB-468 et les MDA-MB-231 sont présentés dans la
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Figure 20A. Nous avons également analysé 1’expression protéique de la vimentine et de la
cadhérine E dans ces lignées stables. Le shRNA dirigé contre le FT ne module pas ces 2
marqueurs de la TEM. De plus, nous avons montré que ces 2 shRNA dirigés contre le FT
diminuent les propriétés pro-coagulantes des MDA-MB-468 et des MDA-MB-231 (Figure
20B). Ces résultats confirment les résultats obtenus avec 1’anticorps bloquant le FT, reliant

clairement I’expression du FT des cellules tumorales a leurs propriétés pro-coagulantes.

A
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B Temps de formation
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MDA-MB-231 Temps de formation
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Sang complet

Ctrl EGF
g Cish1 115 8 Ctrl sh 15
m—Cirsh? 18 10 Ctrl sh2 145
FT sh 29 14 185
FT sh2 a7 14 175

Figure 20 : Génération de lignées exprimant un shRNA dirigé contre le FT. (A) Analyses par Western
blotting de l’expression protéique du FT, de la vimentine et de la cadhérine E dans les MDA-MB-468
traitées ou non a I’EGF et les MDA-MB-231 transduites avec 2 shRNA controles (Ctrl shl ou Ctrl sh2)
ou 2 shRNA dirigés contre le FT (FT shl ou FT sh2). La GAPDH est utilisée comme contréle de
chargement. (B) Test de coagulation réalisé en incubant 10x10° cellules en suspension avec du sang
d’un donneur sain. Pour les Western blot et les tests de coagulation, une expérience représentative sur
3 est montrée.

Nous avons également évalué I’effet de I’anticorps bloquant le FT et des sShRNA FT sur
I’activation des plaquettes. Nous avons ainsi utilis¢ les MDA-MB-231 prétraitées avec
I’anticorps bloquant le FT et les MDA-MB-231 transduites avec un shRNA ctrl ou un shRNA
FT, sur lesquelles nous avons ajouté des plaquettes lavées. Les analyses de cytométrie en flux,
nous ont montré que dans les conditions ou le FT est diminué¢ ou bloqué, ’activation

plaquettaire est ralentie ou inhibée (Figure 21). L’activation plaquettaire observée dans ce test
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serait donc due a I’expression du FT. Cette expérience n’a cependant été réalisée qu’une seule

fois et ces résultats sont donc a considérer avec précaution.
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Figure 21 : Diminution de activation plaquettaire suite a la modulation du FT des MDA-MB-231.
Analyses par cytométrie en flux, du pourcentage de plaquettes positives ou non pour un marqueur de
degranulation (CD62P) et un marqueur d’activation (fibrinogene) apres 5 ou 50 minutes d’incubation
avec des cellules MDA-MB-231 pré-incubées ou non avec un anticorps bloquant le FT ou transduites
avec un sShRNA Ctrl ou dirigé contre le FT.

1.3. Discussion

Dans cette premiére partie de résultats, nous avons clairement montré que les cellules
TEM+ présentent un taux d’expression du FT plus ¢levé que les cellules TEM-, que ce FT est
bien présent a la surface cellulaire et qu’il permet aux cellules tumorales d’induire la cascade

de coagulation.

Nous avons donc montré que les cellules TEM+ expriment plus de FT que les cellules
TEM- dans différents modeles in vitro mais nous avons €également associé 1’expression du FT
a un phénotype mésenchymateux dans des tumeurs mammaires triple négatives (TNBCs). Ce
sous-type de cancer du sein a été choisi car I’enrichissement de marqueurs de la TEM y est bien
reconnu (67,215). En support de nos observations, des études ont rapporté 1’expression du FT
dans différents types de lignées tumorales (189-191) mais aussi dans différents types de cancer,

y compris celui du sein (164,186).

Néanmoins, le lien potentiel entre 1’induction du FT et la TEM n’a été abordé que par

une équipe, celle du Professeur Rak. Cette équipe a associé le phénotype TEM in vitro avec
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I’expression du FT dans un modele cellulaire d’adénocarcinome humain, les A431 (216,217).
Ils ont également montré in vivo que dans un modele de xénogreffe de ces cellules, les tumeurs
primaires présentaient un phénotype hétérogeéne pour la TEM, avec des zones positives pour la
vimentine et d’autres négatives, et que ces tumeurs exprimaient de fagon hétérogene le FT. De
plus, le plasma des souris, était riche en FT et en complexes thrombine-antithrombine, reflétant
un état général d’hypercoagulabilité. En parallele, une induction in vitro d’un phénotype
mésenchymateux dans leur lignée A431 par un traitement combiné d’un anticorps bloquant la
cadhérine E et d’un activateur de I’EGFR, le TGF-a, conduisait a une surexpression du FT et
un relargage de microvésicules pro-coagulantes riches en FT. Ils ont confirmé ces résultats in
vitro sur les cellules DLD-1, un modéle d’adénocarcinome colorectal. Ces auteurs ont suggéré
que ces microvésicules contenant du FT relarguées par les tumeurs pourraient servir de
biomarqueur cancéreux. Par contre, le mécanisme par lequel la TEM induit le FT dans ces
cellules, la potentielle implication du FT membranaire dans un processus de coagulation
péricellulaire et I’importance potentielle de cet axe TEM/FT dans la colonisation métastatique

n’ont pas €té¢ examinés.

II est intéressant de noter que dans une publication de 2008, ce groupe montre qu’un
blocage de la cadhérine E dans leur modele d’A431 conduit a une surexpression protéique du
FT, dont la plus grande partie est dans un état inactif, dit crypté (216). Un traitement
supplémentaire a 1’H>O; est nécessaire pour que ces cellules acquierent des propriétés pro-
coagulantes, I’H>O» permettant le décryptage du FT. Un blocage de la cadhérine E ne semble
donc pas étre suffisant pour induire ce phénotype pro-coagulant. Dans une publication de 2012,
ces auteurs utilisent, en effet, une combinaison entre cet anticorps bloquant la cadhérine E et du
TGF-a pour induire le relargage de microvésicules avec des propriétés pro-coagulantes (217).
Une activation plus générale de la TEM, obtenue par des traitements par des facteurs de
croissance ou l’induction des facteurs de transcription de la TEM, serait donc nécessaire a
I’expression du FT pro-coagulant, ce qui est en accord avec nos résultats montrant 1’induction
FT-dépendante de propriétés pro-coagulantes par des facteurs de croissance comme I’EGF ou
le TGF-B (ainsi que par I’activation de facteur de transcription de la TEM comme nous le

montrerons dans le deuxieme chapitre des résultats).

L’utilisation des différentes fractions sanguines mene a la discussion d’autres aspects
importants. En effet, la capacité¢ des cellules tumorales en présence de PPP a induire la
coagulation en absence de plaquettes est une observation intéressante. Ces cellules pourraient

par conséquent procurer les surfaces cellulaires chargées négativement nécessaires a la
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coagulation (137). L’exposition de PS, nécessaire a 1’assemblage des complexes de la
coagulation, par des cellules tumorales a déja été montrée (218-220). Il serait intéressant de
comparer la composition en phospholipides de la membrane des cellules TEM- et des cellules
TEM-+. Les cellules TEM+ pourraient en effet exposer plus de PS que les cellules TEM-, leur

permettant une meilleure propagation de la cascade de coagulation.

Un autre point soulevé par nos observations est la capacité plus élevée des cellules TEM+ a
activer les plaquettes en comparaison aux cellules TEM-. L’activation des plaquettes pourrait
se faire de 2 fagons : soit par I’intermédiaire de la thrombine résultant de I’activation de la
cascade de coagulation initiée par le FT, soit directement par un ligand/molécule provenant des
cellules tumorales. Comme nous avons réalisé nos tests avec des plaquettes lavées, nous avons
écarté la premicre hypothése. Par ailleurs, une étude a montré que les cellules tumorales, via la
podoplanine, pouvaient directement interagir avec le récepteur activateur plaquettaire CLEC-2
(221). Afin de tester la deuxiéme hypothése suggérant qu'un ligand présent a la surface des
cellules tumorales pourrait directement contribuer a 1’activation des plaquettes, nous avons
analysé 1’expression de la podoplanine dans nos cellules. Malheureusement, des tests
préliminaires en RT-qPCR ont montré que la podoplanine était trés faiblement exprimée dans
nos modeles inductibles et non modulée par les traitements aux facteurs de croissance. Par la
suite, nous avons obtenu des résultats montrant que les cellules dont le FT est bloqué ou réduit
(anticorps bloquant et shRNA) ont une capacité diminuée a activer les plaquettes. Ces résultats
montrent donc que I’activation plaquettaire induite par les cellules TEM+ est dépendante du
FT. Cependant, il n’existe pas de récepteurs plaquettaires connus pour le FT. Des investigations

supplémentaires sont donc nécessaires pour interpréter ces résultats.

Si nos résultats utilisant I’anticorps bloquant le FT ou les shRNA contre le FT
démontrent le role prépondérant du FT dans les propriétés pro-coagulantes des cellules TEM+,
les processus de TEM pourraient également moduler d’autres geénes impliqués dans la
coagulation. Dans la littérature, d’autres acteurs de la coagulation sont, en effet, modulés dans
certains types de cancer ou par des cellules tumorales. Ainsi, I’hypoxie et les cestrogenes
diminuent 1’expression du TFPI dans des cellules de cancer du sein (222,223). Une étude a
¢galement relevé un haut niveau de PAI-1 plasmatique qui pourrait étre associé aux risques
thrombotiques chez des patients atteints de cancers colorectaux a un stade avancé (224). Nous
avons analysé par RT-qPCR (données non présentées), la modulation de ces deux autres genes,
PAI-1 et TFPI. Nous avons observé que I’ARNm du TFPI n’est, soit pas détecté dans certain

de nos modg¢les, soit pas modulé par la TEM. De maniére intéressante, ’ARNm de PAI-1 est
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plus exprimé par les cellules TEM+ (MDA-MB-231 et Hs578T) que par les cellules TEM-
(MCF7 et T47D) et est induit dans les modéles inductibles (MDA-MB-468, A549, PMC42-
LA) suite aux traitements a I’EGF ou au TGF-B. En plus d’activer la coagulation via
I’expression du FT, les cellules TEM+ pourraient donc également inhiber la fibrinolyse, ce qui
favoriserait la persistance d’une potentielle cage de fibrine protectrice. Néanmoins, ces résultats

sont préliminaires et des analyses au niveau protéique et fonctionnel sont nécessaires.

2. Implication fonctionnelle des processus de TEM dans I’expression du

FT

2.1. Introduction

Des données de la littérature ont montré que I’expression du FT pouvait étre régulée par
divers facteurs et voies de signalisation dans différents contextes cellulaires. Ainsi, dans les
monocytes, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales, il peut étre régulé
transcriptionnellement par un ou plusieurs de ces facteurs : Egr-1, NFkB, AP-1 et Spl (225-
227). Dans divers types de cellules tumorales, il peut, également, étre la cible de HER2, MET,
SHH, K-ras, p53, PTEN, AP-1, Egr-1 et ’EGF (192-197). Lors des processus de TEM, une
série de voies de signalisation, dont celle de I’EGF et du TGF-f3, convergent vers I’expression
de facteurs de transcription tels que Snail, Slug, ZEB1, ZEB2, Twist et E47 (228-230). Au vu
de nos résultats obtenus dans la premiére partie de ce travail associant la surexpression du FT
et un phénotype dérivé de la TEM, il nous a semblé pertinent de penser que le FT pourrait étre
régulé par les facteurs de transcription de la TEM. Nous avons donc évalué¢ I’implication
potentielle de Snail et ZEB1 dans 1’induction de I’expression du FT et dans I’acquisition d’un

pouvoir pro-coagulant.

2.2. Résultats

2.2.1. La diminution de I’expression de ZEB1 ou de Snail réduit I’expression du

FT et le pouvoir pro-coagulant des cellules tumorales

Afin d’impliquer de maniére plus fonctionnelle les processus de TEM dans 1’expression
du FT et I’acquisition de propriétés pro-coagulantes, nous avons modulé I’expression de
facteurs de transcription bien connus de la TEM. Nous avons ciblé notre travail sur ZEBI et

Snail, les prototypes des familles ZEB et Snail, respectivement.
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Par RT-qPCR, nous avons montré que ZEBI est plus exprimé dans les cellules TEM+
que dans les cellules TEM-, et qu’il est surexprimé dans les modeles inductibles pour la TEM
suite au traitement de 48h a ’EGF ou au TGF-§ (Figure 22). Snail est quant a lui plus exprimé
par les MDA-MB-231 que par les MCF7 et est significativement induit dans les MDA-MB-468

et les A549 suite au traitement avec les facteurs de croissance (Figure 22).

ZEB1 Snail
0 0.15 CMCF?
- OT47D
= I W MDA-MB-231
g 04 g . E Hs578T
U]
= &
@ o2 T 0.05
N (7]
00 0.00
MDA-MB-468 Ab49 PMC42-LA
ZEB1 Snail ZEB1 Snail ZEB1 Snail
3 3 3 . 15 3 15
c c L c = * = c
g b §=] 2 c 2 * g
32 52 S2 3 10 52 310
o = o = o =
£ £ £ £ £ -
o o o T o o
2 1 |—| 2 1 H 2 1 |—| 2 5 2 1 H 205
w L w w w L
045 071 09" o-EAk 0= 0.0
Ctrl EGF Ctrl EGF Ctrl TGF-B Ctrl TGF-g Ctrl EGF Ctrl EGF

Figure 22 : Expression de ZEBI et Snail dans des cellules TEM- et TEM+. Analyses par RT-qPCR
de ZEBI et Snail dans des lignées cellulaires TEM- et TEM+ et dans les 3 modeles inductibles, MDA-
MB-468, A549 et PMC42-LA, non traités (Ctrl) ou traités a I’EGF ou au TGF-f pendant 48h. Les
valeurs des ARNm d’intéréts ont été normalisées par rapport a la GAPDH et les résultats sont exprimés
en fois d’induction, dans les cellules traitées par rapport aux non traitées, pour les modeéles inductibles
(moyenne + ETM, n=3). * p < 0,05; ** p < 0,01, « two-tailed one sample t test».

Nous avons ensuite inhibé I’expression de ces 2 facteurs de transcription en transfectant
les cellules MDA-MB-468 traitées ou non a ’EGF avec 2 siRNA Ctrl (Ctrl sil et Ctrl si2)
n’ayant pas de séquence cible, 2 siRNA dirigés contre ZEB1 (ZEB1 sil et ZEB1 si2) et 2 siRNA
dirigés contre Snail (Snail sil et Snail si2). Par Western blotting, nous pouvons voir que les
siRNA dirigés contre ZEB1 et Snail éteignent leur cible respective et diminuent I’expression

du FT ainsi que son induction a ’EGF (Figure 23).
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Figure 23 : Régulation du FT par les facteurs de transcription de la TEM. Analyses par Western
blotting de l’expression du FT, de Snail et de ZEBI dans les MDA-MB-468 non traitées (Ctrl) ou traitées
a I’EGF et transfectées avec 2 siRNA Ctrl (Ctrl sil et Ctrl si2), 2 siRNA dirigés contre ZEB1 (ZEBI sil
et ZEBI si2) et 2 siRNA dirigés contre Snail (Snail sil et Snail si2). La GAPDH est utilisée comme
controle de chargement. Une expérience représentative sur 3 est montrée.

Le siRNA sil de chacune des cibles étant le plus performant, nous avons confirmé ces
résultats dans d’autres systémes cellulaires avec ces deux siRNA : ZEBI1 sil et Snail sil (Figure
24). Le siRNA ZEBI diminue le niveau du FT dans tous les systemes cellulaires utilisés tandis

que le siRNA Snail est moins performant dans les lignées MDA-MB-231 et Hs578T.
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Figure 24 : Régulation du FT par les facteurs de transcription de la TEM. Analyses par Western
blotting de I’expression du FT dans les MDA-MB-231, les Hs578T et les modeles inductibles A549 et
PMC42-LA non traités (Ctrl) ou traités au TGF-f ou a I’EGF et transfectés avec le Ctrl sil, le ZEBI
sil ou le Snail sil. La GAPDH est utilisce comme contréle de chargement. Une expérience
représentative sur 3 est montrée.

Comme D’effet de ’extinction de ZEB1 sur I’expression du FT est plus drastique et
conservé dans les différents modéles cellulaires, nous nous sommes focalisés sur ZEB1 et nous

avons réalisé des tests de coagulation. Ainsi, la transfection du ZEBI sil augmente le temps
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nécessaire aux MDA-MB-231 et MDA-MB-468 Ctrl ou EGF pour former un caillot visuel avec

Temps de formation
d’un caillot visuel (min)

36

du sang complet (Figure 25).

Sang complet

Ctrl si1

ZEB1 si1 157

1o
89-aN-VYaN

Ctrl si1

493
89F-aIN-VYaIN

ZEB1 sit 50

LeC-aN-vYain

Figure 25 : Régulation des propriétés pro-coagulantes par ZEBI. Test de coagulation réalisé en
incubant une suspension de 10x10° cellules MDA-MB-231 ou MDA-MB-468 non traitées (Ctrl) ou
traitées a I’EGF et transfectées avec 1 siRNA Ctrl ou 1 siRNA dirigé contre ZEBI, avec du sang d’un
donneur sain. Une expérience représentative sur 3 est montrée.

Au total, en utilisant la technique d’interférence par ARN, nous avons montré que Snail
et ZEB1 régulaient I’expression du FT et que la diminution de I’expression de ZEB1 réduisait

la capacité des cellules a initier la formation d’un caillot visuel.

A D’inverse, nous avons entrepris de surexprimer Snail et ZEB1 afin d’étudier I’impact
de cette surexpression sur I’expression du FT ainsi que sur les propriétés pro-coagulantes.
Malgré nos nombreuses tentatives, nous n’avons pas réussi a surexprimer ZEB1 et Snail dans
nos modeles cellulaires. Grace a une collaboration avec le Docteur Brett G. Hollier (Queensland
University of Technology, Brisbane, Australia), nous avons pu obtenir un modé¢le de MDA -
MB-468 surexprimant Snail de maniere inductible. Ces cellules ont, en effet, été transduites
avec une construction exprimant la GFP (contrdle) ou Snail sous le controle d’un promoteur
inductible a la doxycycline (MDA-MB-468 iGFP ou MDA-MB-468 iSnail). En traitant les
MDA-MB-468 iSnail avec la doxyxycline, nous avons observé, par Western blotting,
I’induction de la protéine de Snail dés 2h de traitement (Figure 26). De plus, cette induction
persiste tout au long du traitement a la doxycycline et entraine une surexpression du FT,
particulierement observable aprés 120h de traitement, ainsi que de la vimentine dés 24h de
traitement, confirmant ainsi I’induction d’un phénotype TEM+ (Figure 26).
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Figure 26 : Induction du FT aprés ’expression de novo de Snail dans la lignée MDA-MB-468.
Analyses par Western blotting du FT, de Snail, de la vimentine et de la GAPDH (comme contréle de
chargement) dans les MDA-MB-468 iSnail (contenant un vecteur, inductible a la doxycycline, exprimant
Snail) traitées ou non a la doxycycline pendant 2, 4, 6, 8, 24, 48 et 120 heures.

Le traitement de 120h permettant une forte induction du FT, nous avons utilisé cette
durée de traitement pour les expériences qui suivent. Dans un premier temps, le traitement a la
doxycycline des cellules controles MDA-MB-468 iGFP ne modifie pas I’expression du FT ni
leur pouvoir pro-coagulant, confirmant que le traitement a la doxycycline en lui-méme n’a pas
d’effet sur ces propriétés (Figure 27). Nous avons également utilisé ce modele pour vérifier que
la modulation des propriétés coagulantes par les facteurs de transcription de la TEM était
médiée par leur capacité a réguler le FT et pas d’autres cibles potentielles. Ainsi, dans la
condition de traitement de 120h avec la doxyxycline, nous avons transfecté les MDA-MB-468
1GFP et iSnail avec un siRNA dirigé contre le FT. Cette transfection inhibe I’expression du FT
(Figure 27A) et la coagulation (Figure 27B) induite par Snail alors qu’elle laisse inchangée la
modulation d’autres cibles modulées par Snail comme la vimentine, ZEB1 ou la cadhérine E
(Figure 27A). Ces résultats supportent donc 1’idée que 1’induction des propriétés pro-

coagulantes par Snail est dépendante du FT et non de son action sur d’autres cibles.
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Figure 27 : Régulation du FT et des propriétés pro-coagulantes par Snail. (1) Analyses par Western
blotting du FT, de Snail, de ZEB1, de la vimentine, de la cadhérine E et de la GAPDH (comme contréle
de chargement). (B) Test de coagulation avec du sang complet incubé avec les MDA-MB-468 iGFP et
iSnail traitées ou non pendant 120h a la doxycycline et transfectées avec un siRNA Ctrl ou un siRNA
dirigé contre le F'T.

2.2.2. Mécanismes de régulation du FT par ZEB1 et Snail

Les facteurs de transcription de la TEM pouvant réguler les genes de fagon directe, en
se liant directement a leur promoteur, ou de facon indirecte, en impliquant des cibles
intermédiaires, nous avons essay¢ de disséquer les mécanismes de régulation du FT par ZEB1

et Snail.

Des données de la littérature montrent que le promoteur du FT contient des sites de
fixation pour certains facteurs de transcription tels que NFxB, Egr-1, AP-1 et Spl (225-227).
En analysant une séquence de 2106 pb de la région promotrice du FT, nous avons identifié¢ deux
séquences E-boxes consensus (5’-CAGGTG-3). Bien que la liaison directe des facteurs de
transcription de la famille Snail ou ZEB a des E-boxes a été plutot décrite dans des mécanismes
de répression, nous avons analysé la contribution potentielle de ces deux sites a la régulation de
la transcription du FT. Pour aborder ce probléme, nous avons tout d’abord réalisé des tests
d’activité du promoteur du FT. Pour ce faire, nous avons travaillé avec deux vecteurs
rapporteurs différents : un vecteur contenant la séquence codante de la luciférase « firefly »
sous le contréle d’une séquence promotrice de 2106 pb du FT englobant les 2 séquences E-
boxes, et un vecteur contenant la luciférase sous le contréle d’un promoteur du FT tronqué (948
pb) contenant uniquement la séquence de I’E-box 2 (Figure 28A). Les MDA-MB-468 traitées
ou non a ’EGF, les MDA-MB-468 iGFP et iSnail traitées ou non a la doxycycline et les
Hs578T transfectées avec un siRNA Ctrl ou un siRNA dirigé contre ZEBI, ont été transfectées
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avec les 2 vecteurs rapporteurs du promoteur FT. Une co-transfection d’un vecteur d’expression
contenant la séquence de la luciférase « renilla » a été utilisée comme controle d’efficacité de
transfection. La mesure de la luminescence montre que les 2 promoteurs répondent de la méme
fagon dans les différents modéles cellulaires (Figure 28B). L’activité du promoteur augmente
avec le traitement a I’EGF dans les MDA-MB-468, diminue avec la transfection du siRNA
dirigé contre ZEB1 dans les Hs578T et augmente avec le traitement a la doxycycline dans les
MDA-MB-468 iSnail. Si nous utilisons majoritairement les MDA-MB-231 dans nos études,
nous avons ici utilisé les Hs578T dans lesquelles nous obtenons de plus forts rendements de
transfection transitoire nécessaires a la réalisation de ces expériences. Par ailleurs, les résultats
obtenus indiquent que la séquence de 948 pb est suffisante pour médier les modulations
d’expression des facteurs de transcription dans les différents modeles cellulaires. Afin de
vérifier I’'implication de I’E-box 2 contenue dans ce fragment de promoteur, nous avons généré
une mutation au niveau de I’E-box 2 de ce vecteur rapporteur (Figure 28C). Ce vecteur
d’expression muté est aussi bien activé dans les MDA-MB-468 traitées a I’EGF et les Hs578T
que le vecteur non muté (Figure 28D), supportant 1’idée que cette E-box n’est pas impliquée

dans la régulation du FT par la TEM.
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Figure 28 : Tests de Uactivité du promoteur du FT. (4) Schéma des vecteurs rapporteurs du promoteur
du FT utilisés. La luciférase « firefly » est placée sous le contréle d’une séquence promotrice du FT de
2106 pb ou de 948 pb contenant 2 ou 1 E-box(es) respectivement. (B) Activité des promoteurs du FT de
2106 pb et 948 pb dans les MDA-MB-468 traitées ou non a I’EGF, les Hs78T transfectées avec un
SIRNA Ctrl ou un siRNA dirigé contre le FT et les MDA-MB-468 iGFP et iSnail traitées ou non a la
doxycycline pendant 24h. (C) Schéma des vecteurs rapporteurs utilisés. La luciférase « firefly » est
placée sous le controle de la région promotrice de 948 pb avec ou sans mutation au niveau de la
sequence de I’E-box 2. (D) Activité du promoteur du FT de 948 pb muté ou non dans la séquence de
I’E-box 2 dans les MDA-MB-468 traitées ou non a I’EGF et les Hs578T. Les données sont normalisées
par rapport a la luminescence de la luciférase « renilla », (moyenne =+ ETM, n=3). * p < 0,05; ** p <
0,01, « two-tailed one sample t test ».

Pour élargir notre zone de recherche d’une liaison potentielle de ZEB1 au niveau du
promoteur du FT, nous avons réalis€ un test d’immunoprécipitation de la chromatine (« ChIP »)
en collaboration avec le Docteur Nicolas Skrypek et le Professeur Geert Berx (Université de
Gand, Belgique). Pour ce faire, nous avons effectué une immunoprécipitation dirigée contre
ZEBI1 dans les MDA-MB-231 et une amplification a I’aide de 14 paires d’amorces couvrant la

région promotrice de 1101 pb du FT contenant la séquence de 948 pb. Les résultats obtenus ont
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révélé un enrichissement de 15-40% en utilisant les paires d’amorces amplifiant une région
comprise entre -583 pb et -396 pb (Figure 29), suggérant que ZEB1 agit au niveau de cette

région.

MCAT -583 pb

CGACCGCC'I'I'TCTCCTGTbCGACCCGCTAAGGGCCCCGCGAGGTGGGCA
GGCCAGGTATTCTTGACCTTCGTGGGGTAGAAGAAGCCACCGTGGCTGGGAGAGGGC
CCTGCTCACAGCCACACGTTTACTTCGCTGCAGGTCCCGAGCTTCTGCCACAGGTGEG
CAAAGCATCCGGGAAATGCCCTCCGCTGCCCGAGGGGAGCCCAGAGCCCGIQCTTTC
TATTAAATGTTGTAAATGCCGCCTCTCCCACTTTATCACCAAAT E-box 2

-396 pb

Figure 29 : Schéma de la séquence promotrice amplifiée lors d’expérience de ChIP réalisée avec un
anticorps contre ZEBI. Aprés une immunoprécipitation de la chromatine des MDA-MB-231 a [’aide
d’un anticorps dirigé contre ZEBI, la séquence du promoteur du FT a été soumise a une RT-gPCR avec
14 paires d’amorces couvrant toute une région promotrice du FT de 1101 pb. La séquence soulignée
comprise entre -383 pb et -396 pb a été amplifiée. La séquence E-box 2 est comprise dans cette région
et une sequence MCAT est également localisée a proximité de cette région. Comme nous le discutons
dans ce chapitre, cette séquence MCAT pourrait intervenir dans la régulation du FT par les facteurs de
transcription de la TEM.

2.3. Discussion

Dans cette deuxiéme partie, nous avons montré¢ que ZEB1 et Snail participent a
I’augmentation de I’expression du FT et a I’acquisition de propriétés pro-coagulantes induites
par les processus de TEM. Les transfections de siRNA montrent clairement que ZEBI est
nécessaire a I’expression du FT ainsi qu’aux propriétés pro-coagulantes qui en découlent.
L’effet du siRNA Snail ne s’applique pas a tous les systemes cellulaires et suggére un
mécanisme de compensation qui pourrait se faire via ZEB1. Dans le mod¢le inductible MDA -
MB-468 iSnail, I’induction de Snail est suffisante pour induire un phénotype mésenchymateux
caractérisé par une expression accrue de vimentine, de ZEB1 et une diminution de cadhérine E.
Ce modele nous permet également de conclure que Snail est suffisant pour induire I’expression
du FT et I’acquisition d’un pouvoir coagulant. La transfection d’un siRNA dirigé contre le FT
dans ce mode¢le suggere également que 1’effet de Snail sur les propriétés pro-coagulantes est dii

a sa capacité a moduler le FT et non a son effet sur d’autres genes de la TEM.

Si nous ne sommes pas parvenus a ¢lucider clairement le mécanisme de régulation du
FT par ces 2 facteurs de transcription, nous avons apporté¢ certaines réponses a cette
problématique. Ainsi, les tests d’activité du promoteur du FT montrent qu’une séquence de 948

pb de la région promotrice du FT comportant une séquence E-box consensus est suffisante pour
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médier I’effet de I’EGF ou les modulations d’expression de ZEB1. Néanmoins, la mutation de

cette E-box n’a pas révélé de diminution d’activité du promoteur du FT.

Pour cibler d’autres régions du promoteur du FT liant potentiellement ZEB1, nous avons
réalisé un ChIP. Celui-ci n’a pu étre réalis¢é que pour ZEBI car nous ne disposions pas
d’anticorps dirigé contre Snail efficace pour cette technique. L’immunoprécipitation de la
chromatine des MDA-MB-231 a I’aide d’un anticorps dirigé contre ZEB1 et des RT-qPCR
réalisées avec 14 paires d’amorces couvrant la séquence de 1101 pb du promoteur du FT ont
révélé I’enrichissement de 1’amplification d’une séquence comprise entre -583 pb et -396 pb.
De facon intéressante, cette région comprend la séquence de I’E-box 2 dont la mutation
n’entraine pas de diminution de 1’activité du promoteur du FT. Ces données préliminaires
suggerent une liaison de ZEB1 dans une autre région du promoteur du FT ou une régulation
indirecte par ZEB1 qui agirait en tant que co-facteur et se fixerait sur I’ADN par I’intermédiaire
d’un autre facteur. Supportant cette derniére hypothese, une publication récente a montré que
ZEB1 agissait comme co-facteur, pour réguler I’expression de plusieurs génes impliqués dans
la progression tumorale, dont AXL, CYR61 et CTGF, en liant YAP (« Yes-associated
protein »). Cette étude a démontré que cette interaction entre ZEBI et YAP faisait basculer
ZEBI1 d’un rdle répresseur a un role d’activateur transcriptionnel (231). En réalisant un
« ChIP » et des tests d’activité de promoteurs, ils ont montré que ZEB1 et YAP se liaient dans
le promoteur de CYR61 et CTGF, mais qu’une mutation dans la s€équence E-box présente dans
le promoteur ne réduisait pas leur stimulation. Au contraire, une mutation dans la séquence
cible de YAP (MCATSs) supprime leur activation. Ce nouveau mécanisme de régulation par
ZEBI1 pourrait expliquer nos résultats obtenus montrant une liaison de ZEB1 au niveau du
promoteur du FT qui n’est pas abolie par la mutation de la séquence E-box présente dans la
région cible. Dans notre étude, nous avons identifié¢ 2 séquences MCATs (5’-CATTCC-3") dont
une proche de la séquence amplifiée lors du ChIP (Figure 29), ce qui renforce I’implication
potentielle de ZEB1 comme co-facteur dans la régulation du FT. Il serait dés lors intéressant de
poursuivre notre ¢tude en examinant un éventuel mécanisme de régulation impliquant une

interaction entre ZEB1 et YAP dans la régulation du FT lors de la TEM.
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3. Acquisition de propriétés de survie et de capacités de colonisation

métastatique par les CTCs lors de la TEM

3.1. Introduction

Comme décrit dans I’introduction de ce manuscrit, le lien entre le cancer et une

activation anormale de la coagulation est bien connu (158-161).

De nombreuses études ont montré 1’implication du systéme de coagulation dans la
progression tumorale (208). La plupart de ces recherches sont focalisées sur la formation des
métastases a long terme (177,180,184). Néanmoins, 1’intérét porté aux étapes précoces de la
dissémination métastatique (survie, persistance, dissémination, arrét/ancrage des CTCs) est
grandissant. Ainsi, ’administration d’anticoagulants avant I’injection de cellules tumorales
diminue fortement leur colonisation précoce (178,179). L’utilisation de souris déficientes en
fibrinogeéne ou en Gog, un récepteur plaquettaire nécessaire a leur activation, a montré que le
fibrinogene et les plaquettes sont impliqués dans la formation de foyers métastatiques en
favorisant la survie et/ou 1’adhésion des CTCs au niveau du poumon (122,125,180). De plus,
dans une autre étude, 24h aprés I’injection de cellules n’exprimant pas le FT en souris, un
nombre réduit de cellules tumorales a ét¢ observé dans les poumons comparé au niveau obtenu
apres injection de cellules exprimant le FT. Ces résultats suggerent que le FT exprimé par les

cellules tumorales est un facteur nécessaire a leur survie (207).

Néanmoins, le mécanisme par lequel les cellules tumorales acquierent un phénotype
pro-coagulant leur permettant de survivre dans la circulation sanguine, est peu étudié. Dans
cette partie, nous rapportons pour la premicre fois un axe de régulation TEM/FT conférant des
propriétés de survie aux CTCs, facilitant ainsi la colonisation métastatique précoce par les CTCs

TEM+.

3.2. Résultats

3.2.1. Implication du systéme de coagulation dans la survie des CTCs

Pour évaluer la survie des CTCs dans la circulation sanguine, nous avons mis au point
un modéele murin de métastases expérimentales consistant en des injections intraveineuses des
cellules modulées pour leur niveau de FT et leurs propriétés pro-coagulantes (Figure 20).
L’objectif visé ici est, en effet, d’étudier la survie des CTCs dans la circulation sanguine ainsi
que les étapes précoces de colonisation par les CTCs et non I’influence du FT sur la tumeur
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primaire ou I’intravasation. Pour ce faire, les souris ont été sacrifiées 24h apres I’injection. De
plus, ce délai trés court nous a permis d’utiliser des souris immunocompétentes, les BALB/c,

disposant des cellules immunitaires auxquelles doivent faire face les cellules tumorales.

Nous avons donc injecté des souris BALB/c par voie intraveineuse avec 1x10° cellules
MDA-MB-468 traitées ou non a I’'EGF in vitro avant I’injection ou 1x10° cellules MDA-MB-
231, toutes deux transduites avec un shRNA Ctrl ou un shRNA dirigé contre le FT. Les souris
ont été sacrifiées 24h apres I’injection et le sang et les organes ont été collectés. Grace a
I’expression de la luciférase par les MDA-MB-231 et le systéme d’imagerie in vivo sur petits
animaux [VIS-200, nous avons identifi¢ les poumons comme unique organe colonisé et nous
nous sommes par la suite limités a collecter ceux-ci. La quantification du signal luminescent in
toto et des poumons collectés des souris injectées avec les MDA-MB-231 transduites avec un
shRNA Ctrl ou un shRNA dirigé contre le FT montre que le contenu en cellules humaines est
significativement moins élevé dans le groupe injecté avec les cellules shRNA FT (Figure 30A).
En réalisant une RT-nested qPCR dirigée contre la GAPDH humaine sur I’ARN total, nous
avons déterminé le contenu en cellules tumorales humaines du sang et des poumons. Le niveau
de GAPDH humaine dans le sang des souris était a peine détectable, suggérant que les CTCs
sont rapidement ¢éliminées de la circulation sanguine. Par contre, un haut niveau de GAPDH
humaine a été détecté dans les poumons. Nous avons de plus observé que le niveau en GAPDH
humaine est significativement plus bas dans le groupe shRNA FT, renfor¢ant les données de la

quantification de luminescence (Figure 30Ba).

Une double immunohistochimie dirigée contre le Ki67 humain et le VWF murin
confirme la présence de cellules tumorales isolées dans la microvasculature et le parenchyme

pulmonaire des souris injectées avec les MDA-MB-231 shRNA Ctrl (Figure 30Ca).

Le fait que I’analyse par RT-nested qPCR génére des résultats similaires a ceux obtenus par
analyse de la bioluminescence valide cette technique comme reflétant correctement le contenu
en cellules humaines. Nous avons des lors utilisé cette méthode de quantification par RT-nested

qPCR pour des cellules n’exprimant pas la luciférase, telles que les MDA-MB-468.

Des résultats similaires ont ainsi été¢ obtenus avec les MDA-MB-468. Le niveau de
GAPDH humaine mesuré dans les poumons des souris injectées avec les MDA-MB-468 traitées
a I’EGF in vitro (TEM+) avant I’injection s’est révélé étre significativement plus élevé que
celui des souris injectées avec les cellules non traitées (TEM-) (Figure 30Bb). La transduction

du shRNA dirigé contre le FT abolit clairement cette survie associée a I’induction de la TEM
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par PEGF. L’immunohistochimie confirme également la présence de cellules dans Ia
microvasculature pulmonaire des souris injectées avec les MDA-MB-468 traitées et transduites

avec le shRNA contrdle (Figure 30Cb).

Ces résultats montrent que les cellules TEM+ ont une capacité supérieure a réaliser les
¢tapes précoces de la formation de métastases (survie et colonisation) et que ceci implique

I’expression du FT.
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Figure 30 : Impact du FT sur la persistance des CTCs dans un modéle in vivo. (4) Analyses de la
bioluminescence émise par des souris BALB/c injectées par voie intraveineuse avec les MDA-MB-231
transduites avec un ShRNA Ctrl ou un shRNA dirigé contre le FT et sacrifiées 24h aprés l'injection. Les
poumons collectés ont également été visualisés. La quantification du signal luminescent obtenu dans les
poumons est exprimée en fois d’induction pour la luminescence de chaque souris par rapport a la
moyenne du groupe Ctrl sh. Deux expériences indépendantes sont rassemblées, ** p < 0,01, test de
Mann Whitney bilatéral (n=10). (B) Analyses par RT-nested gPCR de la GAPDH humaine réalisée sur
les extraits d’ARN totaux des poumons de BALB/c injectées par voie intraveineuse avec les MDA-MB-
231 (Ba, n=8) ou les MDA-MB-468 traitées ou non a I’EGF (Bb, n=8), toutes deux transduites avec un
ShRNA Ctrl ou un shRNA dirigé contre le FT. Les souris ont été sacrifiées 24h apres ['injection. Les
données sont exprimées en fois d’induction pour la GAPDH humaine (normalisée avec la GAPDH
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murine) de chaque souris par rapport a la moyenne du groupe de référence (Ctrl sh non traité). Deux
expériences indépendantes sont rassemblées, *** p < 0,001, test de Mann Whitney bilatéral. (C)
Double immunohistochimie dirigée contre le Ki67 humain (noir) et le VWF murin (rouge) réalisée sur
une coupe de poumon d’une BALB/c injectée avec les MDA-MB-231(Ca) ou les MDA-MB-468 traitées
a I’EGF (Cb) transduites avec le shRNA Ctrl et collecté 24h apres [’injection.

Afin de démontrer I’implication du systéme de coagulation dans ce mécanisme de
survie, nous 1’avons inhibé en prétraitant les souris avec de 1’énoxaparine avant d’injecter des
cellules TEM+ (MDA-MB-468 traitées a I’EGF et MDA-MB-231). L’énoxaparine est une
héparine de faible poids moléculaire qui inhibe la coagulation en favorisant I’inactivation du
facteur Xa par I’antithrombine (232). L’inhibition de la coagulation chez la souris suite a une
injection sous-cutanée de 10mg/kg d’énoxaparine a été précédemment décrite (177). Un test de
formation d’un caillot visuel avec du sang de souris injectée par voie sous-cutanée avec
10mg/Kg d’énoxaparine 1h avant le prélevement du sang nous a également permis de confirmer
que ce traitement ralentit fortement la coagulation. Nous avons donc mesuré le niveau de
GAPDH humaine dans les poumons de BALB/c injectées ou non par voie sous-cutanée avec
10mg/kg d’énoxaparine 1h avant I’injection intraveineuse des MDA-MB-468 traitées a I’EGF
ou des MDA-MB-231. Les souris ont ét¢ sacrifiées 24h apres I’injection (Figure 31). Le niveau
de GAPDH humaine s’est révélé étre significativement diminué¢ dans le groupe de souris
prétraité a 1’énoxaparine, supportant clairement 1’implication du systéme de coagulation dans

les étapes précoces de la formation de métastases.
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Figure 31 : Impact de la coagulation sur la persistance des CTCs dans un modéle in vivo. Analyses
par RT-nested qgPCR de la GAPDH humaine réalisée sur les extraits d’ARN totaux des poumons de
BALB/c injectées ou non par voie sous-cutanée avec 10mg/kg d’énoxaparine 1h avant [’injection
intraveineuse des MDA-MB-468 traitées a I’EGF (n=11) ou des MDA-MB-231 (n=11) et sacrifiées 24h
apres l'injection. Les données sont exprimées en fois d 'induction pour la GAPDH humaine (normalisée
avec la GAPDH murine) de chaque souris par rapport a la moyenne du groupe non traité. Deux
expériences indépendantes sont rassemblées, ** p<0,01 ; *** p < 0,001, test de Mann Whitney
bilatéral.
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3.2.2. Visualisation et caractérisation d’un thrombus in vivo

Afin de vérifier notre hypothése qu’une « cage » de fibrine pourrait se former autour
des CTCs, nous avons cherché a visualiser une telle structure in vivo. Cependant, la plupart des
anticorps dirigés contre la fibrine reconnaissent ¢galement le fibrinogene et 1’observation d’un
marquage ne certifierait donc pas la présence d’une cage de fibrine, sauf si une structure
fibreuse était également observée. Nous avons, donc, utilisé la microscopie confocale par
réflectance qui permet de visualiser les structures fibreuses (233). Afin de valider cette
technique, nous avons tout d’abord réalisé des observations sur des coupes d’un caillot de PPP
formé in vitro en présence de MDA-MB-468 traitées a I’EGF sur lesquelles nous avons effectué
un marquage immunohistochimique du fibrinogene (Figure 32A). Nous avons ainsi confirmé
que la microscopie confocale par réflectance met bien en évidence des structures fibreuses qui
correspondent au marquage du fibrinogéne observé en lumicre visible (Figure 32B). Nous
avons donc utilisé cette technique sur une coupe de poumon d’une souris injectée par voie
intraveineuse avec des MDA-MB-468 traitées a I’EGF pendant 24h. Grace au double marquage
immunohistochimique dirigé contre le Ki67 humain et le VWF, nous avons visualisé les cellules
tumorales dans la microvasculature pulmonaire (Figure 32C). En combinant cette observation
en lumiére visible a de la microscopie confocale par réflectance, nous avons observé une

structure fibreuse au niveau de cellules tumorales (Figure 32D).

79



Résultats

Figure 32 : Visualisation de la fibrine en microscopie confocale par réflectance. Observation d’un
caillot formé in vitro avec des MDA-MB-468 traitées a I'’EGF et du PPP (A) avec un marquage du
fibrinogene (noir) et (B) en microscopie confocale par réflectance montrant les structures fibreuses
(vert). Observation de cellules tumorales dans la microvasculature pulmonaire d’une souris 24h apres

\

injection intraveineuse de MDA-MB-468 traitées a ['’EGF, (C) par un double marquage
immunohistochimique dirigé contre le Ki67 humain (noir) et le VWF (rouge), (D) en microscopie
confocale par réflectance montrant les structures fibreuses (vert).

Afin de confirmer la nature fibreuse de cette structure autour des cellules, des
observations en microscopie ¢électronique en transmission ont été réalisées en collaboration
avec le Professeur Marc Thiry (Laboratoire de Biologie Cellulaire et Tissulaire, GIGA-
Neuroscience, Li¢ge, Belgique). Nous avons réalis¢ les observations sur des coupes d’un culot
de MDA-MB-231, d’un caillot formé in vitro par les MDA-MB-231 incubées avec du sang
complet d’un donneur sain, et sur des coupes d’un poumon collecté d’une souris BALB/c
injectée pour 24h avec des MDA-MB-231. L’observation réalisée sur le caillot formé in vitro a
permis d’identifier la structure caractéristique des fibres de fibrine (Figure 33A). L’observation
du culot cellulaire a quant a elle permis d’identifier la structure caractéristique de la chromatine
condensée périnucléaire contenue dans un grand noyau des cellules tumorales (Figure 33B). Se
basant sur ces observations, nous avons a pu mettre en évidence des cellules tumorales dans les
capillaires sanguins pulmonaires de la souris (Figure 33C) ainsi que la présence de fibres de
fibrine aux alentours de ces cellules (Figure 33D). Ces structures fibreuses n’ont pas été

observées ailleurs sur la coupe.
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Figure 33 : Visualisation par microscopie électronique en transmission de fibres de fibrine autour de
MDA-MB-231 ayant colonisé un poumon in vivo. (4) Portion d’un caillot formé in vitro en incubant
des MDA-MB-231 avec du sang complet d’'un donneur sain. Les fibres de fibrine sont indiquées par les
fleches. (B) Cellule MDA-MB-231 présentant de la chromatine condensée périnucléaire caractérisant
les cellules tumorales et facilitant leur identification in vivo. (C) Portion d’un poumon d’une souris
BALB/c injectée de maniere intraveineuse avec des MDA-MB-231 et collecté 24h apres injection. La
figure montre un globule rouge (GR), un capillaire contenant 2 cellules tumorales (CT), et des alvéoles
pulmonaires (AP). (D) Grossissement d’une partie de la figure C (encadré) montrant des fibres de
fibrine indiquées par les fleches, avec une structure similaire a celle observée in vitro (A), et les cellules
tumorales (CT).

Afin de détailler la constitution de cette structure fibreuse autour des cellules, nous
avons également cherché a identifier les plaquettes qui participent a la formation de thrombi.
Un double marquage en immunofluorescence dirigé contre le CD42b murin (marquage
plaquettaire) et la vimentine humaine réalisé sur une coupe de poumon congelé venant d’une
souris immunodéficiente injectée avec des MDA-MB-231 et collecté 24h aprés I’injection, nous
a ainsi permis d’observer la présence en masse de plaquettes autour des cellules tumorales dans

la microvasculature pulmonaire (Figure 34).
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Figure 34 : Visualisation de plaquettes autour de cellules tumorales ayant colonisé un poumon in
vivo. Double marquage en immunofluorescence dirigé contre le CD42b murin (plaquettes, rouge) et la
vimentine humaine (bleue) réalisé sur une coupe de poumon congelé venant d’une souris
immunodéficiente injectée avec des MDA-MB-231 et collecté 24h apres ['injection. Les noyaux ont été
mis en évidence avec un marquage TO-PRO-3 (blanc).

L’observation de plaquettes et de fibres autour des cellules tumorales valide notre
hypothése postulant la formation de microthrombi de plaquettes/fibrine englobant les CTCs qui

favoriserait leur survie et les premiéres étapes de colonisation métastatique.

3.2.3. Implication des processus de TEM dans la survie des CTCs in vivo

Nous avons ensuite cherché a lier les processus de TEM a ces phénomeénes de

coagulation qui favoriseraient les premieres étapes de colonisation métastatique.

Les résultats obtenus avec les MDA-MB-468 présentés dans le paragraphe précédent
(Figure 30Bb) montrant une survie plus élevée des cellules induites a ’EGF comparée aux
cellules non traitées suggerent déja I'importance des processus de TEM dans la
survie/persistance des CTCs dans la microvasculature pulmonaire. Afin de renforcer
I’implication de la TEM dans ces processus, nous avons ¢galement utilisé les cellules modulées

pour I’expression de ZEB1 et Snail dans les mod¢les murins de métastases expérimentales.

Ainsi, la diminution de I’expression de ZEBI1 par siRNA réduit significativement la
survie/persistance des MDA-MB-468 induites a I’EGF et des MDA-MB-231 (Figure 35A et
B). A I’opposé, I’induction de Snail dans les MDA-MB468 iSnail suite au traitement a la
doxycycline augmente la survie/persistance des cellules tumorales dans la microvasculature
pulmonaire (Figure 35C). Il est intéressant de noter que la transfection d’un siRNA dirigé contre
le FT dans le modéle des MDA-MB-468 iSnail diminue fortement la survie des cellules,
confirmant que le phénotype observé implique principalement I’induction du FT par Snail et

pas la modification d’une autres cibles potentielles de Snail (Figure 35C).
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Figure 35 : Implication fonctionnelle des processus de TEM dans la survie des CTCs dans un modéle
in vivo. Analyses par RT-nested gPCR de la GAPDH humaine réalisée sur les extraits d’ARN totaux
des poumons de BALB/c injectées par voie intraveineuse avec (A) les MDA-MB-468 traitées ou non a
I’EGF (n=10) ou (B) les MDA-MB-231 (n=16), toutes 2 transfectées avec un siRNA Ctrl ou un siRNA
dirigé contre ZEBI ou (C) les MDA-MB-468 iSnail traitées ou non a la doxycycline et transfectées avec
un siRNA Ctrl ou un siRNA dirigé contre le FT (n=14). Les souris ont été sacrifiées 24h apres l’injection.
Les données sont exprimées en fois d’induction pour la GAPDH humaine (normalisée avec la GAPDH
murine) de chaque souris par rapport a la moyenne du groupe de référence (Ctrl si non traité). Deux
expériences indépendantes sont rassemblées, *, p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p < 0,001, test de Mann
Whitney bilatéral.

Ces données appuient donc I’implication d’un mécanisme dépendant du FT et de la
capacité de coagulation induit par la TEM dans la colonisation précoce des organes secondaires

lors de la progression métastatique.

3.2.1. Implication de DP’axe TEM/FT/coagulation dans le développement

métastatique

Méme si I’effet du FT ou de ZEBI1 sur la formation de métastases a déja été rapporté
dans la littérature (207,229,230), il nous est apparu important de vérifier la capacité des cellules
survivant dans la microvasculature pulmonaire a former des métastases en développant un
modele murin a long terme. Les MDA-MB-231 exprimant la luciférase et dont le niveau de FT
et de ZEB1 a été réduit ont été injectées par voie intraveineuse dans des souris SCID pendant

3-5 semaines pour évaluer la croissance métastatique.

Dans un premier temps, nous avons suivi le développement métastatique des MDA -
MB-231 (exprimant la luciférase) grace au systéme d’imagerie sur petits animaux (Figure 36A).
La quantification du signal luminescent détecté in tofo montre un niveau significativement plus
bas du contenu en cellules tumorales dans les poumons des souris injectées avec les MDA-MB-

231 transduites avec le ShRNA dirigé contre le FT par rapport au contrdle a J1, J5 et J35 (Figure
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36B). L’écart entre les 2 groupes est important a J1 et se resserre a J5. A J35, le signal généré
par les cellules shRNA contrdles est plus élevé qu’a JS suggérant que ces cellules sont capables
de proliférer au niveau de l’organe colonisé. Nous avons également mesuré le signal
luminescent in toto a J9, J13 et J17. Nous avons observé qu’une injection trop fréquente de
luciférine saturait le signal et empéchait une mesure fiable. Nous avons donc décidé d’arréter
les visualisations apres 17 jours et ce jusqu’au sacrifice a J35. La RT-nested qPCR contre la
GAPDH humaine réalisée sur I’ARN des poumons collectés a J35 confirme la différence
significative entre les 2 groupes révélée par quantification de la luminescence (Figure 36C et
D). Des analyses par immunohistochimie attestent également du développement métastatique

plus important des cellules controles que des cellules exprimant le ShRNA FT (Figure 36E).

84



Résultats

A MDA-MB-231 B
J1 J5 J35
In toto
E 27 *kE
= L
© °
2 o 154 —
S S .
< § . *%
[
5 g ™7
~ E . ot
w 3 * © .
054 e L) ‘%
MDA-MB-231 . . o .
@ Ctrish  FTsh 1 0 T T T T T T
= « Ctrlsh FTsh Ctrish FTsh Ctlsh FTsh
é 073 N J5 J3s5
3 04 MDA-MB-231
e .
Poumon
C D E < B
Poumon Poumon f_’ :
-~ 24 *kk g 2= Q&
c —_ = —% N
= =1 o [F
8 . E . =|
3 I~ < [
2 154 5 <€ 154 3
£ g6 . =
© . < B .
) o= g
(s} P e -
S 25 1+
e 53 (R
g . £3 . &
8 . o
g 05 ¢ I = 05+ Tl
c DD_ 50 Py 1§
E s < ¢ N
2 o 0} o ST 2|
Ctrish FTsh Ctrish  FTsh < iz
MDA-MB-231 MDA-MB-231 =t i
’ 7 g 3¢ RN

Ki67 humain (noir)/VWF (rouge)

Figure 36 : Formation de métastases dans des souris SCID injectées avec les MDA-MB-231 FT sh.
(A) Analyses a J1, J5 et J35 de la bioluminescence émise par des souris SCID injectées par voie
intraveineuse avec les MDA-MB-231 transduites avec un shRNA Ctrl ou un shRNA dirigé contre le FT.
Les poumons collectés a J35 ont également été visualisés. (B) Quantification du signal luminescent in
toto. (C) Quantification du signal luminescent des poumons a J35 exprimée en fois d’induction pour la
luminescence de chaque souris par rapport a la moyenne du groupe Ctrl sh. (D) Analyses par RT-nested
qPCR de la GAPDH humaine réalisée sur les extraits d’ARN totaux des poumons a J35. Les données
sont exprimées en fois d’induction pour la GAPDH humaine (normalisée avec la GAPDH murine) de
chaque souris par rapport a la moyenne du groupe de référence (Ctrl sh). * p<0,05; ** p<0,01 ; **%,
p < 0,001, test de Mann Whitney bilatéral (n=8 et n=7 pour le groupe Ctrl sh a J35). (E) Double
immunohistochimie pour détecter le Ki67 humain (noir) et le VWF murin (rouge), réalisée sur une coupe
de poumon d’une souris SCID de chaque groupe a J35.

Dans ce méme modéle murin a long terme, nous avons inject¢ les MDA-MB-231
transfectées avec un siRNA Ctrl ou un siRNA dirigé contre ZEB1 par voie intraveineuse dans
des souris SCID. Afin de suivre le développement métastatique, nous avons réalisé une

premiére visualisation in toto a J17 qui a indiqué que des métastases étaient déja développées
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et nous avons des lors décidé de sacrifier les souris a J20. La quantification du signal
luminescent et 1’analyse par RT-nested qPCR de la GAPDH humaine des poumons collectés
montrent un niveau significativement plus faible en cellule dans les souris injectées avec les
cellules ayant un niveau d’expression de ZEB1 réduit (Figure 37A et B). La double
immunohistochimie dirigée contre le Ki67 humain et le VWF murin révéle effectivement des
métastases moins nombreuses et moins développées dans les souris injectées avec les MDA -

MB-231 ZEBI sil (Figure 37C).
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Figure 37 : Formation de métastases dans des souris SCID injectées avec les MDA-MB-231 ZEB1
sil. (A) Analyses a J20 de la bioluminescence émise par des souris SCID injectées par voie intraveineuse
avec les MDA-MB-231 transfectées avec un siRNA Ctrl ou un siRNA dirigé contre ZEBI. Les poumons
collectés a J20 ont également été visualisés. La quantification du signal luminescent des poumons est
montrée et est exprimée en fois d’induction pour la luminescence de chaque souris par rapport a la
moyenne du groupe Ctrl si (n=7). (B) Analyse par RT-nested gPCR de la GAPDH humaine réalisée sur
les extraits d’ARN totaux des poumons. Les données sont exprimées en fois d’induction pour la GAPDH
humaine (normalisée avec la GAPDH murine) de chaque souris par rapport a la moyenne du groupe
de référence (Ctrl si), (n=>5). ** p<0,01 ; *** p < 0,001, test de Mann Whitney bilatéral. (C) Double
immunohistochimie pour détecter le Ki67 humain (noir) et le VWF murin (rouge) réalisée sur une coupe
de poumon d’une souris SCID de chaque groupe a J20.

Etant donné I’importance de la prolifération cellulaire dans le développement
métastatique a long terme, nous avons évalué I’impact potentiel de nos traitements (ZEB1 si ou
FT sh) sur la prolifération de nos cellules. Nous avons ainsi quantifi¢ I’ADN (reflétant la

quantit¢ de cellules) apres 1, 3, 5, 8 jours d’ensemencement des cellules MDA-MB-231
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transfectées avec un siRNA Ctrl ou un siRNA dirigé contre ZEBI, ou transduites avec un
shRNA Ctrl ou un shRNA dirigé contre le FT (Figure 38A). Nous avons ainsi observé un effet
net du siRNA ZEBI sur la prolifération cellulaire alors que 1’extinction du FT induite par le
siRNA ZEBI n’est plus détectable apres 8 jours (Figure 38B). Suite a ces résultats, nous avons
déterminé si cet effet sur la prolifération se maintenait plus tardivement en trypsinisant les
cellules a J14 et en les remettant en culture jusque J18, J20 et J24 (Figure 38A). Il apparait ainsi
clairement que 1’effet antiprolifératif du siZEBI ne perdure pas dans le temps et est
particuliérement prononcé dans la premicre semaine apres la transfection. Malgré 1’effet clair
de ZEBI1 sur la survie dans le sang (révélé par nos modeles a court terme), il est pertinent de
penser que 1’effet antiprolifératif du siZEB1 pourrait également contribuer a la réduction de la
capacité métastatique des cellules tumorales observées dans le modele murin. Le shRNA dirigé
contre le FT par contre ne modifie pas la prolifération des cellules, suggérant que les différences

observées dans le modele murin a long terme n’impliquent pas d’effet antiprolifératif du FT.
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Figure 38 : Analyses de Deffet du siRNA ZEB1 sur la prolifération et ’expression du FT, et de I’effet
du shRNA FT sur la prolifération au cours du temps. (A) Mesures de la prolifération des MDA-MB-
231 transfectées avec un siRNA Ctrl ou un siRNA dirigé contre ZEBI pour 1, 3,5 ou 8 jours. 14 jours
apres cette transfection, les cellules ont été trypsinisées et remises en culture pour suivre la prolifération
entre J14 et J24. La mesure de la prolifération de cellules MDA-MB-231 transduites avec un shRNA
Ctrl ou un shRNA dirigé contre le FT a 1, 3, 5 et 8 jours apres ['ensemencement est également présentée
(graphe de droite). (B) Analyse par Western blotting du FT dans les MDA-MB-231 transfectées avec un
SiRNA Ctrl ou un siRNA dirigé contre ZEBI apres 2, 5, 8 et 14 jours de transfection.
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3.3. Discussion

Les résultats présentés dans cette partie du travail impliquent clairement 1’axe de
régulation TEM/FT/coagulation dans les phases précoces de dissémination métastatique. Le
développement d’un modele murin a court terme, nous a, en effet, permis de nous focaliser sur
I’¢tude de la survie/persistance des CTCs liée a I’activation de la coagulation. En accord avec
nos observations, des modeles courts d’injection intraveineuse ont également été utilisés par
d’autres équipes pour étudier I'impact du systéeme de coagulation sur la colonisation
métastatique (122,125,178,179,234). Ainsi, comme 1’équipe du Professeur Degen (207), nous
avons observé que I’expression du FT par les cellules tumorales était un facteur déterminant
pour leur survie et leur capacité a accomplir ces étapes précoces de la dissémination

métastatique.

En outre, I'utilisation d’un anticoagulant nous a permis de confirmer que cette capacité
de survie accrue des cellules exprimant le FT était liée a I’activation du systéme de coagulation.
Le marquage plaquettaire et la microscopie ¢électronique ont également confirmé la présence
d’un microthrombus au niveau des cellules tumorales ayant colonisé les microcapillaires
pulmonaires. Dans une étude de la littérature, une technique de visualisation en 3 dimensions
d’un poumon prélevé, et gardé sous ventilation, d’une souris injectée par voie intraveineuse
avec des cellules tumorales exprimant la GFP et injectée dans la veine cave avec des anticorps
fluorescents dirigés contre une intégrine plaquettaire ou le fibrinogéne a également permis

d’observer un microthrombus autour des cellules tumorales (179).

Nos résultats mettent pour la premiére fois en évidence I’implication des processus de
TEM dans ces mécanismes de colonisation métastatique liés a 1’activation de la coagulation. Si
nos expériences avec les MDA-MB-468 traitées a I’EGF suggérent I’implication de la TEM
dans ces mécanismes, les résultats obtenus avec les cellules modulées pour 1’expression de
ZEB1 et Snail mettent clairement en évidence un axe de régulation TEM/FT/coagulation qui
contribue a la survie des cellules tumorales dans la circulation sanguine et la microvasculature
pulmonaire. Ainsi, la diminution du niveau de GAPDH humaine dans les poumons des souris
suite a la diminution de ZEBI1 et 1’augmentation du niveau de GAPDH humaine suite a
I’augmentation de 1’expression de Snail impliquent fonctionnellement les processus de TEM
dans la survie des CTCs. De plus, le modele iSnail nous a permis de confirmer que la survie
observée était principalement médiée par la capacité de Snail a induire le FT et non a son action

sur une autre cible potentielle. En effet, en utilisant un siRNA FT dans le modé¢le iSnail, nous
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avons observé une diminution de persistance des cellules tumorales au niveau des poumons des
souris injectées alors que la modulation d’autres cibles de Snail restait inchangée (augmentation

de I’expression de la vimentine et de ZEB1, et diminution de I’expression de la cadhérine E).

Les données de la littérature et nos résultats montrent donc clairement que le FT exprimé
par les cellules tumorales active le systéme de coagulation. Par contre les mécanismes précis
par lesquels D’activation de la coagulation protégerait les cellules tumorales sont encore
méconnus. Selon plusieurs auteurs, la coagulation pourrait augmenter la survie des CTCs en les
protégeant des forces de turbulences et de cisaillement du flux sanguin, d’une apoptose, de leur
¢limination par les cellules immunitaires, et en facilitant leur arrét au niveau de 1’endothélium

(208,209).

En effet, des études ont montré que I’interaction entre les intégrines ainf3 des plaquettes et o3
des cellules tumorales via un pont de fibrinogeéne facilitait 1’arrét des cellules tumorales sur
I’endothélium et la formation de métastases (235,236). Aussi, Egan et collaborateurs ont montré
que la présence de plaquettes diminue les dommages causés aux cellules tumorales par les
forces de cisaillement du flux sanguin (126). La présence d une cage de fibrine autour des CTCs
pourrait également mimer les contacts cellule-matrice extracellulaire présents dans la tumeur
primaire et apporter les interactions nécessaires pour éviter le phénomene d’anoikis. Les CTCs
pourraient également &tre protégées de 1’apoptose ou 1’anoikis par I’induction de voies
intracellulaires induites par le domaine cytoplasmique du FT comme c’est le cas in vitro sur des

lignées cellulaires (206,237).

Parmi ces différents mécanismes potentiellement impliqués, 1’effet protecteur de la coagulation
vis-a-vis du systeme immunitaire est le plus étudié. L’utilisation d’anticoagulants et
d’activateur ou d’inhibiteur de 1’activité des cellules NK a montré que le systéme de coagulation
rend les cellules tumorales moins sensibles aux effets cytotoxiques des cellules NK (238). La
protection envers les cellules NK est apparue dépendante du fibrinogéne, des plaquettes et du
facteur XIII, des facteurs nécessaires a la formation de microthrombi (124,125,181). Ainsi chez
des souris déficientes en Gaq (un récepteur plaquettaire nécessaire a leur activation), en
fibrinogene ou en FXIII, la survie des cellules tumorales 24h aprés I’injection intraveineuse est
significativement inférieure a celle observée chez des souris de type sauvage. Par contre,
lorsque ces souris sont immunologiquement appauvries en cellules NK avec I’injection de
I’anticorps anti-asialo GMj, il n’y a plus de différence de survie des CTCs injectées dans les

souris KO ou les souris sauvages. Le microthrombus formé de fibrine réticulée par I’action du
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FXIII et de plaquettes protégerait les cellules tumorales en formant une barriere physique entre
les cellules NK et leurs cibles. Renforgant cette hypothése, 1’injection intraveineuse de cellules
tumorales prétraitées avec de la fibrine soluble induit une thrombocytopénie 30 minutes apres

I’injection et favorise significativement la formation de métastases pulmonaires (184).

D’autres cellules immunitaires pourraient également jouer un role dans 1’élimination
des cellules tumorales de la circulation sanguine. /n vitro, la fibrine soluble inhibe 1’adhérence
et la cytotoxicité des lymphocytes et des monocytes envers les cellules tumorales (239,240). La
fibrine pourrait ainsi interférer avec les interactions entre les monocytes et les cellules tumorales
qui s’effectuent via les récepteurs monocytaires arf2 et amPz et ICAM-1 sur les cellules
cancéreuses (239). Une autre étude suggere que le recrutement des macrophages par les cellules
tumorales via la coagulation induite par le FT facilite leur survie (241). Ainsi, I’inhibition du
recrutement des macrophages diminue la survie des cellules tumorales par des mécanismes non
¢lucidés dans cette étude. Cependant, vu I’effet important de I’inhibition des effets cytotoxiques
des cellules NK li¢ a I’activation de la coagulation, le role du systéme de coagulation sur la
survie des CTCs est majoritairement attribué a la protection contre les cellules NK. Si nous
focalisons cette discussion sur les mécanismes de résistance au systéme immunitaire liés aux
processus de coagulation, il est important de mentionner que les CTCs pourraient échapper a
une lyse par les cellules T en exprimant PD-L1 (« Programmed death ligand 1 »). En effet,
I’expression de PD-L1 a été observée sur des CTCs de patientes atteintes de cancer mammaire.
En se liant au récepteur PD-1 (« Programmed death protein 1 ») exprimé par les cellules T, PD-

L1 enverrait ainsi un signal inhibiteur qui protégerait les CTCs de leur action (242).

En plus de jouer un role de barriére physique, les plaquettes pourraient contribuer a la résistance
des cellules tumorales aux NK en sécrétant du TGF-B. Le TGF- affaiblit, en effet, I’activité
des cellules NK en induisant la diminution de 1’expression de I’immunorécepteur NKG2D
(« Activating immunoreceptor natural killer group 2, member D ») des cellules NK (243) ou en
transférant leur complexe majeur d’histocompatibilité de type 1 aux cellules tumorales, leur

conférant un phénotype du «soi» non ciblé par les NK (244).

I1 est intéressant de noter que si les cellules TEM+ ont une capacité accrue a former des
microthrombi riches en fibrine et en plaquettes, d’autres études montrent que les plaquettes
peuvent induire la TEM dans les cellules tumorales, notamment via la sécrétion de TGF-f3
(245,246). Orellana et collaborateurs ont également montré que les plaquettes sont capables

d’induire I’expression du FT par des cellules tumorales ovariennes (246). Donc en plus de leur
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role protecteur, elles pourraient contribuer a maintenir le phénotype TEM+ des CTCs et ainsi

favoriser leurs propriétés prométastatiques.

Ces données de la littérature ainsi que nos résultats montrent que les CTCs TEM+ (i) présentent
une survie/persistance accrue dans la microvasculature pulmonaire grace a 1’activation du
systéme de coagulation, (ii) sont capables d’activer les plaquettes in vitro et (iii) sont entourées
de plaquettes dans les modeles murins. Cela suggére la formation d’un microthrombus autour
des CTCs TEM+ qui pourrait avoir un role protecteur favorisant ainsi leur survie et leur capacité

a former des métastases.

4. Evaluation de la présence de CTCs exprimant le FT et la vimentine

dans le sang de patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique

4.1. Introduction

Dans cette partie du travail, nous avons cherché a apporter une validation clinique a nos
résultats obtenus in vitro et dans les modeles murins, en examinant la présence de CTCs
arborant un phénotype TEM+ et exprimant le FT dans le sang de patientes atteintes d’un cancer

du sein métastatique.

L’identification de CTCs dans le flux sanguin de patients atteints de cancers permettrait
d’établir un suivi plus précoce de la progression métastatique, un contrdle de la réponse aux
thérapies et une identification de nouvelles mutations activatrices ou résistantes pour adapter le
traitement plus rapidement. Parmi les dispositifs de détection basés sur la détection du marqueur
épithélial EpCAM, le systéme semi-automatique « CellSearch » est la technologie la plus
fréquemment utilisée et est la seule approuvée par la « U.S. FDA » (United States Food and
Drug Administration). La détection avec la technique du « CellSearch » de >5 CTCs/7,5 ml de
sang chez les patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique est associée a un mauvais
pronostic (99,107). Cependant, ce systeme se base sur le marqueur épithélial EpCAM pour
I’enrichissement des CTCs, ce qui pourrait justement conduire a éliminer de I’analyse des CTCs
présentant une diminution de marqueurs épithéliaux comme des CTCs exprimant des
phénotypes TEM+ (14,117). Certaines études montrent d’ailleurs que les CTCs négatives pour
EpCAM semblent étre les plus agressives et invasives (117). Pour ces raisons, nous avons
décidé d’utiliser une technique d’isolement basée sur la taille des cellules : le « ScreenCell »
(92). Cette procédure a déja été utilisée pour I’isolement de CTCs dans le cas de plusieurs types

de cancer, tels que les cancers mammaires, pulmonaires ou pancréatiques (247).
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4.2. Résultats

4.2.1. Mise au point du triple marquage

Dans un premier temps, nous avons mis au point un triple marquage immunofluorescent
(Pan-kératine, FT et vimentine) sur des lignées cellulaires ayant un statut d’expression pour les
antigenes ciblés (Figure 39). Les MCF7 et les HDLEC expriment uniquement les cytokératines
et la vimentine, respectivement. Les MDA-MB-231 sont positives pour les 3 marquages et les
fibroblastes sont positifs pour le FT et la vimentine. L’utilisation de ces lignées cellulaires nous
a permis d’optimiser ce triple marquage et de s’assurer de 1’absence de croisements potentiels

entre les anticorps, qui pourraient conduire a de faux positifs.

Superposition Pan-kératine Dapi FT Vimentine

Fibroblaste MDA-MB-231 MCF7

HDLEC

.

Figure 39 : Optimisation du triple marquage immunofluorescent sur différentes lignées cellulaires
dont ’expression de kératines, du FT et de la vimentine était connue. Des images représentatives du
triple marquage (Pan-kératine en rose, Dapi en bleu, FT en vert et vimentine en rouge) des cellules
MCF7, MDA-MB-231, des fibroblastes et des HDLEC sont montrées.
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4.2.2. Caractérisation de I’expression du FT et de 1a vimentine des CTCs isolées de

patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique

Vingt-deux patientes atteintes d’un cancer mammaire métastatique et 10 donneuses
saines ont ét¢ recrutées en collaboration avec le Docteur Héléne Schroeder et le Professeur Guy
Jérusalem. Les caractéristiques des patientes sont reprises dans le Tableau 5. L’age moyen des
patientes et des donneuses saines est de 56 et 52 ans, respectivement. Seize patientes
présentaient une tumeur primaire positive pour les récepteurs d'cestrogénes et de progestérone,
3 patientes étaient positives pour les récepteurs d'cestrogenes et de progestérone et la protéine
HER2, une seule patiente était atteinte d’'une tumeur HER2 positive et 2 patientes avaient un
cancer du sein triple négatif. Six patientes ont été inclues dans 1’é¢tude avant de recevoir un
traitement pour leur cancer métastatique, 9 aprés la premicre ligne de traitement, 2 apres la
deuxiéme et 5 apres la troisieme ligne thérapeutique.

Tableau 5 : Caractéristiques des donneuses saines et des patientes atteintes d’un cancer du sein
métastatique incluses dans ’analyse des CTCs.

Nbr de donneuses saines 10
Age
Médiane [distribution] 52 [31-58]
Genre Féminin
Nbr de patienfes atteintes d’un cancer du sein 27
métastatique
Age
Médiane [distribution] 56 [41-80]
Genre Féminin
Caractéristiques de la tumeur primaire
Positive pour les récepteurs hormonaux 16
Positive pour les récepteurs hormonaux et HER2 3
Positive pour HER2 1
Triple négative 2
Nombre de lignes avant la thérapie
Pas de traitement du cancer du sein métastatique 6
1 9

2

AV
W
h
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Lors du prélévement sanguin, les 3 premiers millilitres ont été éliminés pour éviter une
contamination éventuelle par des cellules épithéliales de I’épiderme. Ensuite, 3 ml de sang ont
été prélevés dans un tube EDTA avant ’isolement des CTCs suivant leur taille grace au
systtme ScreenCell Cyto kit dans les 4h suivant le prélévement. Ce systéme de filtration
permet de retenir les cellules de taille supérieure a 8 um sur une membrane poreuse, dont les
CTCs. Nous avons ensuite réalisé un triple marquage immunofluorescent sur les filtres dirigés
contre les cytokératines (en utilisant un anticorps Pan-kératine 4, 5, 6, 8, 10, 13 et 18), le FT et
la vimentine. Un marquage nucléaire Dapi a également été effectué¢ de fagon a mettre en
évidence toutes les cellules isolées. Les filtres ont été scannés dans leur totalité avec un
microscope a fluorescence et un programme original de détection automatique a été développé
au sein du laboratoire par le Docteur Silvia Blacher pour mettre en évidence les signaux
« roses » correspondant au marquage pan-kératine. Ce programme crée une galerie d’images
montrant les images du Dapi, du FT et de la vimentine pour chaque événement rose, permettant
ainsi d’établir une colocalisation de ces marquages et d’énumérer les CTCs exprimant le FT

et/ou la vimentine. Les résultats ont été validés par 2 expérimentateurs indépendants.

Des cellules fortement positives pour le marquage pan-kératine mais n’exprimant pas le
FT et la vimentine ont été observées de fagon similaire chez les sujets sains et chez les patientes
cancéreuses. Ces cellules pourraient représenter des cellules épithéliales contaminantes et n’ont
pas été prises en compte. Des cellules positives pour les cytokératines exprimant le FT et/ou la
vimentine ont été¢ uniquement trouvées chez les patientes et ont ét¢ énumérées. Des images
représentant les 3 phénotypes des CTCs retrouvées dans le sang des patientes cancéreuses
(positive pour le FT, pour la vimentine ou les 2) sont présentées dans la Figure 40A. Ces 3

phénotypes ont été comptabilisés dans 1I’ensemble de la cohorte (Figure 40B).
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CTCs dérivées des patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique

Superposition Pan-kératine Dapi FT

B *E%
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Vimentine
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Figure 40 : Expression du FT et de la vimentine par les CTCs isolées du sang de patientes atteintes
d’un cancer mammaire métastatique. (A) Images représentatives du triple marquage
immunofluorescent réalisé sur les filtres « ScreenCell » montrant les phénotypes des CTCs trouvées
dans le sang des patientes cancéreuses (Pan-kératine en rose, FT en vert, vimentine en rouge et Dapi
en bleu). (B) Enumération des CTCs identifices chez les patientes cancéreuses en fonction de leur
phénotype (CTCs exprimant uniquement le FT ou uniquement la vimentine ou les 2). *** p<0.001, test
de Mann Whitney bilatéral (n=22).

Pour chaque patiente, nous avons ¢galement comptabilisé le nombre de CTCs totales, FT+,
vimentine+ ou FT+/vimentine+ et repris le déces potentiel (Figure 41). Il est trés intéressant de
noter que des CTCs positives pour le FT et la vimentine sont retrouvées au sein des
prélévements de 19 patientes sur 22 (86,3%). Des CTCs uniquement positives pour le FT sont
observées chez 81,1% des patientes et des CTCs seulement positives pour la vimentine

représentent une population rare trouvée chez 9 patientes (40,9%).
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Figure 41 : Enumération des CTCs retrouvées chez les patientes cancéreuses et leur décés potentiel.
Le graphique reprend les CTCs FT+, vimentine+, FT+/vimentine+ en pourcentage pour chacune des
patientes. Le tableau fournit le nombre de CTCs totales pour 3 ml de sang et le déces potentiel (0 = en
vie, 1 = décédée) de chacune des patientes.

4.2.3. Corrélation du phénotype FT+/vimentine+ avec la survie

Seules les patientes ayant fait une rechute entre janvier 2010 et décembre 2015 ont été
prises en compte. Vingt patientes ont ainsi €té inclues dans cette analyse. Nous avons observé
une corrélation positive entre la présence de plus de 3 CTCs FT+/vimentine+ et une durée de
vie réduite (Figure 42). Les 5 patientes ayant plus de 3 CTCs FT+/vimentine+ sont décédées,
alors que, dans le groupe de 15 patientes ayant maximum 3 CTCs FT+/vimentine+, 9 patientes

¢taient toujours en vie en décembre 2015.
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Figure 42 : Association entre la présence de CTCs FT+/vimentine+ et la survie des patientes atteintes
d’un cancer du sein métastatique. Analyse du pourcentage de survie des patientes en fonction de
I’énumération des CTCs FT+/vimentine+. Le seuil de décision a été fixé a 3 CTCs FT+/vimentine+ et
les résultats ont été analysés avec la méthode de Kaplan-Meier avec le test du logrank (n=20).
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4.3. Discussion

La mise en évidence de CTCs exprimant le FT et la vimentine dans le sang de patientes
atteintes d’un cancer du sein métastatique nous a permis d’apporter une certaine validation

clinique a nos observations in vitro et dans les modéles murins.

Pour la détection des CTCs de patientes, nous avons privilégié un isolement basé¢ sur la
taille des cellules afin de ne pas perdre des populations de CTCs TEM+ qui échapperaient a des
systémes de détection de CTCs qui utilisent un enrichissement immunologique basé sur
I’expression de marqueurs membranaires épithéliaux comme I’EpCAM. Pour identifier les
CTCs, nous avons utilisé un anticorps pan-cytokératine (clone C-11) qui reconnait les kératines
4,5,6,8, 10, 13 et 18. L’utilisation de marqueurs épithéliaux est utilisée pour différencier les
CTCs provenant de tumeurs épithéliales des cellules hématopoiétiques mésenchymateuses.
Cependant, ici encore, il est possible que certaines CTCs dérivées de processus de TEM perdent
une partie de leurs marqueurs épithéliaux. Le fait de cibler plusieurs kératines a 1’aide d’un
anticorps pan-kératine au lieu de cibler un seul marqueur diminue le risque d’éliminer des CTCs
négatives pour ce marqueur. Le clone C-11 est communément utilisé dans 1’identification des
CTCs isolées de patientes atteintes d’un cancer mammaire car les kératines 8 et 18 sont
fréquemment augmentées lors de la TEM et la kératine 5 est un marqueur épithélial des cancers
du sein de type basal (248). Cet anticorps ne reconnait cependant pas la kératine 14 qui est
¢galement exprimée par tous les cancers de type basal, la kératine 16 qui est associée aux
cancers mammaires agressifs, ni la kératine 19 qui est extrémement utilisée pour la détection
de cancer du sein. De nombreuses études utilisent également ’anticorps pan-kératine clone
AE1/AE3 qui reconnait ces 3 kératines mais qui, a I’inverse, ne détecte pas les kératines 8 et
18. Sur quelques filtres de patientes, nous avons comparé 1’utilisation du clone C-11 et du clone
AE1/AE3 et avons obtenu des résultats divergents. Un plus grand nombre d’événements a été
systématiquement mis en évidence par le clone AE1/AE3. Nous avons, dés lors, poursuivi notre
¢tude avec le clone C-11 car nous ne sommes pas parvenus a déterminer un seuil de détection
adéquat pour le signal du marquage pan-kératine avec le programme d’analyse automatique.
Une étude de la littérature a comparé différents anticorps pan-kératines ainsi qu’un cocktail de
ceux-ci et a révélé I’intérét d’utiliser un cocktail d’anticorps afin d’examiner le plus grand
nombre possible de populations de CTCs (248). Cependant [’utilisation d’un cocktail
d’anticorps limite les possibilités d’examiner 1’expression de protéines d’intéréts (comme la
vimentine ou le FT dans notre cas) et augmente fortement les risques de croisements et donc de
faux positifs.
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Dans les échantillons de sang des donneuses saines et des patientes, nous avons observeé
la présence d’événements fortement positifs pour le marquage pan-kératine. Ceux-ci ont été
considérés comme des cellules épithéliales de I’épiderme pouvant étre présentes dans le sang
avant la prise de sang ou due a celle-ci, malgré I’¢limination des 3 premiers millilitres de sang.
De telles cellules exprimant fortement des cytokératines ont été décrites dans d’autres
publications (99). Des CTCs exprimant le FT et/ou la vimentine ont par contre été¢ uniquement

trouvées chez les patientes cancéreuses et ont fait I’objet d’une énumération détaillée.

L’identification de CTCs exprimant le FT et la vimentine dans le prélévement de 19
patientes sur 22 conforte cliniquement nos observations et supporte notre théorie que les
phénomeénes de TEM sont associés a 1’expression du FT par les CTCs. En outre, il serait
intéressant de comparer 1’expression de marqueurs d’apoptose (M30 ou caspase 3) dans nos
différentes populations de CTCs identifiées. L’expression du FT au niveau des CTCs des
patientes atteintes d’un cancer du sein n’a jamais été rapportée auparavant et supporte
¢galement I’hypothése qu’une activation locale de la coagulation pourrait intervenir au niveau
des CTCs pour faciliter la formation de métastases, comme nous I’avons montré dans nos
modeles animaux. Dans ce sens, une étude a montré une association entre la présence de CTCs
dans le sang de patientes atteintes de cancers du sein métastatiques, le nombre de métastases et

un taux ¢levé de D-dimeres plasmatiques (249).

Si cette expression du FT par les CTCs n’a jamais été mise en évidence, de nombreuses
¢tudes rapportent I’expression de marqueurs mésenchymateux dans les CTCs. Une étude a
montré 1’expression de la vimentine dans 28% des CTCs isolées a partir de sang de patientes
atteintes d’un cancer mammaire (118). Une autre étude identifiant les CTCs a 1’aide d’un
anticorps anti-cytokératines a relevé la présence de CTCs positives pour la vimentine chez 77%
des patientes atteintes d’un cancer du sein a un stade précoce et chez 100% des patientes
métastatiques (116). Dans I’article de Yu ef al. 2013, les auteurs ont observé que les CTCs
isolées de patientes atteintes d’un cancer mammaire triple négatif présentaient majoritairement
un phénotype mésenchymateux caractérisé par I’expression de la fibronectine, la cadhérine 2 et
PAI-1 (117). De plus, les patientes répondant positivement au traitement montraient une
diminution du nombre de CTCs et/ou une diminution de la proportion des CTCs arborant des
caractéristiques mésenchymateuses. A 1’opposé€, chez les patientes affichant une progression

cancéreuse, une augmentation du nombre de CTCs mésenchymateuses a été observée.
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Il parait important de mentionner que plusieurs études ont rapporté la présence de
« clusters » de CTCs dans le sang de patients atteints de cancers ou dans des modeles animaux
(117,250,251). 11 est en effet tentant de penser que ’activation de la cascade de coagulation
pourrait étre impliquée dans la formation de ces «clusters ». Une étude d’Aceto et
collaborateurs a néanmoins montré, a ’aide d’un modele murin de xénogreffe, que les
« clusters » de CTCs provenaient de la fragmentation d’amas cellulaires de la tumeur primaire
plutdt que de la prolifération d’une cellule isolée dans la circulation ou de 1’agrégation
intravasculaire de cellules (252). Si la coagulation ne semble pas étre la cause de la formation
des «clusters », elle pourrait toutefois participer a leur survie. Ainsi, des caractéristiques
mésenchymateuses ont également été observées au sein des « clusters » de CTCs isolées a partir
de sang de patientes atteintes d’un cancer du sein et des plaquettes ont également été observées
en association avec ces « clusters » (117). En outre, dans nos mode¢les animaux, tout comme
dans le sang des patientes atteintes d’un cancer mammaire, nous n’avons observé que trés
occasionnellement de tels « clusters » de CTCs. En accord avec nos observations, il apparait
clairement que les « clusters » de CTCs sont moins fréquents que les CTCs isolées. Le potentiel
métastatique de « clusters » formés in vitro avant injection intraveineuse a néanmoins été
démontré. Aussi, la présence de « clusters » de CTCs a été associée a un mauvais pronostic
(252-255). Des ¢études suggerent également que la présence de « clusters » de CTCs réduirait
la survie des patients de fagcon plus importante par rapport a la présence de CTCs isolées
(252,255). Les données concernant 1’implication des « clusters » de CTCs dans le processus
métastatique ou le réle de la coagulation dans leur formation et leur protection sont donc

fragmentaires et nécessitent de plus amples investigations.

En conclusion, les données de ce chapitre démontrent clairement la présence de CTCs
exprimant le FT et la vimentine dans le sang des patientes atteintes d un cancer mammaire. Ces

résultats confirment nos observations obtenues in vitro et obtenues sur les modéles animaux.
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Conclusion générale et perspectives

Nos données considérées dans leur ensemble mettent en évidence un nouvel axe de
régulation TEM/FT qui permet une activation locale de la coagulation par les CTCs TEM+
favorisant leur colonisation métastatique précoce (Figure 43). L’induction de I’expression du
FT par les processus de TEM permet I’acquisition de propriétés pro-coagulantes par les cellules
tumorales. Les facteurs de transcription ZEBI et Snail sont impliqués dans cet axe de
régulation. L’acquisition de telles propriétés permet aux CTCs d’activer la coagulation pour
former un microthrombus contenant de la fibrine et des plaquettes autour d’elles. La formation
de ce cocon protecteur pourrait faciliter la colonisation métastatique en facilitant I’arrét des
CTCs au niveau des sites secondaires ou en les protégeant d’une lyse par les cellules NK ou par

les forces de cisaillement du flux sanguin.
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Figure 43 : Nouvel axe de régulation TEM/FT qui permet une activation locale de la coagulation par
les CTCs TEM+ pour favoriser leur colonisation métastatique précoce.

Comme discuté en détail précédemment, un certain nombre d’aspects abordés par ce

travail restent a éclaircir et différentes perspectives peuvent étre envisagées.
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Conclusion générale et perspectives

Ainsi, ¢lucider le mécanisme précis de régulation du FT par ZEBI1 et Snail est une

perspective immédiate de ce travail.

De plus, nos données démontrent le role primordial du FT dans I’avantage que possédent
les CTCs TEM+ pour accomplir les étapes précoces de la colonisation métastatique. La
modulation par la TEM d’autres facteurs de la coagulation, de molécules impliquées dans la
formation (molécules assurant les interactions entre les cellules tumorales et la fibrine ou les
plaquettes par exemple) ou le maintien des microthrombi pourrait également intervenir et fait

actuellement 1’objet de recherches au sein du laboratoire.

Le mécanisme par lequel la formation de ces microthrombi protégerait les CTCs TEM+
pourrait ¢galement €tre investigué. Ainsi, il serait intéressant d’examiner si 1’activation de la
coagulation liée a la surexpression du FT par la TEM protége les CTCs d’une lyse par les NK,
diminue I’apoptose induite par les forces de cisaillement du flux sanguin ou encore facilite

I’adhésion a 1’endothélium.

Une étude clinique a plus large échelle examinant I’analyse des CTCs exprimant le FT
et la vimentine devrait également étre réalisée. Cela permettrait de confirmer les résultats que
nous avons obtenus sur les échantillons issus de 22 patientes atteintes d’un cancer du sein
métastatique mais pourrait également permettre d’établir d’éventuelles associations entre la
présence de CTCs FT+/vimentine+ et certains parametres cliniques. En outre, examiner la
valeur prédictive potentielle de ces CTCs ainsi que leur présence pour suivre I’efficacité d’un

traitement pourrait s’avérer trés intéressant.

Enfin, cibler cet axe de régulation TEM/FT/coagulation au niveau des CTCs représente
une perspective a long terme stimulante pour interférer avec le processus métastatique. Des
données de la littérature ont déja suggéré que le FT pourrait étre une cible thérapeutique
intéressante mais que son inhibition pourrait étre associée a des risques de saignement comme
c’est le cas avec les anticoagulants (185). Néanmoins, dans des études sur des patients atteints
de Iésions pulmonaires aigués, 1’utilisation du TFPI est associée a des risques de saignement
¢levés alors que ce type de risque n’a pas €té rapporté pour un anticorps bloquant le FT chez
ces patients (185). Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour évaluer le risque de
I’utilisation thérapeutique d’agent ciblant le FT. De plus, cibler spécifiquement le FT exprimé
par les CTCs pour confiner I’inhibition de la coagulation au niveau de ces cellules pourrait
réduire les risques de saignement et constituer par conséquent une voie de recherche

intéressante.
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Abstract

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is prominent in
circulating tumor cells (CTC), but how it influences metastatic
spread in this setting is obscure. Insofar as blood provides
a specific microenvironment for tumor cells, we explored
a potential link between EMT and coagulation that may provide
EMT-positive CTCs with enhanced colonizing properties.
Here we report that EMT induces tissue factor (TF), a major
cell-associated initiator of coagulation and related procoagu-
lant properties in the blood. TF blockade by antibody or
shRNA diminished the procoagulant activity of EMT-positive
cells, confirming a functional role for TF in these processes.
Silencing the EMT transcription factor ZEB1 inhibited both
EMT-associated TF expression and coagulant activity, further

Introduction

The contribution of epithelial-to-mesenchymal transitions
(EMT) to CTCs biology has generated much interest (1-5). EMT
indeed provides epithelial tumor cells with enhanced migratory,
invasive, and survival abilities that participate in the liberation of
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strengthening the link between EMT and coagulation. Accord-
ingly, EMT-positive cells exhibited a higher persistance/survival
in the lungs of mice colonized after intravenous injection, a
feature diminished by TF or ZEB1 silencing. In tumor cells
with limited metastatic capability, enforcing expression of the
EMT transcription factor Snail increased TF, coagulant proper-
ties, and early metastasis. Clinically, we identified a subpopu-
lation of CTC expressing vimentin and TF in the blood of
metastatic breast cancer patients consistent with our observa-
tions. Overall, our findings define a novel EMT-TF regulatory
axis which triggers local activation of coagulation pathways
to support metastatic colonization of EMT-positive CTCs.
Cancer Res; 1-15. ©2016 AACR.

CTICs into the circulation (1, 2, 4, 5). A variety of EMT-inducing
extracellular signals and signaling pathways have been shown to
converge on the expression of EMT transcription factors including
the Snail and ZEB families, Twist, and E47 (6-8). These transcrip-
tion factors directly or indirectly repress or activate a variety of
EMT target genes to provide cells with enhanced migratory and
invasive ability, enhanced resistance to apoptosis and senescence,
and proangiogenic and proinflammatory activities. While their
repressive activity on several epithelial genes has been shown to
involve a direct binding to promoter regions, their ability to
induce mesenchymal genes rather implicates indirect and often
unknown mechanisms (6-9). Closely linking EMT to CTC, the
expression of EMT mediators has been detected in CTCs in animal
models (2, 10) and in subpopulations of CICs isolated from
cancer patients including breast cancer patients, where they asso-
ciate with poor clinical parameters and to the particularly aggres-
sive "triple-negative breast cancer" (TNBC) subtype (5, 11, 12). It
has thus been suggested that CTCs expressing EMT features could
represent a premetastatic population, socalled metastasis-initiat-
ing cells (MIC). Phenotyping CTCs and unravelling the mechan-
isms that enable them to accomplish early steps of the metastatic
spread (i.e., survival in the bloodstream and early seeding in
distant organs) are major challenges for cancer research today.
Increasing literature today supports the involvement of coag-
ulation events in cancer progression (13, 14). The activation of
coagulation has indeed long been correlated with malignancy and
the beneficial impact of anticoagulants on cancer progression has
been demonstrated in animal models (15-17) and evaluated in
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clinical studies (18). More precisely in relation to early events
facilitating metastasis, studies using experimental models of
metastases have reported the rapid formation of fibrin-platelet
rich microthrombi in lung arterioles after intravenous injection of
mouse tumor cells (19, 20). Using mice with genetic defects in
distal hemostatic factors (prothrombin and fibrinogen), Degen
and colleagues have clearly shown that coagulation events facil-
itate metastasis (13, 21).

Tissue factor (TF), a membrane-associated glycoprotein, has
emerged as the central player in the relationship between the
hemostatic system and cancer progression (13, 14, 22-26). TF
binds and activates coagulation factor FVII, which in turn triggers
the downstream coagulation cascade leading to thrombin gener-
ation and clot formation. Early screening studies have identified TF
as a differentially expressed gene in invasive cell lines such as MDA-
MB-231 breast cancer cell line. Enhanced TF expression has also
been found in a variety of solid tumors including breast cancers, in
which it associates with decreased overall survival or shorter
recurrence-free survival (26). TF is a downstream target of several
oncogenic pathways (RAS, HER2, MET, SHH), of the loss of tumor
suppressors such as PTEN or p53, and of transcriptional regulation
by NF«kB, AP-1, or Egr-1 transcription factors (24, 25). Adding to its
expression at the cell surface, TF may also be released in micro-
particles harboring procoagulant activity (27). Experimental data
point to a determinant role of TF in facilitating both tumor growth
and metastasis, involving both coagulation-dependent and -inde-
pendent mechanisms. Indeed, in addition to its role in coagulation,
TF is directly involved, through its cytoplasmic tail, in signaling
events that modulate several cellular processes such as adhesion
and migration, apoptosis, and angiogenesis (22, 23, 26, 28).

We here explored the hypothesis that CTCs expressing EMT
traits could express high levels of TF, and harbor enhanced
procoagulant activity that could facilitate early metastasis.

Materials and Methods

Cell culture

Human breast cancer cell lines (MCF7, T47D, MDA-MB-468,
and Hs578T) were obtained from the ATCC. MDA-MB-231 and
A549 luciferase-expressing clones were purchased from Caliper
Life Sciences. The breast cancer PMC42-LA subline was obtained
from Dr. M.L. Ackland (Deakin University, Burwood, Australia;
ref. 29). Fibroblasts were isolated by explant from normal human
dermis. Human dermal lymphatic endothelial cells (HDLEC)
were obtained from PromoCell. All cell lines were used within
10 passages after authentication (STR DNA typing, Leibniz-Insti-
tute DSMZ), were mycoplasma free, and were cultured in DMEM
(Gibco) supplemented with 10% FCS. HDLEC were cultured in
EGM2-MV medium (Lonza).

For EMT induction, inducible cell lines were treated for
48 hours with 20 ng/mL recombinant EGF (Sigma, E9644) or
5 ng/mL recombinant TGFp (R&D Systems, 240-B).

For Snail induction in the doxycycline-inducible Snail system,
cells were seeded and treated with 250 ng/mL doxycycline (Sigma,
D9891) for different time periods. A description of MDA-MB-468-
iSnail generation is provided in Supplementary Materials and
Methods.

siRNA transfection

For ZEB1 and Snail siRNA transfection, cells were transfected
for 48 hours with RNAiMax (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen)
and 20 nmol/L of the siRNA duplexes. For TF siRNA transfection

2 Cancer Res; 2016

in MDA-MB-468-iSnail, cells were transfected by electroporation.
The siRNA sequences are listed in Supplementary Table S1.

shRNA transduction

MDA-MB-468 and MDA-MB-231 cells were transduced (GIGA-
Viral vectors platform, University of Liege, Liege, Belgium) with
shRNA lentiviral vectors against TF (TRCN#00000722348 and
TRCN#0000431323, Sigma-Aldrich) or control shRNA vectors
(Sigma-Aldrich #SHC005 and Addgene vector 1864).

RT-qPCR, Western blotting analyses, and flow cytometry

RT-qPCR was performed as described previously (9). Primer
sequences are provided in Supplementary Table S2. Data are
expressed as the ratio of the mRNA of interest to GAPDH and,
forinducible cell lines, as fold induction in treated cells relative to
the untreated ones.

For Western blotting analyses, proteins were separated on 10%
SDS-PAGE and transferred to polyvinylidene difluoride mem-
branes. The antibodies used are listed in Supplementary Table S3.

For the detection of cell surface-associated TF, cells were
detached with trypsin-EDTA, labeled with a FITC-conjugated
antibody against human TF (Supplementary Table S3), and
analyzed with the FACSCantoll.

IHC on human samples

Human breast tissues were obtained from 40 biopsies of ductal
invasive TNBCs from Reims University Hospital Biological
Resource Collection no. DC-2008-374 and staged according the
2009 WHO classification. This study was approved by the Insti-
tutional Review Board of Reims University Hospital (Reims,
France). Tissue sections and antigen detection were performed
as described previously (ref. 9; see details for antibodies in
Supplementary Table S3). The results for immunohistochemical
detection of vimentin and TF were scored independently by two
pathologists who had no knowledge of the clinical data, as
follows: 0 = no detection; 1 = detection in <25% of tumor cells;
2 = detection in 26%-50% of tumor cells; 3 = detection in >50%
of tumor cells.

Clotting assay

For the visual clotting assay, whole blood was collected from
healthy donors on 3.2% sodium citrate. Cancer cells (10,000)
were suspended in 600 pL of serum-free DMEM (CaCl, 1.2
mmol/L) and exposed to 300 uL of blood. Clot formation was
monitored. For blocking experiments, cancer cells were pre-
treated with anti-TF blocking antibody (or a control IgG iso-
type) before the addition of whole blood (Supplementary
Table S3). All clotting experiments were performed at least
three times during an observation period of 4 hours. Because
the clotting times varied from one blood donor to another, clot
formation times from one experiment are provided as a rep-
resentative example.

Mice models

All animal studies were approved by the Animal Ethics Com-
mittee of the University of Liege (Liege, Belgium). BALB/c and
SCID mice (7 weeks of age) were purchased from Charles River
Laboratories.

After EMT induction or si/shRNA transfection, cells (1 x 10°)
were injected in the tail vein. To quantify CTC persistence/early
seeding or metastasis formation, mice were sacrificed 24 hours or
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3-5 weeks after IV, respectively. In long-term models, in vivo
imaging was performed using an IVIS-200 imaging system (Xeno-
gen Caliper) as reported previously (10) and results are expressed as
the ratio of luminescence for each mouse to the mean value of the
reference group (mean + SEM). At the time of sacrifice, whole
blood was collected by intracardiac puncture. To evaluate tumor
cell contents in the blood and in the lungs, human GAPDH levels
were quantified by RT-nested qPCR, as described previously (10).
Double THC for Ki67 and Von Willebrand Factor (VWF) were
performed on paraffin section of mouse lungs, as described pre-
viously (10) and double immunofluorescence against vimentin
and platelet CD42b was performed on frozen sections of mouse
lungs (see details for antibodies in Supplementary Table S3).

In some experiments, enoxaparin (Clexane, Sanofi) was
injected subcutaneously at 10 mg/kg one hour before cell injec-
tion as described previously (17).

CTC analysis in blood samples from breast cancer patients

The Human Ethics Committee of University of Liege approved
the study protocol for CTCs, and all patients provided their
written informed consent.

CTC isolation [from 22 patients with metastatic breast cancer
(MBCQ), taken before starting a new line of anticancer therapy, and
from 10 healthy donors] and analysis were performed with the
ScreenCell cytokit (ScreenCell). Captured cells were fixed and
permeabilized with methanol before being processed for a triple
immunostaining against vimentin, TF, and cytokeratins (antibo-
dies listed in Supplementary Table S3). The triple staining con-
ditions were optimized using coverslip cultures of different cell
lines with known status of vimentin, TF, and cytokeratin expres-
sion (Supplementary Fig. S1). Filters were scanned with Nikon
eclipse Ti-S microscope. An original automatic detection program
was developed in the laboratory to detect automatically "pink"
signals (corresponding to pan-keratin labeling). An image detec-
tion program was implemented using the image analysis toolbox
of Matlab R2014a (8.3.0532) 64bit (Mathworks, Natick) to
establish colocations and therefore to enumerate CTCs expressing
TF and/or vimentin. Results were validated by two independent
examiners. Data were analyzed to evaluate a potential correlation
between the presence of TF"/vimentin* CTCs and overall survival
from the date of the metastatic relapse (between 2010 and 2015).

Statistical analysis

Results are expressed as mean + SEM (n = 3, for in vitro
experiments) or as median with interquartile range for MBC
patients. Statistical analyses were performed with Prism software
(GraphPad software). In vitro results expressed as fold induction
were analyzed with a two-tailed one-sample ¢ test. In vivo results
were analyzed with a two-tailed Mann-Whitney test. A P < 0.05
was considered statistically significant. Association between
vimentin and TF expression in TNBCs was studied using > or
Fisher exact tests. Univariate analysis was performed to evaluate
the association between TF"/vimentin® CTCs with overall sur-
vival using the Kaplan-Meier method and compared with the log-
rank test.

Results

EMT-positive cells express higher levels of TF
To examine a potential link between EMT and TF, we analyzed
TF expression in different cellular models of EMT. We first com-

www.aacrjournals.org

EMT-Induced TF and Procoagulant Properties of CTCs

pared the level of TF in two well-known noninvasive, EMT-
negative (EMT: MCF7 and T47D) and two invasive, EMT positive
(EMT*: MDA-MB-231 and Hs578T) breast tumor cell lines (Fig.
1A and B). RT-qPCR and Western blotting showed that high TF
expression was restricted to EMT" cell lines displaying high
vimentin and low E-cadherin levels (Fig. 1A and B). We next
examined TF expression in three cellular models that exhibit
inducible EMT after growth factor treatment: EGF-treated human
mammary adenocarcinoma MDA-MB-468 cells (refs. 10, 30; Fig.
1A and B), TGF-B-treated human lung carcinoma A549 cells (9),
and EGF-treated human breast tumor PMC42-LA cells (refs. 29,
30; Supplementary Fig. S2A and S2B). EMT induction was con-
firmed by RT-qPCR analysis and Western blotting showing vimen-
tin overexpression and E-cadherin downregulation in all three
EMT-induced cell lines (Fig. 1A and B and Supplementary Fig. S2A
and S2B). Regarding TF expression, it was clearly increased both at
the RNA and protein levels in all three systems induced to EMT.

Such an association between EMT and TF expression was also
validated on samples of TNBCs. TNBCs were selected because of
the well-described enrichment of EMT markers in this subtype
(31). We thus observed that vimentin expression by cancer cells
was associated with tumoral expression of TF (Fig. 1C).

EMT-positive cells display TF-dependent enhanced
procoagulant activity

Because cell surface TF is determinant for coagulation, we
examined cell surface-associated TF expression by flow cytometry
in our cell systems (Fig. 2A). In agreement with the Western blot
results, these FACS analyses revealed that the EMT+ cells
expressed more TF at the cell surface than the EMT™ cells.

Accordingly, the visual clot formation times of EMT" cells
(MDA-MB-231 and Hs578T) were considerably shorter than
those of the EMT- cells (MCF7 and T47D; Fig. 2B). Similarly,
growth factor-induced EMT™ cells formed a clot more rapidly
than their untreated controls (Fig. 2B). The visual clot formation
times of the different cell lines perfectly reflected the levels of TF.
Although we favored the visual clot formation assay that allowed
the comparison of many conditions, we confirmed our results
using thromboelastometry (ROTEM; Supplementary Fig. S2C).

Confirming the implication of EMT-induced TF expression in
initiating clotting, cell incubation with a TF antibody was shown
to strongly reduce clot formation in all EMT" cells (Supplemen-
tary Fig. S3).

EMT transcription factors modulate TF expression and
coagulant properties

We further examined the potential contribution of two EMT
transcription factors (ZEB1 and Snail as the prototype of the ZEB
and Snail family, respectively) in the regulation of TF expression.
RT-qPCR showed that ZEB1 was expressed more strongly by the
EMT™ cell lines MDA-MB-231 and Hs578T than by the EMT ™ cell
lines MCF7 and T47D, although this association was less clear-cut
for Snail (Fig. 3A). Furthermore, both ZEB1 and Snail were
induced upon growth factor induction of EMT in all 3 inducible
systems (Fig. 3A and Supplementary Fig. S4A) although the
induction of Snail in PMC42-LA cells treated with EGF did not
reach significance.

Supporting a functional contribution of Snail and ZEB1 to TF
expression, siRNA against these two transcription factors were
found to drastically reduce TF protein levels both in EGF-treated
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Figure 1.

TF expression and EMT status in different cell systems. A, RT-gPCR analyses of TF, vimentin and E-cadherin in EMT~ and EMT™ cell lines and in MDA-MB-468
cells not treated (Ctrl) or treated with EGF. **, P < 0.01. B, Western blotting analyses of TF, vimentin, and E-cadherin, and GAPDH protein as loading control.
C, illustrative microscopy images of vimentin and TF staining on serial sections in TNBCs. An EMT ™ (left, no vimentin in tumor cells) and an EMT™ (right, presence
of vimentin in tumor cells) representative carcinoma are shown. Arrows point to double negative or double positive tumor areas. Results of the statistical
Fisher test analysis are presented.

and untreated MDA-MB-468 cells (Fig. 3B) and in the other cell ~ further on the effects of ZEB1 for silencing experiments and

systems (Supplementary Fig. S4B). Because ZEB1 silencing was  confirmed that ZEB1 siRNA transfection inhibited clot formation
stronger and was conserved in all cellular models, we focused — using the MDA-MB-468 and MDA-MB-231 models (Fig. 3C).
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Figure 2.

Cell surface TF expression and procoagulant activity of EMT* and EMT ™ cell lines. A, flow cytometry analyses of surface TF expression in EMT~and EMT* cell lines and
ininducible cell lines (not treated (Ctrl) or treated with EGF or TGFf). A corresponding isotype antibody was used as a labeling control. B, clot assays performed by
incubating 10 x 10% cells with whole blood of healthy donors. Photographs were taken at a time that discriminated EMT* and EMT™ cells.

Conversely, we used a model of MDA-MB-468 cells expressing a
doxycycline-inducible vector for Snail (MDA-MB-468-iSnail) in
which a strong expression of TF is achieved after 120 hours of
doxycycline treatment, along with the induction of vimentin
expression (time course presented in Supplementary Fig. S5). The
induction of TF by Snail at 120 hours also associated with
enhanced coagulant properties (Fig. 3D and E). Doxycycline-
treatment of MDA-MB-468-iGFP control cells did not modify TF
expression or the coagulant activity of the cells, showing that
doxycycline treatment by itself does not modify TF expression. In
addition, transfecting a siRNA against TF in the MDA-MB-468-
iSnail diminished the coagulant properties induced by Snail (Fig.
3E). These results strongly suggest that the induction of coagulant

WWww.aacrjournals.org

properties by Snail is mediated by its impact on TF rather than on
other Snail target genes.

EMT" CTCs exhibit a higher survival/persistence in colonized
lungs

To examine further the impact of this identified EMT-TF
regulatory axis on early metastasis of EMT" CTCs, we optimized
short-term models by injecting intravenously BALB/c mice that
were sacrificed 24 hours after injection. Using MDA-MB-468 and
MDA-MB-231 cells, we first appraised whether EMT™ cells have
higher abilities to survive/seed in the colonized organs than EMT™
cells, and whether this is linked to TF expression by using cells
expressing a ShRNA against TF that efficiently downregulated TF

Cancer Res; 2016
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Figure 3.

Regulation of TF by EMT transcription factors. A, RT-gPCR analyses of ZEB1 and Snail in EMT~ and EMT™ cell lines and in MDA-MB-468 cells not treated

(Ctrl) or treated with EGF. *, P < 0.05. B, Western blotting analyses of TF, Snail, and ZEB1 in MDA-MB-468 treated or not with EGF and transfected with two
nontargeting siRNA (Ctrl sil or Ctrl si2), two siRNA against ZEBT (ZEB1 sil or ZEBT1 si2), or two siRNA against Snail (Snail sil or Snail si2). C, clot assays performed
with whole blood of healthy donors incubated with MDA-MB-468 (treated or not with EGF) and MDA-MB-231 transfected with Ctrl sil or ZEB1 sil. D, Western
blotting analyses of TF, Snail, and ZEB1 and E, clot assays performed with whole blood of healthy donors incubated with MDA-MB-468 iGFP or iSnail

treated or not with doxycycline (Dox) for 120 hours and transfected with Ctrl siRNA or TF siRNA.
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Figure 4.

Mouse CD42b Human vimentin

Impact of TF and coagulation on CTC persistence in mouse models. A, RT-nested gPCR for human GAPDH performed on total RNA extracted from lungs of
BALB/c mice injected intravenously with MDA-MB-468 cells (treated or not with EGF; n = 8, top) or MDA-MB-231 (n = 8, bottom) transduced with Ctrl
shRNA or TF shRNA, and collected 24 hours after injection. Double IHC against human Ki67 (black) and mouse VWF (red) performed on lung sections

from mice injected with the EGF-treated MDA-MB-468 group (top) or Ctrl sSARNA MDA-MB-231 group (bottom). B, RT-nested gqPCR for human GAPDH performed
on total RNA extracted from the lungs of BALB/c mice treated or not with 10 mg/kg of enoxaparin 1 hour before intravenous injection of EGF-treated MDA-MB-468
cells (n =11, top) or MDA-MB-231 (n = 11, bottom). **, P < 0.01; ***, P < 0.001. C, double immunofluorescence against human vimentin (blue) and mouse
CD42b (platelets, red) performed on frozen lung sections from immunodeficient mice injected with MDA-MB-231 and collected 24 hours after injection.

Nuclei were labeled with TO-PRO-3 (white).

protein expression and coagulant properties in both cell systems
(Supplementary Fig. S6A and S6B). MDA-MB-468 transduced
with one Ctrl sh or one TF sh were then primed with EGF
treatment in vitro before injection. RT-nested qPCR against human
GAPDH was performed to determine tumor cell content. Human
GAPDH was barely detectable in the blood in all four groups of

www.aacrjournals.org

mice (data not shown), suggesting that CTCs are rapidly cleared
from the circulation. In contrast, significant amounts of human
GAPDH were detected in lung extracts and these levels were clearly
higher in mice injected with EGF-treated MDA-MB-468 (EMT")
transduced with Ctrl sh than in nontreated MDA-MB-468 Ctrl sh
cells (EMT™; Fig. 4A). Importantly, TF downregulation by shRNA
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Figure 5.

CTC persistence in mice injected with cancer cell lines modulated for ZEB1 or Snail expression. RT-nested qPCR for GAPDH performed on RNA extracted
from lungs of BALB/c mice injected intravenously for 24 hours with (A) MDA-MB-468 cells (treated or not with EGF; n = 10) or (B) MDA-MB-231 (n = 16) transfected
with Ctrl siRNA or ZEBT siRNA or (C) MDA-MB-468 iSnail (treated or not with doxycycline) transfected with Ctrl siRNA or TF siRNA (n = 14). *, P < 0.05;

**, P<0.01; ***, P < 0.001. Dox, doxycycline.

significantly abrogated the observed increased cell persistence
associated with the induction of EMT by EGF. IHC against human
Ki67 (black) and mouse VWF (red) qualitatively confirmed the
presence of isolated tumor cells in the pulmonary microvascula-
ture and parenchyma of mice injected with EGF-treated Ctrl sh
(Fig. 4A). Similar results were obtained with MDA-MB-231 cells
(Fig. 4A). These results thus showed that EMT" cells have the
ability to undertake the early steps of metastases (i.e., survival and
early seeding) and implicate TF in such properties.

Clearly implicating coagulation in these early metastatic pro-
cesses, a significant decrease in tumor cell content was observed in
the lungs of mice pretreated with the anticoagulant enoxaparin
and then injected with EGF-treated MDA-MB-468 or MDA-MB-
231 (Fig. 4B). Also, double immunofluorescence against mouse
CD42b (a platelet marker) and human vimentin revealed that
MDA-MB-231 cells colonizing the lungs were surrounded by
platelet-rich microthrombi (Fig. 4C) and transmission electron
microscopy further evidenced the presence of fibrin fibers around
these colonizing cells (Supplementary Fig. S7).

Strengthening the link between EMT, the TF/coagulation axis,
and early metastatic colonization, ZEB1 silencing was clearly
shown to diminish cell persistence both of EGF-induced MDA-
MB-468 cells (Fig. 5A) and of MDA-MB-231 (Fig. 5B). Further-
more, using the MDA-MB-468-iSnail system demonstrated a
higher persistence in the lungs of the doxycycline-induced cells
expressing Snail than the untreated cells (Fig. 5C). The transfec-
tion of a siRNA against TF diminished this Snail-induced persis-
tence in the lungs (Fig. 3E), confirming the implication of Snail-
induced TF in this process and not other Snail target genes.

These data taken together thus support the involvement of TF-
dependent and coagulation-dependent mechanisms in early met-
astatic colonization of EMT" tumor cells.

To confirm the ability of seeded cells to develop metastasis, we
examined further the impact of EMT and TF modifications on
overall long-term metastasis formation. The luciferase-expressing
MDA-MB-231 cells silenced for TF or ZEB1 were thus intrave-
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nously injected in SCID mice for 3-5 weeks to allow metastatic
growth. We observed that mice injected with control cells showed
a higher level of luciferase activity both in toto and in the dissected
lungs compared with mice injected with cells silenced for TF or
ZEB1 (Fig. 6A and D). RT-nested qPCR for human GAPDH
corroborated these observations (Fig. 6B and E). IHC for human
Ki67 confirmed the presence of lung metastases in the control
group while smaller and fewer metastases were observed in the TF
or ZEB1-silenced groups (Fig. 6C and F). These results obtained
with long-term mouse models are in agreement with independent
literature showing the involvement of ZEB1 (6, 8) and TF on
metastasis development (13).

CTCs expressing vimentin and TF are present in the blood
samples of MBC patients

To provide clinical validation of our in vitro and animal obser-
vations, we looked for TF/vimentin expressing CTCs in the blood
of MBC patients. Patient details are provided in Supplementary
Table S4. Because of the known limitations in using existing
immunomagnetic isolation method based on the epithelial cell
surface antigen to analyze EMT-derived CTCs (32), we used
ScreenCell filtration devices to enrich CTCs and performed a
triple immunofluorescent labeling (pan-keratins, TF, vimentin).
Some cells strongly expressing keratins but not TF or vimentin
were found at a similar level both in healthy donors and cancer
patients that could represent circulating epithelial cells. In con-
trast, keratin-positive cells expressing TF, vimentin, or both were
found only in cancer patients and not in healthy donors, and were
enumerated. Representative images of these three CTC pheno-
types present in blood samples of MBC patients are shown
in Fig. 7A. Most interestingly, a population of CICs expressing
cytokeratins and both TF and vimentin was identified in 19 of
22 (86.3%) patients. A CTC population expressing cytokeratins
and TF but no detectable vimentin was also found in 81.8% of the
cancer patients. In contrast, CI'Cs expressing cytokeratins and only
vimentin represented a rare population found only in 9 patients

Cancer Research



Figure 6.

Metastasis formation in SCID mice injected
with MDA-MB-231 silenced for TF (A-C) or
ZEBT (D-F) expression. A and D, /n vivo
imaging analyses of SCID mice injected
intravenously with MDA-MB-231 cells 3-5
weeks after injections, and of collected
lungs (n = 7). B and E, RT-nested gPCR for
human GAPDH performed on total RNA
extracted from lungs (n =7 forBandn=5
for E). **, P<0.01; ***, P< 0.001. Cand F,
double IHC against humanKi67 (black) and
mouse VWF (red) performed on lung
sections. Arrows point to metastatic foci.

(40.9%; Fig. 7B and C). Although a large-scale study is needed to
refine the clinical value of this subpopulation of CTCs, it is
interesting to note that the presence of TF'/vimentin® CTCs
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correlated with a shorter survival. The highest significance (P =
0.039) was observed with a cut-off point at 3 TF* /vimentin " CTCs
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Discussion

We provide evidence that an EMT-induced pathway leading to
the overexpression of TF and corresponding procoagulant prop-
erties contributes to the persistence/early metastatic colonization
of CTCs.

Despite early independent implications of both in carcinoma
metastasis, the link between EMT and TF has been largely unap-
preciated. Here TF was found to be overexpressed in association
with EMT in three different growth factor EMT-inducible cell
systems, and TF expression was highest in the invasive, EMT"
MDA-MB-231 and Hs578T breast cancer cell lines. Strengthening
this EMT-TF axis, we further report the modulation of TF expres-
sion by well-known EMT transcription factors ZEB1 and Snail. In
support of our observations, Rak and colleagues reported
enhanced TF expression and release of TF-containing micropar-
ticles from human A431 cervical cancer cells induced to EMT
through EGFR activation or E-cadherin blockade. They showed
that xenografts of A431 cells also release TF into the bloodstream
and enhance overall coagulopathy compared with tumor-free
mice (33-35). Our data correlating vimentin and TF expression
in the biopsies of TNBCs further emphasizes a link between EMT
and TF expression in human tumor tissues. Most importantly, we
were able to validate this association between vimentin and TF
expression in a subpopulation of CTCs of MBC patients. If such a
TF*/vimentin® phenotype is seen in tumors, it could also be
acquired in the bloodstream. Accordingly, platelets have been
reported to induce EMT and TF expression in ovarian cancer cells
(36, 37).

We further implicate this identified EMT-TF axis in early
metastasis of CTCs. Our data indeed show that EMT-induced TF
provides CTCs with enhanced survival/early seeding properties.
The observation that EMT-induced cells silenced for TF or ZEB1
were less persistent in the lungs of intravenously injected mice and
that doxycycline-induced cells expressing Snail were more persis-
tent in the lungs of intravenously injected mice clearly supports a
causal role of EMT-induced TF in these early metastatic processes.
Corroborating these in vivo findings, shRNA/siRNA against TF or
TF-blocking antibodies strongly diminished the EMT-induced
in vitro procoagulant activity in all cellular models examined.
Our findings showing that the anticoagulant molecule enoxa-
parin decreased EMT™ cell persistence in the lungs, further con-
firmed the implication of the coagulation system in the process.

Although the impact of such EMT/TF axis on early metastatic
steps has never been reported, our data are generally supported by
reports demonstrating that TF favors metastasis. Targeting TF or
TF pathway with TF-antibodies or TF inhibitors accordingly
represents today a promising alternative therapeutic strategy for
cancer patients to the use of global anticoagulants, the routine use
of which is often associated with bleeding complications (26, 38-
40). Thus, the administration of TF-blocking antibodies in exper-
imental metastases models was shown to reduce short-term
persistence in colonized organs of B16 melanoma cells (39) or
of human pancreatic cancer cell lines BxPCR3 (41), as well as the
development of metastases by these two cell lines or MDA-MB-
231 cells (40). Similarly, siRNA against TF decreased lung

EMT-Induced TF and Procoagulant Properties of CTCs

metastatic burden from IV-injected B16 melanoma cells or from
xenografts of human melanoma cells (42), while overexpression
of different TF constructs in human melanoma cells enhanced the
development of lung metastases in intravenously injected SCID
mice (43). Using mutant constructs of TF that are unable to
initiate the coagulation cascade, these authors further revealed
the importance of noncoagulant functions of TF in metastatic
growth (43). On the other hand, coagulation-dependent effects of
TF on metastases have been demonstrated by the laboratory of J.L.
Degen (Cincinnati Children's Hospital Medical Center, Cincin-
nati, OH), who injected intravenously tumor cells modified for TF
expression in mice with genetic defects in distal hemostatic factors
(prothrombin and fibrinogen). They thus revealed that TF sup-
ports metastasis through mechanisms dependent on these distal
hemostatic factors (13, 21).

Taken together, these observations suggest that both coagula-
tion-dependent and independent functions of TF therefore con-
tribute to the metastatic development, depending on the cellular
and mice models used, whereas coagulation-dependent functions
would more selectively support early metastatic steps. Such con-
clusions are also supported by our results obtained with the
enoxaparin-treated mice and by literature similarly reporting the
beneficial impact of anticoagulants (15, 16) or of mice deficient
for distal hemostatic factors (such as fibrinogen; ref. 44) in short-
term experimental metastasis models using B16 or LLC cells.

The precise mechanisms by which coagulation events may
favor early persistence of CTCs in the colonized organs remain
elusive. Examining colonizing MDA-MB-231 cells 24 hours after
intravenous injection, we showed that cells are covered with
platelets and the presence of fibrin fibers around the cells was
evidenced by transmission electron microscopy, supporting the
idea of the formation of a "protective cocoon" as proposed in early
work (19). In the light of the importance of CTC-associated TF
expression, it is possible that a local activation of the coagulation
cascade around CTCs plays a major role in the formation of such a
fibrin-rich pericellular network. This network could protect CTCs
against hostile signals including shear stress, modifications of
cell-cell and cell-matrix interactions, orimmune cells, and would
promote their metastatic potential. A mechanism involving a
protective role of fibrin and/or platelets in NK-induced cytotox-
icity against tumor cells has, for instance, been demonstrated in
vitro and using NK-deficient mice in experimental metastasis
assays by Degen and colleagues (21, 44-48). On the other hand,
NK-independent processes have also been evidenced (21), one of
which implicates the recruitment of monocytes/macrophages in
microthrombi favoring the establishment of so-called premeta-
static niches (49).

Interestingly, a new insight in the CTC field is the identification
of CTC clusters within the circulation and, which, although much
less prevalent than isolated CTCs, have been suggested to have
high metastatic potential (50). In the light of our results, it is
tempting to speculate that coagulation events could be implicated
in the formation or persistence of these clusters. Literature report-
ing xenografts in animal models has suggested that CTC clusters
arise from the fragmenting of primary tumor cell clumps rather

Figure 7.

TF and vimentin expression in CTCs isolated from MBC patients. A, representative images of the triple immunostaining performed on ScreenCell filters showing
the CTC phenotypes found in MBC patients (pan-keratin in pink, TF in green, vimentin in red and dapi in blue). B, quantitation of CTC phenotypes in each

patient. C, graph plot of CTC numbers found in MBC patients as a function of their phenotype (CTCs expressing only TF, only vimentin or both). ***, P < 0.001. D,
association between TF*/vimentin® CTCs and overall survival of MBC patients (cut-off point at 3 TF*/vimentin™ CTCs, Kaplan-Meier method with log-rank test).
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than from intravascular aggregation of single CTCs (50). Accord-
ingly, in our experimental metastasis models, colonizing EMT™
cellsin the lungs were rarely observed as clusters. In our samples of
CTCs isolated from MBC patients, CTC clusters were actually only
occasionally observed. A study by Yu and colleagues, nevertheless
reported that breast CTCs expressing EMT traits occurred predom-
inantly as single cells but also as multicellular clusters surrounded
by platelets (12). Tough TF expression was not examined in this
study; this latter observation is in direct relationship with our
results and supports the idea that blood components could also
play a role in the survival of these clusters. Nevertheless, the data
to establish the potential implication of coagulation in the
formation or survival of CTC clusters are still preliminary and
warrant further investigation.

Taken together, our data show that TF expression is upregulated
during EMT, providing tumor cells with enhanced coagulant
properties that facilitate early steps of their metastatic coloniza-
tion. Emphasizing the clinical relevance of our observations and
the importance of EMT in the CTC compartment, we identified
CTCs expressing both vimentin and TF in 86.3% of MBC patients
while CTCs expressing only vimentin but not TF were very rare.
Our data thus support a mechanism by which a local activation of
coagulation triggered by enhanced TF expression could trap EMT™
CTICs in platelet/fibrin-microthrombi, thereby favoring their sur-
vival and early seeding in colonized organs. Targeting such a local
mechanism could represent an important extension to global
anticoagulant strategies against cancer.
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EMT-induced TF and pro-coagulant properties of CTCs

Supplementary Figure S1: Optimization of the triple immunostaining on different
cell lines with known status of cytokeratins, TF and vimentin expression. Representative
images of the triple immunostaining (pan-keratin in pink, TF in green, vimentin in red and
dapi in blue) performed on cell with specific phenotype (MCF7, MDA-MB-231, fibroblasts

and HDLEC) are shown.

Supplementary Figure S2: TF expression and pro-coagulant activity of EMT
inducible cell lines. (A) RT-qPCR analyses of TF, vimentin and E-cadherin in A549 and
PMC42-LA cells not treated (Ctrl) or treated with TGF-p or EGF, respectively. **, P<0.01;
*#% P<0.001. (B) Western blotting analyses of TF, vimentin and E-cadherin, and GAPDH as
a loading control. (C) Clotting times of 300x10° cells incubated in whole blood of healthy
donors and measured by rotational thromboelastometry (ROTEM®), Tem Innovations

GmbH).

Supplementary Figure S3: Impact of TF blocking antibody on coagulant activity.
Clot assays performed by incubating whole blood from healthy donors and cell suspensions
pre-incubated with a control isotype or a TF-blocking antibody. *No clot formation observed

for the period of observation.

Supplementary Figure S4: Regulation of TF by EMT transcription factors. (A) RT-
gqPCR analyses of ZEB1 and Snail in A549 and PMC42-LA not treated (Ctrl) or treated with
TGF-B or EGF, respectively. *, P<0.05; ** P<0.01. (B) Western blotting analyses of TF in
MDA-MB-231, Hs578T, A549 treated with TGF- or not and PMC42-LA treated with EGF
or not, and transfected with one non-targeting siRNA (Ctrl sil) or one siRNA against ZEB1

(ZEBI1 sil) or one siRNA against Snail (Snail sil).
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Supplementary Figure S5: Induction of TF after de novo expression of Snail in
MDA-MB-468. Western blotting analyses of TF, Snail and ZEB1 in MDA-MB-468 iSnail
(harbouring a doxycycline-inducible Snail expression vector) not treated or treated with

doxycycline during 2, 4, 6, 8, 24, 48 and 120 hours.

Supplementary Figure S6: Validation of TF shRNA. (A) Western blotting analyses
of TF in MDA-MB-468 (treated or not with EGF) and MDA-MB-231 cells transduced with
two non-targeting shRNA (Ctrl shl or Ctrl sh2) or two shRNA against TF (TF shl and TF
sh2). (B) Clot assays performed with whole blood of healthy donors incubated with cellular

suspensions.

Supplementary Figure S7: Presence of fibrin fibers around lung colonizing MDA-
MB-231 cells as revealed by transmission electron microscopy. (A) Portion of a clot formed
in vitro by incubating MDA-MB-231 in the blood of a healthy donor. Fibrin fibers are
identified (arrows), corresponding to similar structures observed in vivo (see panel C). (B) A
MDA-MB-231 cell with a thin layer of perinuclear condensed chromatin characterizing tumor
cells to further facilitate tumor cell identification in vivo. (C) Portion of the lungs of a
BALB/c mice injected with MDA-MB-231 and collected 24 hours after injections showing
red blood cells (RB), capillary containing two tumor cells (TC), and pulmonary alveolus

(PA). (D) Enlarged image of (C) showing fibrin fibers (arrows) and tumor cells (TC).
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Supplementary Figure S2
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Supplementary Figure S3
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Supplementary Figure S4
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Supplementary Figure S5
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Supplementary Figure S6
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Supplementary Figure S7
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Supplementary Materials and Methods

Generation of the doxycycline-inducible Snail system

The MDA-MB-468-iSnail were constructed as follows: the pENTR223.1 entry clone
containing the cDNA of SNAIl was recombined into the doxycycline-inducible
pINDUCER20 lentiviral construct (kindly provided by Dr. Thomas Westbrook) using
Gateway® LR Clonase® II enzyme mix according to manufacturer’s instructions (Life
Technologies). Lentiviral packaging, production of viral supernatants and transduction of
MDA-MD-468 cells were as previous (1). Stable cell lines expressing pINDUCER20-Snail
were generated following selection with 1 mg/ml G418 (Invitrogen, 11811-031). For Snail
induction, cells were seeded and immediately treated with 250 ng/ml doxycycline (Sigma,

D9891) for different time periods: 2, 4, 6, 8, 24, 48 and 120 hours.

Transmission electron microscopy

Cell pellets or fragments of tissues were fixed for 1 hour in a 0.1M Sorensen buffer (pH
7.4) containing 2.5% glutaraldehyde and post-fixed 30 min with 2% osmium tetroxide in the
same buffer. Samples were then dehydrated at room temperature through a graded ethanol
series (70%, 96% and 100%) and embedded in Epon for 48 hours at 60 °C. Ultrathin sections
(70 nm thick) were obtained by means of an ultramicrotome (Reichert Ultracut E) equipped
with a diamond knife (Diatome). The sections were mounted on copper grids coated with
collodion and contrasted with uranyl acetate and lead citrate for 15 min each. The ultrathin
sections were observed under a JEM-1400 transmission electron microscope (Jeol) at 80 kV
and photographed with a 11 MegaPixel bottom-mounted TEM camera system (Quemesa,

Olympus).
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Supplementary Table 1: list of siRNA used

siRNA Sequence

ZEBI siRNA1 5’-UGAUCAGCCUCAAUCUGCA-3’
ZEBI siRNA2 5’-GCUGUUGUUCUGCCAACAG-3’

Snail siRNA1 5’-GCGAGCUGCAGGACUCUAA-3’
Snail siRNA2 5’-GAUGCACAUCCGAAGCCAC-3’
TF siRNA 5’-GGCAAGGACUUAAUUUAUA-3’
Ctrl sil 5’-GAUACUAUCUAGUCUAGAC-3’
Ctrl si2 5’-CAGAACUAGAUUGCGAAUA-3’

Supplementary Table 2: list of primers used

Gene Primer Sequence
WTF Forward 5’ CAGACAGCCCGGTAGAGTGT 3’
Reverse 5 CCACAGCTCCAATGATGTAGAA 3’
hVimentin Forward 5’ GCGTGACGTACGTCAGCAATATGA 3’
Reverse 5’ GTTCCAGGGACTCATTGGTTCCTT 3’
hE-cadherin Forward 5° GACACATTTATGGAACAGAAAATAACA Y
Reverse 5 AGTGGAAATGGCACCAGTGT 3’
hZEBI Forward 5° GAATGCCCAAACTGCAAGAAACGC 3’
Reverse 5’ TTCTTGGTCGCCCATTCACAGGT 3°
hSnail Forward 5’ GCTGCAGGACTCTAATCCAGA 3’
Reverse 5> ATCTCCGGAGGTGGGATG 3’
hGAPDH Forward 5> ACCAGGTGGTCTCCTCTGAC 3’

Reverse 5’ TGCTGTAGCCAAATTCGTTG 3’

hGAPDH (used as external primers Forward 5’ TGCCGTCTAGAAAAACCTGCCAAA 3’
to perform RT-nested qPCR) Reverse 5° CTCTCTTCCTCTTGTGCTCTTGCT 3°

Forward 5° TGTCCGTCGTGGATCTGAC 3’

mGAPDH Reverse 5> GAGTTGCTGTTGAAGTCGCA 3’




Supplementary Table 3: list of antibodies used in different applications

Catalog
Applicati Antibod Cl S
pplication ntibody one ource numbers
Mogse anti-human VDS .Seklsul. ADG4508
tissue factor Diagnostics
M ti-h
ouse anti-man V9 Dako MO0725
vimentin
Mouse anti-human BD
. 36 . BD610181
E-cadherin Biosciences
Rabbit anti-human
ZEBI Polyclonal Abnova PAB19268
Western blotting Rat anti-human SNOH2 . Cell. 4719
Snail Signalling
Mouse anti-human Merck
MAB374
GAPDH 6C5 Millipore 37
Rabbit anti-rat/HRP Polyclonal Dako P0450
. . Cell
Goat anti-rabbit/HRP Polyclonal . . 7074
Signalling
. Cell
Horse anti-mouse/HRP Polyclonal . . 7076
Signalling
Mogse anti-human VD8 'Seklsu1. ADG4508
tissue factor Diagnostics
Alexa fluor 488- Thermo
Immunofluorescent conjugated goat anti- Polyclonal Fisher A-11029
staining of the mouse Scientific
ScreenCell Filters: ~ APC-conjugated mouse Thermo
CTC analyses anti-human pan C-11 Fisher MA1-10325
cytokeratin Scientific
Cy3'—conjugate‘d m01'lse V9 i C9080
anti-human vimentin
Mogse anti-human VD8 ‘SekISLIl. ADG4508
tissue factor Diagnostics
Blocking antibodies
M IgGl Ki
ouse [gG1 Kisotype 13 81 eBioscience 16-4714

Control



FITC-conjugated Sekisui
. conjug? ed mouse VDS . e 1su1. 4508C]
anti-human tissue factor Diagnostics
Flow cytometry
AMCSOUNEASE MO i SEpmmions 11-4714
IgG1 K isotype control
M ti-h
ouse anti-man V9 Dako MO0725
vimentin
Biotinylated
goat anti-mouse Polyclonal Dako E0433
immunoglobulins
HRP-conjugat
conjugated Dako P0397
streptavidin
Immuno- Rabbit anti-h kisui
. . ab‘F)l ami-uman Polyclonal ‘Se 1su1. 4502
histochemistry tissue factor Diagnostics
HRP-conjugat t
cor?.]uga ?d goa Polyclonal Dako K4003
anti-rabbit
Rabbit anti-mouse
. Polyclonal Dak A0082
Von Willebrand Factor olyclona axo
Rabbit anti-h
AppIt al-human EPR3610 Abcam Ab92742
Ki67
Rat anti-mouse CD42b Xia.H10 Emfret M041-0
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ouse afi-auman V9 Dako MO0725
Immunofluorescent vimentin
staining of the Thermo
i Alexa fluor 555- )
mouse lung section Alexa HUor 5957 Polyclonal Fisher A-21434
conjugated goat anti-rat .
Scientific
Alexa fluor 405- Thermo
conjugated goat anti- Polyclonal Fisher A-31553
mouse Scientific




Supplementary Table 4: list of patients and donors information

No of healthy donors 10
Age

Median [range] 52 [31-58]
Gender Female
No of Metastatic breast cancer (MBC) patients 22
Age

Median [range] 56 [41-80]
Gender Female
Tumor characteristics

Hormone receptor-positive 16
Hormone receptor-positive and HER2 positive 3
HER?2 positive 1
Triple negative 2

Prior lines of therapy
No treatment for MBC
1

2
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Abstract

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) programmes provide cancer cells with invasive and survival capacities
that might favour metastatic dissemination. Whilst signalling cascades triggering EMT have been extensively
studied, the impact of EMT on the crosstalk between tumour cells and the tumour microenvironment remains
elusive. We aimed to identify EMT-regulated soluble factors that facilitate the recruitment of host cells in the
tumour. Our findings indicate that EMT phenotypes relate to the induction of a panel of secreted mediators, namely
IL-8, IL-6, sICAM-1, PAI-1 and GM-CSF, and implicate the EMT-transcription factor Snail as a regulator of this
process. We further show that EMT-derived soluble factors are pro-angiogenic in vivo (in the mouse ear sponge
assay), ex vivo (in the rat aortic ring assay) and in vitro (in a chemotaxis assay). Additionally, conditioned medium
from EMT-positive cells stimulates the recruitment of myeloid cells. In a bank of 40 triple-negative breast cancers,
tumours presenting features of EMT were significantly more angiogenic and infiltrated by a higher quantity of
myeloid cells compared to tumours with little or no EMT. Taken together, our results show that EMT programmes
trigger the expression of soluble mediators in cancer cells that stimulate angiogenesis and recruit myeloid cells in

vivo, which might in turn favour cancer spread.
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Introduction

Known as developmental programmes transforming
epithelial cells into mesenchymal cells [1,2], epithelial—
mesenchymal transitions (EMT) trigger a morphological
switch from a cobblestone shape to an elongated form,
alongside decreased expression of epithelial markers
(ie E-cadherin) and gains of mesenchymal markers (ie
vimentin) [3,4]. A variety of EMT-inducing extracellu-
lar signals and signalling pathways converge to induce
expression of EMT-transcription factors (EMT-TF)
[5,6], including those of the Snail family (Snail and
Slug), ZEB1 and ZEB2, Twist, E47, Brachyury and
others. Although a major and well-described effect of
EMT-TFs is E-cadherin repression [6—8], EMT-TFs
can activate or repress a variety of target genes [9—11]
(for review, see [12]). In the most-studied Snail family,
the two human homologues Snail and Slug contain a
zinc finger cluster enabling interaction with specific
DNA sequences called E-boxes, first discovered on
the chd1/E-cadherin promoter [7,13]. Snail expression

Copyright © 2015 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk

is connected to disease progression, for instance with
lymph node metastasis in breast cancer [14] and with
poor overall survival in ovarian cancer [15]. In mouse
models, Snail has been shown to trigger inflammation
and hyperplasia followed by tumour formation [16], to
accelerate metastasis through enhanced invasion and
immunosuppression [17] and to increase blood vessel
density [18]. Snail has also been associated with cancer
stemness in colorectal cancer cells [19].

Partial, reversible EMT has been suggested to occur
at different steps of cancer progression [3,20-22]
and recent findings indicate that EMT is particularly
involved in tumour cell escape from the primary tumour
and the release of circulating tumour cells (CTCs)
[23,24]. CTCs from breast cancer patients have accord-
ingly been shown to express EMT markers [20,25,26]
and EMT-derived phenotypes are observed in about
15% of invasive ductal carcinomas and relate to higher
histological grade, higher rate of loco-regional recur-
rence [8], chemoresistance [27] and presence of lymph
node metastases [14]. EMT markers are particularly

J Pathol 2015; 236: 491-504
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associated with triple-negative breast cancers (TNBCs)
[14,28-30], an aggressive subgroup for which there is
no efficient therapy as yet [31].

Although the cellular pathways leading to EMT and
their contribution to intrinsically enhanced invasive
properties of tumour cells have been extensively stud-
ied, the impact of EMT programmes on the crosstalk
between tumour cells and the tumour microenviron-
ment remains elusive. Yet, metastatic dissemination
largely relies on tumour—stroma interactions and
cytokines represent major soluble mediators impli-
cated in tumour—stroma crosstalk [32—34]. Cytokine
over-expression by cancer cells has been reported in
many cancers, including breast and lung [35-37],
although the mechanisms involved are still largely
uncovered. We hypothesized that EMT programmes
modulate the microenvironment, thereby stimulating
the recruitment of a variety of host cells and elaborating
a permissive milieu for tumour progression.

Materials and methods

Immunohistochemical study on human samples

Human breast tissues were obtained from 40 biopsies of
ductal invasive triple-negative breast carcinomas from
Reims University Hospital Biological Resource Col-
lection No. DC-2008-374 and staged according to the
2009 WHO classification. This study was approved
by the Institutional Review Board of Reims Univer-
sity Hospital. Antibodies used for immunohistochem-
istry are listed in Table S1 (see supplementary material).
Semi-quantitative scoring methods are described in Sup-
plementary materials and methods (see supplementary
material).

Cell culture and growth factor induction of EMT

Cancer cell lines were from the American Type Culture
Collection (ATCC; Manassas, VA, USA). The A549 and
MDA-MB-468 cells used were luciferase-expressing
clones purchased from Caliper Life Sciences (Hopkin-
ton, MA, USA) and generated as previously described
[21]. A description of culture reagents is provided
in Supplementary materials and methods (see sup-
plementary material). MDA-MB-468 and A549 cells
were seeded (2x10° and 1.5x10° cells, respec-
tively) in six-well plates and immediately treated with
20ng/ml recombinant EGF (Sigma, St. Louis, MO,
USA) or 5ng/ml recombinant TGFf (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), respectively. Twenty-four h
after seeding, the medium was replaced by serum-free
medium (complemented or not with EGF or TGFp) and
left for a further 24 h. Conditioned media were then
collected and RNA extracted. A detailed procedure
for subsequent cytokine array is provided in Supple-
mentary materials and methods (see supplementary
material).

Copyright © 2015 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk
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Plasmid and siRNA transfections

Cells were seeded as described above and transfected
48h later in serum-free medium with Lipofectamine
RNAiMax (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
SiRNA sequences are provided in Supplementary
materials and methods (see supplementary material).
Plasmids were transfected using the ExtremeGENE
9 reagent (Roche, Basel, Switzerland) in serum-free
medium and RNA was extracted 48 h later. The plas-
mids used were pCMV —-Tag2B Snail-6SA (Addgene,
Cambridge, MA, USA) and pCMV —Tag2B as an empty
control vector.

Recombinant proteins, ELISA, reverse transcription
and PCR

Recombinant IL-8 was from R&D and recombinant
ICAM-1 from Peprotech (Hamburg, Germany). The
IL-6 ELISA kit was a Cytoset kit (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Other ELISAs were performed with Duoset
kits (R&D). After RNA extraction (High Pure RNA Iso-
lation Kit, Roche) and reverse transcription (First Strand
cDNA Synthesis kit, Roche), real-time PCR was per-
formed using the LightCycler480 Probes Master kit and
the Universal Probe Library system (Roche). Alterna-
tively, end-point PCR was performed for a defined num-
ber of PCR cycles, after which amplicons were separated
on acrylamide gels stained with GelStar (Lonza, Basel,
Switzerland). Primer sequences are listed in Table S2
(see supplementary material). Gene expression was nor-
malized to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) or to TATA-box binding protein (7BP).

Sponge assay, immunofluorescence and FACS

Sponge assays were performed as previously described
[38]. Briefly, gelfoam sponges (Pfizer, New York, USA)
were soaked in conditioned medium concentrated with
Amicon filters (Millipore, Darmstadt, Germany). We
used conditioned medium from non-treated (‘C’)
or EGF-treated MDA-MB-468 (‘EGF’) or from
non-treated (‘C’) or TGFp-treated A549 (‘TGFp’).
To exclude EGF or TGFf direct effects on host cell
recruitment, remaining levels of EGF and TGFp in the
treated conditions were measured by ELISA and the
equivalent amounts were added into corresponding con-
ditioned medium of untreated cells, yielding ‘C + E’ and
‘C+ T’ conditions used as controls in all experiments.
Experiments including the control medium without
addition of EGF (‘C’) were also performed. Sponges
were subcutaneously inserted into the ears of C57BL/6
mice (Charles River, Chatillon-sur-Chalarone, France)
and left for 3 days or 3 weeks. In some experiments,
concentrated conditioned medium from EGF-treated
MDA-MB-468 was pre-incubated overnight with block-
ing antibody (see supplementary material, Table S1)
or the corresponding negative control antibody (Dako,
Glostrup, Denmark), before depletion by immunopre-
cipitation using protein-G-coupled Dynabeads (Life
Technologies). A description of ear processing, staining

J Pathol 2015; 236: 491-504
www.thejournalofpathology.com



EMT -regulated angiogenesis and myeloid cell recruitment 493

and computer-assisted quantification of angiogenesis
and myeloid cell distribution is provided in Supple-
mentary materials and methods (see supplementary
material). For FACS, sponges were collected and disso-
ciated using PBS—EDTA for 10 min at 37 °C. Sponge
isolates and flushed bone marrows were centrifuged and
suspended in PBS containing 3% serum, filtered and
processed for staining. Antibodies are listed in Table S1
(see supplementary material).

Aortic ring assays and transwell migration assays

The protocol for aortic ring assays has been described
[39] and is detailed in Supplementary materials and
methods (see supplementary material). For migration
assays, HUVECs (10° cells in serum-free medium
containing 0.1% BSA) were placed in the upper com-
partment of a Transwell (Corning, Tewksbury, MA,
USA). The lower compartment was filled with con-
ditioned medium containing 1% BSA. For inhibitory
experiments, media were pre-incubated with blocking
antibodies (see supplementary material, Table S1) or
negative control antibodies (Dako). After 24 h of migra-
tion through an 8 pm pore gelatin-coated filter, the cells
were fixed and stained with Giemsa. The upper side of
the membranes was scraped to remove non-migrating
cells. Conditions were run in triplicate. Image process-
ing for quantification is described in Supplementary
materials and methods (see supplementary material).

Laser-capture microdissection on MDA-MB-468
xenografts

MDA-MB-468 cell tumours were grown for 100 days
following subcutaneous injection in SCID mice, as pre-
viously described [21]. Tumours were embedded in
OCT (VWR, Radnor, PA). Microdissection was per-
formed based on vimentin staining on a serial refer-
ence slide, as previously described [21], using the Leica
LMD7000 (GIGA-Imaging platform) and followed by
RNA extraction (TriZOL, Invitrogen) and purification
(RNeasy Mini Kit, Qiagen, Valencia, CA, USA).

Statistical analyses

Statistical analysis was performed using Prism soft-
ware (Graphpad Software, San Diego, CA, USA). For
immunohistochemistry on human samples, associa-
tions between the different markers were studied using
Fisher’s exact tests. Otherwise, results were analysed
using the non-parametric Mann—Whitney test with
one-tailed p value; p <0.05 was considered significant.
In histograms, mean + SEM is represented.

Results

EMT phenotypes induce a panel of soluble factors in
vitro and in vivo

To examine whether EMT programmes are involved
in the regulation of potential soluble modulators of

Copyright © 2015 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk

angiogenesis and inflammation, two human models of
inducible EMT were used: the MDA-MB-468 mammary
adenocarcinoma cell line and the A549 lung carcinoma
cell line, in which EMT was induced by EGF or TGFpj,
respectively. In MDA-MB-468, a detailed charac-
terization of EGF-induced EMT has been published
previously [21]. We here confirmed EMT induction by
observation of morphological changes (Figure 1A) and
by qRT-PCR, showing a decrease in E-cadherin and
an increase in vimentin mRNA levels (Figure 1B). In
A549, TGFp treatment induced morphological changes
(see supplementary material, Figure S1A), a decrease in
epithelial markers (ie E-cadherin, Cingulin and ZO-3)
and an increase in mesenchymal markers and EMT-TFs
(ie Vimentin, Slug, Snail and ZEB1; see supplementary
material, Figure S1B). A cytokine array, performed
on conditioned medium from control (EMT-negative)
and EGF-treated (EMT-positive) MDA-MB-468 cells,
showed an increase in several factors (Figure 1C,
D). The five most over-expressed molecules were
interleukin-8 (IL-8), interleukin-6 (IL-6), plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1), soluble form of intercel-
lular adhesion molecule-1 (SICAM-1) and granulocyte
monocyte colony-stimulating factor (GM-CSF). We
confirmed their up-regulation by qRT—PCR (Figure 1E)
and ELISA (Figure 1F) in MDA-MB-468 cells. It
is worth mentioning that if IL-8, 11-6, GM-CSF and
PAI-1 are secreted molecules, ICAM-1 can be either
transmembrane or soluble, due to both alternative
splicing and protein shedding [40]. Primers recognizing
all forms of ICAM-1 were used, while only soluble
SICAM-1 was detected by ELISA. Similar regulations
were obtained with A549 cells (see supplementary
material, Figure S1C, D), although sICAM-1 secretion
could not be detected.

The expression of the five factors of interest was
also assessed in well-known, EMT-negative (vimentin-
negative, E-cadherin-positive) and EMT-positive
(vimentin-positive, E-cadherin-negative) breast cancer
cell lines. Supporting our results on the inducible mod-
els, higher mRNA expression levels and higher protein
secretion levels of IL-8, IL-6, PAI-1, (s)ICAM-1 and
GM-CSF were detected in EMT-positive human breast
cancer cell lines (MDA-MB-231, Hs578T, BT-549)
compared to epithelial-like cell lines (MCF7 and T47D)
(Figure 2A, B).

To investigate the association between EMT and
secreted factors in vivo, MDA-MB-468 cells were used
to induce tumours in SCID mice. These cells undergo
EMT in vivo [21] and tumours indeed contained
vimentin-positive and  vimentin-negative  zones
(Figure 2C), which were microdissected (Figure 2D).
IL-6 and PAI-1 mRNA expression was significantly
higher in vimentin-positive compared to vimentin-
negative zones (Figure 2E). IL-8§ mRNA tended to be
higher in the vimentin-positive compartment, although
this did not reach statistical significance. No change in
ICAM-1 mRNA expression was observed. GM-CSF was
not detectable, in accordance with its low expression
level in vitro.
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Figure 1. Cytokine expression upon EMT induction in MDA-MB-468 cells. (A) Microscopy images showing morphological changes in
MDA-MB-468 cell line upon EGF treatment. (B) gRT-PCR of vimentin and E-cadherin in control or EGF-treated MDA-MB-468 cells; data
are expressed as fold induction in treated cells relative to the controls. (C) Cytokine array membranes after hybridization with conditioned

medium from control or EGF-treated MDA-MB-468. (D) Quantificat

jon of the cytokine array spots in (C), representing levels of each factor

in conditioned medium from control (black) or EGF-treated (grey) MDA-MB-468 cells, expressed as percentage of dot intensity compared
to internal positive controls. (E, F) Analyses of IL-8, IL-6, PAI-1, ICAM-1 and GM-CSF in control or EGF-treated MDA-MB-468 by qRT-PCR

(E) or ELISA (F); *p<0.05

To establish a functional contribution of EMT path-
ways in soluble factor regulation, we investigated the
well-described EMT-associated transcription factors
Slug and Snail in the process. Indeed, their expression
was increased upon EMT induction in MDA-MB-468

Copyright © 2015 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk

cells (Figure 3A). As we observed that Snail siRNA
knockdown affected Slug expression and vice versa
(data not shown), we knocked both genes down.
Although some variations were observed between the
different control siRNA sequences used, combined
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Figure 2. Association between the EMT phenotype and the expression of soluble factors in vitro and in vivo. (A) Endpoint RT-PCR of
E-cadherin, vimentin, IL-8, IL-6, PAI-1, ICAM-1 and GM-CSF in a panel of well-known human breast cancer cell lines displaying either
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in SCID mice. (C) human vimentin immunostaining (brown) performed on a section of a MDA-MB-468 tumour formed in SCID mice;
bar= 150 um. (D) gRT-PCR of human vimentin on RNA extracted from microdissected vimentin-negative (Vim~) and vimentin-positive
(Vim*) tumour areas. (E) qRT-PCR of RNA extracted from microdissected areas; each symbol represents a different mouse (n=13); results
are expressed relative to TBP, used as a normalizing gene; *p < 0.05 and **p < 0.001

siRNA repression of Slug and Snail strongly and
reproducibly inhibited mRNA levels of IL-8, IL-6 and
PAI-1 in EGF-treated MDA-MB-468 cells (Figure 3A).
Similar results were observed in A549 cells (see sup-
plementary material, Figure S2). Conversely, ectopic
expression of a degradation-resistant form of Snail,

Copyright © 2015 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk

Snail-6SA [41] increased mRNA levels of all five
factors, reaching significance for /L-6 and PAI-] in
MDA-MB-468 (Figure 3B) and for /L-8 and IL-6 in
A549 (see supplementary material, Figure S2B). Alto-
gether, these results suggest a functional contribution of
EMT pathways, and particularly of Snail, in regulating
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expression of the soluble factors of interest, even though
other transcription factors are most likely also involved.

EMT-positive cell-conditioned medium is
angiogenic and recruits myeloid-derived suppressor
cells (MDSCs)

The above results prompted us to investigate the
functional consequences of these factors on host
cell recruitment in vivo. Subcutaneously inserted
sponges, previously soaked in conditioned medium
of EMT-positive cells or EMT-negative cells, were
collected after 3 and 21 days to analyse inflamma-
tion and angiogenesis, respectively. After 21 days,
blood vessels were detected by CD31 immunostaining
(Figure 4A) and blood vessel density was determined
by computer-assisted quantification. Sponges soaked in
conditioned medium from EGF-treated MDA-MB-468
cells were infiltrated by a higher number of blood
vessels compared to sponges soaked in control condi-
tioned medium (Figure 4B). Direct effects of EGF in
the sponge assay were excluded by the extemporaneous
addition of EGF in the control conditioned medium
(C+E). Similar results were obtained with A549
cells (see supplementary material, Figure S3A, B). To
characterize the specific effect of each soluble factor,
conditioned medium from EGF-treated MDA-MB-468
cells was depleted of each factor of interest indepen-
dently before performing the sponge assay. Depletion
of IL-8, IL-6 and GM-CSF decreased sponge vascu-
larization (Figure 4C). PAI-1 or sICAM-1 depletion
had no significant effect (although a trend to a decrease
of vascularization was observed after SICAM-1 deple-
tion). Confirming the enhanced pro-angiogenic activity
observed in the sponge assay, conditioned medium
from EGF-treated MDA-MB-468 cells significantly
increased vessel sprouting in a rat aortic ring assay
(Figure 4D-F).

To characterize this EMT-associated pro-angiogenic
activity further, conditioned medium was tested for
chemotactic activity on HUVECs, where medium from
EGF-treated MDA-MB-468 cells increased migra-
tion compared to control conditions (C and C+E;
Figure 4G), but did not affect HUVECs proliferation
(data not shown). Inhibition with specific blocking
antibodies showed that IL-6 and PAI-1 are necessary
for HUVECs migration (Figure 4H). Surprisingly,
inhibition of ICAM-1 or IL-8, which are well-known
angiogenic compounds [42—-45], did not affect migra-
tion, although the efficiency of blocking antibodies
was validated using recombinant IL-8 and ICAM-1
proteins (see supplementary material, Figure S4). Taken
together, these results suggest that IL-6, IL-8, PAI-1,
ICAM-1 and GM-CSF are functional secreted medi-
ators of EMT-induced pro-angiogenic activity in our
models.

To investigate the impact of EMT-induced cytokines
on inflammatory cell recruitment, we took advantage
of the 3-day sponge model. Sponge dissociation fol-
lowed by FACS analysis enabled us to characterize the

Copyright © 2015 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk
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infiltration of the sponge by macrophages and myeloid
cells. F4/80 staining revealed that macrophages are
not markedly recruited (data not shown). We thus
studied the recruitment of other cell types and, because
of their immunosuppressive, pro-metastatic activity
[46,47], we examined CD11b*GRI1* myeloid-derived
suppressor cells (MDSCs). CD11b*GRI1™* cells rep-
resent a heterogeneous group of immature myeloid
cells of granulocytic (CD11b*Ly6G"g") or monocytic
(CD11b*Ly6Chie") morphology. Staining for Ly6G
and Ly6C (two epitopes of the GRI1 surface recep-
tor) showed that 76% of cells infiltrating the sponge
were granulocytic (CD11b*Ly6GMehLy6Cov), while
(CD11b*Ly6G~"°"Ly6C"g") monocytic cells were less
frequent (1.6%) (Figure 5A). To further compare infil-
tration of this myeloid population in EMT-negative
and EMT-positive groups, and because the dissociation
technique of the sponges did not reach an acceptable
level of reproducibility to perform quantitative analyses
by FACS, we performed immunofluorescent staining
on frozen sections cut across the sponges (Figure 5B).
Supporting the FACS results, immunostaining showed
infiltration by CDI11b*GR1* myeloid cells around
the sponge (Figure 5B). Moreover, sponges soaked in
conditioned medium from EGF-treated MDA-MB-468
cells contained a higher relative CD11b*GR1% hotspot
surface compared to C+E (Figure 5C). Suspecting
recruitment of these cells from the bone marrow,
we correspondingly showed by FACS that mice
bearing sponges soaked in EMT-positive condi-
tioned medium contained a decreased proportion of
CD11b*Ly6GMe"Ly6C'*Y cells in their bone marrow
compared to control mice. Proportions of CDI1b*
Ly6Chig"Ly6G~1°" were unchanged in the bone marrow
(Figure 5D).

EMT markers relate to increased angiogenesis
and tumour infiltration by myeloid cells
in triple-negative breast cancers

Based on the aforementioned results in in vitro and
animal models, we examined the potential relation-
ship between EMT, angiogenesis and myeloid cell
recruitment in 40 triple-negative breast cancers. The
triple-negative subtype was selected because of the
well-described enrichment of EMT markers in this
subtype compared to all breast cancer types [30].
Indeed, 20 of the 40 samples displayed at least 10%
vimentin-positive cancer cells (equalling a score of 2)
(Figure 6). Vimentin expression by cancer cells was
further associated with the presence of other EMT
features, such as enhanced Snail and a diminution of
membrane-associated E-cadherin (Figure 6A, Table 1).
Most interestingly, vimentin expression by at least
10% of cancer cells was associated with increased
density of CDI105-positive blood vessels, compared
to tumours containing < 10% vimentin-positive cancer
cells (Figure 6B, Table 2). Likewise, and corroborating
our findings suggesting an EMT-mediated recruit-
ment of MDSCs, the presence of EMT markers in
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Figure 3. Regulation of soluble factors by Slug and Snail. (A) gRT-PCR of the indicated mRNAs in MDA-MB-468 transfected with two
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relative to the non-treated control siRNA 1 condition. (B) qRT-PCR analyses of MDA-MB-468 cells transfected with cDNA encoding a
degradation-resistant form of Snail (Snail-6SA) or with the corresponding empty vector (Ctrl); *p < 0.05, *p < 0.01

triple-negative breast cancers was associated with
increased tumour infiltration by CD33-positive myeloid
cells (Figure 6B, Table 2).

Discussion

Although sound evidence has accumulated link-
ing EMT to cancer progression in breast cancer
patients [25,26,28,30], corroborated by in vitro models
[29,46] and animal experiments [21,24], mechanisms

Copyright © 2015 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk

connecting EMT to tumour—stroma interaction and
cancer progression remain elusive. We show that EMT
phenotypes relate to increased expression of a panel
of soluble mediators (IL-8, IL-6, SICAM-1, PAI-1 and
GM-CSF) in several cellular systems. These factors
are consistently increased in two cell lines follow-
ing growth factor treatment and strongly expressed
in cell lines displaying endogenous EMT traits. Our
results are pertinently supported by a few data link-
ing EMT signalling and specific cytokine secretion.
The association between EMT features and IL-8 has
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already been reported by us and others in breast [47]
and colorectal carcinoma cell lines [48]. Clinically,
EMT features were found enriched in IL-8-positive
hepatocellular carcinoma tissues [49]. Regarding the
regulation of other cytokines through EMT, data are
scarce. PAI-1 expression is nevertheless induced during
EMT in Ras-transformed keratinocytes (HaCaT 1I-4)
[50] and mesenchymal-like breast cancer cells secrete
high amounts of GM-CSF [51]. Although some data
implicate membrane-bound ICAM-1 in accelerating
TGFB-induced EMT in renal cells in the presence of its
ligand (LFA-1) on the surface of monocytes [52,53], no
data have clearly linked sSICAM-1 expression to EMT.

Conversely, certain chemokines also act as EMT
inducers. Independent studies have shown that IL-8 [54]
and IL-6 [55] act as key mediators of EMT induction
and maintenance in several cancer cell lines [54]. Also,
a functional role of PAI-1 in the modulation of EMT
programmes has been reported in Ras-induced EMT of
HaCAT 1I cells [50] and in a model of EMT-induced
lung fibrosis [56]. In the latter, PAI-1 knockdown inhib-
ited TGFp-triggered EMT in murine epithelial cells.
Taken together, these data suggest that induction of IL-8,
IL-6 and PAI-1 might create a positive regulatory loop
to maintain EMT.

Our findings also indicate that EMT-associated
cytokines are regulated by the EMT-transcription fac-
tor Snail, even though other transcription factors are
most likely involved. Supporting our results, ectopic
expression of Snail in the canine renal MDCK cell
line accentuates IL-6 and IL-8 increase upon IL-1f
stimulation [57] and Snail expression in head and neck
carcinoma cells enhances IL-6 and IL-8 expression [58].
Functional inhibition of Snail by ectopic expression of a
dominant negative form in breast cancer cells decreases
PAI-1 expression [59]. Other EMT transcription factors,
such as Brachury [54] or Twist [60], have also been
shown to promote IL-8 expression. Our previous data
have also shown increased IL-8 expression in breast
cancer cell lines depending on EMT-induced ZO-1
delocalization [47]. Taken together, the data support the
involvement of various EMT pathways in regulating the
expression of specific soluble mediators by cancer cells.
Our results, consistently identifying the five factors of
interest modulated through a major EMT transcription
factor such as Snail in different cellular systems, support
their relevance as target genes of EMT.

Our results further show that EMT creates a
pro-angiogenic context. Data obtained on triple-negative
breast cancers indicate a correlation between the pres-
ence of EMT features and increased angiogenesis.
Corroborating these observations, conditioned medium
from EMT-positive cells increases angiogenesis in
vivo in the sponge assay, stimulates vessel sprouting
from rat aortic rings ex vivo and enhances HUVECs
migration in vitro. In agreement with these obser-
vations, modifying the expression of EMT actors,
including Snail, in different cell lines modifies their
angiogenic properties [61-63]. We further show that
EMT-induced IL-6 and PAI-1 appear to be the most
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Snail Keratin Vimentin

E-cadherin

Vimentin CD105 CD33

Figure 6. EMT features, blood vessels and myeloid cell recruitment in biopsies of human breast cancers. (A) lllustrative microscopy images
of vimentin, keratin, Snail and E-cadherin staining on serial sections in triple-negative breast cancers: EMT-negative (left) and EMT-positive
(right) representative areas are shown; scale bar =40 pm. (B) lllustrative images of vimentin, CD105 and CD33 staining on serial sections
in a triple-negative breast cancer; T, tumour cluster; arrows, blood vessels (CD105) or myeloid cells (CD33); scale bar =80 pm
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Table 1. Association between Snail expression, loss of membrane
E-cadherin expression and vimentin expression by cancer cells in
triple-negative breast cancers

Vim < 10% Vim > 10%
Variables (n=20) (n=20) p
Snail expression
<10% 16 (67%) 8 (33%) 0.0225
>100% 4 (25%) 12 (75%)
Loss of E-cad
<10% 13 (76%) 4 (24%) 0.0095
>10% 7 (30%) 16 (70%)

Table 2. CD105 and CD33 expression are associated with vimentin
expression by cancer cells in triple-negative breast cancers

Vim < 10% Vim > 10%
Variables (n=20) (n=20) p
CD105 expression
Low 17 (719%) 7 (29%) 0.0031
High 3 (19%) 13 (81%)
CD33 expression
Low 16 (649%) 9 (36%) 0.0484
High 4 (27%) 11 (73%)

important players in HUVECs chemotaxis, while IL-8,
IL-6 and GM-CSF seem necessary for angiogenesis
in vivo. This apparent discrepancy between in vitro
and in vivo models might be accounted for by the
well-described indirect effects of some of the soluble
factors of interest on angiogenesis. In agreement with
our observations, a multifaceted effect of several soluble
factors has been reported. Nilsson and colleagues [64]
have shown that IL-6 stimulates angiogenesis in the
sponge assay. Furthermore, IL-6 stimulates HUVECs
proliferation, tubule formation and vessel sprouting in
aortic ring assays [65], and fibroblast-derived IL-6 was
recently shown to promote angiogenesis in colorectal
tumours [66]. Regarding PAI-1, it has been shown to
exert dual effects on angiogenesis, contextually either
stimulating or inhibiting angiogenesis [67—69]. IL-8
is a well-known pro-angiogenic cytokine, which acts
both directly on endothelial cells [43,44] and indi-
rectly by recruiting pro-angiogenic inflammatory cells
[33,70]. Taken together, our results demonstrate, on
the one hand, that EMT relates to increased angio-
genesis in triple-negative breast cancer and, on the
other hand, that EMT-regulated soluble factors are
angiogenic.

Examining the cohort of triple-negative breast cancers
allowed us to correlate the presence of EMT markers to
increased tumour infiltration by CD33-positive myeloid
cells. Additionally, in the sponge assay model, sponges
containing conditioned medium from EMT-positive
cells were invaded by more CD11b*GR 1% myeloid cells
compared to control sponges. EMT-positive sponges
are especially infiltrated by granulocytic MDSCs.
Accordingly, bone marrows from sponge-bearing
mice showed decreased proportions of CD11b*Ly6GM
Ly6C¥ cells in the EMT-positive group, whereas the
CD11b*Ly6C"Ly6G~"°" proportion was unchanged.
The clinical importance of MDSCs has been revealed

Copyright © 2015 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk

by trials showing that their circulating levels are not
only predictive of survival in metastatic breast can-
cer patients [71] but are also correlated to tumour
burden and the number of CTCs [72]. It is also
interesting to note that few data today suggest that
MDSCs promote not only EMT and cancer cell dis-
semination [73] but also angiogenesis [74]. Most
interestingly, immunotherapy combined with anti-
angiogenic, low-dose, anti-VEGFR2 monoclonal
antibody decreases tumour infiltration by MDSCs
and increases survival in breast cancer-bearing
mice [75].

Our results suggest that conditioned medium from
EMT-positive cells is able to attract MDSCs. Support-
ively, pieces of evidence link several EMT-regulated
soluble factors to MDSC biology. First, IL-6 and
GM-CSF are used for in vitro generation of MDSCs
from haematopoietic stem cells. Second, clinical trials
have shown that high levels of tumour-derived GM-CSF
are associated with infiltration of the tumour by MDSCs
[76,77]. Third, in mice expressing IL-8 under the con-
trol of its human promoter, inflammatory and neoplastic
sites are infiltrated by a higher number of MDSCs [70].

Taken together, our results reveal that EMT pro-
grammes regulate a consistent panel of soluble medi-
ators that promote angiogenesis and MDSC recruit-
ment, both of which may independently or synergisti-
cally elaborate a milieu permissive for tumour spread.
Emphasizing the clinical relevance of our observa-
tions, we identified an EMT-positive, angiogenic and
myeloid cell-rich subgroup of TNBCs, better charac-
terization of which constitutes a major current clinical
concern.
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Annexe 2 : Matériels et méthodes

Le « matériels et méthodes » faisant référence a la culture cellulaire, la transfection des
siRNA, la transduction des shRNA, les RT-qPCR, les Western blotting, la cytométrie en flux,
la génération du modele MDA-MB-468 iSnail, les imunohistochimies sur les échantillons
humains et murins, les modéles murins, I’immunofluorescence sur les échantillons murins, la
microscopie électronique, 1’isolement et le marquage des CTCs et les tests statistiques est

présenté dans le manuscrit Bourcy et al. annexé a ce document.

1.1. Tests de coagulation et d’activation plaquettaire

En vue des tests de coagulation et d’activation plaquettaire, le sang de donneurs sains
est prélevé par un systéme dit « ouvert » pour éviter I’activation plaquettaire. Pour le sang
complet, le PRP et le PPP, le prélévement est réalisé en présence de citrate 3,2% (1/9 du volume
de I’échantillon). Le sang est ensuite centrifugé 15 minutes a 150g pour obtenir le PRP. Une
centrifugation supplémentaire de 10 minutes a 1500g permet d’obtenir le PPP. Avant utilisation,
la concentration plaquettaire du PRP est ajustée a 450x10° plaquettes/ul avec le PPP autologue.
Pour la préparation de plaquettes lavées, du sang complet est prélevé en présence d’Acide-
Citrate-Dextrose (1/6 du volume de 1’échantillon, (ACD; 93 mM citrate de sodium, 7 mM acide
citrique, 0,14 mM dextrose, pH 6,5)) supplémenté de 1 U/ml d’apyrase (Sigma, Grade I) et
centrifugé 15 minutes a 150g. Le PRP ainsi obtenu est dilué¢ 3 fois dans I’ACD contenant de
I’apyrase et centrifugé 10 minutes a 800g. Le culot de plaquettes est ensuite resuspendu dans
un tampon Tyrode (137 mM NaCl, 12 mM NaHCO3, 2 mM KCI, 0,34 mM NaHPOg4, 1
mM MgCl,, 5,5 mM glucose, et 5 mM HEPES, pH 7,3) contenant 0,35% d’albumine de
sérum humain et 1 U/mL d’apyrase, a une concentration de 450x10° plaquettes/ul. Ces

différentes fractions seront ajoutées a la suspension de cellules cancéreuses.

Pour préparer la suspension cellulaire, les cellules tumorales sont lavées une fois apres
trypsinisation dans un milieu sans sérum avant d’étre resuspendues a la densité souhaitée dans
ce méme milieu. Cette suspension cellulaire est ensuite délicatement mélangée avec les
différentes fractions sanguines selon un rapport de 2 volumes de suspension cellulaire pour 1
volume de fraction sanguine. La concentration en calcium du milieu utilisé est de 1,8 mM ce
qui, apres dilution (2:1), correspond a une concentration finale en calcium compatible avec le
processus de coagulation. Pour visualiser la formation d’un caillot avec du sang complet 10x10°

cellules/600ul sont utilisées et pour les tests en PRP ou PPP, 100x10° ou 300x10° cellules/600u1
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respectivement sont nécessaires. Un volume de 300 pl des différentes fractions sanguines est
donc ajouté a ces suspensions cellulaires et le temps de formation d’un caillot visuel est
chronométré. Afin d’analyser I’activation plaquettaire, 100 pl de mélange cellules/plaquettes
sont prélevés a différents temps, compris entre 5 et 60 min, et fixés avec 1 ml de formaldéhyde
1%. Apres centrifugation, les mélanges cellules/plaquettes sont lavés une fois avec du PBS
avant d’étre resuspendus dans 100 pl de PBS pour procéder au marquage en vue de la
cytométrie en flux en ajoutant 10 pl d’anticorps anti-CD61 couplé au PerCp (BD Biosciences
#347408), 10 pl d’anticorps anti-CD62P couplé au fluorochrome PE (BD Biosciences
#348107) et 2 ul d’anticorps anti-fibrinogéne couplé au FITC préalablement dilué 5 fois (Dako
#FO111). Les anticorps sont ainsi incubés 15 minutes a température ambiante et la préparation

est lavée 1 fois avec du PBS avant la lecture au FACS Cantoll.

1.2. Tests d’activité du promoteur FT

Les MDA-MB-468 traitées ou non 48h avec de I’EGF, les Hs578T 48h apreés
transfection avec le siRNA Ctrl sil ou le siRNA ZEBI1 sil et les MDA-MB-468 iGFP ou iSnail
traitées ou non 24h avec de la doxycycline ont été ensemencées en plaques 24 puits (50.000
cellules/puits). Ces cellules ont ensuite été transfectées transitoirement 30 minutes apres
I’ensemencement avec 0,6 pl de ’agent de transfection ExtremGene 9 (Roche #06365787001),
0,4 ng des différents vecteurs rapporteurs exprimant la luciférase « firefly » sous le contrdle de
séquences promotrices du FT et 3,2 ng du plasmide de la luciférase renilla comme contrdle de
transfection. L’activité des deux types de luciférase a ét¢ mesurée 24h apres la transfection avec

le kit Dual-Luciferase® (Promega #E1910) selon les instructions fournies.

1.3. ChIP

La chromatine a été préparée a partir de 10x10° MDA-MB-231 fixées avec 1% de
formaldéhyde pendant 10 minutes a température ambiante. La réaction a été stoppée avec 0,125
M de glycine pendant 5 minutes a température ambiante. Les cellules ont ensuite été lavées 2
fois avec du PBS froid avant d’étre transférées dans un tube avec du PBS contenant un cocktail
d’inhibiteurs inclus dans le kit Millipore (EZ-Magna ChIP™ A/G Chromatin
Immunoprecipitation kit #17-10086). A partir de cette étape, toutes les manipulations ont été
réalisées a 4°C. Les cellules ont été centrifugées 5 minutes a 800g puis suspendues dans un
tampon de lyse cytoplasmique (Millipore) pendant 15 minutes avant d’étre a nouveau

centrifugées 5 minutes a 800g. Apres 1’isolement des noyaux, I’ADN a été fragmenté avec 25U
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de Micrococcal Nuclease (Thermo Fisher) dans un tampon de digestion (50 mM Tris-HCI, pH
7.6, 1 mM CaCly, et 0.2% Triton X-100) pendant 20 minutes a 37°C, avant que la réaction ne
soit stoppée par 50 mM EDTA. Aprés une nouvelle centrifugation de 5 minutes a 800g, les
noyaux ont été lysés dans un tampon de lyse nucléaire (Millipore). La fraction insoluble a été
¢liminée lors d’une derniére centrifugation a 11.000g. Les fragments d’ADN présents dans le
surnageant, sont transférés dans un nouveau tube a centrifuger de 1,5 ml. Afin de réaliser
I’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), 50 ul de chromatine, correspondant a 10.10°
cellules, sont ajoutés a 200 ul de tampon de dilution (Millipore) et 10 ug de I’anticorps anti-
ZEBI (Santa Cruz, H-102), puis incubés pendant une nuit a 4°C sous rotation. Le lendemain,
20 pl de billes magnétiques recouvertes des protéines A et G (Millipore) ont été ajoutés au
mélange réactionnel et incubés 3 h a 4°C sous rotation. Les billes ayant fixé I’ immunoprécipitat,
ont été lavées successivement avec les différents tampons du kit (Millipore), ayant une
concentration croissante en sels. L’ADN a été ¢élué des billes avec le kit iPure (Diagenode
#C03010011) et I’efficacité de la précipitation a été évaluée avec le bioanalyseur « Agilent
High Sensitivity DNA Kit ». La séquence couvrant le promoteur du FT a ét¢ analysée par RT-

qPCR avec les amorces reprises dans le Tableau 6.
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Tableau 6: Amorces utilisées pour amplifier des fragments du promoteur du FT apreés
immunoprécipitation de la chromatine avec ’anticorps dirigé contre ZEBI.

Promoteur du FT Amorce Séquence
Paite 1 Sens 5" AGATGAAGAGTTGTTCTCATGC 3’
aire Anti-sens 5" AATGTAACCAGAGTTGTGTGC 3°
paire 2 Sens 5* TGGCACACAACTCTGGTTA 3’
aire Anti-sens 5" CCCACATTGAAGAAGACATC 3°
paire 3 Sens 5" ACTCAGTCCCACAGATGTCTT 3°
aire Anti-sens 5" GATAGTGACTGAGGAAGAGCAG 3°
Paice 4 Sens 5" CAAACTGCCAGATGTGAG 3°
aire Anti-sens  5° CTCGGCTCACAGGTCTGA 3’
Paice 5 Sens 5" GATGCCTGAGCCAACTGA 3’
aire Anti-sens 5" AAGAATACCTGGCCTGCC 3°
Paite 6 Sens 5* TGACACCGGCATTCCCAC 3°
aire Anti-sens  5° AGTAAACGTGTGGCTGTGAGCA 3°
Paie 7 Sens 5" GTAGAAGAAGCCACCGTGG 3’
aire / Anti-sens 5" ATTTCCCGGATGCTTTGC 3°
Paice 8 Sens 5" TGCAGGTCCCGAGCTTCT 3°
aire Anti-sens  5° TGGTGATAAAGTGGGAGAGG 3°
Paice 0 Sens 5" GCCCGTGCTTTCTATTAAATG 3’
aire Anti-sens  5° CTTAGGTGGGTTGCAGGTCTA 3’
Paite 10 Sens 5" AGAATTCTTCCAAGGCGC 3’
aire Anti-sens  5° ACGCAGGCGGGTCTAGTT 3°
Paire 11 Sens 5* GGGACCCGGGCAACTAGA 3°
ate Anti-sens  5° TAGGAAACTCCGGGACCCT 3°
paive 12 Sens 5" GGTTGAATCACTGGGGTG 3’
ame Anti-sens  5° GTCACTTGCCGTCGCGGT 3°
Paite 13 Sens 5 CAGGGGTGTGGACTCGCC 3’
ate Anti-sens ' TGCCCCGCGCGCTATAAA 3°
Paite 14 Sens 5" CCGCCGGCCCTTTATAGC 3’
ate Anti-sens  5° TGGGGAGGTTGGGCTGAA 3’

1.4. Immunohistochimie et analyse des structures fibreuses

par

réflectance

Le marquage fibrinogene a été réalisé sur une coupe de 4 pm d’un caillot formé in vitro

avec des MDA-MB-468 traitées a ’EGF et du PPP, fixé au formaldéhyde 4% et enchéssé en

paraffine. La coupe a été¢ démasquée 20 minutes a 37°C dans du PBS contenant 0,025% de

trypsine avant d’effectuer un blocage des peroxydases endogenes 20 minutes a température

ambiante avec de 1’eau distillée contenant 3% de H»O». La coupe a été incubée 30 minutes a

température ambiante avec 10% d’albumine de sérum humain. L’anticorps anti-fibrinogene

163



Annexe 2 : Matériels et méthodes

couplé au FITC (Dako #F0111) a été incubé 1h a température ambiante sur la coupe puis celle-
ci a été incubée avec un anticorps anti-FITC couplé a la peroxydase HRP 30 minutes a
température ambiante (TUNEL POD, Roche #11772465001). Le marquage a été révélé avec le
kit DAB (Dako # K3468).

Cette coupe a été observée en microscopie confocale par réflectance afin de valider la
détection de fibres de fibrine. Nous avons alors ensuite observé en microscopie en réflectance
une coupe réalisée dans le poumon d’une souris injectée par voie intraveineuse avec les MDA -
MB-468 traitées a I’EGF pendant 24h sur laquelle un double marquage immunohistochimique
dirigé contre le Ki67 humain (noir) et le VWF (rouge) a été effectu¢. La méthode employée

pour réaliser ce double marquage est présentée dans le manuscrit Bourcy et al. annexé.

1.5. Test de prolifération

Les MDA-MB-231 transfectées avec le siRNA Ctrl sil ou ZEB1 sil pendant 48h, ou
transduites avec le shRNA Ctrl ou FT ont été ensemencées dans des plaques 96 puits a une
concentration de 1000 cellules/puits a raison de 3 puits/condition pour des analyses de
prolifération apres 1, 3, 5 ou 8 jours. Pour les mesures aux jours 14, 18, 20 et 24, 200.000
cellules transfectées pendant 48h ont d’abord ét¢ maintenues en culture pendant 13 jours dans
des boites de pétri. Apres cela, les cellules ont été trypsinisées et ensemencées dans les plaques
96 puits comme précédemment pour 1 (=J14), 5 (=J18), 7 (=J20) et 11 jours (=J24). La
prolifération cellulaire a été analysée en utilisant le kit « CyQUANT cell proliferation kit »
(Invitrogen #MP07026) selon les instructions de la firme. Ce test consiste a quantifier I’ADN
représentatif de la quantité de cellule. Avant utilisation de ce kit, les cellules ont été lavées 2

fois au PBS et congelées a -80°C.
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