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Résumé

Empéripolése des cellules de lymphome humain RAMOS par les fibroblastes

Mots-clés : Empéripolese, cellules de lymphome, microenvironnement tumoral, stroma
tumoral, fibroblastes associés au cancer (CAFs), vimentine, intégrine ouf;, VCAM-I,
migration transcellulaire.

Les fibroblastes (Fbs) constituent le type cellulaire dominant du stroma tumoral. Une
vision "cafocentrique" du microenvironnement tumoral (MET) soutient que les interactions
dynamiques et réciproques entre les cellules tumorales et les "cancer-associated fibroblasts"
(CAFs) favoriseraient le potentiel métastasique des cellules tumorales. Notre principale
hypothése soutient qu'une interaction physique directe entre les cellules tumorales et les CAFs
au sein du stroma tumoral est non seulement possible grace au couple a4f1/VCAM-1 mais
qu'elle pourrait éventuellement constituer une cible thérapeutique de choix. Grace a la
cytofluorométrie et aux anticorps bloquants, nous avons montré que des cellules de lymphome
humain Ramos sont capables d'interagir avec les Fbs, que cette interaction est modulable et
qu'elle implique le couple oa4B;/VCAM-1. Une augmentation dose-dépendante de cette
interaction ainsi que du niveau d'expression de VCAM-1 apres une stimulation préalable des
Fbs par le TNF-a ont été observés. Ce résultat a été confirmé par la surexpression de VCAM-1
par transfection. Des analyses par microscopie confocale ont révélé que les Ramos sont
internalisés dans le cytoplasme des Fbs, phénoméne connu sous le nom d'empéripolése et qui
correspond en partie a de la migration transcellulaire. Une colocalisation de la sous-unité o4 de
a4P; et de VCAM-1 a la jonction d'adhésion des Ramos aux Fbs ainsi que I'implication de la
vimentine au niveau des cones de migration ont €té observées. La vidéomicroscopie a
confirmé ce processus cellulaire actif. Finalement, un modéle mimétique de billes
fluorescentes de polystyréne tapissées de a4f; a confirmé les précédents résultats. Cette étude
révele que les Ramos peuvent interagir puis transmigrer a travers les Fbs griace au couple
a4P1/'VCAM-1 de facon modulable. Tel que stipulé¢ dans 1'hypothése du "Seed and Soil", nos
résultats supportent I'hypotheése d'un adressage cellulaire et tissulaire dans la dissémination
métastasique des cellules tumorales qui s'implanteraient préférentiellement 1a ou l'expression
de VCAM-1 a été induite. Le couple auff;/VCAM-1 pourrait servir de cible thérapeutique de

choix dans le développement de nouveaux antagonistes anticancéreux.



Abstract

Emperipolesis of human lymphoma cells Ramos by fibroblasts

Keywords : Emperipolesis, cancer-associated fibroblasts (CAFs), lymphoma cells, a4f,
VCAM-1, tumor microenvironment, trancellular migration, tumor stroma, vimentin.

Fibroblasts (Fbs) often represent the majority of stromal cells within tumors. A
“cafocentric” view of the tumor microenvironment (MET) hypothesizes that the dynamic and
reciprocal interactions between tumor cells and cancer-associated fibroblasts (CAFs) may
enhance the metastatic potency of tumor cells. Very few studies investigated a physical
interaction between Fbs and tumor cells within the tumor stroma. Using flow cytometry and
blocking antibodies, we demonstrated that a human lymphoma cell line Ramos could interact
with Fbs through the couple o4f;//VCAM-1. We observed a dose-dependent increased
interaction after tumor necrosis factor-a (TNF-o)) stimulation which correlated with increased
VCAM-1 expression. A similar observation was made after VCAM-1 overexpression by
transfection. Further investigations by confocal microscopy revealed the engulfment of Ramos
into the cytoplasm of Fbs, a process called emperipolesis which mostly corresponds to
transcellular migration and involves the clustering of the o4 sub-unit and VCAM-1 and the
involvement of vimentin intermediate filaments at the transmigration cups. We visualized this
cell-in-cell penetration by real time-lapse video-microscopy, which confirmed an active
cellular process. Finally, we used auf}; polystyrene coated-beads as a mimetic model to further
confirm the precedent results. Our results showed that Ramos lymphoma cells can interact
with and further transmigrate through Fbs by an active cellular process, the emperipolesis
which involves the couple of receptors asf3;/'VCAM-1. This crosstalk between Fbs and tumor
cells through emperipolesis may modulate tumor cells escape from the primary tumor and
support the "seed and soil" hypothesis as well as a possible involvement in tumor drug
resistance. This fibroblastic permeability can be modulated by inflammation and the CAFs
may react as endothelial cells and should be considered as a future target in the MET. Tumor
cells may selectively search for new metastatic niches where VCAM-1 expression was already
induced. Our results strengthen the growing idea that Fbs and tumor cell integrins may serve

as suitable targets in the development of antagonist-based cancer therapy.
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correspond a l'empéripolése du Ramos dans la vidéomicroscopie présentée en annexe 2.
L'encadré rouge montre l'insertion du Ramos dans la monocouche de Fbs.

Figure 17: Confirmation de l'implication de a4f;/VCAM-1 dans l'interaction Ramos-Fb par
l'emploi d'un modéle mimétique de billes de polystyréne tapissées de osf3; (BP-04p:).
Quantification et modulation de la capacit¢é des BP-o4f; a interagir avec les Fbs apres
stimulation préalable des Fbs par le TNF-a (30 ng/mL) et l'utilisation d'anticorps bloquants
dirigés contre les sous-unités a4 et B;. * p<0.001 vs controle positif et y < 0.001 vs TNF-a +
MnCl, (2 mM); n=3.

Figure 18: Visualisation 3D de l'empéripolése de BP-o4f; par les Fbs (OG-vert).
Reconstitution 3D d'un plan (Az) montrant l'englobement de 3 BP-04p; (bleu) dans le corps
cellulaire du Fb. Représentations supplémentaires correspondant a une rotation autour des axes
X, y et z afin de mieux visualiser et confirmer I'empéripolése par une vue latérale, une vue du
haut et une vue du dessous.

Figure 19: Modulation et quantification de l'empéripolése par le décompte du nombre
d'inclusions de BP-043; dans une monocouche de Fbs selon le ratio nb d'inclusions/0.045mm?.
Les BP-a4f; sont incubées en présence de MnCl, (2 mM), CaCl, (5 mM) ou inactivées par la
chaleur. Les Fbs sont préalablement stimulés par le TNF-a (30 ng/mL). * p<0.001 vs contrdle
et x <0.001 vs TNF-a + MnCly; n=3.

Figure 20: Récapitulation des faits saillants de cette étude. L'adhésion suivie de l'empéripolése
des Ramos par les Fbs est un processus cellulaire actif et modulable qui repose sur le couple
de récepteurs 0a4pf1/VCAM-1. Les filaments intermédiaires sont concentrés autour des pores
de transmigration et cette empéripolése endosserait plusieurs fonctions physiopathologiques.

X1



Mes enfants Ghalia et Salah, prunelles de mes
yeux, vous étes mon oxygene, quel indescriptible
privilege d'étre votre mere. Pour vous et en vous
Jj'ai trouvé force et motivation a terminer ce que

J'avais entamé avant votre naissance. Mon
amour Yazid, tu as toujours été et tu es un
moteur fiable et puissant, ton appui et ton

amour inconditionnels font de moi une femme
exceptionnellement comblée et qui, a ton
contact, gagne chaque jour en qualité. Papa,
homme de génie, ton intelligence et ta sagesse
me guident tous les jours de ma vie, tu es une de
mes plus solides fondations. Maman, le meilleur
pour la fin! Tu as toujours su trouver les mots,
les actions a entreprendre, ton pragmatisme et
ta finesse d'esprit sont inégalables, tu es une
Grande Dame. Que Dieu vous préserve,
longtemps et en santé. Vous étes ma force. Je

vous aime!

Xii



Remerciements

"L'histoire de I'Humanité est un livre ouvert qui n'arbore aucune fin mais un éternel
i . , - . .
recommencement,; la connaissance du passé est l'introduction du futur, a moi d'ajouter cette
. o L Lo , . .
minuscule parcelle de savoir a notre patrimoine scientifique dans l'espoir qu'un jour, il fasse

partie intégrante d'un nouveau commencement". N.O

Gaétan, je te remercie de m'avoir offert l'opportunité de travailler sous ta direction, ces
quelques années passées ensembles ont été extraordinaires, sur le plan scientifique, intellectuel
et méme personnel. Malgré des débuts hésitants, souvent maladroits et sans résultats concrets
et prometteurs, tu n'as jamais cess¢ de me faire confiance et je t'en serai toujours
reconnaissante. Je n'avais jamais pensé €tre dans les derniéres pages de ton livre professionnel,
j'espere te faire honneur et étre a la hauteur de tes attentes. Travailler a tes cotés a été la plus
enrichissante des expériences, tu as su me transmettre cet amour si équilibré que tu voues a la
recherche; j'ai été ta derniére et la plus privilégiée des étudiantes. Trois ans plus tard, tu
continues a me soutenir, grace a tes corrections et a tes critiques constructives, la qualité de ce
mémoire n'en est que meilleure. J'aurais tellement aimé poursuivre cette aventure avec toi
mais il faut croire que la vie me réserve autre chose. Tu feras toujours partic de mon
cheminement, que ce soit dans un restaurant, un vignoble, un voyage, un laboratoire, un

bureau, tant de choses que j'ai apprises de toi et avec toi.

Patrick Couture, merci de m'avoir maintes et maintes fois encouragée et soutenue
lorsque les résultats se faisaient attendre et que je ne croyais plus en mes capacités. Je te
remercie pour ce don que tu as de toujours dédramatiser les situations. Héléne Chabot, je te
remercie de m'avoir soutenue, dans tous les sens du terme, j'ai renforcé ma rigueur et ma
méthodologie a ton contact. Merci pour ton dévouement, toutes ces pauses cafés et pour toutes

ces anecdotes avec tes chats. Je garde d'excellents souvenirs.

Dominic Filion, Eric Massicote et Martine Dupuis, je vous remercie de votre support

inconditionnel en microscopie confocale et en cytofluorométrie, des heures et des heures

Xiil



d'apprentissage, parfois des succes, parfois des échecs et aussi, heureusement pas trop souvent,
des bétises! Dominic, 3 ans plus tard, tu continues a me soutenir dans la mise au point de mes

images 3D et dans le vidéo. Du fond du cceur, merci!

Dr Reudelhuber et Dr Coté, c'est grace a votre appui que j'ai pu terminer ce mémoire.
Merci d'avoir déployé vos ressources pour optimiser mes conditions de rédaction, merci de

m'avoir encouragée dans les corridors, merci d'avoir fait de mon cas une priorité.

A tout le personnel de I'IRCM, un gros merci. D'une fagon ou d'une autre, chaque
membre a participé de pres ou de loin @ mon cheminement, du premier jour, le 5 juillet 2007 a
aujourd'hui, le 6 décembre 2013, alors que je rédige mes remerciements. Un merci particulier
a Sylvie Picard, pour tes histoires rocambolesques, les pauses café colorées et tes idées
toujours géniales. Un gros merci a Nicole Campeau et Claudia Jones, votre aide a la
bibliothéque était toujours précieuse et les pauses café toujours rigolotes. Tabasum Abdul-
Rasul, merci de ton soutien inconditionnel, tu m'as énormément aidée a trouver les personnes
ressources a I'RCM pour m'aider a finaliser ce mémoire, notamment Ginette Vigneux et

Jocelyne Co6té pour la mise en page et la table des matieres.

Pour finir, on dit toujours le meilleur pour la fin, je tiens a remercier mes parents. C'est
grace a vous que je suis devenue la femme que je suis aujourd'hui. Je vous serais éternellement
reconnaissante de I'éducation et de l'instruction que vous m'avez offertes, une empreinte
merveilleuse et indélébile qui me suit et qui fait ma singularité. Merci pour tous vos sacrifices
et Dieu sait qu'ils sont nombreux. Vous avez élevé le niveau de votre famille, nous sommes
tous instruits et éduqués, votre contrat est rempli comme vous le dites et c'est tout a votre

honneur! J'espere prendre mon envol trés bientot et vous gater. Vous le méritez tant!

Xiv



Avant-propos

A mon arrivée au laboratoire du Dr Thibault, dans I'unité de biologie cellulaire de
I'hypertension de I'Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM), I'€quipe portait son
attention sur les interactions directes entre les fibroblastes (Fbs) et les cellules inflammatoires
mononucléées et polymorphonucléaires du sang dans un contexte de modulation de
l'inflammation cardiaque. Les résultats de cette étude furent publiés (l'article est présenté en
annexe 1) [1]. Alors que nous participions a un congres au manoir Richelieu, Dr Thibault m'a
regardée et m'a dit "et si on essayait avec des cellules cancéreuses?". Idée innovatrice qui a

vite laissé place a un projet prometteur. Envisager une interaction physique directe entre les

Fbs et les cellules cancéreuses au sein du microenvironnement tumoral (MET) est non
seulement une hypothese inexplorée mais en plus, elle renforce la vision émergente que les
interactions dynamiques et réciproques entre les cellules cancéreuses et celles du MET
orchestrent les étapes critiques de la progression tumorale a la formation de métastases. Dans
cette perspective, plusieurs ¢léments cellulaires et moléculaires du MET émergent comme de
nouvelles cibles des stratégies thérapeutiques en développement. Ma mission est de faire
honneur a ce projet ainsi qu'a son directeur en rapportant, avec le plus de justesse possible, ses
tenants et ses aboutissants, les implications cliniques et thérapeutiques conséquentes pour

aboutir a une vision un peu plus concrete de contrer cette maladie.
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1 Introduction

Selon le site internet de I'Agence de Santé du Canada, il est estimé que 2 canadiens sur
5 développeront un cancer au cours de leur vie et que 25% d'entre eux en mourront. En 2013,
187 600 canadiens ont recu un diagnostic de cancer et 75 500 décés ont été imputés au cancer.
Cinquante-deux pourcent des nouveaux cas diagnostiqués concerneront les cancers du
poumon, du sein, de la prostate et le cancer colorectal. Quatre-vingt-huit pourcent des
canadiens qui développent un cancer sont agés de plus de 50 ans et les hommes constituent
une plus grande proportion que les femmes. Finalement, 63% des personnes ayant regu un
diagnostic de cancer ont une espérance de survie relative de 5 ans. Le lymphome présente le
taux d'expansion le plus élevé de toutes les formes de cancer dont sont atteints les jeunes
adultes et représente le cinquiéme cancer le plus fréquent au Canada. Chaque année, 8 800
nouveaux cas de lymphome sont répertoriés au Canada, sexe confondu, et plus de 3 000 cas en

décédent.

La métastase cancéreuse est la principale cause de morbidité et de mortalité pour les
patients atteints de cancer. Dans la plupart des cas, les tumeurs primaires sont susceptibles
d'étre éradiquées par une combinaison de radiothérapie et de chirurgie; par contre, leurs
métastases, lorsque disséminées, sont plus difficiles a traiter et causent finalement la mort du
patient. Une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires permettant
la dissémination des cellules tumorales primaires permettrait I'élaboration de stratégies
thérapeutiques préventives susceptibles d'étre plus efficaces que toutes les thérapies

actuellement existantes.

1.1 Fondations de la recherche sur le cancer

Avant de rentrer dans le vif du sujet, je tiens a rendre un bref hommage a un géni du

passé qui a brillamment énoncé les fondations actuelles de la recherche sur le cancer. Stephen



Paget, chirurgien anglais du XIXe siecle, fils du célébre chirurgien Sir James Paget, a
complété sa formation a l'école de médecine St-Bartholomew et a, par la suite, pratiqué a
Londres ou il a manifesté un grand intérét pour la recherche sur le cancer. En 1889, il a publi¢
son manifeste fondateur du "Seed and Soil" (la graine et la terre) pour expliquer la formation
non aléatoire de métastases au sein de certains organes [2]. Apres avoir effectué plus de 900
autopsies sur des patients décédés de cancer, il a observé que le pourcentage d'occurrence de
métastases au sein de certains organes comme les poumons et le foie était beaucoup plus élevé
qu'au sein d'autres organes comme le cerveau et l'estomac. Cette constatation lui a permis
d'affirmer que la dissémination métastasique ne semble pas €tre un processus aléatoire.
Certaines cellules tumorales invasives qu'il a nommeées "Seed" auraient une affinité spécifique
a un milieu qu'il a nommé¢ "Soi/", soit un milieu sélectif offrant un avantage de survie et de

"

croissance a ses "graines". Il a conclu son manifeste en des termes d'apparence simple mais
aux implications cellulaires et moléculaires colossales : les métastases ne se développent que
s'il y a compatibilité entre les "seeds" et le "soil". Paget ignorait que sa théorie révolutionnaire
allait, un centenaire plus tard, servir non seulement de base solide mais en plus, d'arguments
forts et judicieux a la nouvelle théorie sur l'importance du MET et ce, a tous les stades du
développement cancéreux. Sa théorie est passée a l'oubli et ce n'est qu'a partir des années 1990
qu'elle a été revisitée [2, 3] et depuis, le nombre de publications relatives a l'implication du

MET dans la tumorigénése ne cesse de croitre comme le montre la figure 1.
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Figure 1: Nombre de publications relatives au MET durant la période 1990-2008 [3].



1.1.1 Le MET, nécessaire et essentiel a la tumorigénése

Il'y a 30 ans, la communauté scientifique avait une vision centralisée du cancer.
Toutes les études fondamentales et cliniques ainsi que les développements thérapeutiques
conséquents visaient exclusivement les cellules cancéreuses, notamment les oncogenes et les
genes suppresseurs de tumeurs. Seulement, un fait empirique récurrent s'imposait avec
puissance: plusieurs cancers in situ ne progressent jamais vers un type invasif en raison de
facteurs intrinséques de I'hdte qui préviennent ce développement, phénomene qui a été baptisé
"cancer sans maladie" [4]. Il devenait alors indéniable qu'une cellule transformée per se n'est
pas suffisante pour causer un cancer I¢étal et que la carcinogénése requiert le recrutement d'un
microenvironnement permissif a la croissance tumorale et a la dissémination métastasique.
C'est alors que le MET a commencé a faire 1'objet d'une attention grandissante et que 1'idée
originale de Stephen Paget a été reconnue a sa juste valeur. Cette transition de paradigme a
permis le développement d'une nouvelle vision qui englobe la cellule tumorale dans un réseau
cellulaire caractérisé par une coévolution graduelle avec les composants du MET. Ce dernier

est constitué 1) du stroma tumoral qui est principalement composé de cellules endothéliales

dérivées des vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que de leurs précurseurs les péricytes,
de capillaires, d'immunocytes, de cellules inflammatoires, de macrophages et de facon plus

imposante, de Fbs et 2) de matrice extracellulaire (MEC). Cette coévolution s'avere possible

grace a des interactions dynamiques et réciproques entre les cellules tumorales et celles du
MET ainsi qu'a des sécrétions paracrines qui conditionnent un stroma réactif et favorable a la

survie et a la progression tumorale.

Aujourd'hui, la communauté scientifique reconnait que les cellules tumorales et les
cellules stromales exercent des effets réciproques sur le comportement cellulaire de chacune.
Cette intermodulation entraine une activation cellulaire et favorise la formation d’un stroma
qui 1) conditionne la croissance des cellules tumorales, 2) détermine leur potentiel
métastasique et éventuellement, 3) la localisation tissulaire des métastases. Dans cette optique,
toutes les stratégies thérapeutiques qui ciblent le MET bénéficient d'une attention grandissante

en hématooncologie par exemple, et l'enthousiasme dans ce domaine est justifié par



I'émergence de nouvelles thérapies telles que la thalidomide, la lenalidomide, le plerixafor et

le natalizumab [5-7].

1.2 Role crucial du MET dans la cascade métastasique

La formation de métastases est une longue série d'étapes séquentielles et interreliées.
Chaque étape est dite limitante car la moindre insuffisance ou défaillance cause l'arrét de toute
la cascade métastasique. L'aboutissement du processus dépend a la fois des propriétés
intrinseéques des cellules tumorales ainsi que des réponses cellulaires et moléculaires de 1'hote.
La figure 2 illustre une vision macroscopique du processus métastasique et met en évidence le
role crucial qu'endosse le MET tant dans 1'établissement des tumeurs primaires que dans la

formation de métastases.
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Figure 2: Illustration des principales étapes du processus métastasique [2].

Des mutations spontanées dites dominantes au niveau des oncogenes et/ou des
mutations dites récessives des geénes suppresseurs de tumeurs découplent les circuits
régulateurs contrélant le devenir cellulaire, conférant ainsi aux cellules néoplasiques la

capacité de survivre et de proliférer de fagon illimitée et non controlée (étape a de la figure 2).



Ces cellules transformées proliférent progressivement et lorsque la microtumeur atteint la
taille critique de 1 a 2 mm de diametre, que [’oxygene et les nutriments se font rares, la
synthése et la sécrétion de facteurs proangiogéniques par le MET permet 1’établissement d’un
réseau néo-capillaire a partir des vaisseaux sanguins environnants (étape b de la figure 2).
Cette vascularisation initiée par le MET permet a la microtumeur de bénéficier de tous les
signaux oncogéniques et cellulaires ainsi que des nutriments et de 1'oxygéne essentiels a sa

survie et a sa croissance.

Les quelques cellules ayant acquis une capacité motile et invasive se détachent alors de
la tumeur primaire grace a une nouvelle dynamique d’interactions, soit un bris des contacts
cellule-cellule suivi de I'établissement de nouvelles interactions leur permettant d'adhérer a la
MEC (étape c de la figure 2). Cette nouvelle dynamique d'interactions implique l'expression,
au sein des cellules tumorales, de nouvelles molécules d'adhésion cellulaire (MACs) leur
conférant un avantage de survie. Dans des conditions physiologiques normales, une cellule ne
peut survivre dans un environnement inapproprié car elle est dépourvue des signaux
d'autonomie cellulaire dits de survie et finit par succomber au phénomene d'anoikis, soit la
mort des cellules sans ancrage. Ce mécanisme de contréle tissulaire prévient 1'implantation de
cellules dans des environnements inappropriés. Afin d'éviter I'anoikis, durant l'initiation et la
progression tumorale, les cellules malignes interagissent avec la MEC et établissent une
relation bidirectionnelle avec le stroma tumoral environnant ce qui constitue la premicre et la
plus cruciale des €tapes de croissance invasive et de propagation métastasique. La capacité des
cellules tumorales a subir une reprogrammation de leurs récepteurs de surface est de loin un
des phénomenes les plus prodigieux du cancer a mes yeux, car cette commutation cellulaire
leur confére un nouveau partenariat avec les composants du MET ce qui constitue un avantage

de survie, de motilité et d'invasion.

Les cellules tumorales ne font pas qu'adhérer a la MEC, elles la dégradent, grace aux
métalloprotéinases (MMPs), afin de se frayer un chemin a travers la membrane basale
subendothéliale des veines postcapillaires locales et des vaisseaux lymphatiques pour

finalement transmigrer vers la circulation, processus qui s'appelle intravasation (étape d de la



figure 2). Une fois dans la circulation, les cellules tumorales circulantes sont confrontées a
plusieurs obstacles, notamment d’ordre mécanique et d’immunosurveillance. La majorité
d'entre elles sont rapidement détruites. Il n'y a que 0.1% des cellules tumorales qui survivent
en circulation grace a de nouvelles interactions avec les plaquettes, les lymphocytes ainsi que
d'autres composants sanguins. Ces interactions sont souvent qualifiées "d'interaction écran" et
seulement 0.01% arrivent ultimement a former des métastases. Les quelques cellules ayant
survécu adheérent a 1’endothélium des lits capillaires périphériques d’organes distants,
transmigrent a travers I’endothélium, étape communément appelée extravasation (étape e de la
figure 2). Les cellules tumorales envahissent alors le tissu cible, adhérent et migrent a travers
la MEC afin de former une nouvelle colonie a un nouveau site métastasique spécifique (étape

de la figure 2) [8-10].

1.3 Les CAFs "cancer-associated fibroblasts'

Dans la derniére étape de dissémination métastasique, aprés transmigration
endothéliale, les cellules tumorales invasives se retrouvent dans le stroma et il est largement
rapporté que ces cellules ont la capacité de modifier leur microenvironnement immédiat pour
le rendre favorable a I’invasion [10]. En effet, 1’utilisation de mod¢les murins de tumorigénése
a révélé que les cellules stromales, notamment les cellules inflammatoires, les cellules
vasculaires et les Fbs supportent activement la croissance tumorale [11]. Une fois les cellules
tumorales dans le stroma, on parle alors de stroma réactif, de stroma activé ou « tumor
stroma » qui est caractérisé par une augmentation du nombre de Fbs, de la densité capillaire,
du collagéne de type I ainsi qu'un dépdt accru de fibrine [12]. Ce stroma activé supporte
I’invasion tissulaire en fournissant les signaux oncogéniques facilitant la progression et
I’invasion tumorale [13, 14]. Les Fbs qui le composent sont appelés « cancer-associated

fibroblasts » CAFs [15, 16] similaires a des myofibroblastes (myofbs).



1.3.1 Les fibroblastes, protagonistes dans 1'homéostasie matricielle et la

fibrose

Dans des conditions homéostasiques, les Fbs assurent le dépdt de MEC, la régulation
de la différentiation épithéliale, de l'inflammation et la réparation de plaie [17, 18]. Ils
synthétisent plusieurs composants de la MEC fibrillaire tels que les collagénes de type I, 111 et
V ainsi que la fibronectine [17, 19, 20]. Ils contribuent également a la formation des
membranes basales via la sécrétion de collagéne de type IV et la laminine [19]. IIs sont aussi
une source importante de protéases chargées de dégrader la MEC, soient les MMPs, ce qui
confére aux Fbs un role prépondérant dans la fibrose tissulaire ainsi que dans 'homéostasie
matricielle [19, 21].

La réparation de plaie et la fibrose tissulaire sont deux conditions qui exigent un
remodelage tissulaire; les Fbs alors quiescents subissent une activation et se différencient en
myofbs, initialement décrits par Giulio Gabbiani en 1971. Ces myofbs sont principalement
caractérisés par la présence de fibres de stress contractiles (expression de a-SMA) et de
vimentine [22]. A la fin du processus de réparation de la plaie, ils sont éliminés par
granulation tissulaire conséquente a la némose, un type particulier de mort cellulaire

programme [23, 24].

1.3.2 Les tumeurs, "des plaies qui ne cicatrisent jamais"

Les CAFs partagent plusieurs similarités avec les myofbs, notamment l'expression de
a-SMA, de la fibronectine ED-A (un variant d'épissage alternatif de la fibronectine) ainsi que
la formation de contacts cellule-cellule via les jonctions de type GAP [17]. Par contre, a
l'instar des myoftbs, les CAFs ne sont pas éliminés par apoptose et leur activation n'est pas
réversible. C'est pour cette raison que la tumeur est souvent comparée a "une plaie qui ne
cicatrise jamais"; les CAFs qui la composent sont dans état constamment activé [25]. Ils
constituent le type cellulaire dominant du stroma tumoral. IIs peuvent représenter jusqu'a la

moiti¢ de la masse stromale et leur nombre augmente massivement par rapport a tous les



autres types cellulaires du stroma tumoral. Cet enrichissement en CAFs a été observé dans

plusieurs types de cancer, notamment le sein, la prostate et le pancréas [12, 14, 26, 27].

1.3.3 Activation des fibroblastes en CAFs

Il existe deux mod¢les largement répandus d'activation des Fbs en CAFs au sein du
stroma tumoral. Le premier, et le plus répandu, repose sur l'expression de hauts niveaux de
facteurs de croissance par les cellules tumorales, notamment le TGF-B (transforming growth
facteur-p) (28], le PDGF-o/B (platelet-derived growth factor-a/B) [29, 30] et le bFGF (basic
fibroblast growth factor) [31]. A ce jour, le TGF-B demeure le principal activateur tumoral des
CAFs.

Le second soutient que l'activation des CAFs serait également sous le controle indirect
du potentiel d'oxydation. En effet, le TGF-B augmente le niveau d'expression d'especes
réactives oxydées (ROS) au sein du stroma, régulant ainsi a la baisse les jonctions
intercellulaires de type GAP entre les Fbs quiescents ce qui favorise 1) la transition du
phénotype myofb a CAF et 2) l'activité protumorale au sein de tumeurs de la peau par exemple
[32, 33]. La méme étude a montré qu'un traitement antioxydant a prévenu l'activation des
CAFs et réduit le pouvoir invasif des cellules tumorales [32]. La transition progressive de Fbs
résidents mammaires en CAFs s'accompagnerait de l'acquisition de deux boucles d'activation
autocrine de TGF-B et de SDF-1 (stromal-derived factor-1), lesquelles initieraient et
maintiendraient la différenciation des myofbs en CAFs et le phénotype protumoral concurrent
[34]. L'implication des CAFs a tous les stades de la tumorigénése attire de plus en plus
d'attention, a un tel point que certaines études rendent compte d'une vision "cafocentrique" du

stroma tumoral.

1.4 Vision "cafocentrique" du stroma tumoral

Il est clairement établi que les CAFs sont associés aux cellules tumorales a tous les

stades de la progression cancéreuse, leurs contributions indirectes tant structurales que



fonctionnelles font 1'objet d'études intensives. Une vision "cafocentrique" émergente place les
CAFs au centre d'un stroma hautement réactif via les multiples sécrétions paracrines et
autocrines de facteurs de croissance et de cytokines [35]. La figure 3 illustre parfaitement cette

vision cafocentrique.
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Figure 3: Illustration de la vision "cafocentrique" du stroma tumoral. Les CAFs sont au
centre d'une intermodulation avec les cellules tumorales et les autres cellules
stromales [12].

1.4.1 Sécrétion de facteurs de croissance

Le courant de pensée actuel soutient que les cellules tumorales invasives, par la
sécrétion de TGF-B, activent les Fbs qui, a leur tour, sécrétent des facteurs mitogenes,
notamment le TGF-B, le HGF (hepatocyte growth factor) et 'EGF (epidermal growth factor)
reconnus pour stimuler la prolifération des cellules tumorales. Un des cas les mieux
caractérisés est celui du récepteur tyrosine kinase c-Met qui, lorsque suractivé par le HGF qui
est largement exprimé par CAFs, subit une hyperphosphorylation dans son domaine tyrosine
kinase qui se traduit par une augmentation de la capacité motile et invasive des cellules

tumorales [10, 36, 37]. Les CAFs sécrétent également du VEGF (vascular endothelial growth



factor) qui, 1) est responsable du recrutement de péricytes et de l'initiation de la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins essentiels a la survie ainsi qu'a la croissance des cellules
tumorales, phénoméne correspondant a 1'angiogénese [38, 39] et 2) joue un rdle central dans

I’émergence d’un stroma activé [40].

1.4.2 Sécrétion de métalloprotéinases (MMPs)

Les CAFs sécretent aussi des MMPs, dont l'expression et l'activité sont régulées a la
hausse, fait constaté au sein de presque tous les cancers humains, et corrélent avec 1)
l'invasivité tumorale locale dans les modéles animaux et 2) un pronostic défavorable en
clinique [28, 41-46]. En effet, ces MMPs contribuent a D’instabilit¢ matricielle via la
dégradation de la MEC ce qui permet l'expansion, I’évasion et l'invasion des cellules
tumorales. Concrétement, la dégradation de MEC permet aux cellules tumorales de traverser la
membrane basale et les frontieres tissulaires afin de se rendre a un nouveau
microenvironnement péritumoral [47]. Un exemple typique est la sécrétion des collagénases
MMP2 et MMP9 par les CAFs, lesquelles sécrétent, a leur tour, le collagéne de type IV
permettant aux cellules tumorales d’étre plus invasives [48]. Dans la méme lignée, une autre
¢tude a montré que des souris dont les génes MMP9 ou MMP2 ont été inactivés sont moins
susceptibles de former des métastases pulmonaires apres injection de cellules de carcinomes
que leurs homologues sauvages [49]. Ces MMPs procedent également au clivage des
molécules d'adhésion cellulaire ce qui favorise la motilité des cellules tumorales augmentant
ainsi leur pouvoir invasif [50, 51]. Ce que je trouve le plus fascinant et qui appuie fortement
l'idée d'intermodulation ou partenariat entre les cellules tumorales et le stroma activé, est que
la plupart des MMPs sont sécrétées sous forme de pro-enzymes inactives par les cellules

stromales, notamment les CAFs, et sont par la suite activées par les protéases tumorales.
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1.4.3 Sécrétion de composants de la MEC, de cytokines et chémokines

Il a également ét¢é montré que les CAFs produisent les collagénes de type VI, XV,
XVII ainsi que la tenascine, des composants matriciels essentiels a la survie tumorale et au
potentiel métastasique [52]. Il a été rapporté qu'un dépdt accru des collagenes de type I et III
altere la MEC au sein du MET ce qui potentialise I'émission de signaux oncogéniques
additionnels et favoriserait 1'accélération de la progression tumorale [12]. Outre les facteurs de
croissance, les CAFs sécretent des modulateurs inflammatoires ainsi que des chémokines. En
effet, la sécrétion de MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1), d'1L-6 (interleukine-6) [53],
d'TL-1 et de composants de MEC, notamment les collagénes de type I et IIl comme le montre
la figure 3, contribuent a la création d'un MET inflammatoire reconnu pour favoriser la

croissance, la progression et la dissémination tumorale.

1.4.4 Les CAFs, régulateurs du couple protumoral CXCR4/SDF-1

Un couple tres en vogue dans la recherche sur le cancer, est le couple CXCR4/SDF-1.
Le récepteur CXCR4 est de loin le récepteur a chémokines le plus communément surexprimé
a la surface des cellules cancéreuses humaines [54]. A part les leucocytes qui expriment
constitutivement ce récepteur, tous les autres tissus normaux n’expriment que trés faiblement
voire pas du tout CXCR4. Par contre, le SDF-1 est exprimé de fagon constitutive dans
plusieurs tissus incluant les sites communs de métastases (poumons, foie). Les CAFs sécrétent
le SDF-1, reconnu pour potentialiser le pouvoir invasif des cellules tumorales, montrant
¢galement une synergie avec I'IL-8 dans la promotion d'une réponse angiogénique compléte
via le recrutement de cellules endothéliales [55]. Une étude a confirmé ce résultat en montrant
que le SDF-1 sécrété par les CAFs de tumeurs mammaires est impliqué dans la mobilisation
de cellules endothéliales précurseurs de la moelle osseuse afin de favoriser une angiogénese de
novo ainsi qu'une croissance tumorale via un effet paracrine sur CXCR4 exprimé a la surface
des cellules tumorales [56]. Ce qui attise notre intérét est que le couple CXCR4-SDF-1 active

certains récepteurs a la surface des cellules tumorales invasives, notamment 1’intégrine .43,
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[57, 58] en favorisant la translocation des sous-unités a et § de l'intégrine ce qui se solde par
une régulation ainsi qu'une activation transmembranaire. Les ligands de I’intégrine o43; entre
autre activée par le couple CXCR4-SDF-1 sont la thrombospondine, la fibronectine et VCAM-
1 [59].

L’implication des Fbs dans la progression tumorale est clairement établie [12, 15, 37,
43, 60, 61]. Par contre, les effets rapportés dans la littérature sont indirects, majoritairement
via la sécrétion de facteurs de croissance, de cytokines, de chémokines et de protéines
matricielles. Soulignons que trés peu d'études se sont concentrées sur une possible interaction

physique directe entre les CAFs et les cellules tumorales au sein du stroma réactif [14, 62-65].

Pour clore cette partie, j'aimerais évoquer une étude fort intéressante publiée dans
Oncogene en 2004 et qui rapporte une comparaison des profils d'expression génique de CAFs
dérivés de métastases de colon dans le foie et de Fbs quiescents de la peau [66]. L'étude révele
qu'au sein des CAFs, plusieurs facteurs de croissance sont régulés a la hausse (TGF-, VEGEF,
PDGFA, FGF1, CTGF, etc.), ce qui est attendu. Par contre, ce qui a attiré mon attention, c'est
la régulation a la hausse des molécules d'adhésion ICAM-1 et VCAM-1, plus communément
exprimées a la surface endothéliale et largement rapportées comme étant des joueurs clés dans
la diapédese, soit la dernicre étape de l'extravasation. Ces résultats suggérent un phénoméne
d'adressage tissulaire et cellulaire car l'expression a la hausse de l'intégrine a4, ligand de
VCAM-1, est observée au sein de nombreuses tumeurs et lignées cellulaires hautement

invasives dérivées de métastases. Les CAFs exprimeraient de tels récepteurs pour une raison.

Une interaction physique CAFs-cellules tumorales serait non seulement possible grace
au couple 04p;/VCAM-1 mais en plus, elle renforcerait I'hypothese émergente d'adressage
cellulaire et tissulaire émise par Stephen Paget. Avant de poursuivre, je vais faire une breve
revue de littérature du processus d'extravasation, des molécules d'adhésion impliquées dans ce
processus et des différents types de diapédése afin de mieux comprendre l'importance des
molécules d'adhésion dans le phénoméne d'adressage et plus particulierement, de I'importance

du couple a43;/VCAM-I.
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1.5 L'extravasation : molécules d'adhésion cellulaire (MACs) et

diapédése

La majorité des cellules au sein des différents tissus présentent des interactions
relativement stables et limitées avec la MEC et les cellules avoisinantes afin de définir les
frontiéres tissulaires et l'architecture globale des différents organes. Au contraire, dans le but
de bien remplir leur fonction dimmunosurveillance, les leucocytes circulent continuellement a
travers tous les compartiments du corps [67]. Cette fonction requiert la capacité de traverser
efficacement et rapidement les barrieres tissulaires telles que les barriéres endothéliale et
épithéliale. Dans cette optique, les leucocytes sont considérés comme des cellules hautement
"invasives" qui, en fait, sont bien mieux armés pour traverser les frontiéres tissulaires que le
sont les cellules tumorales métastasiques pour qui ce terme est généralement réservé [68]. Les
principaux types cellulaires capables d'extravasation sont les cellules tumorales invasives ainsi
que les leucocytes, notamment les lymphocytes T, les cellules natural killer (NK), les

granulocytes polymorphonucléaires et les monocytes [69].

1.5.1 L'extravasation leucocytaire, modeéle d'extravasation tumorale?

De concert avec l'endothélium vasculaire qui joue un réle actif dans I'extravasation via
la sécrétion de signaux de localisation cellulaire, les cellules inflammatoires quittent les
vaisseaux sanguins afin de se rendre au site d'inflammation ou d'infection tissulaire grace a la
transmigration endothéliale, processus assez bien caractérisé jusqu'au niveau moléculaire [69].
A linverse, celle des cellules tumorales invasives l'est trés peu et c'est pourtant une étape
cruciale dans la dissémination métastasique. Méme si les étapes seraient pratiquement les
mémes, a savoir le roulement, l'adhésion ferme et la diapédese, les molécules d'adhésion qui
sont impliquées différent. Une autre différence de taille est que l'adhésion leucocytaire ne
change l'intégrité endothéliale que temporairement alors que celle des cellules tumorales
engendre des dommages irréversibles a l'architecture endothéliale [69]. On percoit clairement

le paradigme du physiologique qui s'oppose au pathologique. De plus, dans plusieurs cas, il a
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¢té observé que les cellules tumorales interagissent directement avec les leucocytes et les
instrumentalisent comme des agents de liaison a l'endothélium facilitant leur extravasation
[69]. Ceci implique que la formation de certaines métastases est indirectement sensible et
initiée par des signaux de localisation spécifiques aux cellules du systtme immunitaire.
Finalement, grace au fait que les leucocytes et les cellules tumorales expriment des éventails
de MACs relativement semblables, la transmigration leucocytaire a servi et sert toujours de
modele de base dans les multiples études visant a mieux comprendre et caractériser le
phénomeéne de colonisation et de dissémination métastasique. Un bref survol des mécanismes
connus de migration transendothéliale s'impose afin d'introduire la grande famille des MACs
et plus particulierement, du couple a4f3;/'VCAM-1, que nous pensons étre impliqué dans une

possible interaction directe entre les cellules tumorales et les CAFs au sein du MET.

1.5.1.1 L'adhésion a I'endothélium

Lors d'une inflammation, des facteurs chimiotactiques ou des cytokines, notamment les
cytokines de type interleukines (IL-1, -6, -8, -12) ainsi que le TNF-a (tumor necrosis factor-a)
sont sécrétés localement afin d'activer l'endothélium vasculaire et favoriser l'adhésion
leucocytaire [70-74]. Ces cytokines régulent a la hausse les MACs a la surface endothéliale,
notamment la famille des sélectines (E, P et L-sélectine) qui facilitent 1'ancrage des leucocytes.
D'autres glycoprotéines, notamment la glycoprotéine de type I (PSGL-1) et les glycoprotéines
de type Sialyl Lewis-X ou -A (SLex, SleA) sont également impliquées dans l'adhésion

transitoire et le roulement des leucocytes a la surface de I'endothélium vasculaire [75-78].

1.5.1.2 Le roulement leucocytaire

Ce roulement endosse un double role. Le premier est principalement un effet de
séquestration positive, le roulement permet d'éviter le détachement des leucocytes exposés a la
tension de stress du flux sanguin [79, 80]. Il a méme été suggéré que la vélocité des leucocytes
diminue a mesure que le niveau d'activation de leurs intégrines 3, augmente et qu'une fois le
niveau d'avidité optimale atteint, les leucocytes sont capables de s'arréter grace a une adhésion

ferme et d'entamer leur diapédése [81]. Le deuxiéme est activateur, par une régulation a la
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hausse ainsi qu'une activation des MACs endothéliales de la famille des immunoglobulines,
notamment ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) et VCAM-1 (vascular adhesion
molecule-1) en réponse a I'L-1B, IL-4, TNF-a et I'l[FN-y (interferon-y) ainsi que par la
présentation du PAF (pletelet-activating factor) et de 1'L-8 sur l'endothélium. Toute cette
mobilisation active les leucocytes et favorise une interaction plus stable et ferme a
l'endothélium [82-84]. En effet, lorsque les interleukines lient leurs récepteurs respectifs a la
surface des leucocytes en roulement, elles amorcent une activation des voies de signalisation
des chémokines ainsi que celle des intégrines via un mécanisme "inside out". Supportant ce
mécanisme, une étude a rapporté que le blocage du récepteur a I'L-8 chez les monocytes de

souris a réduit de 50% leur capacité a adhérer a des cellules endothéliales activées [85].

1.5.1.3 Adhésion ferme et diapédese

Les membres de la grande famille des intégrines impliquées dans 'adhésion ferme a
I'endothélium suivie du processus de diapédése sont 1) les intégrines de type B,, soient a3,
(LFA-1, CD11a/CD18), amP2 (Mac-1, CD11b/CD18) et CD11c¢/CD18 qui ont respectivement
ICAM-1, JAM-1 (junctional adhesion molecule-1), le fragment iC3b du complément et la
fibronectine comme principaux ligands, 2) les intégrines de type B; (0u4f1) et de type B7 (0uf7)
qui ont VCAM-1, la fibronectine et MAdCAM-1 (mucosal adressin cell adhesion molecule-1)
comme principaux ligands et finalement, 3) l'intégrine de type Bs (avfB3;) qui lie PECAM-1
(platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 ou CD31) [86]. Il existe deux principaux types

de diapédese, la diapédese transcellulaire et paracellulaire.

1.5.1.3.1 Diapédese transcellulaire

Les intégrines mentionnées ci-haut sont rapportées comme étant impliquées dans
I'adhésion ferme suivie de la migration franscellulaire des leucocytes a travers les cellules
endothéliales de la paroi vasculaire. Ce type de transmigration se fait a travers le corps
cellulaire des cellules endothéliales. Par exemple, il a ét¢ montré que 1’adhésion des sous-

populations lymphocytaires exprimant o4f; a I’endothélium activé exprimant VCAM-1 est une
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étape clé dans la migration transcellulaire des lymphocytes au site tissulaire enflammé [59]. La

migration transcellulaire s'oppose a la migration paracellulaire.

1.5.1.3.2 Diapédese paracellulaire

Une MAC spécifique a I'endothélium de la famille des cadhérines, la VE-cadhérine, est
spécifiquement impliquée dans la migration paracellulaire des leucocytes, soit entre la
jonction des cellules endothéliales de la paroi vasculaire. En effet, lorsqu'activée, la VE-
cadhérine se dissocie transitoirement ce qui augmente temporairement la perméabilité de la
monocouche endothéliale et permet la diapédése paracellulaire des leucocytes in vitro [87-89].
L'utilisation d'un anticorps dirigé contre la VE-cadhérine a confirmé la dissociation des
jonctions d'adhérence et I'augmentation de la diapédese [90, 91].

Plusieurs études supportent que la liaison des couples de récepteurs mentionnés ci-
dessus supportent une adhésion ferme a l'endothélium (via les sélectines et les intégrines) et
une migration transendothéliale subséquente (PECAM-1, JAM-A et de LFA-1/Mac-1) tant de

facon transcellulaire que paracellulaire.

Ce modele d'activation des leucocytes et d'interaction avec les cellules endothéliales
activées sert de tremplin pour ¢lucider les interactions cellule endothéliale-cellule cancéreuse.
Dans notre étude, nous nous sommes concentrés sur l'intégrine ouf; qui est surexprimée a la
surface des cellules tumorales tant in vitro qu'in vivo et que nous pensons impliquée dans une
interaction directe entre les cellules tumorales et les Fbs. Nous allons donc faire une breve
revue de littérature générale quant a cette famille de récepteurs de surface habituellement
exprimée a la surface leucocytaire. Notre but est de mettre en relief les mécanismes
d'activation, l'importance de 1'¢tat d'activation et d'affinité des intégrines avant de nous
concentrer plus particulierement sur le couple a4f;/VCAM-1 dans le contexte tumoral et

thérapeutique.
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1.5.2 La superfamille des intégrines

1.5.2.1 Roles physiologiques des intégrines

La MEC ne se limite pas qu'a conférer des propriétés de résistance, de flexibilité et de
malléabilité aux tissus, elle exerce également un effet extraordinaire sur le comportement
cellulaire en tant que structure d'échafaudage essentielle a 'organisation cellulaire au sein des
tissus. Il existe deux principales formes de MEC: la membrane basale et la matrice
interstitielle. Chacune varie en constitution et en composition dépendamment de 1identité, de
la localisation cellulaire et tissulaire ou encore du stade de développement de I'organisme.

Ces fonctions vitales de la MEC sont principalement assurées par les intégrines, une
large famille de récepteurs de surface qui assurent les adhésions cellule-cellule et cellule-MEC
[92]. En effet, les intégrines permettent aux cellules d'adhérer aux protéines matricielles telles
que la fibronectine, la laminine ou le collagéne; elles assurent I'organisation du cytosquelette
puisqu'elles lient, via leur domaine intracellulaire, plusieurs protéines cytosqueletiques telles
que la talin et la vinculine qui sont impliquées dans l'activation de plusieurs voies de
signalisation intracellulaire [93, 94]. Le répertoire d'intégrines présent sur une cellule donnée
détermine I'étendue de ses capacités adhésives et migratoires sur différentes matrices. Les
intégrines sont souvent pergues comme des senseurs biomécaniques et biochimiques
bidirectionnels qui transmettent et per¢oivent des cellules tous les signaux des environnements
extracellulaire et intracellulaire dans le but ultime de préserver l'intégrité cellulaire et tissulaire

[95, 96].

1.5.2.2 Structure générale et activation des intégrines

Les intégrines sont des glycoprotéines hétérodimériques transmembranaires composées
de deux sous-unités a et P relices de facon non-covalente. Chez les vertébrés, il existe 24
hétérodimeres formés par la combinaison de 18 sous-unités a et de 8 sous-unités 3 [97]. Elles
sont classées en 4 principaux groupes selon la sous-unité B commune: les intégrines B; (very

late activation antigens VLA), les intégrines B, (Leu CAMSs), les intégrines B3 (cytoadhésine)
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et les intégrines B7. Les deux sous-unités a et B comportent un large domaine extracellulaire
qui confere différentes spécificités de liaison, un domaine transmembranaire et un court
domaine cytoplasmique reli¢ a toute la machinerie intracellulaire. Sur plusieurs intégrines, la
séquence arginine-glycine-acide aspartique (RGD) a ¢été identifiée comme un motif général de

liaison; il existe toutefois d'autres sites de liaison spécifiques.

ECM assembly,
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Figure 4: Représentation schématique de la structure des intégrines, des 3 états d'activation
et des modes d'activation "outsire inn" et "inside out" [96] .

Les intégrines existent sous différents états d'activation pour leurs ligands respectifs:
un ¢tat activé de haute affinité, de basse affinité et un état inactivé comme illustré a la figure 4.
La transition d'un état inactif a un état actif peur étre modulée et régulée par des facteurs
extracellulaires, tels que la liaison du ligand ou la présence de cations divalents (Ca", Mn*",
etc.). Une telle activation est dite "outside in". A l'inverse, l'activation peut provenir du milieu
intracellulaire, une activation dite "inside out", et étre acheminée vers le domaine
extracellulaire, notamment par des complexes intracellulaires impliquant les GTPases R-Ras

et Rapl. Cette activation initie également la translocation des sous-unités a et B qui, alors,
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constituent une plateforme d'échafaudage directe a plusieurs complexes intracellulaires,
notamment les FAK (kinases d'adhésion focale), les cascades initiées par les MAPKinases
(kinases Erk et c-Jun) et les effets sur la superfamille des Ras GTPases (Rho, Rac, CDC42 et
Rap). L'activation de ces complexes contribue considérablement a I'organisation du
cytosquelette, a la motilité cellulaire, a la transduction des signaux extracellulaires ainsi qu'a

I'état d'affinité des intégrines.

Le modele le plus largement répandu de la régulation de l'activation des intégrines
dans la diapédese leucocytaire est le suivant : au sein des leucocytes circulants, les intégrines
sont maintenues dans un état de basse affinité. Seulement, lorsque la voie d'activation " inside
out" est enclenchée, les intégrines sont activées et adoptent une conformation de haute affinité
qui facilite la liaison du ligand et les adhésions cellulaires subséquentes. La liaison du ligand,
a son tour, induit la voie d'activation "outside in" qui consolide 1'adhésion cellulaire via la
translocation des sous-unités de l'intégrine, augmentant ainsi l'avidit¢ de liaison. Les
principaux protagonistes intracellulaires impliqués dans l'activation "inside out" sont les

petites GTPases et la talin [98].

Depuis une vingtaine d'années, les intégrines suscitent un intérét grandissant dans la
recherche sur le cancer. Leurs implications dans la tumorigénése sont nombreuses et
documentées. Elles constituent des "portes de sortie" a plusieurs mécanismes de protection
cellulaire, notamment l'anoikis et la réponse inflammatoire. Les cellules tumorales ont cette
incroyable capacité non seulement de reprogrammer mais également d'exprimer un nouvel
éventail d'intégrines leur permettant ainsi l'acquisition de nouveaux partenaires d'interaction,
notamment les cellules inflammatoires et les cellules stromales. De telles interactions, souvent
qualifiées "d'interactions écran", leur permettraient ultimement de survivre, de croitre, de se
déplacer et peut-tre méme de vivre en symbiose avec les cellules stromales, option
physiologiquement favorable lorsque les nutriments se feraient rares et que I'environnement

péritumoral serait trop oxydatif.

Des ¢tudes cliniques et précliniques ont démontré l'efficacité de l'utilisation

d'antagonistes des intégrines pour bloquer la progression tumorale. Par exemple, les essais
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clinique en phase II avec le cilengitide (développé par Merck KGaA), un inhibiteur des
intégrines ayf; et ayPs a démontré une efficacité thérapeutique chez les patients atteints de
glioblastome malgré quelques effets indésirables. Ces résultats positifs et prometteurs ont servi

de base solide a l'initiation d'essais cliniques de phase III [99, 100].

Une des intégrines qui attirent de plus en plus d'attention dans le cadre de plusieurs
pathologies, notamment l'arthrose rhumatoide, 1'asthme, la sclérose multiple, 1'athérosclérose,
les maladies inflammatoires de l'intestin ainsi que la maladie de Crohn est l'intégrine a4f3; [6].
Dans le cadre de notre étude, notre intérét s'oriente vers l'implication de a4f3; dans le cancer,

implication non seulement établie mais de plus en plus documentée.

1.6 Le couple o4;/VCAM-1 et le cancer

L'expression de plusieurs intégrines, particulierement le sous-groupe des intégrines de
type P, est exclusive aux leucocytes. Les cellules tumorales déploient donc différents
récepteurs ou mécanismes pour adhérer a l'endothélium. Une alternative trés documentée est
celle de la sous-unité o4, dont I'expression est répertoriée sur plusieurs tumeurs humaines et
lignées cellulaires tumorales, notamment les mélanomes et les sarcomes. En combinaison avec
les sous-unités B; ou B7, la sous-unité o4 agit en tant que ligand de VCAM-1, de la fibronectine

et de MADCAM-I1.

VCAM-1 est une molécule d'adhésion de type immunoglobuline avec 7 domaines Ig
extracellulaires et qui est surtout exprimée a la surface endothéliale [101, 102]. Dans des
conditions inflammatoires, son niveau d'expression est fortement augmenté par plusieurs
cytokines inflammatoires, notamment I'IL-1f , I'[L-6 et le TNF-a [73, 103]. Elle lie l'intégrine
o4B; avec une haute affinité et joue un role critique dans la réponse inflammatoire en recrutant
les leucocytes au site d'inflammation. La partie intracellulaire de VCAM-I1 interagit avec
l'ezrin (connue également sous le nom de cytovillin ou villin-2), un membre de la famille
protéique ERM (Ezrine/Radixine/Moesine), une famille de protéines cytoplasmiques

adaptatrices dont le role est de lier plusieurs protéines transmembranaires au cytosquelette
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d'actine. VCAM-1 est reconnue comme un activateur de Racl, membre de la famille des Rho
GTPases, qui est impliqué dans le réarrangement du réseau cytosqueletique qui est, a son tour,
responsable du remodelage des jonctions serrées interendothéliales. Ce remodelage facilite

conséquemment la migration transendothéliale des leucocytes.

Plusieurs études in vivo et in vitro ont montré que la capacité métastasique des cellules
de mélanomes est renforcée suite a l'interaction a4f3;/VCAM-1 [104, 105]. L'une d'elles a
montré que sur 59 patients atteints de mélanomes, 37 d’entre eux avaient des tumeurs
primaires positives a I’expression de a4f;. Cette méme étude a révélé que 1’expression de o4f;
est non seulement un paramétre indépendant de mauvais pronostic mais en plus, qu’elle
correle avec une réduction des chances de survie [106]. De surcroit, plusieurs études in vitro et
in vivo ont montré que l’interaction entre les cellules de mélanomes exprimant o4f; et
I’endothélium via VCAM-1 se produit effectivement et facilite leur extravasation ainsi que la
formation subséquente de métastases [74, 104, 105, 107]. Dans les modéles expérimentaux de
métastases ou des cellules tumorales sont injectées par voie intraveineuse, le blocage
fonctionnel de I’interaction a4f;/VCAM-1 par des anticorps spécifiques [104, 105] ou la
désintégrine éristostatine [108] a significativement réduit le nombre de métastases formées
aux poumons et ce, tant avec des cellules de mélanomes humains que murins. Une étude
parallele a montré que le prétraitement de souris au TNF-a [104] ou a P’IL-1 [105] a
significativement augmenté le nombre de métastases, fait associé a une induction de
I’expression de VCAM-1 sur I’endothélium pulmonaire.
L'implication de l'intégrine osf; n'est pas exclusive aux mélanomes. Une étude a montré son
implication dans le cancer des ovaires, plus spécifiquement, elle serait responsable de la

formation de métastases péritonéales ainsi que la prolifération tumorale [100, 109].

La majorité des études qui rapportent une interaction protumorale a4f3;/VCAM-1 sont
réalisées avec des cellules endothéliales. Dans le stroma tumoral, ou l'angiogénése est
fortement présente, il y a effectivement des cellules endothéliales ainsi que des péricytes. Ces

résultats sont donc trés intéressants quant a une perspective anti-angiogénese dans le MET.
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Il n'en demeure pas moins que les CAFs constituent le type cellulaire dominant du
stroma tumoral et que Nakagawa ef al. ont montré la régulation a la hausse de VCAM-1 a
l'échelle génique au sein des CAFs [66]. Nous soutenons la possibilité d'une interaction directe
cellule tumorale-CAFs via le couple 043,/VCAM-1. Notre enthousiasme face a l'implication
de a4f;/VCAM-1 dans cette interaction est renforcé par plusieurs avenues thérapeutiques
prometteuses qui ciblent ce couple de récepteurs pour les mémes raisons que les notres, mais

dans des contextes différents.

1.7 a4B/ VCAM-1, cible thérapeutique prometteuse

L'implication de o4f;/VCAM-1 dans plusieurs maladies inflammatoires en fait une
cible de choix depuis 15 ans et de récentes études appuient son implication dans la
tumorigénese. Plusieurs compagnies pharmaceutiques se sont mises en lice afin de générer des
inhibiteurs efficaces et le plus connu de tous, qui est dailleurs commercialisé, est le
Natalizumab (TYSABRI™, Elan Pharmaceuticals et Biogen Idec). Clest un anticorps
humanisé qui lie la sous-unité o4 et empéche donc la formation du complexe a4f;. C'est un
inhibiteur approuvé par la FDA (U.S. Food and Drug Administration) pour le traitement de la
sclérose multiple (SM) et la maladie inflammatoire de l'intestin (MII) [110]. Le Natalizumab
peut bloquer la liaison de a4 a VCAM-1 et MADCAM-1, les deux molécules d'adhésion
impliquées dans le trafic leucocytaire des organes lymphoides associés aux intestins ainsi
qu'aux sites inflammatoires. Selon le site internet accessible au public de l'institut de santé des
Etats-Unis d'Amérique (clinicaltrials.gov), Biogen Idec a mené des études cliniques
additionnelles afin de tester 1'utilit¢ du Natalizumab en tant que thérapie potentielle pour les
cas de my¢lomes multiples (MM) [204]. Les modéles animaux de MM ont révélé qu'un

traitement anti-oy4 a réduit la croissance des MM dans la moelle osseuse [111-113].

Cet effet suppresseur est dii au blocage de 1) l'interaction cellules tumorales - cellules
stromales de la moelle osseuse et 2) cellules tumorales - protéines de la MEC [113-117]. Le

point faible de plusieurs de ces études est, a mon avis, l'emploi, peut-€tre par erreur de
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terminologie, de "cellules stromales". Bien que juste, ce terme regroupe plusieurs types
cellulaires, notamment des Fbs, des cellules endothéliales et des cellules inflammatoires.
Parler d'une interaction cellule tumorale - cellule stromale n'est pas exclusive puisque cette
terminologie regroupe plusieurs interactions différentes aux implications cellulaires et
moléculaires tout aussi différentes. En fait, ce sont des conclusions qui demeurent nébuleuses.
Notre projet propose une approche unique en ciblant un type cellulaire particulier du stroma

tumoral dans I'évaluation des interactions cellules tumorales - cellules stromales.

On compte également de petites molécules inhibitrices dirigées contre la sous-unité o4
et ¢laborées par une approche mimétique de structure. Les plus documentées sont des dérivés
peptidiques qui correspondent a des variantes de la séquence LDV (les mimétiques
phenyluriedo-LDV). On retrouve ¢également des dérivés peptidiques cycliques avec un
mimétique de la séquence RGD qui permettent l'inhibition simultanée des intégrines a4f; et
asP; [118] et qui suscitent l'intérét de Genentech et Roche, d'AstraZeneca, de Pfizer et de
Novartis. Finalement, et ce n'est point le moindre, ISIS Pharmaceuticals a mis au point des
oligonucléotides antisens dirigés contre o4 (ISIS 107248) et VCAM-1 (ISIS 18155) qui,
lorsqu'administrés a 8mg/kg i.v ont significativement inhibé le nombre de lymphocytes
circulant ainsi que le score inflammatoire dans un modele animal de MII induit par

lI'indométacine [119].

1.8 L'empéripolese, des structures '"cellule-dans-cellule"

L'empéripolese est d'abord et avant tout un phénomene observé en histopathologie et
qui correspond a l'internalisation d'une cellule dans le cytoplasme d'une autre cellule de plus
grand diamétre et ce, autant dans des conditions bénignes que malignes. Elle a vu le jour en
1956 par Humble pour décrire les mouvements de cellules viables aprés leur internalisation et
elle est souvent utilisée comme terme général faisant référence a l'entrée, le mouvement et la
sortie d'une cellule d'une autre cellule [120]. L'empéripolese est souvent associée a la maladie

de Rosai-Dorfman et est considérée comme son principal outil diagnostique [121, 122]. Par
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opposition a la phagocytose qui demeure le programme d'internalisation cellulaire le mieux
caractérisé, soit l'englobement et la dégradation de cellules mortes, mourantes ou
dysfonctionnelles en réponse aux signaux apoptotiques €émis par ces dernieres, les cellules
internalisées par empéripolése demeurent viables, manifestent des mouvements a long-terme,
se divisent et occasionnellement, échappent a l'internalisation [123]. Dans ces structures
portant le nom de "cell-in-cell structures" (structures cellule-dans-cellule), plutét que d'entrer
dans les compartiments endolysosomaux, les cellules demeurent dans le cytoplasme de la
cellule hote dans des structures similaires a des vacuoles [124-129]. 1l a été rapporté que les
mégacaryocytes, les monocytes, les histiocytes, les Fbs et les cellules malignes sont capables
d'empéripolese en supportant des cellules hématopoiétiques viables dans leur cytoplasme [120,

130-134].

Une étude récente a prouvé que l'empéripolése n'est pas un processus cellulaire
exclusif a la maladie Rosai-Dorfman. En effet, graice a la microscopie électronique, cette
équipe a rapporté la présence de cellules de lymphome humain (lymphome non-hodgkinien)
internalisés dans le cytoplasme d'histiocytes [135]. Les mécanismes responsables de la
formation de ces structures cellule-dans-cellule sont encore méconnus; plusieurs études se sont
simplement basées sur la viabilit¢ des cellules internalisées pour proposer un mécanisme

d'invasion de I'h6te par la cellule cible [120, 125, 136-139].

D'ores et déja, on peut émettre I'hypothése que l'empéripolése est le résultat de la
migration transcellulaire, soit une migration non jonctionnelle, a travers le corps cellulaire
d'une cellule donnée. Intuitivement, on peut imaginer une contrainte physique de taille. Dans
les empéripoléses hétérotypiques (2 types cellulaires différents), il serait logique de penser que
la cellule hote devrait arborer un plus grand diametre que la cellule cible qui, ultimement, se
retrouverait dans son cytoplasme. Cette contrainte physique réduit donc le nombre
d'empéripoleses hétérotypiques qu'on pourrait rencontrer. En effet, la compilation des cas
d'empéripolese hétérotypique effectuée par Overholtzer et al. montre que les cellules cibles
sont presque toujours des leucocytes [123]. Ces derniers font plus ou moins 8§ pm de diamétre
ce qui leur permet de circuler facilement dans les capillaires ou les vaisseaux sanguins de plus

grand diamétre. Par contre, les cellules tumorales font presque le double de ce diamétre ce qui
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constitue une contrainte physique autant dans le passage transcellulaire ou empéripoleése que
dans la microcirculation [140]. L'empéripoleése est divisée en deux grandes catégories : 1)
internalisation dans une cellule hote non néoplasique et 2) internalisation dans une cellule hote
néoplasique. Parmi les cas d'empéripolése dans des cellules non néoplasiques, on retrouve

entre autres les Fbs qui internalisent des lymphocytes T [123].

Dans une précédente étude, nous avons observé que des Fbs cardiaques de rat étaient
non seulement capables d'interagir avec les leucocytes, notamment les lymphocytes B et les
neutrophiles, mais que cette interaction résultait en leur internalisation par les Fbs [1]. Cette
¢tude nous a permis de mettre au jour 2 processus cellulaires indissociables: la migration
transcellulaire et 'empéripolese que je considére étre deux cousins germains car l'un ne peut se
produire sans l'autre. Nous avons également montré que les couples a4f3i/'VCAM-1 et
0rPo/ICAM-1 étaient impliqués dans ces processus. A ce jour, trés peu d'études se sont
intéressées a caractériser une interaction physique directe entre les cellules tumorales et les

CAFs dans le stroma tumoral.

1.9 Importance variable du MET dans les cancers sanguins

Etant donné que cette étude concerne I'étude et la caractérisation de l'interaction des
cellules de lymphome humain Ramos avec les Fbs, il est important de comprendre la typologie
des cancers sanguins afin de pouvoir mieux comprendre et mettre en perspective le

comportement des Ramos in vitro.

Les cancers sanguins se développent dans des microenvironnements tissulaires
spécialisés tels que la moelle osseuse et les organes lymphoides secondaires. Ces
microenvironnements sont caractérisés par différentes populations de cellules stromales
accessoires et de cellules T qui interagissent avec les cellules malignes pour promouvoir la

croissance tumorale et la résistance thérapeutique [141, 142].
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Une des particularités des cellules sanguines malignes est qu'elles présentent un grand
degré de variabilité quant a leur dépendance vis-a-vis des signaux oncogéniques émanant du
MET. Plus précisément, durant la croissance et la progression tumorale, l'affinité¢ et la
dépendance des cellules malignes vis-a-vis du stroma tumoral peuvent changer en fonction du
temps et avec 1'évolution concomitante de sous-clones tumoraux a la fois dépendants et
indépendants dudit stroma. La littérature rend compte de 3 principales catégories décrivant les

relations entre les cellules sanguines néoplasiques et le MET.

La premiére considére un environnement dysfonctionnel au sein duquel les cellules
néoplasiques s'engagent dans des interactions "dérégulées" avec le stroma tumoral,
interactions qui fournissent les signaux oncogéniques de croissance et de résistante
thérapeutique [143]. La leucémie aigué et le syndrome my¢lodysplasique sont des exemples
typiques ou les cellules de souche leucémiques (LSC) s'échappent du contrdle étroit et régulé
de croissance et de prolifération des niches hématopoiétiques pour s'implanter dans d'autres

environnements de support hématopoiétique.

La seconde rend compte d'une coexistence régulée entre le microenvironnement et les
cellules sanguines malignes, notamment au sein des leucémies lymphocytiques chroniques
(CLL), des lymphomes folliculaires (FL), des lymphomes des tissus lymphoides associés aux
muqueuses (MALT) et des myélomes multiples (MM). La particularité de cette catégorie est
que les cellules malignes et le microenvironnement s'engagent dans des interactions qui sont,
en tout point, similaires a celles engagées par leurs homologues, les lymphocytes B, avec leur
environnement respectif [143]. Il s'en suit que la capacité proliférative des cellules malignes
dépend de signaux externes de l'environnement, notamment via des antigénes, des cytokines et

des contacts cellule-cellule.

La troisieme catégorie a pour exemple typique les lymphomes humains de type Burkitt.
Cette catégorie témoigne d'une perte d'interconnexions avec le réseau microenvironnemental
résultant d'une aberration génique qui confere aux cellules malignes un avantage prolifératif
largement autonome et indépendant des signaux du microenvironnement. Grace a une

translocation chromosomique menant a l'activation du géne c-myc, les cellules malignes de
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type B acquicrent une capacité hyperproliférative autonome [143]. Dans cette catégorie, le
MET est rapporté pour avoir un rdle minimal dans la planification de stratégies thérapeutiques.
Justement, Ramos est une lignée de cellules invasives obtenue de lymphomes humains, elle est
classée dans la catégorie des lymphomes de Burkitt et dérive d'un petit garcon caucasien de 3

ans.
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2 Hypothése et objectifs de travail

Le premier volet de notre hypothése est que [’expression de l'intégrine o4f; par les
cellules tumorales pourrait leur permettre d’émigrer de la circulation sanguine vers n’importe
quel tissu cible ou l’expression de VCAM-1 a été induite ce qui constituerait une étape
importante dans [’établissement de lésions métastatiques et supporterait ['hypothese
d'adressage cellulaire et tissulaire énoncée par Stephen Paget. En effet, un MET qui
exprimerait de hauts niveaux de VCAM-1 serait favorable a l'implantation de cellules
hautement métastasiques reconnues pour surexprimer asP;. Etant donné que les CAFs
constituent le type cellulaire dominant du stroma tumoral, que l'expression génique de
VCAM-1 est régulée a la hausse par rapport aux Fbs quiescents, nous soutenons qu'une
interaction physique directe entre les CAFs et les cellules tumorales exprimant o4f3; est non
seulement possible mais pourrait endosser un role prépondérant dans le processus de

dissémination métastasique et plus particulicrement, d'adressage cellulaire et tissulaire.

Comme nous 1’avons montré dans une précédente étude, les leucocytes interagissent
avec les Fbs qui expriment VCAM-1, que cette expression est modulable par le TNF-a et que
cette interaction se traduit ultimement par l'empéripolése des leucocytes par les Fbs. Il est
donc plausible que, comme les leucocytes, les cellules tumorales hautement invasives
exprimant o4f; puissent interagir avec les Fbs et étre internalisées par empéripolése. Le
deuxiéme volet de notre hypothese est que les Fbs se comporteraient comme des cellules
endothéliales en constituant peut-étre une barriére stromale perméable dans le stroma
tumoral que les cellules tumorales doivent nécessairement franchir pour envahir un tissu

comme elles le font avec la barriére endothéliale a 1’interface sanguine.

Considérant que : 1) plusieurs cellules tumorales invasives surexpriment o4f3;, 2) que
I’interaction Fb-leucocyte se fait via le couple a4ff;/VCAM-1, 3) pour envahir un tissu, les
cellules tumorales invasives, comme les leucocytes, doivent nécessairement transmigrer a
travers 1’endothélium, 4) les Fbs, lorsque stimulés au TNF-o, se comportent comme des

cellules endothéliales et augmentent leur niveau d'expression de VCAM-1, 5) les CAFs sont
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un constituant important du stroma tumoral; nous pensons que les Fbs pourraient jouer un role
crucial dans le processus métastasique, d’une part en tant que partenaire d'interaction directe

des cellules tumorales et d’autre part, en favorisant leur passage.

Notre hypothése globale soutient que l’interaction et la_transmigration subséquente

des cellules tumorales a travers les CAFs dans le stroma tumoral constituent un des

processus cellulaires impliqués dans la cascade métastasique. Afin d’étayer cette hypothese,

nous avons sélectionné plusieurs lignées de cellules tumorales pour leurs propriétés
métastasiques ainsi que pour leur niveau d’expression de a4f3;, soient les cellules de mélanome
de souris (B16F1 et B16F10), de mélanome humain (BLM, MV3, IF6, 530, WM9, 1205Lu,
451Lu), de carcinome mammaire (MDA-MB-231), d’adénocarcinome des ovaires (SKOV-3)
et de lymphome humain (Ramos). Plusieurs objectifs spécifiques €taient visés : 1) évaluer le
niveau d’expression de la sous-unité a4 de 1’intégrine ou4f; au sein de chaque lignée; 2) évaluer
et quantifier la capacité adhésive de chaque lignée aux Fbs; 3) évaluer si cette interaction
serait modulable par une stimulation préalable des Fbs au TNF-a et par plusieurs cytokines et
chémokines (IL-1, IL-6, C5a, PMA, SDF-1); 4) investiguer si cette interaction résulterait en
une internalisation par les Fbs; 5) déterminer si le couple 04B;/VCAM-1 serait impliqué dans
cette interaction; 6) essayer d'établir un modele mimétique confirmant les résultats obtenus

grace a des billes fluorescentes de polystyréne tapissées de l'intégrine a.4f;.
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3 Matériels et méthodes

3.1 Cultures cellulaires

Les cultures primaires de Fbs cardiaques de rats sont préparées tel que déja décrit [1].
Briévement, le coeur de rat est digéré dans du milieu de culture Dubecco's minimal essential
medium (DMEM) contenant de la collagénase de type II et de la trypsine. Les cellules sont
ensuite mises en culture dans du DMEM supplémenté de 0.2% d'albumine sérique de boeuf
(BSA), de 10% de sérum feetal bovin (FBS) ainsi que d'antibiotiques (pénicilline et
streptomycine). Les cellules sont utilisées entre les passages 1 et 4. Les fibroblastes humains
de la peau sont une gracieuseté du Dr. J. Genest Jr. (Université McGill, Montréal, Qc). Les
Fbs stromaux murins de la moelle osseuse (M2-10B4) ont été achetés chez ATCC (Manassas,
VA) et entretenus dans du RPMI-1640 supplémentés de 0.2% BSA, 10% FBS et des
antibiotiques. Les lymphoblastes non adhérents humains RAMOS (RA-1) ont été achetés chez
ATCC et entretenus dans du RPMI-1640 supplémentés de 0.2% BSA, 10% FBS, B-
mercaptoéthanol et des antibiotiques. Les cellules de mélanome de souris B16F1 (don du Dr.
Nabil Seidah, IRCM) et B16F10 (ATCC Manassas, VA), de mélanomes humains WM,
1205Lu, 451Lu, IF6 et BLM, MV3, 530 (don du Dr M. Herlyn, The Wistar Institute,
Philadelphia, PA), de carcinomes mammaires (MDA-MB-231, HTB26, ATCC Vanassas,
VA), et d’adénocarcinome des ovaires (SKOV-3) ont ét¢ maintenues en culture dans du
DMEM supplémenté de 10% de FBS ainsi que d'antibiotiques. Tous les types cellulaires ont

¢té incubés a 37 °C en présence de 5% CO,.

3.2 Anticorps et réactifs

Les anticorps monoclonaux et polyclonaux dirigés contre la sous-unit¢ a4, CD49d
(clone P1H4), la sous-unité ; CD29 (clone BV7 et HUTS), la sous-unité¢ 3, CDI8 (clones
TS1/18 et MEM48), VCAM-1 (clones 5F10, 51-10C9 et 429MVAM.A), vimentine (clone
V9), pan-cadherine (clone CH-19), a,f; (clone LM609), CS-1, MADCAM-1 (clone



MECA367), CD44 (Clone IM7), ICAM-1 (clone M19), JAM-B (clone CRAM-19), ALCAM-
1, Cd62L (clone OX8S5), Cd62E (clone 10E9.6) et B (clone FIB504), tubuline (clone BMIA +
BMIB), phalloidine, ont été achetés chez Cederlane (Hornby, ON), AbD Serotec (Raleigh,
NC), Millipore/Chemicon (Billerica, MA), Covance (Berkely, CA) ou Sigma-Aldrich (Saint-
Louis, MO). Les marqueurs cellulaires Far Red DDAO-SE, Oregon Green, et les anticorps
secondaires (Alexa488, rhodamine, Alexa555) ont été achetés chez Invitrogen / Molecular
Probes (Eugene, OG). MnCl, (2 mM), EDTA (10 mM), CaCl, (5 mM), TNF-a (10 ng/mL),
PMA (10® M), SDF-1a (12.5 ng/mL), IL-6 (10 ng/ML), et CS-1 (12.5 uM) de Sigma (St.
Louis, MO) et Fisher (Toronto, ON).

3.3 Isolation des lymphocytes B

Les lymphocytes B sont isolés a partir du sang périphérique total de rats anesthésiés a
la kétamine et xylazine. Bri¢vement, le sang est collecté de l'aorte abdominale en présence de
2.7 mM d'EDTA. Par la suite, la fraction érythrocytaire est éliminée par lyse en présence de
NH4CI. Les lymphocytes B sont alors isolés grace a une sélection positive au CD45RA (OX-
33, Santa Cruz Biotechnology, Dallas TX) qui est complexé a des billes magnétiques et
collectés sur un séparateur cellulaire autoMACS (Miltenyi Biotech, Auburn, CA). La pureté

de la fraction de lymphocytes B est supérieure a 85%.

3.4 Cytométrie en flux

3.4.1 Observation et quantification de I'interaction Fb-cellule tumorale

La quantification de l'interaction cellule tumorale-Fb a été réalisée par cytofluorométrie
telle que déja décrite [1]. Brievement, les Fbs et les cellules tumorales sont d'abord pré-
incubés en suspension pendant 30 min en présence de fluorophores, respectivement 1 uM
CellTrace Far Red DDAO-SE/3x10° Fbs et 1 pM CellTrace Oregon Green/3x10° cellules
tumorales le tout dans du PBS. Les cellules sont par la suite lavées avec du PBS puis

resuspendues dans du DMEM + 2% Calf Serum (CS). Cinquante mille Fbs sont alors incubés
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en présence de 2x10° cellules tumorales selon un ratio optimal prédéterminé de 1:4 pendant 1
h dans un volume final de 100 pl. En fin d'incubation, les cellules sont fixées par I'ajout de 100
ul de paraformaldéhyde 4%. L'interaction Fb-cellule tumorale est analysée sur un
cytofluorometre Cyan (Dako, Carpinteria, CA). La population doublement positive pour les
deux fluorophores DDAO/OG" dans le quadrant supérieur droit de la figure 5 correspond a
l'interaction positive entre les deux types cellulaires et est quantifiée en % par rapport a la
population totale de Fbs identifiée et isolée dans les quadrants supérieurs. Dans cet exemple, le
quadrant R8, soit DDAO'/OG", correspond & 62.48% des Fbs ayant interagi avec les Ramos.
Cette interaction cellule-cellule a été confirmée antérieurement par microscopie confocale et
¢électronique [1]. Les populations d'intérét sont cernées grace a des controles cellulaires
contenant I'un ou l'autre des marqueurs et en utilisant des portes de fluorescence assurant une

reproductibilité accrue des résultats.
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Figure 5: illustration de la méthodologie de quantification de l'interaction cellule tumorale- Fb.

Mentionnons toutefois que nous avons préalablement effectué¢ une mise au point avec
plusieurs lignées cellulaires tumorales pour arriver au ratio optimal de 1:4. Les ratios 1:2, 1:3,
1:4, 1:5 et 1:6 ont été essayés et le pourcentage d'interaction le plus élevé en absence de

saturation a été observé pour le ratio 1:4 surtout que les quantités cellulaires s'avéraient plus
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raisonnables, soit 50 00 Fbs pour 200 000 cellules tumorales. Chaque condition expérimentale
est réalisée en triplicata et chaque expérience réalisée au moins en triplicata. En ce qui a trait
aux expériences de blocage des récepteurs de surface par l'ajout d'anticorps bloquants, le
méme protocole a été utilisé avec une €tape supplémentaire d'incubation préalable des cellules
en présence d'anticorps bloquants dans des conditions saturantes a 6 ug/1x10° cellules pendant
30 min dans du DMEM + 2% CS suivie d'une étape de lavage pour enlever l'excédent

d'anticorps avant la mise en contact des deux types cellulaires.

3.4.2 Détection de l'expression des intégrines et des molécules d'adhésion

Pour évaluer I'expression des intégrines a la surface des cellules tumorales et celle des
molécules d'adhésion a la surface des Fbs, nous avons utilisé des anticorps a une concentration
de 1 pg/1x10° cellules. Cent cinquante mille cellules tumorales sont incubées avec I'anticorps
primaire dans 200 pl DMEM + 2% CS pendant 30 min, lavées avec du DMEM + 2% CS puis
incubées une deuxiéme fois pendant 30 min en présence de l'anticorps secondaire (Alexa488)
dans un volume finale de 100 pl toujours selon une concentration 1 pg/1x10° cellules. Les
cellules sont alors fixées par l'ajout de 100 pl de paraformaldéhyde 4% puis analysées sur le

cytofluoromeétre Cyan (Dako, Carpinteria, CA).

3.5 Transfection

Le plasmide pCMV6-XL5 correspond au vecteur plasmidique vide (OriGene
Tehnologies, Rockville, MD, USA) et le vecteur pCMV6-VCAM-1 comporte I'ADNc humain
complet de VCAM-1 (NM_001078.2). Pour les expériences de transfection transitoire, nous
avons utilisé la Lipofectamine®” (Invitrogen). Les Fbs ont été ensemencés dans des plaques
de 6 puits 4 une densité de 6x10° cellules/puit et mis en culture dans du DMEM supplémenté
de 10% FBS en absence d'antibiotique selon les instructions du manufacturier. Aprés 24 h, les
cellules sont transfectées avec 5 pg d'ADN/puit dans de I'Opti-MEM selon un ratio
ADN/Lipofectamine 1:3. Le milieu de culture est changé 5 h aprés la transfection et

I'expérience est réalisée 24 h post-transfection. Le protocole de quantification de l'interaction
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Ramos-Fb est alors suivi ainsi que celui de blocage avec un anticorps bloquant dirigé contre

VCAM-1.
3.6 Microscopie Confocale

3.6.1 Visualisation et analyse 3D de I'empéripolese

Cent mille Fbs sont mis en culture jusqu'a confluence dans des chambres Lab-Tek 8
puits tapissés de fibronectine (Nalge Nunc International, Rochester NY) dans du DMEM +
10% FBS + antibiotiques tel que déja décrit. Apres 24 h, les Fbs sont mis a jeun dans du
milieu dépourvu de FBS et 5 h plus tard, ils sont marqués avec 1 uM cellTrace Oregon Green
et les Ramos avec 1 pM Far Red DDAO-SE pendant 30 min dans du PBS. Par la suite, la
monocouche est lavée avec du PBS tiédi et 3x10° Ramos sont ajoutés a celle-ci dans un
volume total de 150 pl et rapidement sédimentés a faible vitesse (900 rpm) pendant 30 sec
puis incubés 45 min a 37 °C et 5% CO,. Apres l'incubation, les puits sont remplis de milieu,
scellés avec du ruban adhésif et centrifugés dans le but d'¢éliminer les cellules faiblement
adhérées. Le but est de conserver les cellules fortement adhérées, celles en voies
d'empéripolese et celles totalement internalisées. L'adhésif est ensuite retiré, la monocouche
est lavée puis fixée pendant 10 min a la paraformaldéhyde 4%. Les lames sont ensuite lavées
au PBS, une goutte de SlowFade (Molecular Probe) est ajoutée a chaque puit, le SlowFade
empéchant le blanchiment des fluorophores, puis une lamelle est superposée a la lame tout en
prenant soin d'éviter la formation de bulles d'air qui alteéreraient la visualisation des structures
au microscope vidéo confocal inversé Al de Nikon (logiciel LSM710 de Zeiss pour la prise

ainsi que 1'analyse des images).

3.6.2 Visualisation des molécules d'adhésion, de la P-caténine et de la
vimentine

Quelques ¢étapes sont ajoutées au protocole précédent. Apres fixation de la
monocouche les cellules sont perméabilisées au triton 2% car la détection de la B-caténine et

de la vimentine nécessitent un marquage intracellulaire. Les cellules sont ensuite lavées au
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PBS et incubées 1 h en présence de 'anticorps primaire selon 0.5 pg/puit dans un volume total
de 100 pl de PBS supplémenté de 2% CS pour éviter des interactions non spécifiques. La
monocouche est ensuite lavée au PBS 3 fois puis réincubée en présence de l'anticorps
secondaire selon la méme concentration. Pour les marquages de colocalisation de la sous-unité
a4 et de VCAM-1, la monocouche n'est perméabilisée qu'a la fin du marquage afin de
permettre la coloration des noyaux au DAPI (rose). Le défi lors de ces marquages consistait a
ajuster les anticorps secondaires afin de pouvoir visualiser simultanément plusieurs cibles
d'intérét. Ainsi, la sous-unité a4 était complexée a un anticorps secondaire Alexa488 (vert),
VCAM-1 a un Alexa555 (rouge), et les noyaux cellulaires au DAPI (rose). La superposition
des marqueurs vert et rouge donne une couleur jaune indiquant la colocalisation de la sous-

unité o4 et VCAM-1.

3.6.3 Visualisation de I'empéripolese en temps réel

. e . 1-35mm,high
Les Fbs sont ensemencés sur des pétris p-Dish™™™™"¢

(des pétris 35 mm spécialement
congus pour l'imagerie et munie d'une surface traitée ibiTreat, d'Ibidi, Applied Biophysics Inc.
Troy, NY) a une densité de 7.5x10* Fbs/cm” et sont mis en culture pour 2 jours dans du
DMEM supplémenté de 10% FBS en présence d'antibiotiques. Les Fbs sont ensuite privés de
sérum pour 5 h puis stimulés par le TNF-a (10 ng/mL). Le jour de l'expérience, ils sont lavés
au PBS puis marqués au CellTrace Oregon Green a 1 uM dans du PBS pour une durée de 30
min. Simultanément, les Ramos sont marqués au Far Red DDAO-SE dans les mémes
conditions, lavés au PBS puis resuspendus dans du DMEM complet a 37C° en présence de
MnCl, puis ajoutés a la monocouche de Fbs sans centrifugation. Le pétri est ensuite placé dans
une chambre a 5% CO,. Les cellules sont alors visualisées en continu par microscopie
confocale sur un microscope invers¢ Al de Nikon (logiciel LSM710 de Zeiss). Cinq points
aléatoires fixes (xj, yi, X2, Y2, etc.) sont alors sélectionnés sur la monocouche de Fbs d'une
¢épaisseur de 30 um. Le logiciel est programmé pour effectuer une analyse 3D de chaque point
selon 25 tranches horizontales de 1 um (Az) a un intervalle de 5 minutes et ce, durant 28
cycles, totalisant ainsi 140 minutes.

La vidéo est présentée sur un support DVD dans une pochette en annexe II.
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3.7 Billes de polystyréne tapissées de o4,

Afin d’évaluer la pertinence de 1’intégrine a4, dans I’adhésion des cellules Ramos aux
Fbs, nous avons créé un systéme artificiel imitant les cellules Ramos. A cette fin, des billes
fluorescentes de polystyréne sont couvertes d’intégrine a4f3; recombinante, incubées avec des
Fbs, puis I’internalisation est visualisée et quantifiée par microscopie confocale. Différents
agents ont aussi été utilisés afin de moduler positivement ou négativement 1’attachement des

billes.

Des billes FluoSphéres carboxylées bleues (50 pg, 2 um de diamétre, absorption 365
nm et émission 415 nm, Life Technologies Inc., Burlington, ON), préalablement lavées, sont
incubées dans 100 pl de tampon phosphate 0.05 M, pH 7.4, 0.9% NaCl avec 5 pg d’intégrine
a4f; humaine recombinante (R&D systems Inc., Minneapolis, MN) pour 1 h sous agitation
douce. Apres lavage, les billes sont déposées sur une monocouche de Fbs, préalablement
chargés de colorant Oregon Green, dans des puits Lab-Tek. Aprés une incubation de 1 h a
37°C, les cellules sont fixées a la paraformaldéhyde 4% puis examinées au microscope

confocal. Le nombre d’inclusions par champs de 0.045 mm? est répertorié.

L'interaction billes-Fbs ou BP-043,-Fbs a aussi été quantifiée par cytofluorométrie en
mesurant le pourcentage de la population de Fbs portant les 2 traceurs fluorescents tel que
décrit pour l'interaction Ramos-Fb. Comme controles négatifs, des billes ont été soit saturées
avec 100 ug de BSA ou incubées avec 1’intégrine recombinante inactivée pour 1 min a 100 °C.
De plus, les billes ont été¢ incubées en présence de 2 mM MnCl,, de 5 mM CaCl, ou
d’anticorps bloquants (10 ug). Finalement, les Fbs ont aussi été stimulés avec le TNF-a (30

ng/mkL).
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3.8 Analyse statistique

Les données sont exprimées en moyennes + écart type. Les expériences sont réalisées
au moins 3 fois et les résultats représentatifs sont montrés. Les données brutes sont soumises
soit au test de Student-t ou ANOVA 1-way, suivi par le test de Bonferroni grace au logiciel

Sigma STAT. Les valeurs p < 0.05 sont considérées comme significatives.
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4 Résultats et analyse

Le point de départ de notre étude a été de sélectionner plusieurs lignées de cellules
tumorales reconnues pour leurs propriétés invasives et pour l'expression de l'intégrine o4f,
soient les cellules de mélanomes de souris (B16F1 et BI6F10), de mélanomes humains (BLM,
MV3, IF6, 530, WM9, 1205Lu, 451Lu), de carcinome mammaire humaine (MDA-MB-231),
d’adénocarcinome des ovaires humaines (SKOV-3) et de lymphome humain (Ramos). Nous
avons par la suite quantifié¢ la capacité adhésive de ces lignées aux Fbs et évalué le niveau
d'expression de la sous-unité a4 de 1'intégrine par cytofluorométrie. Ces résultats ont constitué

les préliminaires de ce projet.

Comme indiqué a la figure 6, il semble y avoir une relation non-linéaire positive entre
le niveau d'expression de la sous-unité o4 de l'intégrine o4P; et la capacité des cellules
tumorales a interagir avec les Fbs. Autrement dit, plus le niveau d'expression de la sous-unité
de o4 a la surface des cellules tumorales est élevé plus grande sera la capacité adhésives de ces
cellules aux Fbs. En effet, les BI6F10, B16F1 et Ramos sont respectivement les lignées qui
présentent le plus haut niveau d'adhésion aux Fbs avec les niveaux d'expression respectifs de
la sous-unité oy parmi les plus élevés. A l'inverse, la lignée MDA-MB-231 reconnue pour ne
pas exprimer l'intégrine o4f; et utilisée comme controle négatif dans notre expérience, n'a
présenté aucune adhésion aux Fbs. Ce résultat a renforcé notre enthousiasme face a notre

hypothese.

Le cas de la lignée BLM nous a intrigués, cette lignée interagit avec les Fbs mais nous
n'avons pas détecté d'expression de la sous-unité ay. Deux suppositions pourraient expliquer ce
résultat: soit que d'autres molécules d'adhésion sont impliquées (notamment l'intégrine asf;)
ou soit que, pour une raison inconnue, notre anticorps n'ait pas reconnu la sous-unité oy4. Ainsi,
il a été rapporté que l'intégrine auf; puisse exister sous différentes conformations et d'état
d'affinité [96]. Il est donc possible que l'anticorps n'ait pas reconnu la sous-unité oy A

l'inverse, la lignée MV3 exprime un haut niveau de la sous-unité o4 par rapport a sa capacité



adhésive aux Fbs. Il est possible que sur cette lignée cellulaire, I'intégrine soit détectable mais

se présente dans un état de faible affinité de liaison.

Nous avons sélectionné les Ramos pour le restant de notre étude pour plusieurs raisons:
d'abord, parce que nous avions déja travaillé avec leurs homologues non cancéreux, les
lymphocytes B, que nous isolions sélectivement (CD45RA") en laboratoire a partir du sang
total de rat. Cette lignée permettait donc une étude comparative quant a l'interaction Fb-
lymphocytes B et Fb-lymphome. De plus, les molécules d'adhésion cellulaire, et
particuliérement les intégrines, sont trés sensibles aux multiples traitements qu'exigerait une
lignée adhérente; les Ramos étant en suspension, leur culture et leur traitement est plus simple
et exige moins de manipulations. Pour terminer, c'est une des lignées qui présente un bon ratio
entre le niveau d'expression de la sous-unité o4 et la capacité adhésive aux Fbs comme

l'indique la figure 6.
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Figure 6: Corrélation positive entre le niveau d'expression de la sous-unité a4 et la capacité
adhésive de 12 lignées cellulaires hautement invasives. Le niveau d'expression de la sous-unité
a4 de a4f; est exprimé en fonction du pourcentage (%) de capacité adhésive des 12 lignées
tumorales identifiées par la population DDAO/OG" (n=3).
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Notre premier objectif consistait a comparer la modulation de la capacité adhésive des
Ramos avec celle des lymphocytes B isolés sélectivement du sang total de rat. La figure 7
montre d'abord que l'interaction Fb-lymphocyte B reproduit les résultats rapportés
antérieurement, a savoir que les lymphocytes interagissent fortement avec les Fbs et que cette
interaction est modulable par le TNF-a et le PMA [1]. Les Ramos semblent se comporter
comme leurs homologues non cancéreux. En effet, une augmentation significative de la
capacité adhésive des Ramos est observée en réponse a une stimulation préalable des Fbs par
le TNF-a, lequel est reconnu pour induire et réguler a la hausse les molécules d'adhésion,
notamment ICAM-1 et VCAM-1. Par contre, le PMA n'a stimulé¢ que l'adhésion des
lymphocytes B, comme le montre I'augmentation significative de l'interaction en présence de
PMA seul et une augmentation significative additionnelle lorsque combiné au TNF-a. Le
PMA n'a eu aucun effet sur la capacité adhésive des Ramos.

Le PMA est un puissant activateur des lymphocytes par l'hydrolyse rapide des
phospholipides inositols en diacylglycérol et en phosphates inositols par la phospholipase C
(PLC). Le diacylglycérol est un activateur allostérique de la protéine kinase C (PKC) qui
induit la sécrétion et la mobilisation du Ca”" intracellulaire lequel induit toute une cascade de
réponses cellulaires additionnelles aboutissant a une activation lymphocytaire. Le PMA
présente une structure analogue au diacylglycérol et induit I'activation de PKC.

Les Ramos sont des cellules hautement invasives, il est donc raisonnable de penser que ces
cellules sont déja dans un trés haut niveau d'activation et que le PMA n'apporte aucune
stimulation. C'est ce qui expliquerait les différences observées dans la modulation adhésive

des Ramos et des lymphocytes B.

Un contrdle positif supplémentaire (controle + MnCl,) aurait di étre considéré. En
effet, le manganese est reconnu pour induire les intégrines dans leur état de haute affinité; ce
contrdle supplémentaire nous aurait permis de mieux comprendre l'effet du PMA. Cette
expérience marquait le début de cette étude, mais malgré ce petit handicap, elle nous a permis
de quantifier la modulation de l'interaction Fb-Ramos et de confirmer que les Fbs répondent
aux lymphocytes B ainsi qu'a leurs homologues cancéreux les Ramos de la méme manicre.

Les couples CD11a-CD18/ICAM-1, CD11b-CD18/ICAM-1 et a4p1/VCAM-1 seraient peut-

41



étre impliqués dans cette interaction comme nous 1'avions déja montré pour les lymphocytes B

lors d'une précédente étude [1].

Avant de poursuivre l'analyse des résultats, il est important de mentionner qu'une
comparaison des profils d'interaction des leucocytes (cellules mononuclées et
polymorphonucléaires du sang périphérique) et des cellules tumorales (B16F10, B16FI1,
Ramos) avec différentes souches de Fbs a été effectuée. En effet, des Fbs humains de la peau,
des Fbs murins stromaux de la moelle osseuse (M2-10B4) et des Fbs cardiaques de rat nous
ont permis d'observer des résultats similaires entre toutes ces souches de Fbs: 1) une
interaction similaire avec les leucocytes et les cellules tumorales; 2) la méme perméabilité
dans les chambres de Boyden (Fbs de la peau et cardiaques), 3) la méme régulation a la hausse
de VCAM-1 suite a une stimulation inflammatoire et 4) les mémes récepteurs de surface
déployés dans l'interaction avec les leucocytes d'une part (Fbs de la peau et cardiaques) et les
cellules cancéreuses d'autre part (Fbs cardiaques et stromaux murins). Ces observations

suggerent que cette interaction est autant inhérente aux Fbs qu'aux cellules tumorales.

Nous avons donc poursuivi notre projet avec les Fbs cardiaques pour 1) la facilité de
culture et 2) les Fbs murins stromaux étaient plus récalcitrants a faire des monocouches
homogenes essentielles a la visualisation des jonctions intercellulaires. En effet, ces Fbs
présentaient un phénotype cellulaire allongé alors que les Fbs cardiaques, lorsque utilisés a un
passage maximum de 4, nous permettaient l'obtention de monocouches homogénes et la

possibilité de bien délimiter les jonctions intercellulaires.
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Figure 7: Comparaison de la capacité adhésive des lymphocytes B isolés du sang de rat (noir)
et des lymphomes humains Ramos (blanc) avec les Fbs. Modulation de l'interaction par
stimulation préalable des Fbs au TNF-a (30 ng/mL) et des Ramos ou des lymphocytes B au
PMA (10® M) seul ou en combinaison. *SEM < 0.05 vs contrdle ; "SEM < 0.05 vs TNF-a;
(n=4).
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Le prochain objectif en lice était de confirmer l'implication du contre-récepteur de
l'intégrine a4, soit VCAM-1, dans 1'augmentation de l'interaction Fb-Ramos résultant d'une
stimulation préalable des Fbs par le TNF-a. Pour ce faire, nous nous sommes concentrés sur la
modulation de l'interaction en fonction du niveau d'expression de VCAM-1 par 1) stimulation
au TNF-o des Fbs (figure 8) et 2) surexpression de VCAM-1 par transfection a la
Lipofectamine (figure 9) .

Nous avons donc stimulé les Fbs avec des concentrations croissantes de TNF-a (0.3
ng/mL a 30 ng/mL) et nous avons réalis¢ simultanément 1) des tests d'adhésion avec les
Ramos et 2) un marquage de VCAM-1 a ’aide d’anticorps a la surface des Fbs suivi d'une
analyse de son niveau d'expression par cytofluorométrie. Comme l'indique la figure 8A,
l'augmentation dose-dépendante et significative de l'interaction Ramos-Fb s'accompagne d'une
augmentation dose-dépendante du niveau d'expression de VCAM-1a la surface des Fbs
comme le montre la figure 8B. Cette association positive entre 1'augmentation du niveau
d'expression de VCAM-1 a la surface des Fbs et I'augmentation simultanée de la capacité
adhésive des Ramos aux Fbs constituait un élément positif supplémentaire au renforcement de

notre hypothese.

Par la suite, nous avons surexprimé VCAM-1 a la surface des Fbs par transfection a la
Lipofectamine (figure 9). Nous avons observé une augmentation significative de l'interaction
Ramos-Fb (pCMV6-VCAM-1) en présence du vecteur muni de l'insert d'ADNc complet de
VCAM-1 par rapport au controle + MnCl,. Mentionnons toutefois une 1égére augmentation
significative de l'interaction en présence du vecteur vide (pCMV6-XL5). Le traitement a la
Lipofectamine est reconnu pour fragiliser la membrane plasmique et la réaction cellulaire
primaire est de rapidement reprogrammer ses récepteurs de surface. Cette faible augmentation
de l'interaction serait donc non spécifique. Finalement, la préincubation des Fbs-pCMV6-
VCAM-1 avec un anticorps bloquant dirigé contre VCAM-1 dans des conditions saturantes a
significativement réduit l'interaction Ramos-Fb(pCMV6-VCAM-1). Fait intéressant, le
pourcentage d'interaction Ramos-Fb(pCMV6-VCAM-1) + VCAM-1-ab est significativement

inférieur au contrdle ce qui suggere que l'anticorps a également bloqué I'expression basale de
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VCAM-1 a la surface des Fbs. Autrement dit, l'anticorps a effectué un double blocage, il a
bloqué le VCAM-1 induit et le VCAM-1 basal au sein de ces Fbs transfectés.

Ces deux résultats réunis, respectivement aux figures 8 et 9, permettent de conclure

que l'augmentation de l'interaction Ramos-Fb suite a une stimulation par le TNF-a est bien le

résultat de I'augmentation de l'expression de VCAM-1 a la surface des Fbs.
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Figure 8: A) Quantification de l'interaction Ramos-Fb suite a une stimulation préalable des
Fbs avec des concentrations croissantes de TNF-o. (*p < 0.05 vs contrdle). B) Evaluation du
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Dans la suite logique de notre raisonnement, nous avons voulu examiner et étayer
I'hypothése de I'implication du couple a4f;/VCAM-1 dans l'interaction Ramos-Fb grace au
blocage fonctionnel de VCAM-1 ainsi que des sous-unités o4 et B; de I'intégrine a4f;. Pour ce
faire, nous avons utilisé des anticorps bloquants dirigés contre les sous-unités a4 et B, seules
ou en combinaison, et contre VCAM-1, seul ou en combinaison avec a4 et ;. Les anticorps

ont été utilisés dans des conditions saturantes, soit & 6 pg/1x10° cellules.

Nous avons sélectionné a la fois des contrdles négatifs et positifs. L'EDTA est reconnu
pour étre un puissant chélateur des cations divalents, nous I'avons donc utilis€ comme controle
négatif pour inactiver l'intégrine o4B; et vérifier I'annulation de l'interaction. A linverse, le
MnCl, a servi de controle positif, ce dernier étant un puissant inducteur de l'état de haute
affinité¢ des intégrines. Comme le montre la figure 10, I'EDTA a presque aboli l'interaction
Ramos-Fb ce qui confirme que les molécules d'adhésion impliquées dans cette interaction sont
bien de type intégrine. Nous observons également une augmentation de l'interaction Ramos-Fb
en présence de MnCl,, condition qui a servi de contrdle pour les conditions suivantes. Nous
avons également inclut une condition IgG afin d'écarter toutes les possibles interactions non

spécifiques occasionnées par la présence de l'anticorps.

Comme le montre la figure 10, le blocage fonctionnel de la sous-unité a4 d'une part, et
VCAM-1 d'autre part, a significativement réduit l'interaction Ramos-Fb de 28% alors que le
blocage de la sous-unit¢ B; a réduit l'interaction de 80% sans réduction additionnelle

significative lorsque combinée a la sous-unité o4 seule ou en combinaison avec VCAM-1.

Cette expérience a été réalisée plus de 3 fois et avec différentes souches de Fbs, des
Fbs cardiaques, murins stromaux et humains de la peau. A ce point du projet, la
reproductibilité de ce résultat imposait un fait indéniable: la sous-unité B; de l'intégrine o4f3;
est principalement impliquée dans l'interaction Ramos-Fb. Bien qu'elle puisse s'associer a
plusieurs sous-unités a (o a ay), il n'en demeurait pas moins qu'elle assumerait, a elle seule,

le poids de l'adhésion des Ramos aux Fbs.
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Ces résultats nous ont permis de confirmer les précédents résultats soient que : 1)
l'augmentation de 1'interaction Ramos-Fb suite a une stimulation préalable des Fbs par le TNF-
a est bien la conséquence de l'induction de I'expression de VCAM-1 (figure 7 et 8 soutenues
par la figure 9) et 2) le contre-récepteur de VCAM-1, soit l'intégrine a4f3;, est bien impliquée
dans l'interaction comme le montre I'expérience de blocage (figure 10). Il semblerait toutefois
que ce soit la sous-unité PB; de l'intégrine a4f; a la surface des Ramos qui soit davantage
impliquée dans cette interaction comme le montre la forte réduction de l'interaction de 80% en

présente d'un anti-f3;.

Le prochain objectif de notre projet consistait a déterminer, concrétement, a quoi

correspondrait cette interaction d'un point de vue du devenir cellulaire des Ramos.
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Figure 10: Confirmation de l'implication du couple a43;/VCAM-1 dans l'interaction Fb-Ramos
par l'utilisation d'anticorps bloquants dirigés contre les sous-unités o4 et B;, seules ou en
combinaison et contre VCAM-1, seule ou en combinaison avec les sous-unités oy4 et By, Les
anticorps sont utilisés dans des conditions saturantes (6 pg/1x10°cellules). *p < 0.05 vs
contrdle + MnCl, (2 mM); n=6.
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La prochaine étape du projet devenait fort excitante: qu'advenait-il de cette interaction?
Est-ce que les Ramos seraient internalisés dans le corps cellulaire des Fbs comme que nous
l'avions observé avec leurs homologues non cancéreux les lymphocytes B? Est-ce que les

Ramos seraient capables d'empéripolese?

Nous avons donc effectu¢ des tests d'adhésion sur lames dans les prochaines
expériences et tenté¢ d'examiner, grace aux marquages des jonctions intercellulaires et des

filaments intermédiaires, supplémentés d'analyses 3D, le devenir des Ramos adhérés aux Fbs.

Comme le montre la figure 11, l'analyse plus détaillée des tests d'adhésion sur lame des
Ramos sur une monocouche de Fbs a révélé que les Ramos sont bel et bien capables de migrer
a travers les Fbs autant par la voie paracellulaire (au niveau jonctionnel, indiqué par la fleche
jaune) que transcellulaire (a travers le corps cellulaire, indiqué par la fleche blanche). La -
caténine est une protéine intracellulaire reliée a la cadhérine, un récepteur des jonctions
intercellulaires. La P-caténine a été détectée grace a un anticorps secondaire couplé a la
rhodamine. Nous avons pu ainsi visualiser les jonctions intercellulaires de la monocouche de

Fbs comme le montre le quadrant inférieur gauche de la figure 11.

La séparation des marqueurs utilisés (Fb-OG, Ramos-DDAO, B-caténine-rhodamine),
grace au logiciel Zen du microscope confocal, nous a permis de bien visualiser I'empreinte
laissée par le corps cellulaire du Ramos dans la monocouche de Fbs, tel qu'indiqué par la
fleche blanche dans la figure 10. Cette empreinte se trouve autant dans le corps cellulaire du
Fb, soit a une distance maximale de 5 pm de la jonction intercellulaire tel qu'indiqué par la
fleche blanche, qu'a la jonction intercellulaire elle-méme (fleche jaune). Ces empreintes
correspondent respectivement a des voies de migration transcellulaire et paracellulaire. La
reconstitution 3D dans les axes xz et yz indiqué par la fleche blanche nous a révélé une
information supplémentaire : le Ramos est partiellement enfoui dans le corps cellulaire du Fb;

autrement dit, ce Ramos est en voie d'internalisation.

Lors de la prise d'images, il y avait une disparit¢ quant a la taille des empreintes

laissées par les Ramos dans le corps cellulaire des Fbs. Il était possible que les Ramos se
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déforment, phénomene de déformation cellulaire déja observé avec les cellules cancéreuses a
la surface endothéliale. Par contre, les multiples reconstitutions 3D ont révélé une cinétique
d'englobement différentielle d'un Ramos a l'autre. Il s'est avéré qu'une grande empreinte
pouvait correspondre a un Ramos en pleine empéripolése, avec un étalement cellulaire donné,
alors qu'une empreinte plus petite pouvait représenter un Ramos en voie de commencer ou
finir son empéripolese. Il y avait également des empreintes vides que nous avons attribuées a

des Ramos qui se sont détachés lors des lavages.
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Figure 11: Visualisation 2D et 3D de la migration transcellulaire versus paracellulaire des
Ramos (DDAO) a travers le corps cellulaire des Fbs (Oregon Green). Les jonctions
intercellulaires d'une monocouche de Fbs sont révélées en marquant la B-caténine couplée a un
anticorps secondaire fluorescent, la rhodamine (rouge). La présence d'un cone de migration
dans le corps cellulaire des Fbs (fleche blanche) délimité par le marquage a la B-caténine
correspond a l'empreinte laissée par la migration transcellulaire du Ramos (fléche blanche). A
l'inverse, la migration paracellulaire du Ramos a la jonction intercellulaire des Fbs est indiquée
par la fleche jaune.
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La figure 12 est une parfaite illustration du phénomene d'empéripoleése des Ramos par
les Fbs. Les colorations OG des Fbs et DDAO des Ramos sont optimales, le grossissement n'a
engendré aucune perte de résolution et surtout, c'est une représentation sans équivoque : les
deux Ramos sont dans le corps cellulaire du Fb, on le voit particulierement bien dans l'axe yz
aussi bien qu'en 2D dans l'axe xy. Les 3 représentations supplémentaires de rotations autour

des axes confirment que les Ramos sont bel et bien englobés dans le corps cellulaire du Fb.

A ce point du projet, nous voulions comprendre comment le cytosquelette des Fbs
s'accommodait de la présence d'une cellule dans son cytoplasme. Les études réalisées avec les
cellules endothéliales pointent les réseaux de microfilaments d'actine dans la migration

transcellulaire des leucocytes.

Des marquages de I’actine a la phalloidine ou de la tubuline avec un anticorps n'ont
montré aucune spécificité quant au phénoméne que nous observions, ce qui nous a permis
d'écarter l'implication des microfilaments d'actine et des microtubules dans notre étude. Nous
nous sommes donc intéressés aux filaments intermédiaires, plus spécifiquement a la vimentine
reconnue pour étre exprimée au sein des Fbs et rapportée comme étant impliquée dans la
migration transcellulaire endothéliale des homologues non cancéreux des Ramos, les
lymphocytes B [144]. Nous avons également rapporté son implication pour l'empéripolése des

lymphocytes B par les Fbs dans notre précédente étude [1].

Comme le montre la figure 13, nous observons une colocalisation de la vimentine
autour des cones de transmigration des Ramos comme indiqué par la fleche blanche. Une
analyse minutieuse du quadrant supérieur droit dans la partie inférieure a gauche révele tres

bien l'implication de la vimentine au niveau des cones de transmigration du Ramos.
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Figure 12: Illustration 3D du phénomene d'empéripolése des 2 Ramos par un Fb.
Reconstitution 3D d'un plan (Az) montrant I'englobement des 2 Ramos (marqués au DDAO-
bleu) dans le corps cellulaire du Fb (marqué a 1'0OG-vert). Représentations supplémentaires
correspondant a une rotation autour des axes x, y et z afin de mieux visualiser et confirmer
I'empéripolése.
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Ramos (DDAQ) Sanposiﬁr

Figure 13: Implication des filaments intermédiaires (vimentine) dans le processus
d'empéripolese. Les Fbs sont marqués a 1'0G (vert), les Ramos au DDAO (bleu) et la
vimentine est détectée grace a un anticorps secondaire couplé a la rthodamine (rouge). La
vimentine est localisée autour du cone de transmigration du Ramos, dans le corps cellulaire du
Fb, comme indiqué par la fleche blanche.
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Lorsque les intégrines sont activées, les sous-unités a et f s'associent pour former le
site de reconnaissance et de liaison du ligand par un réarrangement conformationnel. Si le
couple a4fi/VCAM-1 est effectivement impliqué dans l'interaction Ramos-Fb comme le
suggerent les précédents résultats, il serait possible d'observer une colocalisation spatiale de
VCAM-1 et a4f; a l'interface de liaison des Ramos et des Fbs. Nous avons alors fait appel a la
microscopie confocale. C'est grice au perfectionnement de l'imagerie que nous avons pu
observer et mieux définir l'implication de ce couple de récepteurs autant dans I'adhésion que

dans lI'empéripolése ou migration transcellulaire des Ramos a travers les Fbs.

Nous avons procédé¢ a des tests d'adhésion des Ramos sur une monocouche de Fbs sur
des lames. Apres incubation des 2 types cellulaires, la monocouche de Fbs est fixée a
paraformaldéhyde 4%. Par la suite, grace a I'emploi d'anticorps spécifiques, la sous-unité o4 a
la surface des Ramos est marquée simultanément au marquage de VCAM-1 a la surface des
Fbs. Les anticorps secondaires utilisés sont couplés a des fluorophores: nous avons utilisé des
anticorps secondaires couplé a 1'Alexa488 (vert) pour la sous-unité o4 et a 'Alexa555 (rouge)
pour VCAM-1 ainsi que la sous-unité B;. A la fin du marquage, la monocouche de Fbs est

perméabilisée et les noyaux cellulaires sont marqués au DAPI (rose).

La figure 14 est une illustration de la superposition des 3 couleurs, soit le vert pour la
sous-unité oy, le rouge pour VCAM-1 et le rose pour les noyaux. La différence de grosseur des
noyaux des Fbs et des Ramos a servi d'indicateur pour discriminer les deux types cellulaires.
De plus, comme le montre la figure 14, le marquage de la sous-unité a4 fait toute la surface
des Ramos et celui de VCAM-1, fait celle des Fbs. Lors de la prise de photo grace au logociel
Zen du microscope confocal, les 3 marquages étaient révélés simultanément ce qui nous

permettait de bien distinguer les Fbs des Ramos.

Les fleches rouges de la figure 14 ciblent la colocalisation de la sous-unité o4 et
VCAM-1 a l'interface de liaison du Ramos au Fb dans les représentations 3D des plans xz et
yz. Cette colocalisation est concrétisée par 1'apparition d'une tiche jaune a l'interface des deux
cellules identifiées dans le plan xy, celui du Fb et celui du Ramos. Dans la reconstitution 3D

dans l'axe xz (fleche rouge), le marquage de la sous-unité a4 fait la surface du Ramos, ce qui
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est attendu puisque c'est un récepteur de surface. Fait intéressant, le marquage spatial de la
sous-unité a4 semble plus intense et épais au niveau de la colocalisation avec VCAM-1 et
simultanément, I'axe yz montre parfaitement que les deux noyaux sont au méme niveau (méme
profondeur). Autrement dit, la grande proximité du noyau du Ramos avec celui du Fb suggere
une fusion membranaire du Ramos internalisé avec la membrane plasmique du Fb exprimant
VCAM-1. Grace a la représentation de 1'échelle, cette proximité est estimée a 3um, ce qui

suggere fortement que ce Ramos est en voie d'empéripolese.

Il va sans dire que ces marquages imposaient plusieurs contraintes, notamment
l'obtention d'une monocouche de Fbs, des dilutions d'anticorps primaires et secondaires
optimisées pour minimiser le bruit de fond, un choix limité d'anticorps secondaires puisque le
microscope confocal ne peut percevoir plus que 3 couleurs a la fois. Heureusement, les Ramos
présentent un noyau cellulaire plus petit que celui des Fbs, ce qui nous a facilement permis de
les distinguer par un marquage au DAPI ou au TOPRO et ainsi, réaliser des marquages

d'anticorps sur des monocouches brutes.

Nos résultats par microscopie confocale complétent les résultats obtenus par
cytofluorométrie. En effet, grice a un blocage fonctionnel du couple osf;-VCAM-1, la
cytofluorométrie a confirmé son implication dans l'interaction Ramos-Fb que la microscopie
confocale a renforcé grace a la visualisation de la localisation spatiale des sous-unités oy, B; et

VCAM-1 a l'interface de liaison des Fbs et des Ramos.
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Figure 14: Colocalisation 3D de la sous-unité o4 a la surface des Ramos et de VCAM-1 a la
surface des Fbs. Représentation des plans Xy, xz et yz ou les noyaux cellulaires sont marqués
au DAPI (rose), la sous-unité o4 est marquée avec un anticorps secondaire Alexa488 (vert) et
VCAM-1 par un anticorps secondaire Alexa555 (rouge). Les fléches rouges indiquent la
colocalisation du vert (04) et du rouge (VCAM-1), soit le jaune a la jonction Ramos-Fb.
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Pour clore la section de microscopie confocale, nous avons voulu visualiser
I'empéripolése en temps réel par vidéomicroscopie (la vidéo est en piéce jointe en annexe 2)
est présenté en annexe II). La fleche rouge de la figure 15 indique le Ramos en empéripolése
et les 4 illustrations rendent compte de 1'évolution de 1'empéripoleése de ce Ramos en fonction
du temps.

A 10 min, le Ramos est en adhésion et ce, jusqu'a 55 min, moment ot commence son
internalisation. A 70 min, le Ramos entame le processus d'empéripolése, il est partiellement
englobé et a 135 min, il est littéralement enfoui dans le Fb. La vidéo rend compte d'une
cinétique d'adhésion et d'internalisation. En effet, le Ramos faisait de petits déplacements
latéraux jusqu'a 70 min, temps requis pour amorcer l'empéripolese. Ces déplacements latéraux
ressemblent au roulement décrit pour les leucocytes a la surface endothéliale. De plus, une
observation minutieuse de la reconstitution 3D dans 1'axe xz nous a permis d'observer qu'a 135
min, la membrane plasmique du Fb renferme le Ramos; autrement dit, ce dernier est

littéralement englobé par le Fb.

La figure 16 est une reconstitution 3D du Ramos internalis¢ par le Fb dans la
vidéomicroscopie. L'image correspond a un grossissement la région encadrée en jaune dans la
figure 15 a t= 135 min. Grace au logiciel IMARIS® (Bitplane, London, England), qui
reconstitue des plans de surface des intensités de fluorescence détectées (traitement des
intensités en pixels), il a été possible d'obtenir une reconstitution 3D du Ramos internalisé

directement dans I'épaisseur de la monocouche grace a une coupure du plan.

La figure 16A correspond a la région 3D sélectionnée a partir de l'image brute
correspondant au t= 2:16:59 h (soit t= 139 min). Le Ramos en empéripolese a été coloré dans
une teinte de bleu distincte et encadré en rouge. Cette représentation 3D ne permet pas de
confirmer l'internalisation, elle révele plusieurs Ramos dans le méme plan que des Fbs. Par
contre, la figure 16B correspond a la reconstitution des intensités de fluorescence détectée
dans la figure A grice au logiciel IMARIS®. Le Ramos encadré en rouge est clairement inséré
dans la monocouche de Fbs, on distingue la portion dorsale et la portion ventrale le tout
entouré de vert, du corps cellulaire du Fb. Cette reconstitution est un élément de confirmation

des vues 2D et 3D car elle ne permet pas de discriminer les Fbs.
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t= 10 min

t=55 min
t=70 min
t=135 min

Figure 15: Visualisation de
I'empéripolése en temps réel d'un
Ramos (DDAO-bleu) par un Fb
(OG-vert) par vidéomicroscopie
(indiqué par la fleche rouge).
Analyse 3D (x,y,Az) de chaque
point pré-sélectionné au hasard
(X1,y1, X2, Va2, etc.) a une
fréquence de 5 min et ce, pendant
28 cycles, totalisant ainsi 140
min. La vidéo est présentée en
picce jointe a I’annexe 2.Le carré
jaune indique la région utilisée
dans la réalisation de la figure 16
(n=3).
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10.0 um

B)

Figure 16: A) Représentation 3D des données brutes (intensités de fluorescence) et B)
reconstitution 3D des intensités de fluorescence en plans de surface grace au logiciel
IMARIS® d'un grossissement de la région encadrée en jaune dans la figure 14 et qui
correspond a l'empéripolése du Ramos dans la vidéomicroscopie présentée en annexe 2.
L'encadré rouge montre 1'insertion du Ramos dans la monocouche de Fbs.
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Afin de confirmer nos précédents résultats, nous avons utilis¢ un modele mimétique
des Ramos, soit des billes de polystyréne fluorescentes (BP) que nous avons tapissées de af3;
(BP-04P;). Ce modele nous a permis d'étudier l'implication exclusive de l'intégrine o4f; dans
l'adhésion et I'empéripolese par les Fbs. Dans un premier temps, nous avons évalu¢ la capacité
adhésive des BP-o4f3; aux Fbs par cytofluorométrie ainsi que 1'implication fonctionnelle des
sous-unités o4 et B; dans cette adhésion grace aux anticorps bloquants dans des conditions

saturantes.

Comme le montre la figure 17, nous avons bien une augmentation significative de
l'interaction des BP-oa43; lorsque les Fbs sont stimulés par le TNF-a et les BP-a4f3; au MnCl,,
confirmant bien la présence ainsi que 1'induction de 1'état de haute affinité de l'intégrine au sein
des BP-043;. L'annulation compléte de l'interaction suite a une inactivation par la chaleur des
BP-04P; exclut toutes les interactions non spécifiques et constitue un excellent contrdle
négatif. La stimulation préalable des Fbs par le TNF-a a doublé le niveau d'interaction
confirmant 1) que l'interaction BP-a4f; - Fb est modulable et 2) que 'utilisation des billes de
polystyréne tapissées de a4f; est un bon modele mimétique des Ramos puisqu'il a conservé

cette modulation.

Par contre, I'emploi d'anticorps bloquants dirigés contre la sous-unité f3; d'une part et o4
d'autre part, n'a réduit que trés faiblement l'interaction bien que cette diminution soit
significative. La proportion de réduction pour ce qui est de la sous-unité 3; est de 15% versus
80% pour les Ramos (voir figure 9) et de 17 % versus 28% pour la sous-unité a4 et ce, par
rapport au contréle (TNF-a + MnCl,) pour toutes les conditions. Mentionnons que 1'anticorps
utilis¢é (HUTS21) dans cette expérience a la particularité de reconnaitre exclusivement la sous-
unité B; dans son état de haute affinité au sein des lignées humaines de type B dérivées de
lymphome, de myélome ou de leucémie [145]. A mon avis, l'utilisation de cet anticorps
n'explique pas les différences observées quant a l'implication de la sous-unité f;. Les
concentrations habituellement utilisées de MnCl, dans la littérature varient de 0.5 mM a 5 mM
avec une concentration physiologique avoisinant les 0.5mM. Nous avons optimisé la
concentration de MnCl, a 2 mM grace a un test dose-réponse effectué¢ lors des étapes

d'optimisation de l'interaction et ou nous avions observé une interaction maximale a 2 mM. On
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peut donc affirmer qu'il y avait suffisamment de MnCl, pour induire 1'intégralité des intégrines

dans leur état de haute affinité.

Les ¢études sur les molécules d'adhésion, et plus particulierement sur la superfamille
des intégrines, sont ardues car le moindre changement conformationnel de ces molécules peut
modifier en tout ou en partie une réponse attendue. Tapisser des billes de polystyréne de a4f3;
consiste a exclure la participation des portions transmembranaire et intracellulaire dans la
régulation de l'affinité et de I'avidité de cette intégrine. La conformation de auf3; étant affectée,
il est possible que l'anticorps HUTS21 utilisé ne reconnaisse plus aussi bien o4f; ce qui
expliquerait la différence de blocage de la sous-unité P; observée. Durant les étapes
d'optimisation, nous avons confirmé la présence structurale de a4}, a la surface des billes par
cytofluorométrie; les pourcentages d'adhésion obtenus indiquent que o4f; a conservé ses
propriétés fonctionnelles. Par contre, la structure conformationnelle de ouf; pourrait étre
affectée par l'absence des domaines transmembranaire et intracellulaire. Intuitivement, on
dirait que si une intégrine a conservé ses propriétés fonctionnelles c'est qu'elle a conservé
suffisamment de propriétés conformationnelles. On peut imaginer que la proximité d'un Fb
exposant VCAM-1 induit un encombrement stérique local qui "oblige" a4f; a la surface des
billes de polystyréne a adopter la bonne conformation. Dans le méme ordre de pensée,
l'anticorps ne peut, a lui seul, induire la bonne conformation et n'arrive donc pas a bien
reconnaitre BP-04f3; ce qui expliquerait les faibles réductions de I'interaction en présence des

anticorps bloquants.
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Figure 17: Confirmation de l'implication de a4f;/VCAM-1 dans l'interaction Ramos-Fb par
l'emploi d'un modele mimétique de billes de polystyréne tapissées de a4f; (BP-04f:).
Quantification et modulation de la capacit¢é des BP-a4f; a interagir avec les Fbs apres
stimulation préalable des Fbs par le TNF-a (30 ng/mL) et l'utilisation d'anticorps bloquants

dirigés contre les sous-unités a4 et B;. * p<0.001 vs controle positif et y < 0.001 vs TNF-a +
MnCl, (2 mM); n=3.
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Finalement, les figures 18 et 19 résument tout le travail réalisé par microscopie
confocale dans la derniére portion du projet. Dans un premier temps, nous avons voulu
visualiser le processus d'empéripolese des BP-04f3; par les Fbs. Comme le montre la figure 18,
les Fbs sont capables d'internaliser BP-04f3; dans leur cytoplasme. Le plan xy rend compte de

la présence de 3 billes de polystyréne tapissées de o43; dans le corps cellulaire du Fb.

Les reconstitutions 3D dans les axes xz et yz illustrent parfaitement I'englobement des
billes dans le cytoplasme des Fbs. Les représentations supplémentaires de la figure 18 sont
particuliérement intéressantes car la vue du haut et celle du dessous nous indiquent 1) qu'une
bille est complétement enfouie dans le Fb et 2) qu'ultimement, les billes sont capables de
quitter le cytoplasme du Fb et de "ressortir par en dessous" comme le montre la vue du
dessous. En effet, la vue de haut rend compte de 3 BP-04p3; dans 1'axe xy. Quant a la vue du
dessous, on en compte seulement 2. La vue latérale nous rend compte de 1'épaisseur de la
monocouche de Fbs. La bille, dont I'empreinte est la plus petite par la vue du haut correspond
a celle ayant la plus grande empreinte par en dessous; autrement dit, elle ressort du Fb par en

dessous.

Le Fb est non seulement un partenaire d'interaction de ces BP-o4f3; mais il leur est
¢galement perméable: leur adhésion se solde par leur migration transcellulaire dans son
cytoplasme et/ou leur empéripolese par le Fb et, ultimement, finissent par ressortir par en
dessous. La question se pose : est ce que les BP-043; migrent de fagon transcellulaire a travers
les Fbs ou est ce qu'elles sont internalisées par un mécanisme indépendant de la migration

transcellulaire et qui revét le nom d'empéripolése?

Pour clore ce projet, la figure 19 résume la quantification de 1'empéripoleése des BP-
asP; par les Fbs et ce, dans diverses conditions. Pour ce faire, nous avons comptabilisé le
nombre d'inclusions de BP-a4f; dans le corps cellulaire des Fbs dans chaque champs conféré
par l'objectif 40X du microscope confocal et qui correspond a une superficie totale de
0.045mm”. Ainsi, sur chaque puit d'une lame Lab-Tek de 8 puits, un minimum de 20 images
sont acquises au hasard dans des champs distincts. Le nombre d'inclusions comptabilisées

pour chaque condition est réalisé en triplicata (3 puits distincts). Comme le montre la figure
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19, dans des conditions basales (contrdle), une moyenne de 6 inclusions par champs de
0.045mm? a été comptabilisée. Par contre, lorsque les BP-04f3; sont stimulées au MnCl, et les
Fbs par le TNF-a, une augmentation significative du nombre d'inclusions par un facteur de 3,
soit une moyenne 17 inclusions/champ 0.045mm? est observée. Prétraiter les BP-04p, au
CaCl,, reconnu pour induire les intégrines dans leur état de basse affinité, a significativement
réduit le nombre d'inclusions a un niveau basal, ce qui confirme que l'internalisation est bien
modulée par le niveau d'affinité des intégrine. De surcroit, I'inactivation par la chaleur des

BP-04P3; a compleétement abolit leur capacité a étre internalisée.

Ce résultat s'aligne aux précédents résultats a savoir qu'une stimulation au TNF-a des
Fbs et la stimulation des Ramos ou des BP-o4f; au MnCl, augmentent 1) le niveau
d'expression de VCAM-1; 2) le niveau d'interaction Ramos-Fb; 3) le niveau d'interaction de
BP-04P3;-Fb qui se traduisent visiblement par une augmentation significative de I'empéripolése

des BP-a4B1/0.O45mrn2.

Cette expérience nous permet de proposer une nouvelle association positive:
l'augmentation de l'interaction BP-a4fB;-Fb s'accompagne de 1'augmentation de 1'empéripolése
des BP-a4p; par les Fbs. Autrement dit, l'interaction et l'internalisation subséquente des BP-
o4P; par les Fbs sont deux processus cellulaires modulables, intimement reliés et qui

dépendent majoritairement des Fbs.
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Figure 18: Visualisation 3D de I'empéripolese de BP-auff; par les Fbs (OG-vert).
Reconstitution 3D d'un plan (Az) montrant I'englobement de 3 BP-04p; (bleu) dans le corps
cellulaire du Fb. Représentations supplémentaires correspondant a une rotation autour des axes
X, y et z afin de mieux visualiser et confirmer 1'empéripoleése par une vue latérale, une vue du
haut et une vue du dessous.
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Figure 19: Modulation et quantification de l'empéripolése par le décompte du nombre
d'inclusions de BP-043; dans une monocouche de Fbs selon le ratio nb d'inclusions/0.045mm?.
Les BP-a4f; sont incubées en présence de MnCl, (2 mM), CaCl, (5 mM) ou inactivées par la
chaleur. Les Fbs sont préalablement stimulés par le TNF-a (30 ng/mL). * p<0.001 vs contrdle
et ¥ <0.001 vs TNF-a + MnCly; n=3.
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5 Discussion

5.1 CAFs, partenaire d'interaction directe des cellules tumorales

A ma connaissance, aucune étude ne s'est intéressée a une interaction physique directe
entre des cellules tumorales et le composant le plus important du stroma tumoral, les Fbs. Nos
résultats montrent, pour la premicre fois, que des cellules tumorales reconnues pour exprimer
l'intégrine ouP; interagissent directement avec les Fbs grace au couple 04f31/VCAM-1. Nos
résultats témoignent également d'une corrélation non linéaire positive entre le niveau
d'expression de la sous-unité¢ o4 de l'intégrine oa4P; et la capacit¢ adhésive des cellules
tumorales qui l'expriment. La sélection de 12 lignées cellulaires tumorales hautement
invasives, soient 2 lignées de mélanomes murins (B16F1 et B16F10), 7 lignées de mélanomes
humains (BLM, MV3, IF6, 530, WM9, 1205Lu, 451Lu), une lignée de carcinome mammaire
humain (MDA-MB-231), une lignée d’adénocarcinome des ovaires humains (SKOV-3) et une

lignée de lymphome humain (Ramos) nous ont permis de rendre compte de cette corrélation.

Les lignées sélectionnées correspondent a différentes typologies de cancer ce qui
indique que cette interaction n'est pas exclusive a un type de cancer en particulier mais semble
plutot inhérente a la cellule tumorale elle-méme. La comparaison de la capacité adhésive des
lignées tumorales a différentes souches de Fbs (humains de la peau, murins du stroma et
cardiaques de rat) nous a permis d'arriver a la méme conclusion, a savoir que la capacité a
interagir avec des cellules tumorales est inhérente aux Fbs. Elle pourrait donc se produire au

sein de n'importe quelle tumeur.

Dans une précédente étude, nous avons montré que les neutrophiles et les lymphocytes
B interagissent directement avec les Fbs [1]. Nous avons donc sélectionné les Ramos, les
homologues cancéreux des lymphocytes B, dans la poursuite de cette ¢tude. Notre tout
premier objectif consistait a faire une analyse comparative de la modulation de l'interaction 1)

Ramos-Fb et 2) lymphocytes B-Fb. Nos résultats suggérent que les lymphocytes B et les



Ramos présentent un profil d'interaction similaire avec les Fbs; autrement dit, que les
récepteurs de surface déployés dans cette interaction pourraient étre conservés. Bien que
transformés, les Ramos semblent avoir conservé les propriétés adhésives des lymphocytes B.
Aussi, comparer des cellules "normales" versus "tumorales" sous entend un niveau d'activation
cellulaire différent; les lymphocytes B ont bien répondu a une activation au PMA alors que les

Ramos y étaient complétement insensibles.

Durant le développement de ce projet, plusieurs activateurs ont été utilisés afin de
stimuler les Ramos, en vain. L'IL-6, le SDF-1, le TNF-a ainsi que le fragment C5a n'ont eu
aucun effet sur la capacité adhésive des Ramos. Une évidence s'est tranquillement installée
dans le développement de ce projet : les Ramos sont des cellules tumorales peu activables. Le
fait qu'elles soient hautement invasives implique qu'elles sont dans un état d'activation
maximal ce qui constituerait une explication plausible. Autrement dit, il est difficile d'aller
chercher une valeur ajoutée au niveau de l'expression ou de l'avidité des intégrines. La seule
réponse, a la fois logique et cohérente, est celle de 'augmentation de l'affinité de l'intégrine
o4P; suite a un prétraitement au MnCl, qui a suscit¢ une augmentation significative de
l'interaction Ramos-Fb. La classification des cancers sanguins présentée dans la section 1.9 de
l'introduction nous permet de comprendre pourquoi toutes les tentatives de stimuler les Ramos
ont échoué. Ces cellules ont perdu toute forme de connexion avec leur MET suite a une
aberration génique leur conférant une capacité proliférative autonome. Elles seraient donc
insensibles a tous les signaux qui émaneraient normalement d'un MET, notamment le SDF-1,
L'TL-6 et méme le CD44 qui a été rapporté comme étant un activateur de l'intégrine a4fB; en

favorisant sa translocation [146, 147].

Nos résultats témoignent d'un autre fait important: I'interaction Ramos-Fb est
modulable, autant au niveau de l'affinité de l'intégrine ouf; a la surface des Ramos qu'au
niveau de l'expression de son contre-récepteur VCAM-1 a la surface des Fbs. En effet, lorsque
les Ramos sont incubés en présence de MnCl,, nous observons une augmentation significative
de l'interaction Ramos-Fb. Le MnCl, est un cation divalent reconnu pour induire un état de
haute affinité¢ des intégrines [148], il a donc été considéré comme controle positif dans toutes

les expériences suivantes. Aussi, une stimulation des Fbs par le TNF-a, une cytokine
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inflammatoire, a régulé a la hausse le niveau d'expression de VCAM-1 concomitante a une
augmentation dose-dépendante de l'interaction Ramos-Fb en présence de concentrations
croissantes de TNF-a. La surexpression de VCAM-1 a la surface des Fbs par transfection nous
a également permis d'observer la méme augmentation significative de 1'adhésion des Ramos.
De surcroit, le blocage fonctionnel de VCAM-1 a la surface des Fbs a réduit l'interaction
Ramos-Fb en deg¢a du niveau basal, suggérant non seulement le blocage fonctionnel du
VCAM-1 induit par le plasmide mais également le blocage du VCAM-1 basal.

L'ensemble de ces résultats nous a permis de conclure que l'augmentation de l'interaction
Ramos-Fb suite a une stimulation par le TNF-a est bien le résultat de I'augmentation de
l'expression de VCAM-1 a la surface des Fbs, expression qui a été détectée par

cytofluorométrie.

Dans un contexte physiopathologique, nos résultats soulignent un fait encore inexplor¢:
les cellules tumorales exprimant o4f; constituent des partenaires d'interaction directe des
CAFs dans le MET inflammatoire, grace au couple a4f3;/VCAM-1, interaction qui, de plus, est
modulable. Notre approche expérimentale a ét¢ d'augmenter le niveau d'expression de VCAM-
1 par stimulation inflammatoire et par transfection, nous avons donc bien mimé les conditions

in vivo des CAFs dans le MET.

Nous avons par la suite confirmé l'implication de a4f3;/'VCAM-1 grace a l'utilisation
d'anticorps bloquants dirigés contre les sous-unités o4, ; ainsi que VCAM-1, seuls ou en
combinaison. Nous avons observé une diminution significative de l'interaction Ramos-Fb de
80% en présence d'un anti-f; et seulement de 20% en présence d'un anti-o4 ou d'un anti-
VCAM-1. Nous n'avons pas observé de diminution significative additionnelle de l'interaction
lorsque l'anti-B; a été combiné a l'anti-o4, seuls ou en combinaison avec l'anti-VCAM-1. Ce
résultat, d'abord surprenant, s'est imposé par sa reproductibilité: la sous-unité B; de l'intégrine

a4 est principalement impliquée dans 1'interaction Ramos-Fb.
Un des aspects formidables de la rédaction est de ne donner généralement que les

résultats positifs. Tout a 1'air facile et cohérent mais l'auteur sait a quel point cette apparente

fluidité a été semée d'embuches. Plusieurs pistes d'autres récepteurs potentiellement impliqués
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directement ou indirectement dans cette interaction ont été explorées dans le développement
de ce projet et se sont avérées sans issue. En effet, les Ramos se sont avérés négatifs quant a
l'expression des intégrines suivantes: CD18, LFA-1, Macl et Cdllc ce qui a complétement
¢carté l'implication des couples intégrines B,/ICAM-1. Ils sont ¢également négatifs a
l'expression des intégrines o3 et asP; ainsi qu'a la sous-unité B;. De plus, le blocage
fonctionnel des récepteurs suivants grace a des anticorps n'a généré aucun résultat : CXCR4,
CD44, ALCAM-1, MADCAM-1, ICAM-1, JAM-B, JAM-C, CD62L et CD62E. L'emploi de
peptides RGD censés bloquer les intégrines qui comportent ce motif n'a mené a aucun résultat
: RGDSP, CycloRGDdFV 2574, RGDPdSP 3164 et CS-1. Plusieurs articles montrent que la
reconnaissance des intégrines par certains anticorps dépend de I’état d’activation des
intégrines et de I’exposition de différents épitopes [149, 150]. 11 serait donc plausible que les

anticorps n'aient pas reconnu leur cible pour ces raisons.

D'un point de vue théorique, 1'éventail d'expression des intégrines au sein d'une cellule
tumorale est étroitement relié a sa capacité métastasique. Il a été rapporté que les intégrines
comportant les sous-unités a3 et B; ainsi que l'intégrine a,p; sont impliquées dans l'adhésion
des lignées cancéreuses humaines de la prostate aux composés de la MEC alors que les lignées
parentales non métastasiques déploient les intégrines comportant les sous-unités ag et B4 [151].
Cette étude met en évidence l'importance de la sous-unité B; dans le processus d'adhésion des
lignées tumorales humaines et renforce le concept de reprogrammation des intégrines qui
accompagne le phénotype cancéreux. Méme si l'intégrine a,f; est la plus communément
¢tudiée des intégrines associées aux tumeurs solides, les intégrines exprimant la sous-unité f3;
sont aussi associées a la progression tumorale [152]. En effet, une corrélation négative a été
observée entre le niveau d'expression de l'intégrine f3; et le taux de survie au sein de cancers
invasifs du sein et des petites cellules pulmonaires [153, 154]. Une étude a également rapporté
que les intégrines exprimant la sous-unité B; ne sont pas seulement nécessaires mais
essentielles pour induire des tumeurs mammaires au sein d'un modéle murin transgénique

[155].

Ces ¢études mettent en exergue l'importance de la sous-unité B; dans 1'adhésion des

cellules tumorales a la MEC et dans la tumorigénese en général. Elles consolident notre
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résultat que la sous-unité B; pourrait supporter, a elle seule, le poids de I'adhésion des Ramos
aux Fbs. Dans une perspective thérapeutique, elle pourrait constituer une cible de choix pour

minimiser la progression tumorale.

La grande famille des intégrines B; se divise en trois principales catégories : les
récepteurs a collagene (o, oy, 0o, oo €t ay1), les récepteurs a laminine (a3, o et oy) ainsi que
les récepteurs a motif RGD (ay, as et ag). Ces derniers reconnaissent la vitronectine, la
tenascine, la fibronectine et 1'ostéopontine [96]. Il reste deux candidats possibles, a4f; et asp;.
Durant le développement de ce projet, nous avons envisagé 1'intégrine osf; comme possible
candidate puisqu'elle est répertoriée comme étant une intégrine protumorale [156, 157]. Apres
plusieurs marquages négatifs et une intensive revue de littérature, nous avons confirmé que les
Ramos n'expriment pas l'intégrine asp; [158]. Il reste en lice l'intégrine a4f;, contre-récepteur

de VCAM-1 et possible principal protagoniste dans cette interaction.

Trois études antérieures s'enlignent avec nos résultats, soit directement ou
indirectement, et nous permettent de supporter notre hypothése in vivo. La premiere datant de
2004, a montré, grace aux micromatrices d'ADN, que les CAFs dérivés de métastases de colon
dans le foie présentent un profil d'expression génique de VCAM-1 significativement augmenté
par rapport a des Fbs quiescents de la peau (augmentation de 15.3 fois) [66]. Ils ont répertorié
les genes qui sont régulés a la hausse sans pour autant porter d'attention particuliere 8 VCAM -
1, le troisieme gene le plus fortement régulé a hausse dans la liste, apres le protéoglycan 1, un
composant de MEC (augmentation de 36 fois) et l'ankyrine 3, une protéine cytosqueletique
(augmentation de 19.7 fois). Mentionnons également la présence d'ICAM-1, IL-6, SDF-1 et de
COX-2 dans la liste. Dans le contexte de notre projet, cette étude confirme un fait in vivo, le
MET est enrichi en CAFs dont I'expression de VCAM-1 est significativement augmentée, ce
qui constitue un environnement favorable a I'implantation des cellules tumorales exprimant
l'intégrine a4P; et correle avec le développement et la progression de plusieurs types de

tumeurs malignes [116, 159, 160].

La deuxieéme étude, a la fois récente et étonnante, a rapporté que les CAFs associés a

une néoplasie dans sa phase initiale présentent une signature pro-inflammatoire les menant 1)
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a surexprimer SDF-1 et IL-6; 2) a recruter des macrophages proangiogéniques et 3) a favoriser
la croissance tumorale. Cette signature génique serait sous le contrdle transcriptionnel de NF-
KB (nuclear factor-«B) et de COX-2 [161]. Justement, la premiére étude mentionnée ci-haut
rend compte de l'augmentation de l'expression génique de 1L-6, SDF-1 et COX-2 au sein des
CAFs, ce qui renforce l'idée de signature pro-inflammatoire et raffermit le lien entre les
médiateurs inflammatoires et les CAFs dans la progression tumorale. D'un point de vue
mécanistique, VCAM-1 est sous le controle transcriptionnel de NF-KB au sein des CAFs, ce
qui suggere que la régulation a la hausse de VCAM-1 est concomitante a celle de 1'lL-6, COX-
2 et SDF-1. Autrement dit, I'induction d'un MET pro-inflammatoire serait concomitant a un
stroma réactif enrichi en VCAM-1, condition favorable a la progression et a l'invasion des

cellules tumorales.

Finalement, la troisiéme étude tout aussi récente a montré la présence de la méme
signature génique pro-inflammatoire au sein de cellules cancéreuses ayant ét¢ mises en contact
avec des CAFs obtenus d'adénocarcinomes de la prostate. Cette signature permettrait aux
cellules cancéreuses d'acquérir un phénotype motile confirmant 1'hypothése du "Seed and
Soil", a savoir que les cellules stromales et tumorales partagent des voies d'activation

communes durant la progression tumorales [162].

Ces trois études regroupées démontrent que 1) les CAFs interagissent indirectement
avec les cellules tumorales dans le stroma réactif via des médiateurs inflammatoires qui
permettent entre autre, leur enrichissement en VCAM-1, 2) l'augmentation de l'affinité et de
l'avidité de l'intégrine 04P; au sein des cellules tumorales, ce qui favoriserait leur capacité

motile et invasive [57, 58]. Autrement dit, tout est finement orchestré pour permettre une

interaction directe entre les Fbs et les cellules tumorales au sein du stroma tumoral du

MET par un effet de proximité. Cette hypothese s'enligne avec celle de Stephen Paget, a

savoir qu'un enrichissement en VCAM-1 du stroma tumoral inflammatoire constituerait un
environnement propice a l'implantation de cellules tumorales exprimant o4f};, enrichissement
qui supporterait et renforcerait le phénomene d'adressage cellulaire et tissulaire.

Seulement, un point demeure nébuleux: est-ce que les CAFs pourraient constituer une

barriére stromale perméable comme stipulé dans notre hypothése?
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5.2 Les CAFs : possible barriére stromale perméable?

Nos résultats par microscopie confocale nous ont permis d'observer que les Ramos ne
font pas qu'adhérer et interagir avec les Fbs, ils sont également internalisés ou englobés dans le
corps cellulaire des Fbs, phénomeéne correspondant a l'empéripolése et que nous avions
observé précédemment avec les leucocytes [1]. Le marquage des jonctions intercellulaires des
Fbs a la B-caténine nous a permis de confirmer 1) la présence d’une monocouche comme le
montre la figure 11 et 2) la capacité des Ramos a transmigrer tant de fagon paracellulaire que
transcellulaire. Les représentations 3D sont sans équivoque, les Ramos en adhésion sur une
monocouche de Fbs sont bel et bien internalisés dans le cytoplasme des Fbs et les cones de
migration sont entourés de filaments intermédiaires positifs a la vimentine. Aussi, grace a la
vidéomicroscopie, nous avons pu visualiser ce phénomene d'empéripoleése en temps réel sur
une durée de 140 minutes. Cette vidéo nous a permis de distinguer deux phases : une phase
d'adhésion prolongée qui a duré 70 min ou les Ramos semblaient rouler a la surface des Fbs et
une phase d'empéripoleése ou les Ramos ont été internalisés par les Fbs. Finalement, I'emploi
d'anticorps spécifiques nous ont permis de visualiser une colocalisation 3D de la sous-unité oy
et de VCAM-1 a la jonction d'adhésion des Ramos aux Fbs.

La globalit¢ de ces résultats suggere que l'adhésion des Ramos aux Fbs résulte en leur
empéripolése par les Fbs et que ce processus cellulaire implique le couple de récepteurs

aP1/VCAM-1.

L'équipe de Song et al. a récemment publi¢ des résultats montrant que sur 50
spécimens de carcinomes oraux squameux (COS), 70% d'entre eux (35) endossaient une
augmentation de l'expression de ouf; et qu'au sein des ECs dérivées de ces carcinomes,
lorsque stimulées par le TNF-a a 10 ng/mL, l'expression de VCAM-1 était significativement
augmentée ainsi que l'adhésion et la "fusion" des cellules de COS a l'endothélium. De surcrott,
le blocage fonctionnel de o4f3; et de VCAM-1 a significativement diminué¢ 'adhésion et la
"fusion" des cellules COS. Cette étude a conclu en affirmant que le TNF-a favoriserait non
seulement l'adhésion des cellules cancéreuses a 1'endothélium via le couple a4fi/VCAM-1

mais initierait ¢galement leur "fusion", un mécanisme régulateur qui aurait d'importantes
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implications dans le développement de stratégies thérapeutiques pour prévenir la formation de
métastases [163]. Pourquoi appeler "fusion" un phénomene cellulaire répertorié, décrit et
observé depuis plus d'un demi siecle et qui porte déja le nom d'empéripolese?

Comme Song et al., nos résultats montrent que les Fbs augmentent leur niveau
d'expression de VCAM-1 suite a une stimulation préalable par le TNF-a. Cette stimulation a
¢galement eu pour effet 1) d'augmenter l'interaction Ramos-Fb ainsi que BP-a4f;-Fb et 2) de
hausser l'empéripolése des BP-a4f3; par les Fbs. Ce qui ressort de 1'étude de Song ef al. est

qu'elle est similaire a la notre a part que les Fbs sont remplacés par des ECs.

Parall¢lement, une étude a montré que les lignées de mélanomes humains hautement
invasives, les lignées 530, IF6, BLM et MV 3 interagissent avec les cellules endothéliales avec
une haute affinité et cette interaction repose essentiellement sur le couple a4f3;/VCAM-1 [59].
Nous avons utilisé les mémes lignées pour l'obtention des résultats préliminaires. La
corrélation positive non linéaire dérivée de la compilation des capacités adhésive de ces
lignées aux Fbs en fonction de leur niveau d'expression de la sous-unité a4 de l'intégrine o4,
nous a permis de soutenir I'hypothése que les cellules tumorales, quelle que soit leur souche ou

leur typologie, pourraient interagir directement avec les Fbs via le couple o431/ VCAM-1.

Ces 2 études regroupées en plus des résultats présentés dans ce mémoire suggérent une

conclusion surprenante mais qui se défend trés bien : dans un contexte inflammatoire de

tumorigénése, les Fbs pourraient se comporter comme des ECs. Suite a une stimulation

par le TNF-q, l'interaction Ramos-Fb et BP-a4f;-Fb est modulée de la méme fagon que
l'interaction COS-EC [163] et cette adhésion s'est traduite par 1'empéripolése des Ramos et des
BP-a4p; par les Fbs et les cellules COS par les ECs [163]. Aussi, les lignées de mélanomes
humains 530, IF6, BLM et MV3 adhérent aussi bien aux ECs qu'aux Fbs via le couple
a1/ VCAM-1.

Une telle conclusion a des implications cellulaires et moléculaires importantes. La
barriere endothéliale joue un role crucial dans la perméabilité vasculaire durant les processus
d'extravasation et d'intravasation [2, 5, 89, 90, 164]. Le terme "perméabilité¢ fibroblastique"

mérite une reconnaissance 1égitime, nos résultats lui accordant toute sa force. Mais au-dela de
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toute considération rhétorique, les Fbs expriment des molécules d'adhésion (ICAM-1, VCAM-
1) habituellement exprimées a la surface endothéliale; in vivo, les CAFs les surexpriment a
l'échelle génique et leur expression peut-étre modulée par des cytokines inflammatoires [66].
IIs interagissent autant avec les lymphocytes B et les neutrophiles qu'avec les lymphomes et
une multitude de lignées tumorales de typologies et de souches différentes. Pour terminer,
nous avons montré dans une étude antérieure, que les lymphocytes B et les granulocytes
peuvent transmigrer a travers une monocouche de fibroblastes dans des chambres de Boyden,
que cette transmigration pouvait étre modulée par des agents inflammatoires et
chimiotactiques, qu'elle correspondait autant a de la migration transcellulaire que

paracellulaire et finalement, qu'elle impliquait entre autres le couple a4f3;/'VCAM-1.

Nos présents résultats, jumelés aux précédents ainsi qu'a ceux de Song et al., mettent

en exergue la possible existence d'une barriére fibroblastique stromale perméable dans le

MET inflammatoire, perméabilité associée au phénomene d'empéripolése et qui semble
reposer sur un mécanisme commun a la migration transcellulaire via le couple a4f3;i/'VCAM-1.
Le role de cette barriere stromale perméable est certes a examiner bien que certaines

hypothéses ont déja été proposées dans la littérature.
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5.3 L'empéripolése, une forme de perméabilité fibroblastique?

Le phénomeéne le plus fascinant de I'empéripolése est le destin de la cellule internalisée.
Beaucoup d'¢tudes rendent compte de ce processus cellulaire: il est largement décrit et
observé. D'un point de vue mécanistique, la meilleure description qui en est faite est celle
relative a la migration transcellulaire. Pour former des structures cellule-dans-cellule, la
cellule doit étre internalisée activement ou passivement. Un jeu de role apparait. Est-ce 1'hote
qui est proactive en internalisant sa cible ou est-ce une cellule donnée qui envahit une hote
passive? Autrement dit, d'ou provient la force d'internalisation et de propulsion? Notre modéle
mimétique, bien qu'imparfait, nous permet de répondre aisément a cette question. En effet, les
billes fluorescentes de polystyréne tapissées de a4f; se sont comportées en tout point comme
les Ramos: 1) leur capacité adhésive aux Fbs s'est avérée modulable et 2) leur capacité a
transmigrer dans le corps cellulaire des Fbs est également similaire aux Ramos. Une

conclusion s'impose: 1'adhésion_suivie de 1'empéripolése des Ramos par les Fbs via le

couple a4B,/VCAM-1 dépend surtout des Fbs. Remplacer les Ramos par des particules

inertes n'a en rien entravé ces processus cellulaires ce qui implique que la force
d'internalisation provient des Fbs. En d'autres termes, 1'hote joue un role proactif en

internalisant une cellule cible passive.

Cette capacit¢ d'internalisation des Fbs a déja été étudiée dans un contexte de
dégradation du collagéne matriciel. En effet, les Fbs sont capables de phagocyter des billes de
collagene grace a l'intégrine ayf;; la sous-unité a, serait rapidement recyclée ou synthétisée
suite a la phagocytose alors que la sous-unité B; serait davantage impliquée dans I'étape
d'internalisation [165]. La dégradation du collagéne s'accompagnait d'une augmentation
concomitante de l'acidité ce qui suggere que la machinerie cellulaire requise pour la
dégradation intracellulaire du collagéne au sein des Fbs ressemblerait au systéme vacuolaire
des macrophages [166]. Le désassemblage des filaments d'actine des récepteurs B; faciliterait
ainsi la liaison des billes de collageéne et favoriserait la mobilité du récepteur a collagéne a la

surface cellulaire [167].
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L'empéripolese des Ramos par les Fbs ne s'est aucunement soldée par leur dégradation.
Par contre, leur adhésion repose essentiellement sur la sous-unité B; de l'intégrine ouf;. Ces

données indiquent que les Fbs constituent un type cellulaire capable d'internalisation via

leur sous-unité B;. Cette internalisation pourrait correspondre a 1) de la phagocytose, comme

le montre la dégradation du collagéne dépendante de l'intégrine a,f; ou a 2) de I'empéripolese,
comme le montre l'englobement des Ramos et des lymphocytes B dépendant du couple o4f3;-
VCAM-1. Le devenir des cellules internalisé€es est certes un grand point de discrimination qui

mériterait d'étre étudié.

Une question demeure. Quel est le role physiopathologique de cette empéripolese?
Justement, la littérature a proposé plusieurs explications physiopathologiques conséquentes au
phénomene d'empéripolése ou formation de structures "cellule-dans-cellule" que nous allons

énumérer, discuter et mettre en perspective par rapport a nos résultats et a notre hypothése.

La premicére, et la plus classique, est que I'empéripolese par la cellule hote serait une
forme de cannibalisme, ou la cellule internalisée est dégradée pour que I'hote bénéficie de
nutriments assurant sa survie. Cette proposition est soutenue par plusieurs observations in
vitro de lymphocytes dégénérés dans des Fbs et dans des cellules réticulaires du thymus [125,
168]. Fais et al. soutiennent cette hypothése en rapportant que l'ingestion de cellules T
vivantes a conféré un avantage de survie a des cellules de mélanomes métastasiques en culture
dans des conditions de privation métabolique [169].

Nos présentes observations par microscopie confocale et 1’étude précédente du laboratoire [1]
n’ont jamais révélé une dégradation des lymphocytes B et des Ramos dans le corps cellulaire
des Fbs. Au contraire, on percevait tres bien la préservation de l'intégrité de la membrane
plasmique des Ramos. Par contre, la monocouche de Fbs était clairement altérée, perforée de
cones de migration et certains Fbs avaient perdu leur intégrité cellulaire. Cette observation
impose une reconsidération des choses. Le cannibalisme peut étre percu dans les deux sens : la
cellule cible, une cellule tumorale, pourrait envahir une cellule hote afin de bénéficier de

nutriments et d'assurer ainsi sa survie dans un contexte de stress métabolique.
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II faut se propulser dans le MET pour mieux concrétiser cette perspective. Lorsque les
cellules tumorales acquiérent une capacité motile, qu'elles se détachent de la tumeur primaire,
qu'elles reprogramment leurs récepteurs de surface comme mécanisme ¢€chappatoire a
l'anoikis, elles se retrouvent dans le stroma tumoral enrichi en CAFs. Comme déja mentionné,
ces derniers surexpriment VCAM-1 et constituent des partenaires d'interaction directe des
cellules tumorales reconnues pour surexprimer l'intégrine o4f;. Les cellules tumorales
invasives, alors en suspension dans l'espace péritumoral et en attente d'une surface propice a
leurs déplacements, se retrouvent en forte proximité avec les CAFs qui représentent jusqu'a
75% du stroma tumoral, en nombre et en volume. Nos résultats montrent que les CAFs sont
perméables aux cellules tumorales grace au couple a4f3;/'VCAM-1. Dans un contexte de stress
métabolique, le microenvironnement immédiat est limité en oxygene et en nutriments. La
perspective d'un cannibalisme des CAFs par les cellules tumorales serait donc cohérente et

plausible dans un tel contexte.

La deuxiéme explication la plus populaire est la protection de la cellule cible par 1'hote.
L'exemple le mieux caractérisé est I'observation d'oligodendrocytes viables dans le cytoplasme
d'astrocytes au sein du cerveau de patients atteints de sclérose multiple, un syndrome de
démyélinisation auto-immune caractérisant la maladie de Creutzfeld-Jacob, un désordre
neurologique dégénératif [170]. Les oligodendrocytes synthétisent la myéline qui couvre et
protege les axones neuronales. Ces études rapportent que les astrocytes endossent un role
protecteur et l'internalisation des oligodendrocytes leur a permis de survivre, d'assurer leur
maturation et méme de proliférer [171, 172].

Dans le cadre de notre étude, nous avons observé des Ramos complétement englobés
dans le cytoplasme des Fbs, autant dans les tests d'adhésion sur lame qu'en suspension. Il est
donc plausible qu'in vivo, lorsque les cellules tumorales se détachent de la tumeur primaire et
qu'elles se retrouvent dans le stroma tumoral enrichi en CAFs, leur internalisation via le
couple a4f1/'VCAM-1 aurait pour conséquence de les protéger. En effet, le stroma tumoral est
hautement inflammatoire et plusieurs études indiquent que les cellules inflammatoires,
notamment les cellules T, envahissent les cellules tumorales et initient une cascade de
cytotoxicité [124, 173-176]. Une corrélation a méme été observée entre 1'habileté des cellules

NK a envahir des cellules de mélanome en culture par empéripolése et le niveau de
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cytotoxicité engendré [175]. Il est donc cohérent de stipuler que I'empéripolese des cellules
tumorales exprimant l'intégrine as4f; par les CAFs serait, entre autres, un mécanisme de

protection face a ''mmunosurveillance dans le MET inflammatoire.

Une troisiéme explication a été proposée pour décrire les échanges de matériel
génétique engendrés par empéripoleése. La formation de structures "cellule-dans-cellule”" entre
cellules tumorales voisines ou entre des cellules tumorales et des cellules hématopoiétiques
pourraient aboutir a 1) de la tétraploidie, 2) de I'aneuploidie ou encore, 3) au mélange génique
de cellules tumorales et de cellules normales [123]. Dans cet ordre d'idées, une étude a
rapporté, au sein de cellules HEK-293 exprimant la forme activée d'AKT2, que le processus
d'internalisation s'est accompagné d'une augmentation concomitante d'aneuploidie dans ces
cellules [177].

Notre approche expérimentale ne nous permet pas d'évaluer cette possibilité. Il aurait
toutefois été intéressant de récolter les Ramos, d'une part, et les Fbs, d'autre part, puis de les
remettre en culture pour observer un changement du comportement cellulaire, du profil
d'expression des récepteurs de surface et plus particuliecrement, de la capacit¢ motile des
Ramos. Cette perspective devrait étre examinée car cet échange d'informations génétiques
pourrait avoir de profondes répercussions sur le comportement cellulaire des cellules
tumorales, notamment le développement de l'aneuploidie, l'instabilité génétique et I'émergence

de sous-clones tumoraux plus invasifs et plus résistants.

Pour conclure cette section, la représentation schématique de la figure 20 est une
récapitulation des résultats obtenus et une bréve revue du devenir des cellules tumorales suite
a leur empéripolése par les CAFs dans un contexte physiopathologique. Il est plausible de
supposer que les cellules tumorales internalisées le sont autant pour leur protection, leur survie
ou encore, pour l'émergence de nouveaux sous-clones tumoraux plus invasifs et/ou plus
résistants. Dépendamment du stade d'évolution de la tumeur, des conditions métaboliques
et/ou des conditions thérapeutiques, 1'empéripolése pourrait endosser des roles multiples et

diversifiés qui mériteraient d'étre étudiés.
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Figure 20: Récapitulation des faits saillants de cette étude. L'adhésion suivie de I'empéripolese
des Ramos par les Fbs est un processus cellulaire actif et modulable qui repose sur le couple
de récepteurs 04p1/VCAM-1. Les filaments intermédiaires sont concentrés autour des pores
de transmigration et cette empéripolése endosserait plusieurs fonctions physiopathologiques.
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5.4 Est-ce que I'empéripolése pourrait étre observée in vivo?

Les Ramos interagissent directement avec les Fbs et cette interaction résulte en leur
empéripolése par les Fbs via le couple a4f3;/VCAM-1. De plus, cette internalisation pourrait
endosser plusieurs fonctions protumorale telles que discutées. Cibler le couple a4p;/VCAM-1
demeurerait une stratégie efficace de prévention thérapeutique qui présente l'avantage de
cibler une interaction spécifique au sein du stroma tumoral. Cependant, une grande question
demeure. Est-ce que l'empéripolése des Ramos par les Fbs, observée in vitro, pourrait se

produire in vivo?

Justement, I'équipe de Peng et al. a développé un ligand de haute affinité¢ de a4f;, le
LLP2A, un peptide mimétique qu'ils ont conjugué a la biotine et qui leur a permis de faire de
l'imagerie de tumeurs in vivo. Leur étude rapporte que le LLP2 A biotinylé a été internalisé par
des tumeurs murines exprimant osf3; ce qui leur a permis de les visualiser par des méthodes
optiques [178]. D'autres équipes ont conjugué ce peptide mimétique dans le but de faire de
I'imagerie SPECT (Single photon emission tomography) ou PET (Positron emission
tomography). Ces deux techniques d'imagerie ont ¢t¢ développées pour pouvoir observer et
¢valuer des fonctions cellulaires et moléculaires sans perturber 1'hote et dans le cas de
plusieurs pathologies, comme le cancer, de faire de 1'imagerie in vivo sans avoir recours a des

pratiques invasives.

L'imagerie SPECT repose sur l'utilisation de radiomarqueurs, les plus couramment
utilisés étant ™ TC, "In, 'I et *°'TI. Ces radiomarqueurs sont conjugués a une molécule
cible, le LLP2A, et l'utilisation d'une caméra gamma ainsi que sa rotation permet 1'obtention
d'une représentation 3D de la distribution des radiomarqueurs. Ces derniers ont la particularité
d'avoir une longue durée de vie, de quelques heures a quelques jours, ils sont faciles a produire
et sont abordables. Par contre, la faible résolution spatio-temporelle ainsi que l'obstacle
¢thique face a l'administration de radioactivité sont ses points les plus faibles [179].

Quant a I''magerie PET, elle consiste a conjuguer un positron émetteur d'un épitope a

une molécule cible, le LLP2A. Le positron anéanti les électrons dans l'espace immédiat ce qui
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provoque 1'émission de photons qui sont détectés et traités de fagon a estimer la densité de
l'anéantissement du positron et ainsi, mesurer la densit¢é de la molécule originale a un
emplacement donné. La présence d'un cyclotron est essentielle ce qui est souvent trés onéreux.

Par contre, PET offre une excellente résolution spatio-temporelle [179].

Une équipe a entrepris une étude comparative et a mis au point 1) le LLP2A-DOTA en

conjuguant le LLP2A a un acide tétra-acétique puis le LLP2A-DOTA a été marqué avec '

n
pour 1imagerie SPECT et 2) LLP2A conjugué au %Cu puis mis en présence d'un chélateur de
cuivre Cu(Il) tres stable (CB-TEA) pour I'imagerie PET [180]. Cette étude a révélé, grace a un
modéle de lymphome murin Raji, I'adduction de **Cu-CB-TEA2-LLP2A dans les tumeurs, la
rate et la moelle osseuse, soient tous les tissus arborant un haut niveau d'expression de o4f3;
[180]. Une étude récente a rapporté l'emploi de ®*Cu-CB-TEA2-LLP2A comme un outil
radiopharmaceutique pour cibler les cellules de moelle osseuse exprimant o4f3; aux sites de
métastases osseuses dans un modéle murin de carcinomes mammaires humains [181]. Cette
étude a réussi a suivre la progression de la formation de métastases qui s'est manifestée par
I'accumulation de cellules dérivées de la moelle osseuse exprimant oyf3; dans différentes niches
prémétastasiques. Ces accumulations ont pu étre quantifiées grace au 4Cu-CB-TEA2-LLP2A.
En résumé, ce radiomarqueur (**Cu ) est conjugué au ligand peptido-mimétique de haute
affinité de a4f; (LLP2A) ce qui a permis son internalisation dans les tissus exprimant ouf3;. La

révélation de cette internalisation a été possible grace a 1'ajout de Cu(Il).

De fagon comparable, les Ramos et toute cellule tumorale exprimant o4f3;, pourraient
internaliser LLP2A ce qui permettrait sa détection in vivo. L'objectif est de visualiser le
phénomeéne d'empéripolése, soit la détection et la quantification de cellules tumorales
exprimant o4f3; dans le corps cellulaire des Fbs. Pour ce faire, il faudrait réaliser un double

marquage qui permettrait la détection simultanée des Fbs et des cellules tumorales exprimant

(14[31.
Pour ce faire, il faudrait d'abord induire la formation de métastases dans un modéle

murin, par exemple suite a 1'injection sous-cutanée de Ramos ou de MV3 dans des souris de

souche C57BL/6. Les tumeurs se développent normalement dans les 14 a 21 jours. Le LLPA2-
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%Cu serait par la suite administré de fagon intraveineuse. Aprés 2 heures, les souris sont
sacrifiées et les tumeurs prélevées. Des coupes de ces tumeurs sont préparées ce qui
permettrait d'effectuer un double marquage. Les Fbs pourraient étre détectés par un marquage
spécifique, le FSP1 (fibroblast-specific protein 1) [182]. Puis, les Ramos ou les MV3 seraient
détectés par 'ajout du chélateur Cu(Il) (CB-TE2A). La lignée MDA-MB-231 reconnue pour
ne pas exprimer o4f3; pourrait servir de contrdle négatif. L'emplacement des tumeurs n'est pas

encore un parametre d'intérét.

Ce double marquage permettrait une quantification 1) du **Cu-CB-TEA2-LLP2A
internalisé par les Ramos ou MV3 exprimant a4p; au sein des tumeurs 2) du **Cu-CB-TEA2-
LLP2A des Ramos ou MV3 en colocalisation avec le marquage FSP1. A ce stade, une étude
statistique permettrait une quantification de la proportion relative des Ramos ou des MV3 en
empéripolése dans les Fbs par rapport a la quantité totale de Ramos ou MV3 présente. Bien
entendu, cette quantification d'empéripolése serait normalisée a I'adduction cellulaire du **Cu-
LLP2A, qui correspond & la somme des fractions **Cu-LLP2A internalisée et liée. Une telle
approche permettrait I'obtention de résultats sans précédent: une visualisation ainsi qu'une

quantification du phénoméne d'empéripolese in vivo.

Une approche immunohistochimique, plus simple, pourrait également permettre
l'observation de cette empéripolése des Ramos par les Fbs au sein du méme mod¢le murin
évoqueé ci-dessus. Les cellules de lymphomes sont reconnues pour étre fortement positives au
CD20 [135, 183, 184], une phosphoprotéine glycosylée exprimée a la surface des cellules B, et
négatives au CD3 et CD43 [135]. Une fois les animaux sacrifiés et les lames montées, un
marquage immunohistochimique au CD20 permettrait la détection des Ramos et un marquage
FSP1 celle des Fbs. Un tel marquage pourrait étre observé par microscopie et révelerait
I'empéripolése des Ramos dans les Fbs. D'ailleurs, Lopes ef al. ont utilisé cette approche
expérimentale pour rapporter I'empéripolése de lymphomes malins dans des histiocytes [135],
une des rares études qui prouvent que l'empéripolése n'est pas un phénomene exclusif a la

maladie de Rosai-Dorfman.
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Avoir recours a un modele animal serait particulierement intéressant car le prélévement
des tissus tumoraux arborant l'empéripolése de cellules tumorales par CAFs permettrait peut-
étre 1) la quantification du niveau de cytotoxicité, 2) la quantification du stress oxydatif, 3) la
mise en culture ex-vivo des tumeurs dans le but de prélever des cellules tumorales post-
empéripolése afin d'étudier a) leurs propriétés motiles, b) leurs propriétés invasives, c¢) leur
composition d'ADN, d) l'expression de leurs récepteurs de surface, particulierement a4f3; et
finalement, e) leur résistance face a certains médicaments. Ces €tudes permettraient de mieux
comprendre le destin de la cellule internalisée et de mieux cerner l'empéripolése dans un

contexte physiologique et physiopathologique.
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5.5 Empéripolese et migration transcellulaire, mécanisme

commun ou distinct?

Lorsqu'on parle d'empéripolése, on I'associe intuitivement a la migration transcellulaire
puisque l'internalisation se fait a travers le corps cellulaire de la cellule hote. Avant de se
concentrer sur le mécanisme impliqué dans ce processus cellulaire, il est essentiel de
démystifier la migration transcellulaire, en saisir ses principaux composants pour finalement

mettre en lumiére si ces deux processus cellulaires seraient une suite logique I'un de l'autre.

Lossinsky et Shivers ont proposé¢ que l'extravasation se produit préférentiellement par
la voie qui oppose le moins de résistance (path of least resistance), une idée qui a récemment

€té supportée par une étude in vivo [185].

La présence de jonctions intercellulaires comme voie de transmigration paracellulaire
ne constitue pas forcément la route la plus énergétiquement favorable. Contrairement a une
perception assez commune et largement diffusée dans les livres académiques et les
représentations schématiques, les jonctions interendothéliales in vivo sont souvent tortueuses
et organisées par sections qui, souvent, se chevauchent [186] ce qui minimise la linéarité
jonctionnelle. Les jonctions sont stabilisées par des complexes hautement organisés (jonctions
adhérentes, jonctions serrées et jonctions de type GAP) couplés aux réseaux d'actine corticale
[164]. La migration de type paracellulaire implique un colt énergétiquement élevé pour le
désassemblage des jonctions ainsi que l'assemblage des fibres de stress dépendante de Rho

pour induire une contraction endothéliale [187, 188].

Au contraire, 1'épaisseur totale de l'endothélium qui doit étre franchie par migration
transcellulaire est de 1'ordre de quelques centaines de nanomeétres aux sites périphériques ou
péri-jonctionnels (=5 um), distance a estimer a la baisse en raison de la présence de vésicules
endothéliales ainsi que de calvéoles attachées a la membrane plasmique [189-192]. Méme s'il
est difficile de donner des valeurs absolues, intuitivement, il est raisonnable de penser que la

migration transcellulaire impliquerait une barriere énergétique plus faible que celle de la
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migration paracellulaire et constituerait donc une voie de transmigration énergétiquement
favorable. Supportant cette idée, une étude a montré, dans un modéle murin de scléroses
multiples (encéphalomyélite auto-immune), que 100% des lymphocytes qui transmigrent a

travers la barriére sang-cerveau le font par voie transcellulaire [186].

Intuitivement, il est raisonnable de supposer que la transmigration d'une cellule a
travers une autre cellule impliquerait deux mécanismes complémentaires, celui de la cellule
envahie qui accommode, via toute sa machinerie intracellulaire, une autre cellule dans son
cytoplasme. Quant a la cellule internalisée, elle amorcerait une sorte de "cascade d'entrée" qui

complémenterait les efforts déployés par la cellule hote.

Justement, il a ét€ proposé et observé que la migration transcellulaire des leucocytes a
travers l'endothélium dépend de la formation de structures spécifiques, a la surface des
leucocytes, résultant de la polymérisation des microfilaments d'actine. En effet, de multiples
¢tudes rendent compte de la formation de protrusions, similaires & des podosomes, qui
avoisinent les 500 nm en diamétre et en profondeur et qui se forment préférentiellement sur la
face ventrale des cellules hautement migratoires [193-195]. En ce qui a trait aux cellules
cancéreuses, des analyses d'ultrastructures in vivo et in vitro ont révélé la présence d'un
continuum de protrusions de différentes profondeurs, allant de 100 a 2000 nm. Celles
supérieures a 1000 nm portent le nom de podosomes invasifs, des structures qui partagent
beaucoup de similarités avec les invadopodes et qui conféerent des propriétés invasives aux

cellules tumorales hautement métastasiques [195, 196].

Il a été rapporté que ces invadopodes sont composés des réseaux d'actine dendritique,
celle spécifique aux lamellipodes, et des structures d'actine en faisceaux spécifiques aux
filopodes [197]. La délétion des marqueurs lamellipodiaux et fillipodiaux a significativement
réduit la formation d'invadopodes ce qui a confirmé l'importance de ces deux types de
structures d'actine dans la formation des invadopodes. Par contre, pour ce qui est de
I'¢longation des invadopodes, elle semble impliquer les filaments intermédiaires, notamment la

vimentine, et les microtubules. Cette ¢longation permet aux cellules tumorales de franchir la
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membrane basale pour atteindre le stroma. Cette cinétique tri-phasique impliquerait donc tous

les composants du cytosquelette.

Il est important de mentionner que le phénomene d'empéripolése des Ramos par les
Fbs dépend surtout des Fbs car lorsque les Ramos sont remplacés par des BP-a4f3;, 1a présence
de ces particules inertes n'a en rien entravé leur processus d'internalisation par les Fbs. Ceci
implique que les Ramos jouent un role passif ce qui nous permet d'écarter la possible
formation d'une quelconque structure dépendante de l'actine en leur sein. D'ailleurs, nos
tentatives expérimentales par microscopie confocale n'ont pu révéler la formation d’un
quelconque réseau d’actine prés des cones de transmigration des Ramos. Par contre, la
vimentine a ¢été observée autour des cones de transmigration des Ramos dans le corps
cellulaire des Fbs ce qui sous entend la participation des filaments intermédiaires des Fbs dans

cette empéripolese.

Dans la méme optique, des études avec des ECs rendent compte de la participation
active des ECs dans la transmigration des leucocytes. La formation de "structures d'accueil" ou
"docking structures" qui semblent étreindre les leucocytes a été observée a la surface
endothéliale in vivo [191, 198, 199]. Barreiro et al. ont été le premier groupe a décrire ces
structures endothéliales riches en actine, a-actinine, vinculine, VASP, ezrine, moesine ainsi
que ICAM-1 et VCAM-1 [200]. Dans leur mode¢le, 1'attachement des leucocytes a induit un
agglomération d'ICAM-1 et de VCAM-1 a la surface endothéliale ce qui a permis de mettre en
¢vidence la présence de cones comme guides directionnels pour la transmigration des
leucocytes [201]. La formation de ces cones de transmigration requiert 1) la polymérisation
localisée des filaments d'actine [200, 202], 2) la présence intacte des microtubules [202] et 3)
I'implication des filaments intermédiaires, plus spécifiquement de la vimentine [144]. Ces
¢tudes regroupées démontrent un lien mécanistique entre VCAM-1 et la vimentine dans la

formation des cones de transmigration des leucocytes dans les ECs.
Justement I'équipe de Nieminem et al. a rapporté qu'au sein des ECs, les filaments

intermédiaires, plus spécifiquement la vimentine, régule la barricre qui gouverne

l'extravasation leucocytaire. Ils ont rapporté que les homologues non cancéreux des Ramos, les

90



lymphocytes B, privilégient la voie de migration transcellulaire lors de leur migration
transendothéliale. Les filaments intermédiaires des lymphocytes B, avec ceux des ECs,
forment une structure d'ancrage dynamique aux sites de contact des deux types cellulaires
[144]. De surcroit, la délétion de la vimentine a 1) altéré l'expression et la distribution des
molécules d'adhésion critiques au processus d'extravasation (ICAM-1 et VCAM-1 a la surface
des ECs et la sous-unité B; a la surface des cellules mononucléaires du sang), 2) a compromis

l'intégrité endothéliale et 3) a réduit significativement le processus d'extravasation.

Nos résultats conjugués a ceux des études mentionnées montrent 1) que les filaments
intermédiaires jouent un rdle actif dans la migration transcellulaire des Ramos a travers les
Fbs, ou empéripolese des Ramos par les Fbs et 2) qu'ils jouent le méme rdle pour la migration

transcellulaire des lymphocytes B a travers les ECs. Plusieurs petites conclusions s'imposent:

1) les lymphocytes B et leurs homologues cancéreux, les Ramos, partageraient des
mécanismes de migration transcellulaire communs; 2) comme mentionné ci-haut, les Fbs
semblent se comporter et réagir comme des ECs; 3) la migration transcellulaire et
I'empéripolése partageraient un mécanisme d'internalisation commun mais le devenir cellulaire
de la cellule internalisée les distinguerait et finalement, 4) il existe effectivement un lien

mécanistique entre la vimentine et VCAM-1 qui mériterait d'étre plus amplement étudié.

Nous avons développé un modéle mimétique qui consistait a tapisser des billes
fluorescentes de polystyréne de l'intégrine a3, nous permettant ainsi de remplacer les Ramos
par les billes. Ce modele mimétique s'est avéré trés concluant car il nous a permis d'associer la
modulation de l'interaction BP-043,-Fb a celle de la modulation de I'empéripolése des BP-a4f3;
par les Fbs. L'augmentation significative de l'interaction BP-o4f3,-Fb en présence de TNF-a et
de MnCl, s'accompagne d'une augmentation significative de I'empéripolése des BP-o4f3; par
les Fbs. Cette association suggere que le processus d'adhésion et celui d'empéripolese sont
étroitement liés, que 'adhésion via 04f31/VCAM-1 résulte en I'empéripolese des BP-ouf; par
les Fbs.

Une des conclusions majeures de cette étude est que I'adhésion des Ramos aux Fbs

et l'empéripolése des Ramos par les Fbs partageraient un mécanisme commun qui
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implique la vimentine et le couple de récepteurs o48/VCAM-1. La deuxi¢éme grande
conclusion de cette étude est que le processus d'empéripolése des Ramos par les Fbs

dépend majoritairement des Fbs.
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5.6 o4p-VCAM-1, protagoniste d'une possible résistance

thérapeutique?

L'é¢tude plus approfondie d'une possible interaction Ramos-Fb dans le stroma tumoral
du MET m'a amenée a considérer une probable implication dans une possible résistance
thérapeutique. Méme si aucun antagoniste dirigé contre auff;-VCAM-1 n'est administré dans le
cadre d'un traitement contre le cancer a l'heure actuelle, cette éventualité sera bientOt
envisagée et tout porte a croire qu'une résistance thérapeutique en sera sa plus grande limite.
Des essais cliniques ont ét¢ entrepris pour le traitement des myélomes multiples (MM) et les

résultats se font attendre.

Le natalizumab, le seul antagoniste commercialisé dans le cadre d'un traitement de la
SM [203, 204] et de la maladie de Crohn [205], a fait l'objet de plusieurs retraits par son
manufacturier en raison d'effets secondaires importants: certains patients immunodéprimés,
estimés a 130 en mai 2011, sont décédés des suites d'une leuco-encéphalopathie multifocale
progressive (PML) [206-209]. 1l a été remis sur le marché en 2006 et n'a fait I'objet d'aucun
retrait depuis parce que la FDA a estimé que les bénéfices cliniques étaient plus importants
que les risques encourus. Le natalizumab bloquerait l'interaction a4f;-VCAM-1 mais cette
action ne serait pas exclusive aux cellules tumorales, elle empécherait simultanément la

migration des leucocytes et affecterait ainsi 1I’inflammation.

La résistance thérapeutique est un important obstacle dans la plupart des traitements
contre le cancer. La majorité des études qui se sont concentrées sur ce probléme répertorient
deux cas de résistance. Le premier est une résistance thérapeutique dite intrinseque ou acquise
des cellules cancéreuses, qui s'explique par la présence de mutations préexistantes qui
conférent un phénotype de résistance comme stipulé dans l'hypothése de Luria-Delbruck
[210]. Le deuxieme est une résistance qui se développe suite a une thérapie qui visait a
réduire le nombre de cellules tumorales initiales mais qui a échoué a éradiquer un nombre

suffisant pour prévenir une récurrence clinique. Les outils diagnostiques nécessitent
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approximativement 10° cellules tumorales pour une détection précoce et tout traitement qui
réduit le nombre de cellules en deca de ce seuil considére une rémission complete [152]. Dans
les cas de récidive aprés rémission, le courant de pensée actuel soutient que les cellules
tumorales dérivent du phénoméne de maladie minimale résiduelle ou MRD (minimal residual
disease). Les facteurs impliqués dans la survie de ces cellules tumorales et dans le MRD
peuvent étre intrinséques ou extrinseques, soient dus a des facteurs internes ou externes a la

cellule tumorale.

C'est tres précisément dans cette perspective extrinséque que l'interaction Ramos-Fb
fait sa majestueuse entrée en scéne. Dans le stroma tumoral, les CAFs constituent le type
cellulaire dominant, ils sont enrichis en VCAM-1 et constitueraient des partenaires
d'interaction directe des cellules tumorales exprimant a4f3;. Nos résultats, avec le soutien de
plusieurs études antérieures, tendent a montrer que 'adhésion des cellules tumorales via leur
sous-unité¢ P; leur conférerait une résistance thérapeutique indirecte puisque l'interaction
o4/ VCAM-1 favoriserait la survie cellulaire. En effet, des modé¢les in vitro et in vivo ont
montré que l'implication de la sous-unité B; est directement liée a l'acquisition d'une résistance
thérapeutique. L'adhésion des cellules tumorales via leurs intégrines f3; aurait engendré 1)
une résistance thérapeutique des petites cellules pulmonaires tumorales [211], 2) une
résistance au paclitaxel dans les tumeurs mammaires [212] et 3) une inhibition des bris de
I'ADN double brin induit par I'etoposide au sein de cellules endothéliales murines dérivées de
tumeurs [213]. A la lueur de ces résultats, bloquer l'interaction a4f,/VCAM-1 serait une bonne
stratégie de séquestration des cellules tumorales qui, via leur adhésion avec leur sous-unité f3;,

initieraient un programme de survie.

Dans les cancers de type hématopoiétiques, I'adhésion des cellules tumorales aux
composants matriciels ou aux cellules stromales via l'intégrine a4f; a engendré de novo une
"résistance thérapeutique initiée par l'adhésion cellulaire" (Cell adhesion-mediated drug
resistance CAM-DR) [214-219]. Une de ces études a montré que les cellules de myélomes
sélectionnées résistantes ont une régulation a la hausse des sous-unités o4, B et By ce qui
suggere l'implication de ces intégrines dans l'acquisition de ce phénotype [214]. Cette méme

¢tude révele également que des cellules de myélomes sensibles a la médication ont subi une
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désensibilisation suite a leur adhésion a la fibronectine et ce changement de phénotype n'était
ni encouru par une baisse d'accumulation de ladite médication ni par une régulation a la hausse

des membres de la famille de Bcl-2.

Ce phénotype CAM-DR a été observé en présence de différents types d'agents
chémotoxiques, incluant le mephaman a (un agent alkylant), le doxorubicine (anthracycline,
un inhibiteur de la topoisomérase II) et le mitoxantrone (anthracenedione, un inhibiteur de la
topoisomérase II) [214-217, 220]. Et le plus important & mentionner est que ce CAM-DR est
¢galement impliqué dans l'acquisition d'une résistance au paclitaxel et etoposide, résistance
conférée par l'intégrine ;. Une stratégie qui pourrait se montrer efficace serait de combiner
ces agents chémotoxiques avec un agent anti-a4f;. Il n'en demeure pas moins qu'administrer
un antagoniste de l'intégrine as4f; engendrerait peut-€tre une immunodépression, un effet

secondaire important.

Justement, une étude récente a montré que l'adhésion des cellules de lymphome
humain aux cellules stromales humaines de la moelle osseuse (la lignée HS-5) les a fortement
protégées de la toxicité induite par le rituximab [221]. Ce dernier est administré a des patients
atteints de lymphomes et bien qu'il induise 1'apoptose des cellules B malignes, il s'est avéré
incapable d'éradiquer complétement les populations de lymphomes des MET de la moelle
osseuse et des nodules lymphatiques. Par contre, la combinaison du rituximab avec le
natalizumab s'est avérée trés efficace a <éradiquer le phénotype CAM-DR in vitro.
Concretement, le natalizumab a réduit 'adhérence des cellules de lymphome humain a la
fibronectine de 75 a 95%; autrement dit, il a renversé la protection stromale contre le
rituximab [221].

Bien que cette ¢tude s'enligne parfaitement avec notre hypothese, il est important de
souligner que ce qui peut se révéler efficace in vitro ne I’est peut-€tre pas in vivo pour de
multiples raisons, notamment un métabolisme trop rapide, une toxicité, l'inaccessibilité de la
cible, les effets secondaires indésirables, etc. Aussi, une parenthése s'impose: cette étude
englobe les cellules stromales sans discriminer un type cellulaire particulier. A la lueur des

résultats obtenus dans cette étude, ce serait la fraction des CAFs qui serait responsable du
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phénotype CAM-DR. Le natalizumab a bloqué l'interaction auf; - VCAM-1 ce qui a renversé

ce phénotype presque intégralement.

I1 est donc tout a fait plausible que 1'adhésion des cellules tumorales aux CAFs dans

le MET enclencherait un _mécanisme de survie cellulaire. La majorit¢ des agents

cytotoxiques visent les cellules en division rapide, celles dont le cycle cellulaire est accéléré.
Justement, plusieurs études tendent a montrer que 1'adhésion des cellules tumorales via la
sous-unité B; déclenche des voies de signalisation qui favorisent une quiescence cellulaire.
Cette quiescence cellulaire a constitué un obstacle de taille dans I'éradication des cellules
tumorales adhérentes a la MEC et aux cellules stromales de la moelle osseuse dans le MET de
la moelle osseuse [217, 222-224]. On peut méme parler d'interaction écran. De plus, il a été
suggéré que 1'adhésion via B active d'autres voies de signalisation qui font pencher la balance
vers la survie cellulaire au détriment de l'apoptose [225]. Une des implications
physiopathologiques de 1'adhésion des Ramos aux Fbs serait l'induction d'une survie cellulaire

qui leur confererait peut-€tre une résistance thérapeutique.
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6 Conclusion

Pour la premicere fois, une interaction directe est observée, étudiée et caractérisée entre
les Fbs et une multitude de lignées tumorales de différentes typologies et souches, interaction
qui semble inhérente aussi bien aux Fbs qu’aux cellules tumorales. L’étude de 1’interaction
Ramos-Fb a révélé qu’elle repose principalement sur le couple de récepteurs a4f3;/'VCAM-1,
qu’elle est modulable autant par le niveau d’inflammation induit a la surface des Fbs que par
I’état d’affinité de I’intégrine. Cette interaction se concrétise par I’internalisation des Ramos
dans le corps cellulaire des Fbs, phénoméne correspondant a I’empéripolese. L'utilisation d’un
modele mimétique de billes fluorescentes de polystyréne tapissées de a4f; a permis d'établir
que les processus d'adhésion et d'empéripolése sont étroitement liés et nécessitent le couple de
récepteurs au4f1/VCAM-1. Cette empéripolese implique également les filaments intermédiaires
de vimentine autour des cones de migration des Ramos ainsi que la colocalisation de la sous-
unité o4 et de VCAM-1 a l’interface d’adhésion des Ramos aux Fbs, deux conditions
caractérisant la migration transcellulaire des lymphocytes B a travers [’endothélium

vasculaire.

Dans un contexte physiopathologique, notre approche est innovatrice car elle cible un
type cellulaire particulier du stroma tumoral, les CAFs. Considérant 1) une vision
cafocentrique émergente, 2) que les CAFs représentent le constituant le plus important du
stroma tumoral, 3) que leur nombre augmente massivement par rapport a tous les autres types
cellulaires et 4) qu'ils initient toute une régulation mitogene, inflammatoire et pro-tumorale du
stroma tumoral, ils constituent a la fois un bon choix et un excellent reflet de la réalité

stromale du MET.

Les Fbs pourraient constituer une barriere stromale perméable au sein du stroma
tumoral, perméabilité conférée par leur capacité¢ d'empéripolése, une forme de perméabilité
fibroblastique qui favoriserait 1'échappement des cellules invasives de la tumeur primaire.
L'empéripolése serait alors un des processus cellulaires impliqués dans la cascade

métastasique. La raison d'étre de cette empéripolése mérite d'étre étudiée, le devenir des
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cellules internalisées pourrait permettre une meilleure compréhension de certains mécanismes,
notamment celui d'une possible résistance thérapeutique conférée par l'ancrage des cellules
tumorales via leurs sous-unités ;. Cibler le couple a4f;-VCAM-1 serait donc une excellente

stratégie de contournement dans ce cas.
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8 Annexe 1: étude précédente du laboratoire

Patrick Couture, Jérémie Paradis-Massie, Nadia Oualha, Gaétan Thibault, Adhesion and
transcellular migration of neutrophils and B lymphocytes on fibroblasts. Exp Cell Res, 2009,
315(13): p.2192-206.

Ma contribution a cet article a été de comparer la capacité adhésive des cellules
sanguines mononuclées et polymorphonucléaires du sang total de rat avec différentes souches
de Fbs, soient des Fbs cardiaques et des Fbs de la peau. Les résultats sont présentés a la figure
3 et nous ont permis de montrer que cette capacité adhésive est inhérente aux Fbs.

De surcroit, j'ai confirmé les résultats montrés a la figure 6 par western blot (mentionné), a
savoir l'augmentation de 1'expression de VCAM-1 détectée par cytofluorométrie suite a une

stimulation des Fbs au TNF-a.



9 Annexe 2: Vidéo de I'empéripolése d'un Ramos sur une

monocouche de fibroblastes

Le processus d'empéripolése du Ramos par le Fb est situé a la jonction des deux lignes
blanches perpendiculaires dans le plan xy et une projection de cet événement sur les axes yz et
xz permet de bien visualiser 1'englobement du Ramos par le Fb en fonction du temps. Cette
vidéo totalise 140 minutes et correspond a une analyse 3D de la jonction des deux lignes

blanches selon 28 cycles de 5 minutes.

il



