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Résumeé

Une tumeur comprend non seulement des cellules cancéreuses mais aussi leur
environnement qui apporte les nutriments, les facteurs de croissance nécessaires, et fournit le
support sur lequel les cellules tumorales se développent.

Endocan, une molécule de cet environnement tumoral, est un protéoglycane secrété
spécifiqguement par la cellule endothéliale et dont I’expression, a I’état normal, est limitée a
I’endothélium pulmonaire et rénal. Endocan, par son glycane, interagit avec les facteurs de
croissance et stimule la prolifération des cellules épithéliales. Endocan pourrait également
intervenir dans la régulation de la migration leucocytaire trans-endothéliale en modulant
I’interaction des intégrines (comme par exemple le LFA-1) avec leur ligand. Endocan est
surexprimé dans un nombre important de localisations tumorales comme le poumon, le sein,
le colon et le rein. Dans le cancer du poumon et du sein, endocan fait partie d’un cluster de
genes de mauvais pronostic, sa surexpression étant liée a une mortalité plus précoce ou a des
métastases plus fréquentes.

Nous avons montré qu’endocan a un effet de promotion de la croissance tumorale et
que cette fonction est dépendante de I’interaction de son glycane avec les facteurs de
croissance du microenvironnement tumoral.

Dans les modeles expérimentaux de cancer chez la souris SCID, nous avons démontré
que le blocage d’endocan par I’intermédiaire d’anticorps monoclonaux freine la croissance
tumorale, et que ce freinage est associé a un recrutement de leucocytes intra-tumoraux.

Dans les cancers broncho-pulmonaires humains nous avons démontré qu’endocan est
surexprimé de maniére importante et que son expression est corrélée avec celle du VEGF. Les
taux circulants d’endocan sont également corrélés avec le pronostic. Ainsi, les patients avec
des taux élevés d’endocan ont une survie plus courte. Les taux d’endocan sont corrélés avec la
présence de métastases a distance et au niveau ganglionnaire mais pas avec la taille de la
tumeur. Endocan pourrait étre le reflet de la stimulation angiogénique tumorale et représenter
un marqueur pronostique pour les cancers bronchopulmonaires.

Nous nous sommes également intéressés a d’autres pathologies neoplasiques
pulmonaires : le mesothéliome pleural et les métastases pleurales des carcinomes. Nous avons
montré que les taux sériques d’endocan sont liés au pronostic dans les carcinomes métastasés
a la plévre mais pas dans le mésothéliome pleural. Nous avons également montré que les
peptides solubles dérivés de la mésothéline (SMRP) sont un bon marqueur diagnostique du
mésothéliome pleural épithélioide. En revanche, I’ostéopontine (une molécule pléiotrope
impliquée, entre autres, dans I’adhésion et la survie cellulaire), qui a été proposee comme
marqueur pour le diagnostic précoce du mesothéliome pleural malin, n’a que peu d’utilité
dans le diagnostic des pleurésies chez les patients exposes a I’amiante. Par contre
I’ostéopontine, comme d’ailleurs la SMRP, est un facteur indépendant de pronostic pour le
mésothéliome pleural.



|. INTRODUCTION

Le cancer, et notamment les tumeurs broncho-pulmonaires, est I’une des causes
principales de mortalité dans le monde et plus particulierement dans les pays développés.
Actuellement les cancers broncho-pulmonaires sont la neuvieme cause de mortalité dans le
monde (soit a eux seuls 2,2% de la mortalité globale) et sont attendus d’atteindre la 7éme
place d’ici 2030 [1]. Dans les pays développés, comme d’ailleurs en Roumanie, ou la
mortalité périnatale, par maladies diarrhéiques aigiies et autres maladies infectieuses (HIV
inclus) reste faible en chiffres absolus, les cancers représentent la deuxiéme cause de déces
derriere les maladies cardiovasculaires (accidents cérébro-vasculaires inclus) [2-4]. Le cancer
broncho-pulmonaire reste la deuxieme localisation néoplasique la plus fréquente chez
I’homme (aprés le cancer de la prostate) et est parmi les quatre premieres localisations chez la
femme [2-4]. Par contre, en terme de mortalité, le cancer broncho-pulmonaire occupe la
premiére place tant chez I’homme que chez la femme avec un nombre de déces par an
supérieur a 160.000 cas aux USA en 2005 [2], 27.000 en France [3], et 14.000 en Roumanie
[4]. Ces chiffres trés élevés témoignent des avancées modestes obtenues ces dernieres années
dans le traitement de cette maladie. Malgré des progrés incontestables concernant la
compréhension de la biologie des tumeurs et I’apparition de nouvelles options thérapeutiques,
la mortalité de ces cancers reste trés eélevée, avec moins de 15 % de survie a 5 ans, tous stades
confondus [5].

La seule thérapeutique qui offre actuellement une chance significative de guérison est
la chirurgie précoce, mais elle n’est applicable que dans moins de 10% des cas de cancer

broncho-pulmonaire [6]. Contrairement a d’autres localisations néoplasiques, comme par
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exemple le col utérin [7], le dépistage du cancer du poumon est inefficace pour diminuer la
mortalité de cette maladie [8, 9]. Les raisons pour lesquelles les résultats des traitements
actuels sont si décevants, sont probablement multiples. Elles tiennent autant aux limites de
nos connaissances sur la biologie de la maladie qu’aux moyens thérapeutiques non
spécifiques destinés a enlever (chirurgie), a contréler I’évolution locale (radiothérapie) ou a
détruire les cellules en division rapide (la chimiothérapie). Néanmoins, la découverte des
modifications génétiques des cellules cancéreuses et la compréhension de leur réle dans la
fonction cellulaire et le développement tumoral ont permis I’émergence du concept de
thérapie ciblée. Ce terme désigne un nouveau groupe d’agents thérapeutiques dirigés contre
des cibles moléculaires précises impliquées dans le développement de la cellule cancéreuse
[10]. Toutefois, I’effet de ces traitements reste pour le moment modeste, avec une action
principalement palliative. De plus il nous faut encore déterminer la population cible pour
chaque médicament et trouver des marqueurs de leur efficacité. Le marqueur idéal serait une
molécule circulante, facile a doser et qui pourrait prédire précocement I’efficacité du
traitement.

Le mésothéliome pleural malin est une tumeur primitive maligne de la plevre. Son
I’incidence augmente de maniére continue ces derniéres années, conséquence directe de
I’exposition professionnelle a I’amiante [11-13]. Bien que d’autres éléments favorisant le
développement du mésothéliome ont été mis en évidence (notamment une prédisposition
génétique dans certaines familles ou I’infection par le virus SV40) [14], I’exposition a
I’amiante reste le facteur étiologique principal. Le pronostic de cette maladie est tres sévere
puisque a ce jour il n’y a pas de stratégie thérapeutique consensuelle qui puisse offrir une
espérance raisonnable de guérison aux malades. La radiothérapie a seulement un role palliatif
et la tumeur est peu sensible a la chimiothérapie. Les meilleures associations de
chimiothérapiques n’offrent qu’une amélioration modeste mais réelle de la survie [15].
L’ablation chirurgicale peut offrir parfois une survie prolongée, mais n’est possible que dans
un nombre extrémement limité de cas (moins de 10%), avec une tumeur tres limitée [16].

Il est donc nécessaire, tant pour le mésothéliome que pour le cancer du poumon, de
mieux comprendre leur biologie et de développer des marqueurs de la maladie qui permettront
peut-étre :

- un diagnostic plus précoce de la tumeur ou de la récidive

- unsuivi des patients avec I’évaluation de I’efficacité du traitement

- une meilleure évaluation de I’extension a distance et du pronostic

- d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques



Le développement d’un cancer n’implique pas seulement la cellule néoplasique mais
aussi son environnent qui croit avec la tumeur. Nous nous sommes intéressés a une nouvelle
molécule provenant de cet environnement tumoral. Cette molécule dénommée endocan ou
ESM-1 (acronyme de Endothelial Specific Molecule -1), a été clonée dans le laboratoire. Les
données in vitro ainsi que des résultats préliminaires impliquaient endocan dans la croissance
des tumeurs solides, notamment des cancers broncho-pulmonaires. Nous avons donc étudié
I’implication d’endocan dans la croissance tumorale et son réle comme marqueur
diagnostique et pronostique dans différents cancers thoraciques. Nous avons également étudié
sur une série de mésothéliomes pleuraux I’utilité clinique de deux nouveaux marqueurs : la

mésothéline et I’ostéopontine.



Il. BIOLOGIEDE LACELLULE

TUMORALE

Le cancer était vu classiquement comme la progression d’une cellule normale vers un
phénotype aberrant a la suite de mutations successives [17]. 1l est intéressant de voir que les
concepts qui sont aujourd’hui a la base de la compréhension de la biologie des tumeurs ont éte
évoques depuis plus de 100 ans. Ainsi, en 1914, Theodor Boveri, qui a permis de comprendre
que le chromosome représente le support de I’information génétique, suggére que la
croissance illimitée des tumeurs pourrait étre le résultat d’une ségrégation anormale des
chromosomes. Ultérieurement, Boveri prédit I’existence des points de contrdle du cycle
cellulaire, des genes suppresseurs de tumeurs, des oncogenes, la progression vers un
phénotype tumoral par accumulation des modifications génétiques, le caractére clonal des
tumeurs et I’héritage d’une prédisposition au développement des cancers par la transmission
de chromosomes (lire genes) anormaux (revue dans [18]). Toutes ces prédictions ont été
confirmées ultérieurement par la découverte des translocations chromosomiales dans les
leucémies myéloides chroniques [19], I’apparition de I’hypothése des mutations séquentielles
[20, 21] expliquant le développement des cancers et la découverte des premiers oncogenes
[22-24] d’abord d’origine virale puis d’origine humaine. Plus récemment la découverte de
mutations des génes APC puis BRCA1 mettent les bases de la susceptibilité genétique des

tumeurs.



1.1 Caracteristiques communes des cellules tumorales

Au fil du temps, il devient évident que les tumeurs ont besoin de plusieurs éléments
pour pouvoir se developper. Malgré I’existence de plus d’une centaine de types de cancers
humains, toutes les cellules néoplasiques partagent des caractéristiques communes [25].

A) Independance vis-a-vis des signaux de croissance externes

La survie et la prolifération de toute cellule, soit-elle normale ou néoplasique, dépend
des signaux de croissance du milieu. En I’absence de ces signaux, dont les supports sont les
facteurs de croissance et les protéines de I’environnement, la cellule meurt. Ces signaux sont
transmis a la cellule par I’intermédiaire des récepteurs de membrane. Par exemple, les
différents types de cellules normales sont tres difficiles a cultiver. Cela nécessite des milieux
complexes supplémentés par de nombreux facteurs de croissance ou par des extraits de tissus
(qui apportent ces mémes facteurs de croissance) dont la composition est parfois mal connue.
Les cellules tumorales sont bien moins critiques de ce point de vue. L’explication de ce
comportement est que, au fil de leur transformation néoplasique, les cellules développent des
mécanismes d’autosuffisance qui rentrent dans trois catégories :

- habilité a sécréter les facteurs de croissance nécessaires a leur développement, qui

ensuite vont avoir un effet autocrine [26] ;
- altération des récepteurs de surface qui transmettent les signaux de croissance :
surexpression ou mutation des séquences codant pour la fonction tyrosine-kinase
[27-29] avec une stimulation continue en dehors de la présence du ligand ;

- altération des cascades intracellulaires de signalisation, la cellule acquérant une
activation continue de ces voies, ce qui permet une stimulation en dehors des
signaux externes [30].

B) Perte de I’inhibition de croissance

Une deuxieme anomalie nécessaire au développement des cellules néoplasiques est la
perte de I’inhibition de croissance suite aux signaux de I’environnement. Ces signaux sont soit
des médiateurs solubles soit des signaux de contact provenant de la matrice extracellulaire ou
des cellules environnantes [31].

C) Inhibition des voies de la mort cellulaire programmée

Toutes les cellules ont des mécanismes de contréle de la survie cellulaire qui engagent
le processus de mort cellulaire programmée (apoptose) soit en cas d’altération importante de
la cellule soit sous I’influence des facteurs externes [32]. Virtuellement toutes les cellules

cancéreuses ont des anomalies dans une des voies impliquées dans I’apoptose.



D) Capacité illimitée de prolifération

Afin de genérer efficacement des tumeurs, les cellules néoplasiques doivent acquérir
une capacité illimitée de prolifération. Cela fait partie intégrante des modifications présentes
dans divers cancers [33, 34]. En effet, les cellules normales ont un mécanisme de contrdle qui
limite le nombre maximal de divisions. Ce mécanisme est basé sur le raccourcissement
progressif des téloméres qui sont impliqués dans la stabilité des chromosomes. En I’absence
d’une synthése continue de ces téloméres, aprés un nombre déterminé de divisions, il résulte
une sénescence des cellules et I’apoptose. L’activité des télomérases (enzymes impliquées
dans la synthése des télomeéres) est réprimée dans les cellules normales mais est activée dans
les cellules immortalisées ou néoplasiques [34].

E) Capacité a acquérir une vascularisation efficace

Les cellules tumorales ont un métabolisme extrémement actif et elles ont besoin de
nutriments et d’oxygene pour pouvoir croitre. En 1971, Folkman propose le concept suivant
lequel les tumeurs dépendent de leur capacité a stimuler la formation de nouveaux vaisseaux
(angiogénese) pour pouvoir croitre [35]. Cette hypothése, combattue a I’époque, est
universellement admise aujourd’hui [36]. La croissance des tumeurs solides et de leurs
métastases au dela de la tumeur in situ (de I’ordre du millimétre) est dépendante du processus
d’angiogénése [35-37]. Cette thése a été démontrée non seulement pour les tumeurs solides
mais aussi par exemple pour les leucémies [38]. De nombreuses molécules impliquées dans le
processus d’angiogénese tumoral ou physiologique ont été décrites au fil du temps ; parmi
celles-ci on retrouve des facteurs de croissance de la famille des FGF, le HGF/SF, le VEGF,
etc. En méme temps, de nombreuses molécules inhibant le processus d’angiogénéese ont été
découvertes : angiostatine, endostatine, thrombospondine, vasostatine, troponine 1 [39].
L’angiogénese est considérée aujourd’hui comme un processus hautement régulé par
I’équilibre entre les facteurs angiogéniques et les facteurs anti-angiogéniques.

Néanmoins I’acquisition de ces caractéristiques phénotypiques par les cellules
tumorales n’est pas synonyme de développement tumoral. En effet la cellule néoplasique a
besoin d’un milieu propice pour pouvoir croitre, la cellule stimulant le développement de ce

milieu qui, a son tour, peu moduler le devenir de la cellule tumorale.

11.2 Le microenvironnement tumoral

Dans la littérature les termes microenvironnement (ou environnement tumoral) et
stroma sont utilisées fréquemment de maniere interchangeable. Nous utiliseront le terme

d’environnement (ou microenvironnement, sans distinction sémantique entre ces deux entités)



pour nous référer aux éléments de la tumeur a I’exclusion des cellules tumorales elles mémes
(incluant ici les élements acellulaires de la matrice extracellulaire, les cellules non-
cancereuses de la tumeur — cellules endothéliales, fibroblastes et cellules inflammatoires, et
les médiateurs solubles de cet environnement — enzymes, facteurs de croissance). Le terme de
stroma sera utilisé pour nous référer a la composante extracellulaire de la tumeur.

L’acquisition des caractéristiques obligatoires a la tumorigénicité par les cellules
tumorales ne représente qu’une partie du tableau global qui permet d’expliquer le processus
de croissance des cancers. En effet, la tumeur ne croit pas « toute seule » mais au sein d’un
tissu/organe/organisme avec lesquels elle entretien des relations étroites. La tumeur est en fait
elle-méme un tissu a part, dans lequel la cellule tumorale est interconnectée avec son
microenvironnement [40]. La présence des mutations multiples avec I’altération des voies de
contr6le de la croissance cellulaire n’est pas en soi suffisante pour donner naissance a des
tumeurs [41]. En fait, I’architecture et la fonction du tissu tumoral sont créées et maintenues
par une interaction dynamique entre les cellules et leur microenvironnement.

Le rble de I’environnement tumoral a été magistralement pressenti par Paget qui, dans
I’un des premiers numéros du Lancet, lance en 1889 I’hypothése du « seed and soil » [42].
Son hypothése est formulée initialement pour expliquer les métastases sélectives dans certains
organes des cancers du sein, mais s’applique aussi aux tumeurs primitives. La question
legitime que se pose ce chirurgien est «Qui décide quels seront les organes qui seront atteints
dans les cancers dissémines?». La réponse donnée il y a plus de 100 ans reste valable
aujourd’hui et explique que pour se développer les cellules tumorales ont besoin d’un
environnement propice. Les premieres démonstrations expérimentales de ce concept
viendront beaucoup plus tard. En 1975 Mintz et al se posent la question du devenir des
cellules tumorales lors qu’elles sont intégrées dans un environnement normal. Leur
expérience consiste a intégrer des cellules de tératocarcinome murin (qui ne présentaient pas
d’anomalies chromosomiques) dans des embryons de souris au stade de blastocystes. A leur
grande surprise, le résultat n’est pas la formation d’une tumeur mais plutét le développement
de souris normales qui integrent les cellules tumorales dans leurs différents tissus, lignées
germinales incluses [43]. Ce travail montre I’importance de I’environnement dans lequel
« évolue » la cellule tumorale. Cet environnement n’a donc pas seulement un rdle « passif »
destiné a soutenir la croissance tumorale. L’environnement n’a pas seulement le réle de
« sélectionner » des cellules tumorales « compatibles» qui sont capables de se développer en
son sein, mais peut influencer de maniére directe le développement de ces cellules. Ce travail

suggere aussi qu’il n’y a pas de raison de croire que le processus de tumorigénese soit
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irréversible (du moins dans ses étapes initiales) et qu’en modifiant sélectivement cet
environnement on pourrait prévenir I’évolution des cellules tumorales vers une tumeur
invasive. Ultérieurement, plusieurs auteurs démontrent que la tumorigénicité du RSV (Rous
Sarcoma Virus — un virus dont la tumorigénicité est liée a la présence de I’oncogene v-src) est
absente dans les phases initiales de I’embryogenese [44, 45]. Dans le cancer du sein, il a été
également montré que des anomalies génétiques nécessaires au développement tumoral
existent aussi dans les zones microscopiquement normales, a distance des zones tumorales.
Ceci suggére que le comportement des cellules épithéliales anormales, ayant un potentiel
tumoral, est réprimé par I’environnement normal [46-48]. Au niveau du sein, les cellules
épithéliales luminales sont considérées comme les cellules a I’origine du développement
tumoral. 1l a été déemontré que les cellules myoépithéliales, qui se situent au contact immédiat
des cellules luminales, expriment un certain nombre de protéines (comme a-actine, la
cytokératine 5, I’intégrine a6, la caveoline 1, la connexine 43, TIMP 1, la relaxine, I’activine)
qui peuvent réprimer la transformation maligne des cellules épithéliales [49-51].

Il devient évident que I’apparition du cancer-maladie nécessite deux phases distinctes.
Dans la premiere, I’acquisition de maniere séquentielle des mutations somatiques permet de
transformer une cellule normale en une cellule cancéreuse ayant un potentiel élevé de
prolifération. Une deuxiéme étape, survenant tres tot, fait intervenir une interaction de ces
cellules anormales avec I’environnement. D’une part les cellules stimulent la formation et la
modification de I’environnement normal, le recrutement de vaisseaux sanguins et la
production de facteurs de croissance et de cytokines par I’environnement [50, 52-54]. D autre
part, I’environnement de ces cellules modifie la prolifération et I’invasivité des cellules
tumorales [55]. L’altération des interactions entre la matrice extracellulaire et les cellules
épithéliales peut moduler le comportement de ces dernieres et induire une transformation
tumorale [56-58]. L’environnement peut ainsi favoriser ou bloquer le développement des
tumeurs [59].

L’état d’activation du stroma est important dans I’apparition et la progression tumorale
[60]. La littérature médicale depuis plus de un siécle contient de nombreuses références
concernant la relation entre le cancer et les processus de remodelage/réparation tissulaire
(comme par exemple les fibroses pulmonaires). Il est bien connu que I’incidence de I’hépato-
carcinome est nettement plus élevée chez les patients ayant une fibrose hépatique dans le
cadre d’une cirrhose. Il a également été démontré que I’apparition de tumeurs apres
inoculation de cellules tumorales dans la graisse périmammaire des rats dépend de I’age et de

la parité des animaux. Les jeunes rats ainsi que les rats nullipares donnent naissance plus
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fréquemment a des tumeurs que les rats agés ou multipares [61]. Cette susceptibilité différente
dépend vraisemblablement du degré de remodelage qui existe au niveau du tissu péri-
mammaire qui est plus important chez les jeunes animaux et chez les nullipares. De maniére
intéressante cette période de vulnérabilité a I’implantation des tumeurs coincide aussi avec la
période de vulnérabilité a la carcinogenese chimique [62]. Chez I’homme (ou plutét la
femme) il a été clairement démontré qu’il existe une relation étroite entre grossesse et risque
de cancer du sein. Globalement le risque de développer un cancer du sein est plus élevé chez
les nullipares. Néanmoins, cette relation est bimodale avec une augmentation du risque de
cancer dans les 6 a 10 années apres I’accouchement et un effet protecteur ensuite. De plus
cette modification du risque est dépendante de I’age de la patiente (revue générale dans [63])
Barcellos et al ont démontré que le fait d’irradier les cellules stromales mammaires augmente
le potentiel a générer des tumeurs par des cellules épithéliales non irradiées qui sont
implantées ensuite dans cet environnement. Il a été aussi démontré que I’injection de cellules
stromales anormales et/ou d’extrait de stroma néoplasique avec des cellules cancéreuses
augmente la tumorigénicité et la vitesse de croissance des tumeurs [64].

L’apparition des carcinomes in situ est associée a une réaction stromale similaire a
celle des processus de réparation tissulaire [50, 65]. Il existe actuellement des indications
fortes qui montrent que le stroma « communique » avec les cellules tumorales dés I’étape de
la tumeur in situ. Ainsi, chez les poulets infectés par le RSV (Rous Sarcoma Virus) la création
d’une lésion tissulaire mécanique génére localement des carcinomes invasifs, alors que sans
Iésion initiale, le méme tissu reste indemne de tumeur. Ceci démontre que le stroma génere
des signaux qui peuvent faciliter la tumorigénese [66, 67].

En situation normale (physiologique) le stroma joue un réle important dans la
développement et au maintien de la polarité des cellules épithéliales. Ces cellules recoivent un
nombre important de signaux de I’environnement qui leur permet d’acquérir une polarité
(différentiation spécifique aux cellules épithéliales) avec un pdle basal et un péle apical. La
perte de la polarité génére une augmentation de la prolifération cellulaire et de la
tumorigenése [68].

Durant le développement des cancers, il existe également un développement du
microenvironnement de la tumeur. Ce processus qui a été globalement dénommé
« stromagenese » [69] est parallele au développement tumoral [70] et a des ressemblances
frappantes avec le processus de réparation, Dvorak comparant les tumeurs a des blessures qui

ne guérissent pas [71]. Si dans les stades initiaux du développement tumoral il est probable
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que le microenvironnement tumoral freine le développement [72], dans les stades avancés
celui-ci a plutot un effet de soutien de la croissance tumorale [58, 73].

Ces hypothéses sont confortées par le fait que des lésions tumorales minimes sont
retrouvées de maniére fortuite lors des autopsies de patients. Ainsi sur les études autopsiques,
jusqu'a un tiers des femmes de plus de quarante ans ont des cancers in situ au niveau du sein,
tandis que moins de 1% des femmes du méme age developpent un cancer invasif [74]. Cette
situation se retrouve aussi chez I’homme avec le cancer de la prostate. Toute lésion
néoplasique ne donne donc pas forcément naissance a un cancer [59], I’environnement
tumoral agissant comme un facteur de controle puissant du développement de ces Iésions. Les
études réalisées par exemple dans les cancers du sein, ont démontré également que I’évolution
des Iésions de cancer in situ vers I’invasion ne se fait pas dans un environnement normal mais
modifié, qui est capable, entre autres, d’assurer I’apport vasculaire nécessaire a la croissance
tumorale [53].

Ceci a une conséquence clinique directe et majeure. En effet, avec les moyens
diagnostiques modernes, on découvre de plus en plus fréeqguemment des lésions néoplasiques
précoces dont on connait mal I’histoire et I’évolution naturelle [75]. Néanmoins, a ce jour on
ne connait encore pas les mécanismes moléculaires (de la tumeur comme du stroma) qui font
qu’un carcinome in situ évolue vers une forme invasive ou reste limité a I’épithélium [25, 76].

Dans ces conditions le traitement a proposer aux patients ayant des lésions
prénéoplasiques ou néoplasiques précoces est a discuter puisque a ce jour, en simplifiant a
I’extréme, le traitement curatif de la majorité des cancers solides est basé sur I’exérese des
Iésions. L’environnement tumoral est donc actuellement considéré comme un acteur majeur
de I’invasion locale et du processus métastatique [54].

L’intérét pour cet environnement tumoral n’est pas seulement scientifique mais aussi
diagnostique car il sera peut étre possible de mieux préciser I’évolution des Iésions in situ vers
des lésions invasives. On commence également a voir apparaitre des thérapeutiques dirigées
contre les molécules ou méme les cellules de cet environnement tumoral. L’utilisation des
cibles thérapeutiques de I’environnement tumoral présente en théorie I’avantage potentiel
d’étre non génotoxique et de s’adresser a une cellule qui est plus stable génétiquement
minimisant ainsi le risque de développer une résistance au traitement. En outre, I’effet de la
thérapie est double, jouant sur la croissance tumorale et les autres compartiments de la tumeur
[77-79].
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11.2.1 Composition de I’environnement tumoral

L’environnement tumoral fait partie intégrante de la néoformation tumorale dont il
représente la partie non épithéliale. L’environnement de la cellule tumorale est composé d’un
stroma (composante extracellulaire comprenant des protéines et des carbohydrates ainsi que
des protéoglycanes) dans lequel on retrouve une composante cellulaire avec des fibroblastes
et des cellules immunes et des vaisseaux. Tous ces e€léments sont dans un dialogue intense
basé sur les facteurs de croissance, les cytokines et les molécules d’adhésion. Les interactions
dynamiques entres les cellules épithéliales et stromales sont un point clé dans des processus

aussi différents que I’adhésion, la prolifération, la différentiation et la migration cellulaire.

11.2.1.1 Les fibroblastes tumoraux

Les fibroblastes constituent la composante cellulaire la plus importante du
microenvironnement tumoral. Ils sont inclus dans la matrice extracellulaire et sont en grande
partie responsables de la synthése de celle-ci. Les fibroblastes synthétisent les composants de
la matrice extracellulaire comme les collagenes (type I, Ill, V) et la fibronectine. Ils
contribuent également a la synthese des membranes basales en secrétant la laminine et le
collagene 1V. Les fibroblastes sont impliqués dans le contrdle de la différentiation épithéliale,
la régulation de I’inflammation locale et dans les processus de remodelage tissulaire [80, 81].
Ils sont une source importante de metalloprotéases, qui sont responsables de la dégradation et
le turnover de la matrice extracellulaire, processus impliqué dans le développement tissulaire
normal [82] mais aussi dans la cancérogénése [83, 84].

Le stroma normal contient un nombre réduit de fibroblastes. Le stroma réactionnel des
tumeurs contient un nombre plus élevé de fibroblastes [50, 85]. En plus ces fibroblastes ont un
phénotype anormal qui a été décrit des les années 70. On retrouve chez ces cellules une
sécrétion de facteurs de croissance spécifiques, une motilité anormale, un taux de prolifération
plus élevé et I’expression de I’a-actine [86-89]. Ces fibroblastes sont dénommés
myofibroblastes et expriment également la vimentine, le récepteur c-MET, les
cyclooxygenases COX-1 et -2 et la N-cadherine [90].

Il a été également démontré que les fibroblastes provenant de patients ayant une forte
prédisposition pour le cancer nécessitent des conditions moins critiques en facteurs de
croissance pour pouvoir proliférer [91]. De plus, I’inoculation chez la souris de fibroblastes
provenant d’une tumeur prostatique avec des cellules prostatiques épithéliales immortalisées

promeut la croissance et le développement de ces cellules vers un phénotype tumoral tandis

14



que la culture avec des fibroblastes normaux ne génere pas de tumeurs [92]. Il a été également
montré que les fibroblastes tumoraux permettent I’acquisition d’un phénotype invasif a des
cellules tumorales qui initialement n’ont pas de pouvoir invasif [93]. Le volume des tumeurs
qui résulte aprés une inoculation simultanée de cellules tumorales avec des fibroblastes
tumoraux est plus important que les tumeurs témoin [64]. Ceci indique que les fibroblastes
normaux sont nécessaires pour le maintien de I’homeéostasie epithéliale tandis que les
fibroblastes tumoraux (ou « seulement » anormaux) ont le pouvoir d’initier et de promouvoir
les altérations qui aboutiront a la formation de tumeurs par les cellules epithéliales.
L’existence d’un phénotype anormal des fibroblastes tumoraux est renforcée par la
présence d’anomalies génetiques dans ces cellules de maniére similaire aux cellules tumorales
[94, 95]. Néanmoins ces anomalies sont rarement identiques a celles retrouvées dans les

cellules tumorales [96].

11.2.1.2 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire est essentielle & la création et au maintien de la fonction
d’un tissu/organe. Elle permet une organisation tridimensionnelle du tissu qui va moduler
I’expression de genes nécessaires a la création et au maintien de la fonction de ce tissu. Ce
réseau de protéines extracellulaires permet aux cellules épithéliales d’adheérer, de migrer, de
moduler leur prolifération ou d’induire leur apoptose [97].

Initialement considéré comme une simple structure passive de soutien, la matrice
extracellulaire est capable d’envoyer des signaux vers les cellules en son sein et de moduler
leur comportement. Elle peut activer spécifiquement des cascades de signalisation par
I’intermédiaire des récepteurs d’adhérence et de moduler I’expression des genes dans les
cellules épithéliales ou les fibroblastes [98].

L’abondance relative de la matrice extracellulaire tumorale est variable en fonction du
type tumoral et cette variable n’est pas corrélée a I’agressivité du cancer [99, 100]. La
composition de cette matrice extracellulaire est différente dans les cancers par rapports aux
tissus normaux.

Les protéines composantes de la matrice extracellulaire tumorale peuvent étre
secrétees par les cellules tumorales mais sont principalement le produit des fibroblastes de
I’environnement tumoral. La composition de cette matrice extracellulaire (comme d’ailleurs la
membrane basale sur laquelle les cellules de développent initialement) est complexe et
comprend principalement des collagenes et des protéoglycanes.
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La matrice extracellulaire peut étre divisée en deux composantes principales : d’une
part la membrane basale et d’autre part la matrice extracellulaire proprement dite.

La membrane basale est une forme spécialisée de matrice extracellulaire qui a un réle
de soutien aux cellules épithéliales et contribue a leur différentiation et a I’acquisition et au
maintien d’une polarisation des cellules épithéliales [101]. La membrane basale est une
structure dynamique et les changements de sa composition génere des modifications de la
forme et du comportement des cellules épithéliales [102] en altérant I’affinité et la distribution
des récepteurs de surface et la réponse de ces cellules aux facteurs solubles de
I’environnement [29, 103].

Les composantes des membranes basales a I’état physiologique sont le collagéne de
type 1V, la laminine, les protéoglycanes de type héparane sulfate (ou HSPG) et le nidogene
mais aussi I’agrine (un autre HSPG), I’osteopontine et d’autres types de collagenes (XV et
XVIII par exemple). Bien que morphologiquement I’aspect de la membrane basale soit
uniforme, sa composition est différente dans chaque tissu. Les cellules endothéliales qui sont
attachées a leur membrane basale ont une activité proliférative extrémement réduite avec un
turnover qui dépasse les 100 jours contrairement par exemple aux cellules de la moelle
osseuse pour lesquelles ce temps est réduit a environ 5 jours [104]. Neanmoins, en cas de
stimulation les cellules endothéliales peuvent proliférer trés rapidement. Les composantes de
la membrane basale sont nécessaires a I’initiation et a I’arrét du processus d’angiogénese qui
implique une prolifération importante des cellules endothéliales. La prolifération endothéliale
est associée a la dégradation de la membrane basale avec comme résultante la formation de
nouveaux vaisseaux. Cela montre que les signaux médiés par la membrane basale sont des
régulateurs puissants du comportement des cellules endothéliales. Les facteurs angiogéniques,
comme par exemple le FGF-2, alterent I’adhésivité et I’intégrité de la membrane basale et de
la matrice extracellulaire et participe a la régulation de la croissance et de la différentiation
des cellules endothéliales durant I’angiogénese [105]. La dégradation des membranes basales
et de la matrice extracellulaire est induite par des enzymes telles que les metalloprotéases de
la matrice (Matrix Metalloproteases ou MMP). Ces molécules sont produites par les cellules
tumorales mais aussi par les cellules stromales et les cellules endothéliales elles-mémes [83].
La dégradation des membranes basales permet non seulement de « libérer » les cellules de
leurs attaches a la matrice (principalement les intégrines) mais aussi de libérer des facteurs de
croissance « séquestrés » par les protéoglycanes. Les cellules endothéliales ainsi libérées vont
étre en contact avec une matrice jeune composée de collagéne de type I, de vitronectine,

fibronectine et thrombine. La production de ces composants est stimulée par les facteurs
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angiogéniques [106]. Cette matrice « provisoire » va transmettre des signaux prolifératifs aux
cellules endothéliales tandis que la membrane basale normale induit une quiescence de ces
mémes cellules.

Il faut également prendre en compte que la dégradation de la matrice extracellulaire
génere des fragments provenant des molécules qui entrent dans sa structure. Ces fragments
peuvent avoir un pouvoir regulateur négatif important sur I’angiogénése comme par exemple
I’endostatine (fragment du collagene XVIII) [107] ou les fragments du collagene 1V [108].
L’organisme dispose ainsi d’un mécanisme puissant de régulation de I’angiogénese.

La matrice extracellulaire tumorale contient une quantité plus élevée des collagénes de
type I, I11 et V et de fibrine [54, 76] et une quantité réduite de laminine, protéine qui intervient
dans I’organisation architecturale des tissus normaux et des membranes basales [109]. La
sécrétion de ce type de protéines est également rencontrée lors des processus de réparation ou
d’inflammation [110]. Les protéoglycanes sont des composants importants de la matrice
extracellulaire et ils sont impliqués dans les processus d’invasion locale et de métastase
tumorale [111-115]. La composition (quantitative et qualitative) en protéoglycanes du stroma
tumoral varie dans les tumeurs par rapport aux tissus normaux. Ces molécules jouent

également un réle important dans la biologie des vaisseaux.

11.2.1.2.1Les protéoglycanes

Les protéoglycanes sont une famille hétérogene de macromolécules qui comportent
une chaine protéique sur laquelle est greffée au moins une chaine glycanique. Le nombre et la
structure de ces chaines latérales glycaniques sont variables d’une molécule a I’autre mais
parfois aussi d’un tissu a I’autre ou d’une situation pathologique & une autre au sein d’une
méme molécule. Dans certains cas physiologiques et/ou pathologiques la chaine glycanique
peut manquer. On parle alors de protéoglycanes « part time », qui ne recoivent une chaine
latérale que de maniere facultative.

Il existe des protéoglycanes extracellulaires qu’on retrouve dans la matrice
extracellulaire, des protéoglycanes ancrées dans les membranes cellulaires mais aussi, plus
rarement, des protéoglycanes intracellulaires. Parfois ces protéoglycanes sont retrouvés aussi
dans la circulation.

La longueur de la chaine protéique d’un protéoglycane peut varier de 1 a plus de 500 kD. La
chaine glycanique latérale peut étre unique ou multiple (jusqu'a 100 chaines/molécule). Du
point de vue structural, la chaine glycanique est composée d’un "linker" (unité d’encrage dans

la protéine composée de quatre monosaccharides xylose - galactose - galactose - acide
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glucuronique) suivi de la répétition de deux monosaccharides (une hexosamine et un acide
uronique) dont le type définit les sous familles de protéoglycanes. Il existe quatre types
principaux glycosaminoglycanes : l'acide hyaluronique (HA), I'héparane sulfate (HS) et
I'néparine (HP), le chondroitine sulfate (CS) et le dermatane sulfate (DS) (tableau I) [116].

La diversité des protéoglycanes est assurée non seulement par la structure de la chaine
protéique mais aussi par la chaine glycanique latérale. Cette derniere peut avoir une longueur
et des motifs de sulfatation variables en fonction des molécules. La diversité structurale et
fonctionnelle des chaines glycaniques se fait par plusieurs mécanismes :

- d’une part la succession des différents résidus osidiques n’est pas uniforme sur

toute la longueur de la chaine glycanique ;

- le degré de sulfatation de chaque résidu est variable (de zéro a trois résidus

sulfate) ;

- le degré de sulfatation n’est pas uniforme sur la longueur de la chaine glycanique,

avec des zones non sulfatées et des zones hypersulfatées.

Les fonctions de ces molécules et la régulation de leur structure sont encore mal
connues. La succession des différents résidus osidiques et le degré variable de sulfatation
créent au niveau des chaines glycaniques des motifs spécifiques qui permettent la fixation des
protéines basiques comme les facteurs de croissance, les cytokines ou les chimiokines. La
fixation sur le glycane joue un réle dans I’effet biologique de ces molécules [117]. Ainsi,
certains protéoglycanes ont un réle de corécepteur, favorisant la stabilisation du complexe
facteur de croissance - récepteur. Ils permettent, en outre, I’'immobilisation des facteurs de
croissance au niveau du stroma, créant ainsi un pool de stockage qui peut étre libéré lors
d’agressions (libération induite par exemple par I’activation des enzymes protéolytiques
comme les metalloprotéases et les glycosidases) [118]. Ils peuvent aussi avoir un rdle de
protection de ces facteurs contre la dégradation protéolytique [119]. Les protéoglycanes

peuvent également lier certaines molécules d’adhérence, comme les intégrines.

Tableau |: Classification des protéoglycanes en fonction de la composition en résidus
osidiques de leur chaine glycanique

Hexose-amine

N-acetyl-Glucosamine N-acetyl-Galactosamine
Ac glucuronique Acide hyaluronique Chondroitine sulfate
Acide uroni i ) .
Cide uronique | Ac gl_ucuror_uque Héparane sulfate/Héparine Dermatane Sulfate
/Ac iduronique
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Les protéoglycanes interviennent dans la stabilisation de la paroi vasculaire, la
prolifération, la migration des cellules endothéliales et I’angiogénése [120, 121].

La décorine

Parmi les protéoglycanes de la matrice extracellulaire la décorine fait partie de la
famille des « small leucine rich proteoglycans » (SLRP). Cette famille contient de maniére
prédominante des chondroitines et des dermatanes sulfate. La décorine est impliquée dans la
régulation de I’adhésion, la prolifération et la migration cellulaire. Une down-régulation de
I’expression de la décorine a été decrite dans le stroma des carcinomes hépatocellulaires [122]
et dans le cancer du sein [123, 124]. Dans les cancers du c6lon, il existe une surexpression de
la décorine qui est limitée a la tumeur et qui résulte d’une hypo-méthylation du gene [125];
ceci est retrouvé également dans les cancers du pancréas [126]. Dans les modeles
experimentaux, la surexpression de la décorine réduit la tumorigénicité des cellules tumorales
par I’intermédiaire des interactions avec le TGF( [127]. La décorine a été aussi impliquee
dans le contrdle de la prolifération tumorale. La surexpression de cette molécule est associée a
une croissance tumorale plus lente [128]. La décorine interagit également avec le récepteur a
I'EGF (epidermal growth factor) et régule négativement la prolifération cellulaire [129]. La
surexpression de la décorine dans les modeles expérimentaux permet également d’améliorer
la sensibilité des cellules tumorales a la chimiothérapie [130]. Néanmoins, dans d’autres
modeles, comme le mélanome malin, I’expression de la décorine n’influence pas I’agressivité
de ces cellules. Dans ce cas, la forme exprimée de la décorine est différente de la forme
« wild-type » et les mutations subies lui font perdre sa capacité d’inhibition de la croissance
tumorale [131]. Le mécanisme par lequel la decorine agit sur la croissance tumorale reste a
déterminer, mais, dans les cancers du sein, ou I'expression de la décorine est diminuée [124] il
a été démontré que la décorine a un réle de corécepteur pour le « Epidermal growth factor »
(EGF) et est capable d’inhiber par la suite la signalisation induite par ’'EGF [132, 133]. La
surexpression de la décorine diminue la migration, I'attachement des cellules endothéliales et
montre un effet négatif sur le développement de structures tubulaires [134]. De plus, des
tumeurs xénogéniques surexprimant la décorine ont une croissance et une néo-vascularisation
réduites. In vivo, sur les modeéles animaux, une tumeur primaire mammaire surexprimant la
décorine voit son volume tumoral réduit de 70% [135]. Par ailleurs, le traitement par la
décorine de différentes lignées tumorales réduit leur vitesse de croissance in vitro [128]. Ce
mécanisme est dépendant du VEGF, dont I'expression est réduite en présence de la décorine
[136].
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Le perlecan

Le perlecan est un autre protéoglycane impliqué dans la croissance tumorale. Le
perlecan est un composant majeur des membranes basales et des vaisseaux sanguins [137]. Il
est présent normalement dans la membrane basale des vaisseaux sanguins de la peau, du sein,
du cceur, du thymus, de la prostate, du cdlon, du poumon, du rein et du placenta [138]. Il est
sécreté par les cellules épithéliales, endothéliales, les muscles lisses, les fibroblastes et les
chondrocytes [139-144]. 1l a été montré que son expression est augmentée pendant le
processus de transformation tumorale et qu’elle est corrélée positivement avec le potentiel
invasif/métastatique de ces cancers [114, 145-147]. Le rdle potentiel du perlecan dans la
progression tumorale est probablement expliqué par sa capacité d’étre un ligand des facteurs
de croissance de la famille des FGF (FGF-2 et FGF-7). La fixation du FGF-2 a son récepteur
nécessite I’intervention d’un protéoglycane qui le présente de maniere efficace. L’inhibition
de la production de perlecan par des oligonucléotides antisens diminue la croissance tumorale
ainsi que I’invasion locale et les métastases [148, 149]. De plus, I’inhibition de la synthese du
perlecan dans un modéle de cancer du c6lon est accompagnée par une diminution de la
densité microvasculaire intra- et péritumorale [150].

Le perlecan est impliqué dans des processus de différenciation cellulaire, de
morphogenese tissulaire et d'embryogenéese, médiés tant par le corps protéique que par les
chaines de glycosaminoglycanes [151]. Au niveau de I'endothélium, le perlecan favorise la
prolifération des cellules endothéliales via sa liaison avec le FGF-2. Le perlecan protége le
FGF-2 contre la dégradation et maintient ainsi la capacité de prolifération des cellules
endothéliales. Le perlecan permet également de garder un stock de FGF-2 dans la matrice
extracellulaire pour permettre ensuite une libération progressive. Le perlecan promeut
également I'angiogénése tumorale [146, 152]. Son expression est augmentée dans le cancer du
sein [153, 154]. Dans les métastases de melanome malin I’expression du perlecan est associée
avec une forte agressivité de ces tumeurs [145, 155].

Récemment, il a été montré que I'expression stable d'un ADN complémentaire anti-
sens du perlecan dans des cellules de mélanome métastatique aboutissait a une suppression
des réponses cellulaires au FGF-2. 1l a été également constaté que ce type de stratégie de
suppression d'expression du perlecan permet de bloguer I’angiogénése et d'inhiber fortement
la croissance d'une xénogreffe de tumeur colique chez la souris. Les auteurs suggerent que cet
effet est médié par le blocage de l'activité du FGF-2 et du FGF-7 [150].

20



Les glypicans

Les glypicans constituent une famille de protéoglycanes de type héparane sulfate qui
sont attachés a la membrane cellulaire via une ancre glycosylphosphatidyl inositol [156]. Ils
ont un rble de co-recepteurs pour les membres de la famille du TGF-[3 et pour d’autres
facteurs de croissance se fixant aux protéoglycanes de type héparane sulfate [157]. L effet sur
la croissance tumorale est variable en fonction de la molécule exprimée, certains glypicans
(par ex le GPC-1) ayant un effet pro-tumoral tandis que d’autres (le GPC-3) inhibent la
croissance tumorale [158].

Les syndecans

D’autres proteoglycanes dont I’expression varie dans les tumeurs sont les syndécans
[159]. Cette famille de protéoglycanes membranaires est capable d’interagir avec des
protéines de la matrice extracellulaire (collagénes, fibronectine, thrombospondine, ténascine).
IIs lient, via leur glycosaminoglycane, différents facteurs de croissance tels que I'EGF, le
VEGF, le FGF-2 et des membres de la famille du TGF-B [160, 161]. Les syndecans
interviennent dans le controle de I’activité du FGF-2 dont il peut contrdler la stabilité et la
biodisponibilité par crinopexie (potentialisation de l'activite, régulation de la biodisponibilité
et de la stabilité) [162, 163]

Le syndecan-1, le membre le plus important de cette famille, est exprimé
préférentiellement au niveau des tissus épithéliaux et mésenchymateux. Il a été montré que
I’expression du syndecan-1 est diminuée dans de nombreux types de cancers comme les
tumeurs épidermoides de I’cesophage, du poumon, du larynx et de la peau et les
adénocarcinomes digestifs. La perte d’expression du syndecan-1 est corrélée avec le grade
histologique de la tumeur, son pouvoir métastatique [164] et représente un marqueur
indépendant du pronostic pour les cancers épidermoides du poumon ou les adénocarcinomes
gastriques et coliques [165-167].

Le syndecan-2 est exprimé au niveau des tissus d'origine mésenchymateuse (comme la
cellule endothéliale et les fibroblastes et les cellules nerveuses). Son expression est fortement
augmentée dans les cellules de carcinome du célon [168]. L'expression du syndecan-2 affecte
I'adhérence, la prolifération et l'activité tumorigene de cellules de carcinome du cdlon [168,
169]. Le syndecan-2 semble jouer un rble dans la migration des cellules tumorales mais aussi
des cellules endothéliales et donc dans le processus angiogenique [170]. Ceci est valable
également pour la forme soluble sans chaine glycanique, démontrant I'implication du corps
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protéique dans les mécanismes d'action des syndecans [171]. Le syndecan-3 est presque
exclusivement exprimé au niveau des tissus nerveux et musculo-squelettique. Le syndecan-4
est exprimé de maniére ubiquitaire [111, 161, 172]. Le syndecan-4 posséde une activité anti-
migratrice/anti-invasive, le classant comme suppresseur de tumeurs. La surexpression du
syndecan-4 inhibe la migration de la lignée CHO-K1 [173, 174]. L'expression du syndecan-4

est reprimée dans les cellules de carcinome du célon [168, 175]..

Le versican

Le versican est un protéoglycane sécrété par la cellule endothéliale [176] et les
muscles lisses vasculaires [177]. 1l est le principal protéoglycane de type chrondoitin/
dermatane sulfate de la matrice extracellulaire de nombreux tissus [178-180]. Il appartient a la
famille des hyalectans (avec l'aggrécan, le neurocan, et le brévican) [181]. Il existe plusieurs
isoformes générées par épissage alternatif [182]. Le nombre et la taille des chaines
glycaniques varient en fonction du tissu [183]. Au niveau des cellules endothéliales, le
versican stimule la prolifération, la migration cellulaire et I'adhérence [184]. L'expression du
versican est augmentée au cours des cancers du cerveau [185], du sein [53, 186], de la peau
[187], de la prostate [188] et du poumon [189]. Au niveau des mélanomes, la différentiation
de la cellule néoplasique modifie les isoformes du versican exprimées [190].

Le CD44

Le CD44 est un protéoglycane membranaire impliqué dans les interactions cellule-
cellule, et intervenant dans la domiciliation et I'activation lymphocytaire, I'hématopoiese, la
migration cellulaire et la progression tumorale et I'activation des cellules endothéliales [191].
Il existe une grande diversité d’isoformes générées par épissage alternatif. L'expression du
CD44 est augmentée par le FGF-2 et le VEGF, suggérant un réle dans I'angiogénese tumorale
[191]. Le CD44 ne semble toutefois pas étre impliqué dans le développement des tumeurs

mais faciliterait plutot I'apparition de métastases [192].
La thrombomoduline

La thrombomoduline est un protéoglycane membranaire de type chrondoitin sulfate.
Elle est exprimée constitutivement par la cellule endothéliale vasculaire et lymphatique, les
mégacaryocytes, les monocytes, les polynucléaires neutrophiles et certaines cellules tumorales
de cancer de l'oropharynx, de I'eesophage et du poumon [193, 194]. Sur le plan tumoral,
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I'expression de la thrombomoduline est inversement corrélée a la prolifération de cellules de
mélanome et sa surexpression diminue la prolifération cellulaire in vitro et la croissance
tumorale in vivo [193]. La perte de I'expression de la thrombomoduline est corrélée a un stade
avancé et a un mauvais pronostic. Les taux sériques de la forme soluble augmentent avec

I'évolution de ce type de cancer [194].

Cette liste de protéoglycanes impliqués dans la croissance tumorale est loin d’étre
complete mais illustre I’extréme diversité de ces molécules et leur implication dans la
croissance tumorale.

Malgré cette diversité quelques eléments communs peuvent étre dégagés [114]. Ainsi,
avec la transformation maligne, on retrouve généralement une diminution de la synthése de
protéoglycanes de type héparane sulfate [195, 196] ou dans certains cas seulement une
diminution de la sulfatation de la chaine glycanique [195]. Des modification de structure de la
chaine glycanique ont été également décrites [197]. Dans certains cancers on peut observer
également une augmentation de la concentration des héparanes sulfate qui est associé a une
augmentation du pouvoir métastatique des cellules [114, 155, 198, 199]. L’augmentation de
I’expression des protéoglycanes, comme par exemple dans les tumeurs pancréatiques, vont
augmenter la signalisation médiée par le FGF-2 [200]. Il est connu que les héparanes sulfates
sont impliqués comme corécepteurs dans un nombre important de voies de stimulation
externe comme celles médiées par les FGF, HGF/SF ou Wnt. Ce rble de corécepteurs est
rempli par I’intermédiaire de séquences courtes de la chaine glycanique latérale ayant un
schéma de sulfatation bien défini. L’altération du degré de sulfatation des héparanes sulfate
modifie donc la biodisponibilité et les signaux transmis par ces molécules [201]. En parallele,
la diminution de la quantité d’héparanes sulfates est accompagnée par une augmentation de la
quantité de chondroitine sulfate.

Les enzymes impliquées dans la synthese ou la dégradation des protéoglycanes sont
aussi impliquées dans la progression des lésions tumorales. Ainsi I’héparanase, une des
enzymes majeures impliquées dans la dégradation des héparanes sulfates est surexprimée au
niveau du front d’invasion, dans les Iésions métastatiques ganglionnaires ou tissulaires. Elle
participe ainsi a la dégradation de la matrice extracellulaire et donc a la progression locale et
métastatique des tumeurs. L’absence d’expression de I’héparanase a été corrélée avec une
meilleure survie dans certains cancers [162].

Les protéoglycanes jouent donc un rdle important dans la progression locale et
métastatique des Iésions tumorales (revue générale par Fuster [202]), mais le rdle exact de
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chaque molécule dans la croissance des cancers et les possibilités pratiques de les utiliser

comme cibles anti-tumorales restent encore a définir.

Endocan est aussi un membre de la famille des protéoglycanes avec une chaine
latérale de type dermatane sulfate. Il partage des fonctions communes avec I’ensemble des
protéoglycanes dont I’interaction avec les facteurs de croissance et les intégrines, deux

caractéristiques qui vont influer sur ses fonctions.

11.2.1.3 Interaction de la matrice avec les cellules tumorales

Le rble des protéoglycanes ne se limite pas a I’interaction avec les facteurs de
croissance et a la fonction de soutien. En tant que composantes de la matrice extracellulaire ils
interagissent avec les autres molécules de cette structure et les molécules de la surface
cellulaire.

En effet, les protéoglycanes peuvent également lier certaines molécules d’adhérence,
comme les intégrines. Ces derniéres sont des hétérodimeres composés d’une sous-unité o et
une sous-unité B. Il existe huit types de chaines beta et dix-huit types de chaines alpha
pouvant créer plus de 25 types différents d’intégrines. Chaque combinaison forme un
récepteur ayant une spécificite étroite pour un groupe de ligands [203].

Les intégrines peuvent transmettre des signaux externes vers la cellule par
I’intermédiaire de la queue intracytoplasmique de la chaine beta (phénomene dénomme
« outside-in signaling »). L’activation des cascades de signalisation intracellulaire génére une
modification des génes exprimés, une reorganisation du cytosquelette, modifie I’adhésion et la
survie des cellules [204]. Les intégrines interviennent dans I’attachement de cellules aux
membranes basales ou aux autres cellules, mais peuvent également influencer I’entrée ou la
sortie du cycle cellulaire [205] ou la motilité cellulaire aprés avoir fixé différents ligands
présents dans la matrice extracellulaire [206]. Elles ont un rdle dans les maladies
inflammatoires (intervenant dans la migration leucocytaire) mais aussi dans le cancer [207-
209]. 1l existe de nombreuses anomalies de I’expression des intégrines dans les cancers [210,
211]. L’intégrine avp3 est actuellement considérée comme un marqueur des mélanomes
invasifs [212, 213] et son expression augmente le potentiel métastatique des cellules
melanomateuses [214]. La surexpression de I’intégrine B4 induit un arrét de la croissance
cellulaire par I’intermédiaire de la surexpression d’inhibiteurs des «cyclin dependent
kinases » (Cdk) [215]. L’expression de I’intégrine a2B1 dans des cellules de cancer du sein

faiblement différenciées induit un arrét de la croissance cellulaire et la réversibilité du
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phénotype tumoral [216]. Les intégrines transmettent également des signaux nécessaires a la
survie cellulaire [204]. L inhibition des interactions des intégrines avec leurs ligands inhibent
la croissance cellulaire tumorale et peuvent induire une apoptose [217-220]. Les intégrines
notamment I’abB2, ont été également impliquées dans le contr6le de la formation de la
matrice extracellulaire [221].

Les intégrines peuvent modifier le comportement de la cellule par rapport a son
environnement en fonction de signaux internes a la cellule. Ce phénomene dénommeé « inside-
out signaling » consiste a réguler sur la membrane le nombre, la densité et I’affinité des
intégrines pour leurs ligands extracellulaires en fonction de I’état intracellulaire et ainsi
réguler la migration et I’invasivité des cellules [222]. Les intégrines de type avp3 et a634 ont
été impliquées dans ce processus [223].

11.2.1.4 Composante inflammatoire de I’environnement tumoral

Le microenvironnement tumoral comprend également des cellules inflammatoires
impliquées dans la croissance ou la réponse immune anti-tumorale. Cet infiltrat
inflammatoire comprend des cellules de la lignée myéloide (neutrophiles, macrophages,
cellules dendritiques, mastocytes et éosinophiles) ainsi que des lymphocytes [224]. La
présence des ces cellules a été interprétée comme un signe de la réponse immunitaire anti
tumorale. Toutefois, dans les modéles animaux la présence de ce type d’infiltrat est plus liée a
la stimulation secondaire a la xénogreffe (méme si il s’agit d’animaux immunodéprimés) qu’a
une réponse immune anti-tumorale efficace. La présence de leucocytes intra-tumoraux est
parfois un facteur de pronostic favorable [225]. Les leucocytes intra-tumoraux peuvent étre
aussi impliqueés dans la progression tumorale [226-228]. En fait, les donnés actuelles montrent
que I'immunogénicité des tumeurs reste faible et qu’elles développent des mécanismes
complexes d’évasion de la reponse immune [229].

La relation entre inflammation et cancer a été noté depuis plus de 150 ans. Ainsi,
Virchow en 1863 note que les cancers sont plus fréquents dans les sites ou il existe une
inflammation chronique [226]. Il est également connu qu’environ 15% des cancers sont le
résultat d’une inflammation persistante [226], conséquence directe d’une infection chronique
comme c’est le cas pour les tumeurs gastriques [230] ou celles du col utérin [231]. D’ailleurs,
récemment un vaccin contre le papillomavirus a été mis sur le marché pour la prévention du
cancer du col de I’utérus. Il a été également démontré que les traitements anti inflammatoires

peuvent réduire le risque de certains cancers [232] comme les cancers colorectaux [233].
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Les interactions entre I’inflammation et la tumorigénese peuvent se réaliser a des
niveaux multiples. Initialement il a été postulé que la toxicité induite par les radicaux libres,
induits par I’inflammation, génére des lésions cellulaires capables de favoriser le
développement de clones cellulaires anormaux [234]. Nous comprenons aujourd’hui que
I’apparition des tumeurs dans les zones d’inflammation n’est pas la résultante directe de la
prolifération des cellules au niveau local. Néanmoins, le risque de transformation néoplasique
augmente chez ces cellules en prolifération rapide qui évoluent dans un environnement riche
en médiateurs (facteurs de croissance, cytokines chimiokines et enzymes protéolytiques) et
facteurs potentiellement génotoxiques. Ce microenvironnement cellulaire est trés similaire
dans I’inflammation et la tumorigénése [71, 235].

Les études sur les tumeurs humaines montrent qu’il existe une corrélation positive
entre I’infiltration par les cellules de I'immunité innée (notamment les mastocytes et les
macrophages) et la densité vasculaire et que ces cellules expriment des facteurs de croissance
pro-angiogéniques [236, 237]. Dans les tumeurs humaines I’intensité de I’infiltration par ces

mémes cellules est corrélé a I’angiogénese et au développement tumoral [227].

11.2.1.4.1 L es macrophages associés aux tumeurs

De toutes les cellules inflammatoires impliquées dans la progression tumorale, les
données les plus convaincantes sont disponibles pour les macrophages. Les macrophages
tissulaires ont comme origine les monocytes circulants immatures qui vont migrer au niveau
des différents tissus ou ils subissent une maturation. Ces macrophages tissulaires ont des
fonctions cytotoxiques et participent au remodelage tissulaire. Ils secrétent également un
éventail large de cytokines, facteurs de croissance et de protéases. Le processus inflammatoire
est initié par les macrophages résidents dans les tissus en réponse d’une stimulation locale
bactérienne, chimigue ou mécanique.

Les macrophages peuvent avoir un effet cytotoxique et intervenir dans I’immunité
anti-tumorale. Néanmoins, pour que ces cellules deviennent cytotoxiques elles ont besoin
d’étre activées (comme par exemple par I’interféron gamma — IFNy ou le lipopolysaccharide
— LPS). La toxicité des macrophages peut se réaliser soit directement, soit étre médiée par les
anticorps. On sait que I’immunogenicité des tumeurs reste modeste et que les anticorps anti-
tumoraux, méme si ils sont présents dans un bon nombre de localisations tumorales, sont
insuffisants pour monter une défense efficace. Dans les modeles animaux, I’apparition d’une
cytotoxicité tumorale efficace par les différentes cellules immunitaires nécessite généralement

I’administration de cytokines comme I’IL12 qui augmente la réponse antitumorale par un
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mécanisme dépendent de I’IFNy [238]. On sait actuellement que les tumeurs sont capables de
modifier le profil de cytokines sécrétées par les macrophages, de diminuer leur sécrétion de
cytokines cytotoxiques ou d’induire I’apparition de macrophages ayant un effet suppresseur
[239]. Ainsi, la sécrétion de I’IL-10 et de prostaglandine E2 (PGE2) participe a la suppression
de la réponse immune anti tumorale [239].

Dans les tumeurs, la présence d’une infiltration macrophagique intense est associée en
général a un mauvais pronostic [240, 241] bien que quelques publications apportent des
arguments contraires comme par exemple dans le cancer bronchique a non petites cellules
[242]. Globalement, la majorité des publications montrent que ce type cellulaire semble étre
tres important pour la croissance tumorale [243]. L’inoculation de tumeurs humaines chez des
souris knock-out qui ne peuvent pas recruter des macrophages intra-tumoraux (par blocage de
la sécrétion du CSF-1- Macrophage colony stimulating factor ou M-CSF) réduit fortement
I’incidence des tumeurs invasives et inhibe presque totalement leur pouvoir métastatique
[244, 245]. Néanmoins I’incidence des tumeurs in situ n’est pas modifiée. Les mécanismes
précis qui impliquent le macrophage dans la progression tumorale sont encore mal connus
mais font intervenir plusieurs médiateurs solubles. Cet effet semble étre medié par la
production de CSF-1 (Macrophage colony stimulating factor ou M-CSF). Dans les modéles
animaux de tumeurs mammaires primitives chez la souris et le rat, les cellules tumorales et les
macrophages migrent ensemble vers les vaisseaux. Ce mécanisme est dépendant du CSF-1 et
de ’EGF puisque I’inhibition du CSF-1 ou de la signalisation intracellulaire par le récepteur
de I’EGF aboli ce phénoméne in vivo [246] et réduit la croissance tumorale [244]. La
surexpression du CSF-1 permet de d’obtenir une accélération de la croissance tumorale tant
dans les modeles de souris deficientes en CSF-1 que chez des souris normales [244]. Ceci
suggere qu’il existe tres probablement au niveau tumoral une boucle paracrine impliquant
’EGF et le CSF-1. In vitro, la stimulation des cellules tumorales par 'EGF ou des
macrophages par le CSF-1 induit la formation de pseudopodes. Chaque type cellulaire
augmente ainsi sa capacité de remodelage de la matrice et son invasivité locale [247]. De
maniere similaire, la chimiokine CCL2 (ou Monocyte Chemoattractant Protein-lou MCP-1) a
été impliqgué comme facteur majeur intervenant dans le recrutement intra-tumoral des
macrophages dans plusieurs localisations tumorales dont les cancers du poumon [248]. Il est
intéressant de noter que dans toutes les localisations tumorales ou les macrophages ont été
impliqués dans la croissance tumorale il existe également des données abondantes concernant

la surexpression des facteur de croissance/chimiokines spécifiques aux macrophages [245].
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Les macrophages soutiennent la croissance tumorale par leurs capacités d’intervenir
dans le remodelage tissulaire, la production de facteurs de croissance et facteurs pro-
angiogeniques [235]. Dans les étapes initiales de la tumorigénese, les macrophages sont
retrouvés au niveau de la membrane basale dans les zones de discontinuité de celle-ci. Ils sont
également présents dans les tumeurs avancées au niveau du front d’invasion [243]. Ceci
suggere que les tumeurs exploitent les capacités des macrophages a degrader la matrice
extracellulaire, leur permettant ensuite d’envahir les tissus environnants [241, 245, 249]. Il a
été prouvé qu’il existe des relations étroites entre les cellules tumorales, les macrophages et
les vaisseaux sanguins soutenant ainsi I’hypothese que les macrophages augmentent les
capacités de migration et d’invasion des cellules tumorales [250]. Les macrophages
augmentent la capacité des cellules tumorales de quitter la tumeur primitive et de pénétrer
dans les vaisseaux (phénomene dénommeé intravasation - qui est essentiel dans le processus de
métastase) [249]. Les macrophages contrélent donc la migration et I’extravasation des cellules
tumorales expliquant ainsi dans les modeles animaux I’importance des macrophages dans le
processus metastatique [241]. Ces données expérimentales expliquent pourquoi, dans le
cancer du sein, la surexpression de CSF-1 et de I’EGF sont des facteurs indépendants de
mauvais pronostic [241, 251].

Les macrophages sont également impliqués dans le processus d’angiogénese. Les
études sur les tumeurs humaines montrent qu’il existe une association entre la densité
macrophagique locale et I’angiogénése quantifiee par la densité micro-vasculaire [251, 252].
Dans certains modeéles de cancer du sein la déplétion en macrophages réduit le switch
angiogénique et le remodelage vasculaire [243]. Le macrophages produisent des facteurs
angiogeniques comme le VEGF, I’endothéline-2 et I’activateur du plasminogéne (uPA) [245,
253-255] et des facteurs inducteurs comme I’IL-1 qui stimule la transcription du VEGF [116].
Les signaux dérivés de la tumeur semblent recruter une population macrophagique
particuliere (exprimant le marqueur endothelial Tie2) qui est responsable du processus
d’angiogénése. La déplétion de cette population réduit I’angiogénese et génere une régression
tumorale [256].

11.2.1.4.2R6le des neutrophiles infiltrant la tumeur

Les neutrophiles représentent une autre population cellulaire qui est recrutée
précocement dans le processus inflammatoire. Les donnés qui associent les neutrophiles et la
progression tumorale sont moins nombreuses que pour les macrophages [224] et sont encore

assez contradictoires. Les neutrophiles ont une fonction cytotoxique importante (notamment
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dans les processus de rejet de greffe) et sont considérés comme des effecteurs importants de
I’immunité innée antitumorale.

Les neutrophiles ont néanmoins été associés au processus d’instabilité génétique des
tumeurs [257]. La présence d’une infiltration neutrophile importante a été associée a un
pronostic défavorable dans les carcinomes bronchiques de type bronchiolo-alvéolaire [258]
tandis que dans les carcinomes gastriques elle serait plutét associée a un meilleur pronostic
[259]. Dans les modéles animaux, I’élimination des neutrophiles par un anticorps monoclonal
freine la croissance tumorale suggérant une action pro-tumorale de cette population [260].
Cette action pro-tumorale serait médié par le recrutement actif de neutrophiles par la tumeur
via des CXC - chimiokines [258] et I’inhibition de leur apoptose par I’intermédiaire des
facteurs de croissance hématopoiétiques (G-CSF et GM-CSF) produits par la cellule tumorale
[261]. Ces neutrophiles produisent des facteurs de croissance (comme le HGF/SF) qui
augmentent la capacité de migration (et d’invasion locale) des cellules tumorales. Les niveaux
élevées de HGF/SF et I’infiltration intense de la tumeur avec des neutrophiles sont associés a
une survie plus courte des patients ayant un carcinome bronchiolo-alvéolaire [262]. Il a été
également démontré que les neutrophiles tumoraux participent au processus d’angiogénese
par la production de VEGF et d’IL-8 [263] et par I’activation des metalloprotéases [264].

Malgré ces éléments d’autres études montrent que les neutrophiles interviennent dans
la réponse antitumorale Ainsi la déplétion des neutrophiles augmente I’efficacité des
carcinogenes chimiques [265] et le recrutement de neutrophiles par G-CSF induit plut6t une
diminution du pouvoir métastatique [266] ou réduit la tumorigenicité de certaines lignées
tumorales [267]. Globalement le neutrophile est vu aujourd’hui comme un effecteur
antitumoral important [268]. Néanmoins, les études de cette population restent peu

nombreuses car la majorité se focalisent sur la réponse adaptative de cellules T.

11.2.1.4.3Les lymphocytes intra-tumoraux

Le systtme immun adaptatif intervient dans le contr6le du développement tumoral.
[269] mais son rble exact reste encore a définir. 1l faut noter que les études épidémiologiques
qui ont étudié I’incidence des tumeurs chez les patients immunodéprimés montrent que pour
certaines localisations I’incidence des cancers diminue avec I’immunosuppression tandis que
pour d’autres localisations elle augmente (revue par [269]). Le rble du systéeme immun
adaptatif est la reconnaissance du « non-soi » et de permettre la destruction rapide des
cellules/organismes qui ne répondent pas a cette définition. Ce systeme est compose de

cellules qui capturent et assurent le traitement de I’antigéne et le présentent ensuite aux
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cellules effectrices. Ces cellules (les lymphocytes T et B) subissent un processus de sélection
et de maturation, sous I’influence des cellules présentatrices d’antigéne et des facteurs
solubles, donnant naissance a des cellules mémoire et aux cellules effectrices. L activation de
ces cellules devrait permettre une réponse efficace aboutissant a I’élimination de I’élément
anormal, dans notre cas la cellule tumorale. Deux écueils majeurs réduisent I’efficacité de la
réponse immune adaptative contre les tumeurs. Premiérement il est nécessaire que les tumeurs
expriment a leur surface un antigene qui puisse étre reconnu. L’apparition de ce type de néo-
antigéne n’est pas facile et de plus ils sont faiblement immunogénes. Le deuxiéme point
concerne I’environnement tumoral qui n’est pas propice au développement d’une réponse
immune efficace.

Il existe au niveau tumoral des mécanismes inducteurs de la tolérance immune qui
diminuent ou méme abolissent la réponse antitumorale. La faible immunogénicite des cellules
tumorales entraine un défaut d’induction ou de maintien de la réponse immunitaire ou méme
I’apparition d’une tolérance. En effet on observe au niveau de certaines tumeurs la présence
des lymphocytes immunorégulateurs CD4" CD25" (dits T régulateurs naturels) qui
représentent jusqu'a 30% de I’infiltrat leucocytaire intra-tumoral [270]. Par ailleurs, des
cytokines ayant des effets inhibiteurs sur la réponse immune (comme le Transforming growth
factor beta- TGFP ou I’lL-10) peuvent également étre produites localement par les cellules
tumorales et par le stroma tumoral. Cet environnement peut alors favoriser la différenciation
en lymphocytes T sécréteurs de cytokines anti-inflammatoires ou encore en lymphocytes a
fonction régulatrice [271].

Actuellement, le systeme immun adaptatif, a I’ exclusion de cellules régulatrices, est
vu comme ayant un rdle dans la limitation de la progression tumorale. Dans les années 50,
Burnet propose le concept d’immunosurveillance [272]. Selon cette théorie, le systeme
immun est capable de reconnaitre et de détruire les clones cellulaires anormaux qui sont
produits continuellement dans I’organisme. Bien que cette théorie ait recu certains arguments
experimentaux pour la soutenir [273] elle reste encore controversee.

Plusieurs éléments expérimentaux soutiennent I’effet positif de I’immunité adaptative
dans la réponse anti-tumorale. In vitro, les lymphocytes CD8" sont capables d’avoir un effet
cytotoxique en reconnaissant les antigénes tumoraux via le MHC de classe | et tuent les cellules
tumorales par lyse cellulaire. Les CD4" peuvent également avoir une action anti-angiogénique,
par le biais de I'lL-4 et de I'interféron (IFN)-y [274]. De multiples modeles animaux ont montré
gu’une manipulation de la réaction immune (injection de cellules dendritiques stimulées par

I’antigéne tumoral, injection de cytokines stimulant la réponse immune — IL2, IL12, ou le
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transfert passif de cellules T effectrices) peut étre efficace voire avoir un effet curatif en tant
que thérapie anticancéreuse. Enfin, en clinique, on constate que la présence de leucocytes intra-
tumoraux est associée, dans certaines localisations, avec un meilleur pronostic tumoral [225,
275-280].

Malgré des bases théoriques solides, les résultats trés encourageants obtenus sur les
modeles animaux et des réponses parfois spectaculaires sur des cas isolés, les études cliniques
ont montré jusqu'a maintenant un effet modeste de la manipulation de la réponse immune
dans le traitement des cancers. A ce jour, les modalités optimales de stimulation de
I’immunité ou la population cible a qui ce traitement pourrait étre utile restent encore a définir
[281, 282].

31



I1l. ANGIOGENESE TUMORALE

Il est facile d’oublier que le cancer n’est pas une maladie unique mais un ensemble
complexe de maladies qui partagent des caractéristiques communes. Les travaux réalisés
depuis plus de 50 ans ont permis néanmoins de caractériser les principes communs qui sont a
la base du développement tumoral [25]. En dehors des modifications génétiques et
épigénétiques qui touchent les mécanismes de contrle de la croissance et de la mort
cellulaire, toutes les tumeurs ont besoin d’un élément supplémentaire pour pouvoir croitre et
se développer — I’induction et la formation de vaisseaux sanguins ou angiogéenese.
L’angiogénese représente le processus de formation et de branchement de nouveaux vaisseaux
a partir des vaisseaux préexistants. Ce processus est le résultat de la migration et de la
prolifération des cellules endothéliales. En effet, comme tout tissu normal ou pathologique les
tumeurs ont besoin d’un apport adéquat en oxygene et d’assurer I’élimination de leurs
produits métaboliques. Ces nécessités sont variables d’une tumeur a une autre et peuvent
changer en fonction de I’étape évolutive de la tumeur. La formation de nouveaux vaisseaux et
la densité microvasculaire de chaque tumeur a été considéré classiquement comme un
marqueur de la stimulation angiogeénique. Bien que ce paramétre soit parfois un élément
d’évaluation du pronostic il dépend principalement de I’intensité du métabolisme de la cellule
tumorale [283]. L’accés a une vascularisation efficace est essentielle pour qu’une tumeur
dépasse le stade in situ [35] et est un des facteurs limitants de la croissance tumorale [284,
285]. En dehors d’une angiogénese efficace les tumeurs restent au stade in situ et sont
incapables de se développer [59, 286, 287]. Le développement tumoral macroscopique est

régulé (du moins dans les stades initiaux) par I’intensité de I’angiogénése et non pas par la
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capacité proliférative des cellules tumorales [288]. Le développement d’une néo-
vascularisation n’est pas spéecifique au développement tumoral mais est un processus commun
a de multiples pathologies non tumorales comme le psoriasis, la rétinopathie diabétique ou
méme I’obésité, I’athérosclérose et certaines maladies infectieuses [289]. La régulation de ce
processus est faite par une balance entre les stimuli pro-angiogéniques et ceux anti-
angiogeniques. L’induction de I’angiogénese dépend de I’équilibre de cette balance. Chez
I’adulte, la cellule endothéliale a un turnover extrémement réduit (avec moins de 0,01% de
cellules en phase de prolifération et une demi-vie de plus de cent voire mille jours). Sous
I’influence des facteurs pro-angiogéniques, ces cellules peuvent proliférer rapidement avec un
turnover de moins de 5 jours. L’initiation de ce processus d’angiogénese, qui résulte du
désequilibre entre les facteurs pro et anti-angiogéniques, porte le nom de «switch »
angiogénique et intégre une série complexe d’événements comme la sécrétion de facteurs pro-
angiogéniques, I’activation des cellules endothéliales, la sécrétion d’enzymes protéolytiques
suivie par la dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire, la
prolifération des cellules endothéliales, leur migration et la formation de néo-capillaires.

Les cellules tumorales ne sont pas la seule source de facteurs pro-angiogéniques, les
cellules stromales secrétant des quantités importantes de ces facteurs. On connait a ce jour
plusieurs molécules angiogéniques (Tableau I1). Ces facteurs angiogéniques entrent dans trois
catégories majeures [290, 291] :

- les facteurs de croissance pléiotropes qui ont un effet angiogénique important

- les facteurs spécifiques de la cellule endothéliale

- les facteurs agissant par des mécanismes indirects en stimulant les autres facteurs

angiogéniques.

En dehors de la sécrétion de ces médiateurs angiogéniques, des tumeurs particulieres
ont développé d’autres mécanismes originaux, pour s’assurer d’un un apport nutritionnel
suffisant. Ces tumeurs on soit centré leur développements sur un réseau vasculaire existant
soit participent a la formation de pseudo-capillaires sans intervention des cellules
endothéliales.

Plusieurs revues générales récentes font le point sur les mécanismes et les facteurs
solubles impliqués dans I’angiogénese tumorale [290, 292-295]. Nous nous limiterons a

énumérer les plus connus et ceux pour lesquels un lien avec endocan a été évoqué.
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I11.1Les FGF

Le premier facteur angiogénique a étre caractérisé a été le FGF-2 (ou le basic
Fibroblast Growth Factor) [296] qui fait partie d’une famille comprenant plus de 19 membres.
Il existe également plusieurs iso-formes générées par épissage alternatif. Cette molécule est
un puissant mitogene pour les cellules endothéliales [297] mais elle agit aussi en stimulant la
sécrétion du VEGF par les cellules stromales [298] et induit la formation de tubules dans les
modeles d’angiogénese in vitro (culture en 3D sur gel de collagéne). Le FGF-2 a une action
pro-angiogénique et augmente la croissance tumorale [299]. L’action biologique du FGF-2
(comme tous les membres de sa famille) est dépendante de sa fixation aux héparanes sulfate
qui servent de corécepteurs et amplifient I’action mitogenique du FGF-2 sur les cellules
cibles. Ainsi, la modification de la composition en protéoglycanes du stroma module I’action
pro-angiogenique du FGF-2. Le FGF-2 est un facteur pléiotrope sans aucune spécificité pour
la cellule tumorale ou endothéliale [300]. Une expression élevée de FGF-2 est présente dans
différentes tumeurs tant au niveau local que dans le sang, surtout dans les cancers évolués
[301-303]. Des etudes limitées suggerent egalement que le FGF-2 pourrait étre un facteur de

pronostic indépendant des adénocarcinomes pulmonaires [304].

I11.2Le VEGF

Les facteurs agissant spécifiquement sur les cellules endothéliales comprennent la
famille de VEGF (revues générales par Hicklin [305] et Ferrara [306]) et les angiopoietines.
Le VEGF appartient a une famille de facteurs de croissance qui comprend six membres : le
VEGF-A (ou VEGF), PIGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et VEGF-E. Le VEGF (ou VEGF-
A, initialement connu comme VPF - Vascular Peameability Factor avant sa caractérisation
complete) est essentiel au développement embryonnaire puisque la perte d’un seul alléle
induit une létalité embryonnaire secondaire aux altérations du développement vasculaire
[307]. Les données in vitro montrent que le VEGF stimule la dégradation de la matrice
extracellulaire, la prolifération, la migration et la formation de tubules par les cellules
endothéliales et induit I’expression par ces cellules du uPA et de la MMP-1. In vivo, le VEGF
augmente la permeéabilité capillaire, étape importante du processus d’angiogénese [308]. La
production de VEGF est induite par le PDGF, I’EGF, TNF-a, TGF-f3 [309] mais aussi par
I’hypoxie [310].

Le VEGF ne représente toutefois pas une seule molécule. L’ARNm du VEGF subi un
épissage alternatif donnant naissance a six isoformes contenant 121, 145, 165, 183, 189 ou
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206 aminoacides [311]. La forme de 121 aminoacides ne se fixe pas sur I’héparine et elle
diffuse librement. Les autres isoformes ont une affinité pour les glycanes qui augmente avec
leur poids moléculaire. Cette affinité importante pour les glycanes fait que les formes VEGF
189 ot VEGF # ne sont retrouvées que séquestrées dans la matrice extracellulaire et ne sont
actives qu’apres digestion par des protéases de la matrice extracellulaire (par la MMP-9 par
exemple) ou apres clivage de leur fragment C-terminal (par la plasmine) [312].

La forme produite de maniére prédominante (notamment dans les cancers broncho-
pulmonaires) est la forme contenant 165 aminoacides [299]. Le VEGF-B et le PIGF (Placental
Growth Factor) semblent moins critiques pour le processus d’angiogénése puisque la délétion
de ces genes ne genére pas d’anomalies de developpement des souris. Il est donc possible que
ces facteurs jouent un rdle redondant dans la vasculogénese en suppléant le VEGF.
Néanmoins, les souris déficientes en VEGF-B ou PIGF ont des anomalies de I’angiogénése
durant les processus d’ischémie, inflammation, réparation tissulaire et de croissance tumorale
ce qui suggeére que ces genes interviennent principalement a I’age adulte [313]. Par contre, les
VEGF-C et -D jouent un rdle essentiel dans le processus de lymphangiogénese et la délétion
de ces genes est létale. Le VEGF-E n’est pas une protéine animale mais une protéine virale du
paroxavirus Orf. Il stimule de maniére intense le VEGFR-2 (KDR/FIk-1).

I11.3 Les récepteurs du VEGF

On connait a ce jour deux recepteurs de haute affinité pour le VEGF-A: le VEGFR-1
(ou Flt-1) et le VEGFR-2 (KDR ou Flk-1 chez la souris). Il existe egalement un troisieme
récepteur de la méme famille, le VEGFR-3 (ou Flt-4), mais il ne fixe pas le VEGF-A mais
plutdt les VEGF-C et VEGF-D [314]. Les recepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 ont une
homologie d’environ 44% de leur séquence protéique. Le récepteur VEGFR-2 semble
exprimé sur toutes les cellules endothéliales tandis que le VEGFR-1 et VEGFR-3 semblent
avoir une spécificité d’organe [305]. Le rdle exact du VEGFR-1 dans I’angiogénese reste
encore obscur. En effet, la signalisation par ce récepteur reste faible par rapport au VEGFR-2
et initialement il a été consideré comme un regulateur négatif de la signalisation par le
VEGFR-2. Le VEGFR-2 est responsable de la majorité des effets du VEGF-A dans
I’angiogénése.

Le VEGF induit sur les cellules endothéliales plusieurs effets importants. Il induit une
augmentation importante de la perméabilité vasculaire, étant plus de 50.000 fois plus puissant
que I’histamine [308]. Cette augmentation de la perméabilité semble étre importante pour

I’angiogénése puisque elle induit le dépét de fibrine dans les espaces extravasculaires et
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stimule les capacités pro-angiogénique du stroma [315]. Le VEGF induit également
I’activation des cellules endothéliales en induisant I’expression d’un nombre important de
genes incluant des protéases impliquées dans la coagulation, des MMP, des intégrines et des
mitogénes [305]. De maniére intéressante, la stimulation des cellules endothéliales induit
également I’expression d’endocan tant au niveau de I’ARN messager [316, 317] que de la
protéine [317]. Le VEGF induit également la prolifération des cellules endothéliales par
I’intermédiaire du VEFGR-2 [318] et augmente la survie et la migration de ces cellules [306].
Tous ces eléments font actuellement du VEGF la cible principale des traitements anti-
angiogénése qui sont en cours d’étude préclinique, en phase de test clinique ou méme en
utilisation courante (Bevacizumab — Avastin®) - revue genérale par Ferrara et Kerbel ref
[319]. Néanmoins, il est également clair a ce jour qu’il existe une résistance a ces traitements
soit par le développement de voies alternes permettant de soutenir I’angiogénése soit par une
instabilité génétique des cellules endothéliales qui peuvent elles aussi présenter des anomalies
génétiques similaires aux cellules cancéreuses [320, 321]. Il n’existe a ce jour aucun marqueur

permettant d’évaluer la réponse a ces traitements anti-angiogéniques [322, 323].

I11.4 Les angiopoietines

Malgreé le réle majeur du VEGF dans la biologie vasculaire, celui-ci agit de concert
avec d’autres facteurs. Les angiopoietines semblent é&tre une classe importante de partenaires
du VEGF. Ces proteines sont des ligands des récepteurs Tie qui sont une famille de récepteurs
a activité tyrosine-kinase exprimes sur les cellules endothéliales. On connait quatre membres
de la famille des angiopoietines (Ang 1 a 4). Les données expérimentales sont encore réduites
sur ces molécules. 1l semble que le récepteur primaire de ces molécules soit Tie2 tandis que
Tielest engagé dans le cadre d’un complexe recepteur hétérodimere. La fonction d’Angl
semble étre de stabiliser la structure vasculaire et d’augmenter le diametre vasculaire, tandis
que le VEGF augmente principalement le nombre des vaisseaux. La protéine Ang2 semble
étre agoniste ou antagoniste du récepteur Tie2 en fonction du modeéle utilisé [324].

I11.5 Autres facteurs angiogéniques

Parmi les facteurs ayant un mode d’action indirect les mieux étudiés sont le TNF-a et
le TGF-B. Le TGF-B induit I’angiogéneése et stimule I’expression du TNF-a, du FGF-2, du
PDGF et du VEGF par les cellules inflammatoires recrutées au niveau de la tumeur [290,
325]. Le TNF-a augmente I’expression du VEGF et de ses récepteurs, de I’IL-8, et du FGF-2

par les cellules endothéliales expliquant ainsi ses propriétés angiogéniques [326, 327].
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Tableau Il Facteurs endogénes impliques dans le contréle de I’angiogénése

Facteurs Pro-angiogéniques Facteurs anti-angiogéniques
Facteurs de Croissance : Glycoprotéines de la matrice :
VEGF, récepteurs du VEGF, FGF2, EGF, Trombospondine 1 et 2
PDGF, PIGF, HGF/SF, TGF a et B, TNF-a |[Fragments de dégradation du collagéne :
Protéases : angiostatine, endostatine, tumstatine, canstatine
Cathepsine, metalloprotéases, uPA Cytokines :
Cytokines : IFN-a et -3, IP-10, IL-12, IL-18
IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1 Inhibiteurs des facteurs de croissance :
Autres : Récepteurs solubles du VEGFR, angiopoietine 2
Angiopoietine 1, intégrines, hypoxie Autres : PF4

111.6 Le mimétisme vasculaire

Méme s’il est clair aujourd’hui que toute tumeur a besoin d’un support vasculaire
suffisant pour pouvoir croitre, il existe cependant des cancers qui ont « résolu » ce probléme
d’une maniére différente. Ainsi I’astrocytome, une tumeur cérébrale trés invasive, ne recrute
pas de nouveaux vaisseaux tumoraux mais dirige plutét son extension autour des axes
vasculaires préexistants. Un autre mécanisme original qui participe a I’apport sanguin tumoral
est le mimétisme vasculaire. Il s’agit de la capacité des cellules de certaines tumeurs
d’acquérir un phénotype qui leur permet de créer des structures tubulaires similaires aux
vaisseaux sanguins. L’apparition de ces pseudo-vaisseaux n’est pas un phénomeéne vasculaire
puisqu’ils n’intégrent pas de cellules endothéliales, la paroi de ces structures étant composéee
uniquement de cellules tumorales. Ce phénomene a été mis en évidence par Maniotis et al
[328] sur des mélanomes. Il est intéressant de constater que ce phénoméne de mimétisme
vasculaire est associé a une invasivité et un pouvoir métastatique plus éleves des tumeurs ou
lignées tumorales qui I’expriment. L’analyse transcriptionelle de ces tumeurs /ou lignées
tumorales montrent qu’elles surexpriment un certain nombre de génes associes a
I’angiogénese (Tie-1, Thrombospondine, certaines formes de VEGF — B et C) ou permettant a
ces cellules de s’assembler en pseudo-tubules (comme la VE-cadhérine, EphA2 ou la
laminine) — pour une analyse détaillée de I’expression des genes voire les références [329,
330]. Il est intéressant de noter que le VEGF (ou VEGF-A) n’est pas retrouvé parmi les genes
surexprimeés. Par contre, endocan est surexprimé de maniere extrémement importante (plus de
40 fois) dans ces tumeurs agressives. Il s’agit d’une des rares exceptions de cellule tumorale
qui exprime endocan (expression qui est associé a un phénotype pseudo-endothelial), cette

molécule étant normalement exprimée seulement par les cellules endothéliales.
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Des phénomeénes similaires au mimétisme vasculaire ont été caractérisés également
dans des xénogreffes de sarcomes [331] ou carcinomes mammaires de rat [332]. 1l n’est pas
clair si dans ces situations, la formation de ces pseudo-vaisseaux est la résultante d’un
processus tumoral actif ou des forces hémodynamiques qui « sculptent » des passages dans la
tumeur [333]. Il est également possible que les aspects de mimétisme vasculaire représentent
un processus plus général puisque certains auteurs ont montré que les parois des vaisseaux
intra-tumoraux composées de cellules tumorales (et donc dépourvues de cellules
endothéliales) peuvent représenter jusqu'a 25% de la surface vasculaire [334]. Malgré les
données expérimentales assez solides cette théorie du mimétisme vasculaire reste encore
controversée [335, 336] et il est nécessaire de clarifier si elle est specifique aux melanomes ou

est présente dans plusieurs localisations tumorales.
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V. MARQUEURS ENDOTHELIAUX

TUMORAUX

L’angiogénése est un des processus fondamentaux impliqués dans la croissance
tumorale et des efforts importants ont été fournis pour développer des thérapeutiques ciblant
I’angiogénése et/ou la cellule endothéliale. Beaucoup d’éléments théoriques et expérimentaux
apportent des arguments pour I’utilité de ce type de thérapie [337]. En premier lieu, les
cellules endothéliales sont au contact direct du sang ce qui facilite la délivrance de la thérapie
et permet d’utiliser des molécules ayant un poids moléculaire élevé comme les protéines
recombinantes ou les anticorps monoclonaux. Deuxiéemement, le ciblage de I’endothélium
pourrait permettre de toucher indirectement un grand nombre de cellules tumorales car chaque
neo-capillaire nourrit plusieurs centaines voire plusieurs milliers de cellules. On peut aussi
espérer qu’une thérapie anti-endothéliale permettrait d’éviter [I’écueil constitué par
I’hétérogénéité des cellules tumorales. Une thérapie anti-endothéliale, donc dirigée contre des
cellules considérées comme « génétiqguement stables » minimiserait également le risque
d’apparition d’une résistance a la thérapie. Enfin, le fait de concevoir une thérapie contre un
mécanisme commun a une grande variété de tumeurs et/ou de stades évolutifs fait espérer que

cette thérapie soit efficace dans un grand nombre de situations cliniques.
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IV.1 Stratégies thérapeutiques ciblant la cellule endothéliale

Une premiére approche possible est de cibler les molécules angiogéniques connues
comme les VEGF. Cette approche a eu comme résultat (entre autres) le développement du
Bevacizumab (Avastin®) un anticorps anti-VEGF qui est actuellement utilisé en clinique pour
le traitement des cancers du colon métastatiques [338]. Malheureusement, a ce jour, il n’existe
aucun marqueur fiable qui puisse indiquer qu’une tumeur est ou non sensible a une thérapie
angiogenique, ni d’evaluer I’efficacité de ce type de traitement [322, 323]. Méme si ce type de
traitement semble efficace pour augmenter la survie de certaines catégories de cancers,
comme ceux du colon et du rein [339], il est clair que ces tumeurs continuent de croitre
malgré cette thérapeutique tandis que dans d’autres localisations comme le sein I’effet semble
plus modeste voire inexistant [340]. La solution a ce type de probléme est soit d’imaginer des
moyens plus efficaces d’inhiber les molécules angiogéniques [341] soit d’utiliser le vaisseau
tumoral comme cible directe de médicaments cytotoxiques puissants. Cette stratégie
dénommeé « ciblage vasculaire » (ou « vascular targeting ») consiste a délivrer de maniére
spécifique aux néo-vaisseaux tumoraux des agents cytotoxiques puissants. En pratique il
s’agit d’identifier des molécules tres spécifiques de la cible voulue et qui sont exprimées a sa
surface avec une intensité suffisante. Ensuite on doit trouver une mécanisme d’adressage
spécifique pour cette cible (généralement des anticorps monoclonaux mais aussi des
séquences peptidiques courtes ayant une forte affinité pour leur récepteur — la cible). On peut
ensuite conjuguer ces molécules (qui servent de transporteur) avec une autre molécule capable
d’induire une cytotoxicité importante : toxines bactériennes, chimiothérapie, molécules
radioactives, ou inhibiteurs spécifiques des certaines voies métaboliques). On peut ainsi
espérer obtenir une distribution tres localisé de la molécule thérapeutique avec une atteinte
minime des autres tissus/cellules.

Il serait donc intéressant de disposer de marqueurs endothéliaux spécifiques voire de
marqueurs spécifiques a I’endothélium tumoral ou méme spécifiques d’un certain type de
tumeur. Ce type de marqueur pourrait étre également utile pour surveiller au cours du

traitement le développement de la vascularisation tumorale.

1V.2 Identité de I’endothélium tumoral

Il est donc nécessaire, avant de créer et de tester une thérapie basé sur un ciblage
vasculaire, d’identifier des marqueurs spécifiques a la cellule endothéliale tumorale. La

premiére question est de démontrer que les cellules endothéliales expriment des marqueurs

40



qui lui sont spécifiques. Ainsi, I’endothélium des organes lymphoides exprime des récepteurs
spécifiques permettant une domiciliation sélective des différentes populations lymphocytaires
et certains autres organes comme le poumon par exemple, expriment des antigéenes
spécifiques au niveau endothélial [342, 343]. La preuve du concept que les cellules
endothéliales de chaque organe ont des caractéristiques spécifiques a été apportée par I’équipe
de Ruoslahti (pour une revue générale voire références [344] et [345]). Ces auteurs utilisent la
technique du phage-display pour montrer qu’il existe des peptides capables de se fixer dans
différents organes/ tissus - incluant ici le tissu tumoral. Toutefois, I’affinité de liaison entre la
cible endothéliale et les peptides obtenus reste modeste et il est ensuite difficile d’identifier
précisément la cible.

L’utilit¢ des ces marqueurs spécifiques de I’endothélium pourrait étre également
diagnostique et pronostique. En effet, puisque I’angiogénese est une condition sine qua non de
I’invasivité des tumeurs et conditionne leur pouvoir invasif/métastatique on pourrait imaginer
d’utiliser ces marqueurs pour le diagnostic de tumeurs microinvasives ou pour I’évaluation du
pronostic en identifiant les tumeurs trés angiogéniques.

Dans les vaisseaux tumoraux I’expression spécifique de certains génes est
principalement due au processus d’angiogénése. Toutefois ces génes peuvent étre surexprimés
indépendamment de la stimulation angiogénique en raison seulement de I’hypoxie locale
[346], des contraintes hémodynamiques liées a la circulations chaotique dans un réseau
vasculaire désorganisé [284] ou comme résultat de la stimulation engendré par les diverses
cytokines ou autres facteurs solubles relachés dans I’environnement par les cellules tumorales
ou inflammatoires.

Du point de vue pratique I’identification de ce type de marqueurs specifiques de
I’endothélium se heurte a trois écueils :

- la difficulté d’isoler des cellules endothéliales pures a partir d’un tissu/tumeur sans
passer par une étape de culture qui pourrait altérer I’expression de différents
marqueurs de surface ;

- trouver une modalité permettant d’analyser un grand nombre de genes de maniere
simultané

- trouver un modéle animal dans lequel I’expression de ces mémes molécules est
conservée afin de pouvoir tester in vivo les hypothéses générés a partir des résultats
in vitro.

La premiere publication qui a permis d’identifier un grand nombre de cibles

endothéliales spécifiques aux tumeurs est faite par St croix en 2000. Apres purification des
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cellules endothéliales, ces auteurs utilisent la technique SAGE qui permet d’identifier des
« tags » spécifiques aux genes exprimés par I’endothélium [347]. Bien que cette technique
peut introduire des biais dans la quantification exacte du nombre relatif de copies de genes
exprimés [348] elle permet d’étudier simultanément un grand nombre de genes (comme
d’ailleurs les biopuces ADN ou microarrays) sans avoir besoin de connaitre a priori les genes
impliqués. Cette approche a permis d’identifier plus de 90 séquences de genes ayant une
modulation de leur expression dans I’endothélium et surtout 46 séquences appartenant a des
genes ayant une surexpression importante dans I’endothélium tumoral (ou TEM - tumor
endothelial marker). Une partie de ces séquences correspondaient a des EST (expressed
sequence tags) de génes non identifiés donc sans qu’on puisse connaitre leur fonction. Cette
approche a permis d’identifier et de choisir pour étude ultérieure 10 séquences correspondant
a des marqueurs tumoraux endothéliaux tres spécifiques.

La spécificité endothéliale et tumorale de ces marqueurs a été ensuite confirmée par la
méme équipe mais aussi par d’autres publications qui évoquent également un intérét
pronostique éventuel de ces marqueurs [349, 350].

Dans un autre travail ces mémes auteurs démontrent que ces marqueurs endothéliaux
tumoraux sont conservés tout au long de I’évolution puisque ils sont en grande partie
communs a I’homme et a la souris [351].

Ainsi, ces travaux et les études ultérieures sur les marqueurs endothéliaux tumoraux,
ont permis de démontrer que des cibles endothéliales spécifiques aux tumeurs existent. 1ls ont
également permis I’identification d’un certain nombre de cibles pertinentes et ont évalué leur
valeur diagnostique et prognostique.

Il est intéressant de noter qu’endocan fait partie des marqueurs spécifiques de
I’endothélium [352] et qu’il est exprime aux niveaux de I’endothélium de diverses tumeurs
[353, 354].
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V. ENDOCAN MOLECULE

ENDOTHELIALE

Endocan ou ESM-1 pour Endothelial Specific Molecule-1 est un protéoglycane
original cloné dans notre laboratoire en 1996. Son expression préférentielle par I’endothélium
pulmonaire et sa régulation par des facteurs de croissance et des cytokines, lui conferent un

role dans les pathologies tumorales et inflammatoires.
V.1 Structure

V.1.1 LegéneetI"ADNc

Le clonage d’endocan a été fait de maniere fortuite, par criblage d’une banque
d’ADNc d’HUVEC, dans le but d’isoler I’ADNc codant pour un auto-antigene de 55 kDa
potentiellement impliqué dans une forme sévére d’asthme. Un sérum immun dirigé contre cet
antigene a été obtenu chez le lapin et utilisé pour le criblage. Un ADNc de 2 kb fut isole,
correspondant a un ARNm de séquence inconnue et dont I’expression est apparue restreinte
aux cellules endothéliales, d’ou sa premiére denomination, Endothelial Specific Molecule-1,
ESM-1 [355]. Bien que le clonage d’endocan ait été réalisé a partir d’HUVEC (cellules
endothéliales humaines des veines ombilicales), celui-ci est exprimé dans tous les types de
cellules endothéliales (pulmonaires, du derme, des artéres coronaires et pulmonaires) [356].

Le gene esml, cloné dans le laboratoire, est unique et il est localisé sur la partie

proximale du bras long du chromosome 5 (5q11.2). Il s'étale sur 12 kb [355]. Le promoteur
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est composé de 3888 pb et contient les boites CAAT, GC et TATA (PTATAAAA)
caractéristiques. 1l est composé de nombreux sites putatifs de liaisons aux facteurs de
transcription dans les 420 premiers nucléotides avant le site de début de la transcription: trois
sites GATA dont 1 dit palindromique (GATATC), deux sites AP1, trois sites AP4, un site
NF1, trois sites Ets dont 1 dans I'exon 1 (+16) et un site CRE-like (dit CREB/ATF). Un
palindrome de 6 pb est également retrouvé dans ses premiers nucléotides (**GCATGC)[356].
Enfin, un site Smad3/Runx2 a été identifié plus loin (-1172) [357]. La région -81 a +58 du
promoteur porte la spécificité d'expression endothéliale [356].

L'ADNc d'endocan de 2006 pb contient un cadre fermé de lecture de 552 nucléotides
débutant par un codon dinitiation ATG au sein d'une séquence consensus Kozak
(AAC™ ATGA). La région 3' non codante de 1398 nucléotides contient des domaines AREs
(domaines riches en AUUUA) et contient 66% de A+U, impliqués dans la stabilité de
I’ARNm [355]. Ces motifs sont impliqués dans le contréle de la dégradation de I'ARNmM avec
probablement une dégradation rapide pour I’ARNm d’endocan. Cependant, des protéines se
fixant a 'ARNmM comme la protéine HuR peuvent stabiliser 'ARNm d'endocan [358]. Cette
région contient également 5 sites de polyadénylation mais seul le dernier semble étre
fonctionnel [355].

Alors que par Northern blot un seul ARNm avait été détecté dans les cellules
endothéliales primaires issues dHUVEC [355], Aitkenhead et collaborateurs ont observe la
présence de 2 ADNc issus des cellules endothéliales. Ces deux ADNc ont 150 pb de
différence et sont le résultat d’un épissage alternatif qui implique I’exon2 d’endocan [359].

Des orthologues d’endocan ont été retrouvés chez le singe, la souris, le rat, le chien, la
vache et le lapin. L'analyse par Southern-blot indique que les genes sont uniques et hautement
conservés [355]. Chez le poulet et la levure aucun orthologue n’a été détecté. L'analyse du
promoteur de l'orthologue chez la souris montre que tous les sites putatifs de liaisons aux
facteurs de transcription sont présents et que la région régissant la spécificité pour
I'endothélium (-81 a +58) est hautement conservée (91% d'’homologie) [356]. De méme,
I'ADNCc de l'orthologue du rat, composé de 2000 nucléotides contient un cadre de lecture
fermé de 552 pb et une longue région 3' non codante d'environ 1,4 kb trés semblable a la
région 3' non codante humaine [360].

Récemment il a été démontré que la protéine Hhex, un répresseur de I’expression de
plusieurs géenes impliqués dans I’angiogénese (VEGFR-1/FIt-1, VEGFR-2/KDR/FIk-1, Tie-1,
Tie-2, neurophiline-1), est aussi un répresseur de I’expression d’endocan. Le promoteur du

géne ESM-1 contient 10 séquences putatives de liaison de Hhex dont une, située dans la
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position 5’ entre -8835 et -8828, semble étre la plus importante pour le contrdle de

I’expression d’endocan [361].

V.1.2 Structure protéique

L'ADNCc code pour une protéine de 184 acides aminés. Le clivage du peptide signal
NH.-terminal hydrophobe de 19 acides aminés donne lieu a un polypeptide mature de 165
acides aminés qui est sécrété. L'analyse de la séquence montre une région N-terminale riche
en cystéine (18 sur les 110 premiers acides aminés), une région riche en acides aminés
aromatiques (*"*FPFFQY, dénommée la région F-rich) et une région C-terminale de 34 acides
aminés. Trois sites putatifs de O-glycosylation, 1 site putatif de N-myristoylation, des sites de
phosphorylation, dont 3 pour la protéine kinase C, et 5 pour la kinase caseique Il ont été
identifiés par analyse bioinformatique de la séquence du polypeptide [354]. Aucun site de N-
glycosylation n'a éte observeé [355]. La modeélisation en trois dimensions, a partir de structures
connues, predit un polypeptide avec une face électronégative et une autre électropositive
similaire a un dip6le [354]. Les mutations des phénylalanines 115 et/ou 116 réduisent la
capacité d'endocan a se fixer sur la Phenyl-Sepharose, suggérant une localisation de la région
F-rich accessible a la surface de la molécule [362]. L'orthologue chez le rat (dénommé
initialement PG25 et isolé initialement a partir de I’hypophyse) montre une forte homologie
de séquence peptidique de 74 % [360].

Le polypeptide entier ne montre pas d'homologie suffisante avec d’autres molécules
pour le classer dans une famille connue. Néanmoins, le domaine N-terminal montre une
homologie entre 15 et 28% avec des membres de la famille IGFBP (Insulin-like Growth
Factor Binding-Protein), caractérisée de part leur haute contenance en cystéines et de par leur
affinité pour I'lGF [354]. Cependant il faut noter qu’il n'a pas été démontré qu'endocan fixe
ces molécules, et cela le classerait dans la sous-famille des IGFB-rP (Insulin-like growth
factor binding related protein) et est ainsi dénommeé IGFB-rP6 [363]. Une séquence EGF-like
est également observée dans la région riche en cystéines. Enfin, la séquence d'endocan montre
des similitudes avec la séquence des intégrines 2 [355].

Dans le lysat cellulaire de cellules endothéliales (HUVEC et SV1), endocan apparait
sous la forme de deux doublets de 14 et 18 kDa en condition non réduite correspondant aux
deux isoformes résultant de I’épissage alternatif. Le poids moléculaire du polypeptide
déterminé par gel-filtration est de 21,8 kDa, concordant avec le poids moléculaire théorique
ainsi qu'avec le poids moléculaire apparent d'endocan de 20 kDa en condition réduite dans un

gel de polyacrylamide. La différence de poids moléculaire apparent entre la condition réduite
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et non réduite suggeére la présence de ponts disulfures dans la structure secondaire d'endocan
[364].

Dans le surnageant d'HUVEC et dans le plasma, le poids moléculaire apparent
d'endocan par gel filtration est de 400 kDa tandis que le poids moléculaire apparent en
western blot est de 50 kDa, suggérant une modification post-traductionnelle de la protéine. La
présence d'un agent réducteur ne modifie pas le poids moléculaire apparent, suggérant gu'il
n'y a pas de multimérisation via des ponts disulfures entre polypeptides [355]. La détection
d’endocan en bleu Alcian et non pas en bleu de Coomassie indique un état glycosylée de la
protéine [355]. Parmi les trois sites putatifs de O-glycosylation, seule la mutation de la sérine
137 montre un changement de poids moléculaire du produit sécrété de 50 kDa a 20 kDa,
concordant avec le poids moléculaire du polypeptide seul. Endocan subi donc une
modification posttranscriptionelle par O-glycosilation au niveau de la serine en position 137.

La caractérisation du GAG d’endocan, par digestion enzymatique, a montré que celui-
ci appartenait a la famille des chondroitines sulfates. La présence d'acide iduronique dans la
composition du GAG ainsi que la susceptibilité a la chondroitinase B permet de préciser sa
nature exacte en tant que dermatane sulfate. Les acides iduroniques sont relativement rares,
représentant 5,8% de résidus osidiques. Le GAG est hautement sulfaté (97,8%),
principalement mono-4-0 sulfaté (66,5%) [365].

En conclusion, endocan est un protéoglycane composé d'un polypeptide de 20 kDa et

d'une chaine de type dermatane sulfate lié de maniére covalente au niveau de la sérine 137.

V.2 Expression de I’ARNm et régulation de I’expression

L'ARNm d'endocan est exprimé préférentiellement par I'endothélium [355].
L’ expression d’endocan est constitutive dans les cellules endothéliales [352]. La région -81 a
+58 du promoteur et plus particulierement le premier motif Ets (-77) et le motif CRE-like (-
68), portent cette spécificité d'expression. Ces deux motifs sont eégalement retrouvés dans des
promoteurs de genes spécifiques de I'endothélium tels que la eNOS ou I'CAM-2 ou le
VEGFR-1 (Flt-1). Cependant, I'expression endothéliale d'endocan est plus forte et plus
spécifique que pour le eNOS, le facteur de Von Willebrand et I''CAM-2 [356].

L'ARNm d'endocan a été originellement décrit comme spécifique du poumon et du
rein, mais la protéine est exprimee aussi au niveau des vaisseaux du colon [355]. Aucune

expression n'avait pu étre détecté dans le cceur, le cerveau, le placenta et le pancréas qui sont
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pourtant des organes hautement vascularisés [355]. Récemment, I'expression d'endocan a des
niveaux beaucoup plus faibles que dans le poumon et le rein a été mise en évidence au niveau
des adipocytes isolés, et des extraits de testicules, d’intestin gréle et de rate [359, 366, 367].

L’analyse par immunohistochimie, dans les HUVECs, de I’expression d’endocan
montre un marquage diffus dans le cytoplasme mais pas de marquage membranaire.
L’expression au niveau du poumon montre une expression constitutive au niveau des veines,
des arteres et des capillaires alvéolaires, ainsi qu’au niveau des cellules épithéliales des
bronches et des glandes sous-muqueuses. Au niveau du rein, I’expression d’endocan est
observée au niveau des cellules épithéliales tubulaires. Enfin dans I’intestin, I’expression
d'endocan est retrouvée au niveau des capillaires et des veines de la "lamina propria”.
L’expression d’endocan est donc détectée tant au niveau épithélial qu’au niveau endothélial
[364]. Lorsque la lignée cellulaire HEK (Human Embryonic Kidney) 293 est transfectée avec
I'ADNCc d'endocan, outre I'endocan secrété, un marquage diffus cytoplasmique est observé
(aucun marquage sur la membrane) [362]. De méme, au niveau des adipocytes I'expression
d'endocan est localisé dans le compartiment intracellulaire [366].

L’expression d’endocan est modulée par les cytokines pro-inflammatoires [355]. La
stimulation des HUVEC par le TNF-a ou I’IL-1 augmente I’expression d’endocan avec un
pic a 18 heures; I’lL-4 et I’lFNy ne modifient pas cette expression. De maniere surprenante,
I’interféron gamma (IFNy) inhibe la stimulation induite par le TNF-a [355]. Le TGF-B1 (et
non le TGF-B2) a également été montré comme inducteur de I'expression de I'ARNmM
d'endocan [357, 368]. Ceci est en concordance avec le motif Smad3/Runx2 de réponse au
TGF-B1 identifié dans le promoteur d'endocan [357]. Le LPS induit I’expression d’endocan
par certaines lignées cellulaires endothéliales [369]. L expression de I’ARNm d’endocan est
également induite dans les cellules endothéliales par les acides gras libres produits par la
lipolyse des VLDL (Very Low Density Lipoproteins) par la lipoprotéine lipase [370]. Ces
produits de lipolyse induisent également I’expression d’autres molécules pro-inflammatoires
comme le VCAM-1 ou I’'IL-8 [371]. Le mécanisme impliqué est probablement une
stabilisation de I’ARNm par interaction avec les séquences riches en A et U de la partie 3’
non traduite [370]. L'expression de I'ARNm d'endocan (humain et rat) dans les adipocytes est
modulée par les phorbol-esters et par I’acide rétinoique [366]. Ces deux agents induisent la
voie PKC activant le facteur de transcription AP-1 qui a deux sites de liaison dans le

promoteur d’endocan [356, 366]. De méme, [I'hydrocortisone et l'insuline diminuent
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I'expression de 'ARNmM d'endocan dans les adipocytes. De maniere surprenante, le TNF-a et
I'lL-6 ne modifient pas I'expression de 'ARNmM d'endocan dans ce type cellulaire [367].

Il est également intéressant de noter qu’au niveau de I’ARNm, endocan est I’une des
molécules qui est surexprimé de maniere tres importante (>25 fois) par la cellule endothéliale
en cas d’exposition a un flux sanguin non laminaire [372]. Corroboré au fait que I’expression
d’endocan est corrélé de maniere négative avec la protéine C réactive chez les patients obéses
cet élément suggeére qu’endocan pourrait intervenir dans le processus de formation des
plaques d’athérosclérose en tant que facteur protecteur.

L’expression d'endocan est également modulée par des facteurs de croissance
angiogéniques tels que le VEGF et le FGF-2. Ainsi la stimulation dHUVEC avec du VEGF
pendant 24h augmente I'expression de I'ARNmM de 2,4 fois, alors que I'HGF ne la modifie pas
[316, 373, 374]. On ne connait pas a ce jour les récepteurs et les voies impliquées dans la
stimulation de la sécrétion d’endocan par le VEGF mais des résultats préliminaires semblent
impliquer le VEGFR-2 (FIk-1) et la PKC [375]. Ces résultats lient endocan au processus
d'angiogénese.

En effet, dans un modeéle d’angiogénese in vitro de cellules endothéliales stimulées par
le VEGF et le FGF-2 et cultivées sur des gels tridimensionnels, endocan est I’un des genes
trés nettement surexprimés lors de la formation de pseudo-capillaires [359]. Cependant, le
blocage de I’expression d’endocan par des oligonucléotides anti-sens n'altere pas la formation
de pseudo-capillaires. 1l est donc probable qu’endocan représente un marqueur du processus
d’angiogénése sans jouer un réle essentiel.

Chez I’homme, de nombreuses études par biopuces ont montré que I’ARNmM
d’endocan est augmenté dans divers cancers. Dans le cancer du rein endocan est parmi les
genes dont I’expression est la plus augmentée [376-378]. Dans le cancer du poumon endocan
fait partie d’un cluster de 42 génes permettant de prédire un risque plus important de déces
dans les 12 mois [379]. Par ailleurs, plusieurs études du transcriptome des cancers du rein
montrent une augmentation tres fréquente de 'ARNm d'endocan (5 cas sur 14, 8 cas sur 8 et
86 sur 88 patients) [359, 376-378]. De maniére surprenante, certains tissus n'‘exprimant pas
endocan en condition physiologique I'expriment en condition pathologique néoplasique. Dans
le cancer du sein, une étude sur 78 patientes a permis de définir un panel de 70 genes qui
prédit un risque élevé de développer des métastases et de déces a 5 ans, endocan étant I’un des
génes les plus surexprimés [380]. Dans le cancer de la prostate, I’expression d’endocan
(associé a 9 autres genes) a eté décrite comme une signature des tumeurs métastatiques [381].

Enfin, dans une étude sur 30 lignées cellulaires de mélanome humain, I'ARNm d'endocan est
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surexprimé par les cellules mélanomateuses hautement invasives. L'expression d'endocan
(ainsi que d’autres génes associés a l'angiogenese) est associé dans ces cas au processus de
mimétisme vasculaire [329, 382].

Le taux d’ARNm d'endocan a pu étre corrélé avec I’agressivité et la vascularisation de
la tumeur. Ainsi, des données préliminaires sur des petits groupes de patients ont montré que
I'ARNmM d'endocan pouvait étre considéré comme un marqueur de l'angiogénese dans les
cancers du rein, du sein, de l'utérus, de I'estomac et du rectum [359]. De méme, une forte
corrélation a pu étre mise en évidence entre les taux d’ARNm d’endocan et ceux du VEGF et
du VEGFR2 (KDR). Ainsi, endocan pourrait étre un marqueur de I'état de stimulation

angiogenique d'une tumeur [359].

V.3 Expression protéique

In vivo, endocan est détecté dans le courant circulatoire. Le taux moyen d’endocan
sérique est d’environ 1 ng/ml chez les sujets sains [364]. Les taux sériques d’endocan sont
nettement plus élevés dans diverses pathologies ou il existe une stimulation endothéliale. Sur
une petite série de 8 patients atteints de choc septique, les taux sériques moyens d’endocan
étaient significativement augmentés a 7,8 ng/ml [364]. Une autre étude portant sur 50 patients
atteints d’un cancer pulmonaire montre une élévation significative des taux sériques

d’endocan (3.34 £ 0.37 ng/ml) par rapport aux témoins sains [362].

V.4 Fonctions d’endocan

La nature protéoglycanique d’endocan indique une certaine bivalence fonctionnelle
attribuée de maniere distincte a la partie glycanique ou la partie protéique.

In vitro, endocan se fixe aux lymphocytes et aux monocytes circulants ainsi qu’a des
lignées lymphoblastoides humaines Jurkat et SI-B1 [383]. La liaison physique avec la famille
des intégrines B2, molécules membranaires présentes a la surface de ces cellules, a été
confirmée par la coimmuno-précipitation du LFA-1 et d'endocan. Avec une constante
d’affinité de 18,7 x 10™° M, cette liaison induit une inhibition de la fixation de I’lCAM-1 sur le
LFA-1 de 64 %. Cela suggére qu'endocan pourrait intervenir dans le contrdle du recrutement
leucocytaire en tant que compétiteur de I’lCAM-1 dans I’interaction LFA-1/ICAM-1 [383].

Le facteur de croissance HGF/SF (Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor) peut se
fixer sur endocan avec une constante d'affinité de 6,6 x 10° M. Cette fixation forte est dite
monophasique, c'est a dire qu'il n'y a qu'un seul site de liaison de I'HGF/SF sur endocan.
L'HGF/SF induit une augmentation de la prolifération de cellules épithéliales (HEK 293).
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Alors qu'endocan n'a pas d'effet mitogéne sur cette lignée, il amplifie I’effet proliférateur de
I'HGF/SF, de maniere similaire a I’héparine. Cette deuxieéme propriété indique un réle
potentiel d'endocan dans la régulation de la prolifération cellulaire induite par les facteurs de
croissance [365]. Cette propriété d’endocan de se lier aux facteurs de croissance et son
I'activité pro-tumorale potentielle est porté par la chaine glycanique latérale. Les données in
vitro montrent que I'effet amplificateur d'endocan sur la prolifération induite par 'HGF/SF de
la lignée HEK 293, est portée par la partie glycanique qui reproduit seule l'activité
comitogéne d'endocan [365]. Par ailleurs, le mutant non glycosylable d’endocan,
endocan/S137A (donc la proteine « nue »), est incapable de promouvoir la prolifération des
cellules HEK 293 in vitro ou la formation de tumeurs par cette méme lignée in vivo [362].
Ainsi, par la possibilité de fixer les facteurs de croissance, le glycane d'endocan est un
élément clef dans son activité protumorale.

Outre le r6le du glycane dans I'effet protumoral d'endocan, le corps protéique joue
également un réle dans ce processus. En effet, I’utilisation d’un anticorps anti endocan (contre
son polypeptide) prévient la formation de tumeurs par la lignée HEK-293 transfecté par
endocan. Par ailleurs, la mutation de la phénylalanine 116 (contenue dans la région riche en
acides aminés aromatiques) abolit la croissance tumorale induite par endocan [362].

Les données in vitro montrent qu’endocan n’intervient pas dans le processus de
coagulation [365], ni dans la modulation de I’effet du FGF-2 sur la prolifération endothéliale

[362], ni dans I'angiogénese [359].

En conclusion, endocan produit par la cellule endothéliale est capable d’intervenir, via
son glycane, dans la prolifération cellulaire notamment dans un contexte tumoral.
Parallelement, cette molécule pourrait participer a la limitation de la transmigration
endothéliale des cellules inflammatoires, et donc pourrait limiter I'inflammation dans les

tissus.
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VI.LE MESOTHELIOME PLEURAL

V1.1 Introduction

Le mésothéliome est une tumeur primitive des séreuses qui se développe a partir des
cellules mésothéliales qui les tapissent. La majorité des mésothéliomes sont localisés au
niveau de la plevre suivie par le péritoine, le péricarde et exceptionnellement au testicule ou a
I’ovaire. Cette tumeur est extrémement agressive et a ce jour universellement fatale.
L’exposition a I’amiante, généralement de nature professionnelle, reste la cause principale de
cette maladie. Le mésothéliome est actuellement la maladie néoplasique pour laquelle la
relation avec I’agent carcinogene reste la plus étroite et la mieux documentée.
L’ accroissement rapide des cas de mesothéliome ainsi qu’une mediatisation, parfois
excessive, a eu comme résultat une prise de conscience concernant I’importance et la gravité
de cette maladie. L’utilisation de I’amiante a été interdite dans de nombreux pays mais elle
reste largement utilisée dans les pays en voie de développement. En conséquence, I’incidence
de cette maladie continue de croitre dans les pays en voie de développement tandis que dans
les pays développés le pic d’incidence sera atteint dans les 5-10 années a venir. Plusieurs
excellentes revues générales sur le mesothéliome malin ont été publiées récemment [11-13,
384-386] et cette pathologie a fait I’objet en France d’une conférence de consensus de la part
de la Société de Pneumologie de Langue Francaise [387]. Nous ne discuterons pas les détails
de la physiopathologie ou de la prise en charge de cette maladie. Nous allons essayer de nous

focaliser sur les problemes diagnostiques posés par le mésothéliome pleural.
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V1.2 Diagnostic du mésothéliome pleural malin

Il N’y a pas a ce jour de stratégie thérapeutique curative pour le mésothéliome bien
gu’une prise en charge agressive chez des patients extrémement sélectionnés avec une
maladie localisée puisse aboutir a une survie prolongé [388]. La tumeur est résistante a la
radiothérapie et la chimiothérapie. Les nouvelles stratégies thérapeutiques comme la thérapie
cellulaire, la thérapie génique [389-391] ou de nouvelles drogues plus efficaces [392] sont
encore aux stades d’évaluation préclinique ou clinique. Bien qu’il n’y ait a ce jour aucune
étude clinique randomisé le prouvant, la majorité des auteurs pensent qu’une chirurgie
précoce dans les stades tres localisés de la maladie pourrait offrir une espérance raisonnable
de guérison [16, 393]. La présentation clinique est extrémement peu spécifique et associe en
général une dyspnée et une douleur thoracique pariétale a des signes cliniques d’épanchement
pleural. En conséquence le délai entre le début des symptdmes et le diagnostic est
généralement de plusieurs mois. De plus, méme en cas de diagnostic rapide par rapport au
début des symptomes, les tumeurs sont généralement évoluées, de telle sorte que moins de
10% des patients sont candidats a une chirurgie.

Le dépistage et le diagnostic du mésothéliome pleural malin restent donc tres difficiles
car (a) la tumeur apparait plus de 20 a 40 ans apres I’exposition initiale, (b) la tumeur reste
touche moins de 5% de la totalité des patients exposés et (c) il faut faire le diagnostic
différentiel avec les lésions pleurales bénignes induites par I’amiante et les métastases
pleurales de divers carcinomes qui sont nettement plus fréquentes [394]. Les connaissances
cliniques et épidémiologiques actuelles ne nous permettent pas de cibler, parmi la population
exposée a I’amiante, un groupe a tres haut risque de maladie, hormis les patients avec une
forte exposition cumulée. Il n’existe a ce jour aucune stratégie utile pour le dépistage de cette
maladie. L’ancien consensus francais sur I’amiante avait retenu I’indication d’un scanner
thoracique (tous les 6 ans) seulement pour les expositions fortes et tous les dix ans pour les
expositions intermédiaires [395] mais le bénéfice de cette attitude est incertain. Le consensus
anglais sur le mésothéliome malin ne mentionne méme pas le dépistage [396].

A ce jour, il n’y pas de marqueur sérique établi qui permet d’aider au diagnostic du
mésothéliome pleural ou mieux pourrait étre utile pour un dépistage de la maladie dans la
population exposée a I’amiante. Des publications récentes ont soulevé I’intérét pour des
marqueurs diagnostiques potentiels du mesothéliome : le MPF - Megacaryocyte Potentiation
Factor [397], les peptides dérivés de la mésothéline (ou soluble mesothelin-related peptides -
SMRP) [398-403] et I’ostéopontine [404].
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V1.2.1 Marqueurs diagnostiques du MPM

Au fil du temps plusieurs marqueurs sériques ou pleuraux ont été proposés dans le

diagnostic des pleurésies néoplasiques.

V1.2.1.1 L’ACE

L’Antigéne Carcino-Embryonnaire (ou ACE) est une molécule appartenant a un
groupe de 29 protéines faisant partie de la superfamille des immunoglobulines (revue générale
dans [405]). L’ACE est une molécule membranaire exprimée sélectivement par I’épithélium.
L’ACE est également un marqueur tumoral de certains cancers notamment les cancers
colorectaux mais aussi les adénocarcinomes pulmonaires, gastriques ou ovariens. Les taux
d‘ACE sont faibles chez les témoins sains, généralement inférieurs a 2 ng/ml avec des valeurs
médianes de 1 ng/ml. Les valeurs dans le liquide pleural non tumoral sont également basses
[406]. Les concentrations de I’ACE augmentent dans les cancers métastatiques de la plévre
tant dans le sérum que dans le liquide pleural mais elles sont basses en cas de mésothéliome
pleural [407, 408]. En conséquence, dans le mésothéliome pleural, I’ACE ne peut étre utilisé
que pour exclure le diagnostic. Des valeurs de I’ACE supérieures a 3 voire 10 ng/ml chez un
patient avec un épanchement pleural dont la nature néoplasique est confirmée, a une

spécificité tres élevée [407, 409].

VI1.2.1.2 Le Cyfra 21-1

Le Cyfra 21-1 est un fragment de la cytokératine 19 qui est exprimée par une gamme
trés large de tumeurs [410]. Les valeurs du Cyfra 21-1 sont plus élevés dans le mésothéliome
(dans le sang mais surtout dans le liquide pleural) que chez les patients ayant des pleurésies
exsudatives d’étiologie non-néoplasique mais dans les meilleures séries la spécificité et la
sensibilit¢ de ce marqueur sont d’environ 80% [408]. Cependant ces séries incluent un
nombre limités de patients avec surtout trés peu de mésothéliomes. De plus, les valeurs
sériques semblent plus basses dans le mésothéliome que dans les pleurésies métastatiques. Le
pouvoir diagnostique de ce marqueur reste modeste avec des surfaces sous la courbe ROC

(receiver operator characteristic curve) inférieures a 0.65 [407].

VI.2.1.3 Le TPA

Le TPA (Tissue Polypeptide Antigen) est une autre molécule dérivee des cytokératines
dont les taux sériques et pleuraux sont élevés en cas d’atteinte néoplasique de la plevre mais

sa capacité a distinguer les mésothéliomes des adénocarcinomes est modeste voire nulle
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[407]. Une valeur pronostique a été également attribuée a ce marqueur mais le nombre de

patients inclus dans I’étude reste limité [411].

VI1.2.1.4 L’acide hyaluronique

L’acide hyaluronique a été proposé comme marqueur diagnostique du mésothéliome
en raison des taux élevés dans le liquide pleural chez certains patients ayant un mésothéliome
malin [412-414]. Historiqguement, le dosage de cette molécule était difficile nécessitant soit
I’utilisation de I’HPLC (High Pressure Liquid Chomatography) ou une technique
radioimmunologique (RIA) mais actuellement un dosage plus simple, similaire a une
technique ELISA est disponible (Pharmacia). Ce dosage donne des résultats ayant une tres
bonne corrélation avec les autres techniques. Le dosage de I’acide hyaluronique peut étre
augmenté dans de multiples situations pathologiqgues comme une insuffisance
hépatocellulaire, la polyarthrite rhumatoide, des maladies inflammatoires diverses, le sepsis
ou méme I’insuffisance cardiaque [415, 416]. Il existe également de nombreux cas de
mésothéliomes qui ne secretent pas d’acide hyaluronique [417, 418]. Dans le sérum des
patients ayant un mésothéliome malin ce dosage ne semble d’aucune utilité puisque les
valeurs ne sont pas différentes par rapport a d’autres causes de pleurésie [407, 415, 419]. Des
valeurs élevées sont notées seulement tardivement dans I’évolution de la maladie [419]. Dans
le liquide pleural les valeurs élevées (de plus de 100 mg/L pratiguement dans toutes les
publications) semblent étre spécifiques du mésothéliome. Malgré une surface sous la courbe
ROC assez élevée (0,752 par Fuhrman et col. [407]), la sensibilité du test reste modeste (de 40
a 70% au maximum) [415, 420-422] pour un seuil de 100 mg/L environ. En deca de ce seuil
la spécificité décroit trés trés vite. Néanmoins, il a été suggéré que la sécrétion d’acide
hyaluronique est associée a un phénotype plus invasif des cellules de mésothéliome [423] et
ce marqueur pourrait étre utile comme facteur pronostique dans le mésothéliome pleural
malin [422].

V1.2.1.5 La mésothéline

La mésothéline est une glycoprotéine de 40kDa fixée a la membrane cellulaire par une
ancre GPI (glycosylphosphatidyl inositol). Cette protéine n’est pas spécifique a une tumeur
particuliere mais représente plutdt un antigéne de différentiation qui est normalement exprimé
a la surface des cellules mésothéliales [424]. La protéine a été clonée en 1996 a partir d’une
banque de cDNA provenant de la lignée d’adénocarcinome de col utérin HelLa [425] en

utilisant pour le criblage un anticorps monoclonal spécifique a un antigéne exprimé par les
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cellules de carcinome ovarien OVCAR-3 et les cellules mésothéliales normales [424, 426-
431]. Cette molécule est également exprimé a la surface de différentes tumeurs comme le
mésothéliome malin [425, 432], les cancers du pancréas [433-436], ovariens [425, 428, 437-
440], digestifs [438, 440, 441], pulmonaires [394, 438, 440, 442] ou méme certains sarcomes
[435].

Le séquencage du cDNA a identifié plusieurs isoformes dont on ne connait pas
toujours la signification biologique [443]:

- une forme prédominante qui constitue plus de 90% des transcrits et qui est la

forme liee a la membrane cellulaire ;

- une seconde forme qui contient un insert de 24 paires de bases a été mise en
évidence parmi les séquences clonées. Cette forme semble étre tres rarement
exprimé car une recherche dans les bases de données d’EST ne retrouve qu’une
seule ségquence concordant parfaitement [444, 445] ;

- une troisiéme forme qui contient une insertion de 82 paires de bases en C terminal.
Cette forme pourrait apparaitre a la suite d’un épissage alternatif qui retient
I’intron 16. Néanmoins, d’apres certains auteurs, elle pourrait représenter un
artefact du a un ARNm incomplétement maturé [443-445]. La séquence compléte
de cette forme n’est pas retrouvée dans les bases de données et pourrait représenter
une forme trés rarement exprimé. L’analyse de la protéine montre qu’elle ne
contient pas la séquence C-terminale nécessaire a la formation de I’ancre GPI mais
contient une queue hydrophile ce qui suggere que cette protéine pourrait étre
secrétée.

La traduction de la forme prédominante produit un precurseur de 69 kDa qui contient
un site de clivage pour la furine. Le clivage genére un fragment de 40kDa ancré a la surface
(la mésothéline) et une protéine soluble dénommée Megacaryocyte Potentiation Factor (MPF)
décrit par Kojima et al [446, 447].

Les fonctions exactes de la mésothéline et du MPF sont inconnues. Ainsi, les souris
knock-out pour la mésothéline ont un phénotype normal avec un nombre de plaquettes
strictement normal [448]. Il a été également décrit que les cellules surexprimant la
mésothéline s’attachent plus fortement aux plaques de culture [425] et que la mésothéline
interagit avec le CA 125 et pourrait donc avoir un role dans I’adhérence cellulaire [449]. Une
surexpression de la mésothéline a été décrite dans les cellules qui ont une mutation du géne

suppresseur de tumeurs Tsc2 [450]. Le facteur Wnt-1 induit également une surexpression de
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la mésothéline [451] comme d’ailleurs le AN-TCF-1B [441] mais la signification exacte de la
surexpression de cette protéine reste a établir.

Le fait que la mésothéline soit une protéine membranaire hautement surexprimé dans
le mésothéliome et certains cancers suggére une possible utilisation comme marqueur en
immunohistochimie [432, 435, 436, 452, 453]. La faible expression de la mésothéline sur les
tissu normaux et son potentiel immunogene [454] évoque aussi une possible utilisation
comme cible d’adressage soit pour des immunotoxines [445, 455, 456] ou la thérapie génique
[457].

VI1.2.1.5.1 Le megakaryocyte potentiation factor

Une publication récente montre que le dosage du megakaryocyte potentiation factor
(MPF) dans le sérum est faisable par une méthode ELISA classique [397]. Bien que le MPF
soit produit normalement par le clivage par la furine a partir du précurseur de la mésothéline,
ces auteurs trouvent des taux trés bas de MPF dans le sérum des sujets sains. Par contre les
taux de MPF semblent étre beaucoup plus élevés chez les patients ayant un mésothéliome
malin pleural de type épithélioide. Cette série inclut un nombre importants de mésothéliomes
(au total 56) mais il reste a déterminer la capacité de ce nouveau dosage a distinguer des

mésothéliomes des localisations pleurales secondaires d’un carcinome.

VI1.2.1.5.2 Les peptides solubles dérivés de la mésotheline (SMRP)

Bien que la mésothéline soit membranaire, les anticorps monoclonaux dirigés contre
cette protéine permettent de détecter une molécule similaire dans le sérum des patients
présentant divers cancers [438]. Cette forme soluble est différente du MPF et a une séquence
tres similaire a la mésothéline fixée a la membrane [438]. On ne connait pas a ce jour le
mécanisme qui permet de produire cette forme. Les hypotheses actuelles sont soit la sécrétion
d’une forme mutée qui n’a pas la séquence nécessaire a la formation de I’ancre GPI (la
troisieme forme décrite plus haut) soit le clivage de la mésothéline membranaire par une
protéase [445]. Cette molécule (ou molécules) soluble dérivée de la mésothéline est
dénommée actuellement Soluble Mesothelin Related Peptide (SMRP). Il existe plusieurs
anticorps qui reconnaissent spécifiqguement ce peptide dont la paire OV569 et 4H3 a permis le
développement d’un test ELISA qui va étre lancé sur le marché (MESOMARKT™, Fujirebio

Diagnostics Inc).
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Les taux sériques de SMRP sont bas chez les sujets sains méme en cas d’exposition a
I’amiante [400, 401]. Par contre des taux élevés ont été décrits chez les patients atteints de
cancer de I’ovaire [402, 438, 458] ou de mésothéliome malin [398, 400, 402, 403, 459].

L’analyse de ces résultats montre que la SMRP est élevée seulement chez les patients
ayant un mésothéliome de type épithélioide et qu’elle est probablement corrélé au volume
tumoral [400]. La SMRP pourrait étre utile comme marqueur de diagnostic précoce, puisque
dans la série de Robinson chez quatre des sept patients asymptomatiques exposes a I’amiante
qui avaient des taux élevés de SMRP, un mésothéliome malin est diagnostiqué dans les 5
années suivantes [400]. 1l a été également montré que les taux de SMRP ne sont pas modifiés
par la chimiothérapie mais diminuent en cas de réduction importante du volume tumoral par
voie chirurgicale [398-400]. Le capacités diagnostiques de ce test paraissent trés prometteuses
avec une aire sous la courbe ROC supérieure a 0.750 rapporté par Pass [398] et une spécificité
supérieure a 90% pour une sensibilité supérieure a 80% dans la série de Robinson [400].
Malgré ces études prometteuses, les données concernant les taux de SMRP dans le liquide
pleural restent peu nombreuses et on ne connaissait pas les taux seriques et pleuraux chez les
patients ayant une pleurésie bénigne liée a I’exposition a I’amiante. Il est également a noter
que ces études, malgré le fait d’inclure un nombre significatif de patients, étaient
rétrospectives recrutant de cas sélectionnés dans des centres tertiaires. Il est donc possible que

ce mode de recrutement introduise un biais en faveur du test (meilleurs résultats).

V1.2.1.6 L’ostéopontine

L’ostéopontine est une molécule décrite comme présente dans la matrice
extracellulaire de I’os et considérée comme intervenant dans I’attachement des cellules a la
matrice. Sa dénomination officielle est SPP-1 (Secreted Phosphoprotein 1) mais elle est
également connue sous les noms d’Eta-1 (Early T antigen) et d’ostéopontine qui est utilisé le
plus freguemment. L’ostéopontine appartient a la famille des protéines SIBLING (Small
Integrin Binding Ligand N linked Glycoproteins). Plusieurs revues générales sur cette
molécule ont été publiées ces dernieres années sur le sujet [460-468] .

Il existe en fait plusieurs formes d’ostéopontine qui résultent d’un épissage alternatif et
surtout a la suite de nombreuses modifications post-traductionnelles (glycosylation variable,
phosphorylation trans-glutamination). Il existe des formes intra- ou extracellulaires, liées a
différentes protéines de la matrice (comme dans I’0s) ou libres. L’ostéopontine a deux
séquences de liaison aux intégrines dont une qui n’est fonctionnelle qu’aprés clivage de la

molécule par la thrombine.
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Les fonctions de I’ostéopontine sont pléiotropes et elle a été impliquée dans la
prolifération et la survie des cellules, comme facteur chimiotactique et cytokine de type Th1.
Elle intervient dans I’inhibition de la minéralisation osseuse ou de la plaque d’athérome [469].
L’ostéopontine a été également impliqué comme une cytokine clé de la réponse immune
cellulaire de type | [470] mais aussi dans le développement métastatique des cellules
tumorales [463]. En fait la premiére description de I’ostéopontine est faite comme molécule
sécreté par les cellules épithéliales malignes [471].

L’ostéopontine est surexprimée dans divers cancers [472-475] et des taux sériques
élevés sont décrits dans des localisations tumorales diverses comme la prostate [467], le
pancréas [476], le colon [477], le cancers ovariens [478] ou du poumon [479-481].

En effet, I’inoculation intraveineuse de cellules tumorales chez une souris knock-out
pour I’ostéopontine induit moins de métastases pulmonaires et osseuses que chez la souris
normale [482]. L’ostéopontine est capable de stimuler la migration et I’invasivité des cellules
néoplasiques ainsi que la croissance de ces cellules indépendamment des signaux d’encrage
[483]. L’ostéopontine stimule directement la proliféeration des cellules néoplasiques et les
protége de I’apoptose [467, 484]. L’ostéopontine est également capable de se fixer sur et
d’activer les metalloprotéases. Elle permet de prévenir la lyse des cellules tumorales par le
complément en fixant le facteur H [485, 486].

Les données concernant I’expression de I’ostéopontine dans les mésothéliomes malins
pleuraux sont beaucoup moins étoffées et proviennent d’une seule publication récente par
Pass et col [404]. Ces auteurs démontrent que |’ostéopontine est exprimée en
immunohistochimie dans la majorité des cas de mésothéliome pleural malin (36 sur 38). Cette
expression est intense comparée aux cellules stromales. De maniere intéressante cette
expression est retrouvée dans tous les sous-types de mésothéliomes contrairement a la
mésothéline. Au niveau sérique les taux d’ostéopontine sont plus élevés chez les patients
ayant un mésothéliome pleural que chez les patients exposés a I’amiante et que chez des
témoins sains. Les taux sériques d’ostéopontine sont corrélés a la durée de I’exposition (qui
est utilisé comme reflétant I’exposition globale). L’ostéopontine parait spécialement
intéressante comme marqueur car elle est élevée méme chez les patients ayant un
mésothéliome de stade | et pourrait donc représenter un marqueur de diagnostic trés précoce
[404].

Néanmoins beaucoup d’interrogations concernant I’utilisation pratique de ce marqueur
persistent [487]. Etant donné la large expression de I’ostéopontine dans les pathologies
néoplasiques et inflammatoires il est peu probable que I’ostéopontine ait une speécificité
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suffisante pour une utilisation dans le dépistage de la maladie [472]. On ne connait pas a ce
jour quelles sont les valeurs sériques de I’ostéopontine chez les patients ayant une pleurésie
bénigne liée a I’exposition a I’amiante. Les données disponibles concernant les valeurs dans le
liquide pleural des mésothéliomes sont également trés réduites [488].

En conclusion, il n’existe pas a ce jour de marqueur confirmé utilisable pour le
diagnostic, I’évaluation du pronostic ou de la réponse au traitement du mésothéliome pleural
malin. Les anciens marqueurs comme I’acide hyaluronique ou le Cyfra 21-1 ne sont pas assez
spécifiques et sensibles. L’antigéne carcino-embryonnaire ne peut étre utilisé que pour
I’exclusion du diagnostic. L’ostéopontine pourrait étre un marqueur intéressant pour le
dépistage mais son manque de spécificité est a envisager. La meésothéline est un marqueur
diagnostic intéressant mais nous avons encore besoin d’une évaluation plus approfondie de
cette molécule sur des séries plus importantes qui doivent comprendre des patients non

sélectionnes. Enfin les données sur le MPF sont encore trés préliminaires.
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DEUXIEME PARTIE
TRAVAUX DE RECHERCHE
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INTRODUCTION

Le but du travail réalisé pendant la these a été de mettre en évidence I’implication
d’endocan dans la croissance des tumeurs solides, notamment broncho-pulmonaires et
d’essayer de comprendre son mécanisme d’action. Etant donné qu’endocan semblait refléter
un état d’activation endothéliale, nous avons également étudié I’expression de cette molécule
au niveau sérique dans le sepsis. Je me suis également intéressé a deux autres marqueurs qui
pourraient étre utiles dans une autre pathologie néoplasique : le mésothéliome pleural.

A mon arrivée dans I’équipe de recherche dirigée par le Dr. Philippe Lassalle, endocan
avait été cloné depuis environ 7 ans. L’équipe avait développé une série d’outils, notamment
une batterie d’anticorps monoclonaux dirigés contre les formes humaines et murines
d’endocan et des lignées tumorales qui exprimaient endocan ainsi que difféerents mutants
étaient disponibles. Il y avait néanmoins trés peu de données concernant I’activité de cette
molécule. Il avait été démontré qu’endocan pouvait intervenir par son glycane en tant que co-
mitogéne pour certains facteurs de croissance comme le HGF/SF et une étude en cours
concernait la capacité d’endocan a promouvoir la croissance tumorale. Nous avons déemontré
que in vivo, dans un modele de tumeur sous-cutanée chez la SCID, endocan promeut la
formation de tumeurs par les lignées cellulaires non tumorigénes et qu’il augmente la vitesse
de croissance des tumeurs provenant de lignées cellulaires tumorigénes. (Article I, page 65).

Ce travail a permis de créer et de tester le modéle animal de xénogreffe sous-cutanée
qui sera utilisé pendant le reste de la these. Il a permis également d’étudier I’expression

d’endocan dans ces modéles murins. Néanmoins il nous paraissait indispensable d’étudier
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I’expression d’endocan dans les tumeurs humaines (cancers broncho-pulmonaires a non
petites cellules). En effet, plusieurs publications montraient qu’endocan est surexprime dans
un panel trés large de tumeurs et que dans certaines localisations cette surexpression
permettait d’identifier un phénotype tres invasif. Néanmoins, aucune de ces études n’avait pu
étudier I’expression de la protéine tant au niveau local (endothélium tumoral) que circulant,
en raison du manque d’outils spécifiques. Nous avons pu montrer qu’endocan est surexprimeé
de maniére importante au niveau endothélial et que cette expression peut étre facilement
étudiée par immunohistochimie. Cette expression locale est corrélée a la stimulation
angiogénique de la tumeur, notamment au VEGF. Nous avons démontré que le VEGF est un
puissant inducteur de la sécrétion d’endocan. Les taux sériques d’endocan étaient fortement
corrélés a la survie des patients et notamment a la présence de métastases a distance et
possiblement a une invasion ganglionnaire. (Article 11, Page 72)

Dans la littérature, ainsi que dans les travaux que nous avons menés, malgré une tres
forte homologie entre les formes humaine et murine, il apparaissait qu’endocan murin ne
subissait pas d’épissage alternatif comme la molécule humaine. Nous nous sommes donc
intéressés a cette forme humaine qui subit un épissage alternatif et qui a été dénommée
endocanA2. Dans I’article explorant I’expression d’endocan dans les cancers broncho-
pulmonaires a non petites cellules nous avons pu constater que cette forme (endocanA2) est
nettement moins surexprimé qu’endocan. J’ai ensuite démontré que cette forme n’est pas
tumorigéne et en collaboration avec Florence Depontieu, une autre étudiante en thése du
laboratoire nous avons caracterisé cette molécule. (Article 111 page 81).

L’équipe s’est ensuite intéressée a la forme murine d’endocan. Nous avons voulu
étudier I’expression d’endocan murin dans différentes lignées cellulaires, étudier le degré de
glycosylation d’endocan murin ainsi que ses capacités tumorigenes. J’ai démontré au cours de
ce travail qu’endocan murin n’est que partiellement glycosylé. Dans les modéles animaux j’ai
pu mettre en évidence que seulement la forme glycosylé d’endocan humain a un effet pro-
tumoral. Par contre les formes non glycosylées (comme d’ailleurs les mutants non
glycosilables) murines et humaines ont une forte capacité anti-tumorale. (Article IV, page 94)

Au vu de ces résultats nous pouvons donc affirmer qu’endocan exerce un effet pro-
tumoral important. Nous avons donc essayé de voir si un traitement par des anticorps
monoclonaux antiendocan pourrait avoir un effet antitumoral. Le modéle utilisé est une
xénogreffe souscutanée de cellules HT29 et A549 non transfectées. Un traitement par des
anticorps monoclonaux anti-endocan murin a été fait des I’inoculation des cellules tumorales.

Nous avons pu démontrer que ces anticorps ont un effet de freinage de la croissance tumorale
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et que cet effet est médié par le recrutement de cellules NK dans les tumeurs expérimentales.
Dans un autre modele réalisé en collaboration avec I’équipe du Professeur Rémy Neviére du
Département de Physiologie de I’Université de Lille nous avons pu montrer que ces anticorps
monoclonaux augmentent in vivo de maniére significative I’attachement des leucocytes a
I’endothélium. (Article V, Page 109).

Tous ces résultats confirment I’implication d’endocan dans le processus de
tumorigénése et évoquent I’utilisation d’endocan comme cible anti-tumorale. Il serait donc
intéressant de pouvoir disposer d’un antagoniste puissant de cette molécule afin d’étudier son
effet sur la croissance tumorale. Nos résultats avaient montré que la surexpression de la
protéine seule a un effet anti-tumoral significatif (au moins aussi important que les anticorps
monoclonaux) retardant de maniére importante la croissance tumorale. Pour expliquer ces
résultats, il est possible de spéculer que la protéine pourrait avoir un effet antagoniste de
I’endocan glycosylé endogéne. Nous savions également d’aprés nos premiers résultats in vivo
que la structure protéique était également importante dans le processus de tumorigénése, et
plus précisément les résidus de phénylalanine situés en position 115 et 116. Nous avons donc
étudié la croissance tumorale de tumeurs HT29 qui surexpriment différentes formes
d’endocan portant des mutations de cette zone riche en phénylalanine. Nous avons pu
constater que la surexpression de la protéine non-glycosylée et portant une mutation de la
phénylalanine en position 116 a un puissant effet anti-tumoral. (résultats non publiés, page
123)

Un deuxiéme centre d’intérét pendant cette thése a été I’étude d’endocan comme
marqueur de différentes pathologies inflammatoires. En effet, les données expérimentales
antérieures, ainsi que les dosages sur de courtes séries de patients, montraient que la
production d’endocan était stimulé par certaines cytokines proinflammatoires et que les
valeurs sériques étaient élevées chez les patients présentant un sepsis. Nous avons donc étudié
les taux sériques d’endocan dans une série prospective de 63 patients admis en réanimation
avec une suspicion de sepsis. Dans cette étude nous avons pu démontrer qu’endocan pourrait
représenter un nouveau marqueur de la dysfonction endothéliale dans le sepsis. Les taux
d’endocan dans cette étude étaient corrélés aux taux de facteur von Willebrandt (VWF), un
autre marqueur endothélial. Les taux d’endocan étaient également corrélés avec la gravité et
la mortalit¢ des malades et endocan était un meilleur marqueur pronostique que la
procalcitonine, I’IL-6 ou le VWF (Article VI, Page 136).

Une troisieme direction d’étude pendant la thése a été le mésothéliome pleural. Nous

avons étudié la valeur diagnostique de deux nouveaux marqueurs: les peptides solubles
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dérivés de la mésothéline (ou SMRP) et I’osteopontine sur une série prospective de patients
ayant un épanchement pleural et une suspicion de mésothéliome pleural, recrutés au niveau
régional. Nous avons pu montrer sur cette série de plus de 180 patients que la SMRP (au
niveau sérique mais aussi pleural) était un bon marqueur des mésothéliomes epthelioides. Par
contre les mésothéliomes sarcomatoides ou mixtes avaient des taux tres bas de ce marqueur.
Nous avons également démontré que I’osteopontine, etait élevée dans le sang et le liquide
pleural dans tous les cas d’atteinte pleurale. Les taux étaient néanmoins plus élevés en cas
d’atteinte néoplasique. L’osteopontine était trés sensible pour différencier les patients ayant
une atteinte pleurale des sujets sains exposés a I’amiante mais etait moins performante pour
préciser le type d’atteinte. Les deux marqueurs (osteopontine et mesotheline avaient une
signification pronostique dans cette série. (Article VII, page 143 et VI1II, page 150).

En conclusion, au cours de ces trois derniéres années nous avons pu démontrer
gu’endocan joue un réle important dans la croissance tumorale et que son effet protumoral est
dépendant de son glycane. Le mécanisme potentiel par lequel endocan stimule la croissance
tumorale est probablement double : I’interaction avec les facteurs de croissance et la
limitation du recrutement de cellules immunitaires au niveau tumoral. Néanmoins les données
expérimentales obtenues sont essentiellement des éléments indirects et restent insuffisantes
pour préciser le mécanisme d’action d’endocan. Nous avons pu egalement démontrer
gu’endocan pourrait représenter un marqueur de la stimulation angiogenique tumorale et il
serait trés intéressant d’évaluer cette molécule comme marqueur d’efficacité des traitements
anti-angiogéniques. De maniére générale endocan pourrait représenter un marqueur
d’activation de I’endothélium et pourrait avoir un intérét essentiellement pronostique dans le
cancer et le sepsis. Nous avons pu également montrer qu’endocan pourrait étre une cible anti-
tumorale soit en utilisant des anticorps monoclonaux soit des protéines recombinantes mutés
dérivant d’endocan. Enfin nous avons étudié I’intérét diagnostique et pronostique dans le

mésothéliome pleural malin de deux nouveaux marqueurs la SMRP et I’ostéopontine.
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ABSTRACT

Endocan is a proteoglycan specifically secreted by endothdial cells.
Through its glycan domains, endocan binds to hepatocyte growth factor and
increasesits mitogenic activity. Here, we show that human embryonic kidney
293 cdlls, which have been genetically engineered to overexpress endocan,
form tumorswhen injected s.c. in SCID mice. Both the glycan and a phenyl-
alaninerich region of endocan are necessary for mediating tumor growth
activity. Blocking the phenylalanine-rich region with a monoclonal antibody
results in a marked reduction of tumor growth. Finally, we report that
circulating levels of endocan areincreased in mice with the endocan-expr ess-
ing human embryonic kidney 293 cell tumorsand in a series of adult patients
with lung cancer. Taken together, these results suggest that (a) endothelial-
derived endocan induces tumor growth, (b) antibodies to endocan may have
therapeutic potential, and (c) circulating levels of endocan may eventually
represent a novel marker for cancer.

INTRODUCTION

PGs* play an important role in vascular biology (1-3). Most PGs that
are associated with the vascular wall are synthesized by endothelia cells
and localized to the subendothelial basement membrane of capillaries.
These include perlecan (4), members of syndecan family and glypican-1
(5, 6), small leucine-rich chondroitin/DS PG higlycan (7), and decorin (8,
9). Collectively, these PGs serve to stabilize the blood vessdl wall,
support migrating and proliferating endothelid cells, and induce angio-
genesis by modulating the activity and bioavailability of growth factors
(10, 11). We have recently identified a novel endothelia cell-specific
PGs, termed endocan (12, 13). Endocan contains asingle chain of DS. In
contrast to most PGs, endocan does not locdize to the subendothelial
basement membrane but rather circulates freely in the blood (14). Endo-
can has been shown to bind to LFA-1, thereby reducing LFA-1-mediated
leukocyte activation (15). Moreover, we recently reported that endocan
binds to and promotes the mitogenic activity of hepatocyte growth factor,
a property that was mapped to the DS chain of the PG (13). On the basis
of these observations, we hypothesized that endocan may be involved in
mediating tumor growth.

MATERIALS AND METHODS
Céll Culture

Wild-type and transfected HEK 293 and HT29 cells were maintained in
DMEM supplemented with 10% FCS, L-glutamine (2 mm), penicillin (100
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units/ml), and streptomycin (100 g/ml). Endocan mutants were purified from
stably transfected HEK 293 cells cultured in serum-free 293-SFM medium
(Life Technologies, Inc., Cergy-Pontoise, France). MEP 08 and MEP 14 mAbs
(14) were produced in hybridoma cell clones cultured in Hybridoma SFM
medium (Life Technologies, Inc.). HUVECs were routinely provided as de-
scribed previously (16). HS was bought from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France).

Vectors, Mutagenesis, and Stable Transfection

Thefull-length endocan cDNA previously inserted into pcDNA3 expression
vector was used as substrate for mutagenesis (12). The mutated endocan/
S137A (13), endocan/F115A, endocan/F116A, and endocan/F115A-F116A
were obtained by PCR with the QuickChange site-directed mutagenesis kit,
according to the manufacturer’s instructions (Stratagene, Cambridge, United
Kingdom) and confirmed by sequencing on an ABI Prism 377 automated DNA
sequencer (PE Biosystems, Courtaboeuf, France). These constructs were trans-
fected into HEK 293 and HT29 cell lines with Lipofectamin (Life Technolo-
gies, Inc.), followed by selection by G418 (300 and 500 g/ml, respectively)
and cloning by limited dilution.

Animals

CB-17 scid/scid homozygous SCID mice (male, 5-6 weeks of age) were
obtained from Pasteur Institute of Lille. These mice were continuously housed
in a germ-free laminar-airflow facility inside a temperature- and light-
controlled room. To eliminate the NK cell activity, mice received an i.p.
injection of antiasialo GM1 antibody (Wako Chemicals, Neuss, Germany) 1
day before s.c. injection (dorsal, anterior-interscapular) of HEK 293- (106
cells/injection) or HT29-transfected cells (2 10° cells/injection). Tumor size
was assessed once a week, and the animals were killed when the tumor
diameter reached up to 1 cm. Tumor volume was calculated by the formula
V (4 /3) (abc/8) orits simplified form: abc/2, where a, b, and ¢ are the
orthogonal diameters. Mouse blood endocan levels were measured by ELISA.
The antibody treatment consisted of a weekly i.p. injection of 400 g of
purified MEP 08 or MEP 14 in 200 | of endotoxin-free and sterile PBS.

Animal experiments were carefully studied with the help of the newly
formed Ethical Committee for the Use of Laboratory Animals in Saint-Louis
Hospital. In vivo experiments have been limited to the part of experimental
work that couldn’t be performed in vitro. The number of mice used has been
strictly limited to the number necessary for the validation of statistical analysis
and the controls. For ethical considerations, animals were sacrificed when the
tumor reached 1 cm diameter and were considered as dead.

Pathological Analysis

Mice were killed and dissected with systematic macroscopic analysis of all
organs. All tumoral localizations were photographed, measured, and system-
atically removed for additional microscopical analysis. Selected organ speci-
mens were cut into three parts. One part was fixed in 4% buffered formalde-
hyde for 2 h and additionally processed for paraffin embedding. Three- m
thick paraffin sections were stained with H&E, Masson’s trichrome, and
reticulin stain. The other part was fixed in 2% glutaraldehyde in cacodylate
buffer and additionally processed for electron microscopic analysis. The third
part was immediately snap-frozen and cryopreserved in liquid nitrogen for
additional immunohistochemical studies or nucleic acid extractions. Immuno-
histochemical studies were performed either on cell pellets or on tumor section
by an indirect immunoperoxydase method using the primary antibody directed
against endocan, at a dilution of 1/200.

6084



ENDOCAN PROMOTES TUMOR GROWTH

Counts of Microvessels, Apoptotic, Mitotic, and Inflammatory Cells

Microvessels were stained by an indirect immunoperoxydase method on
paraffin sections, using antihuman CD31 (Novocastra, Newcastle, United
Kingdom) as primary antibody, with controls by omitting thefirst antibody and
by using an irrelevant antibody of identical isotype. Apoptotic bodies were
detected using the termina deoxynucleotidyltransferase-mediated nick end
labeling assay on paraffin sections, treated with proteinase K (20 g/ml) for 15
min at room temperature, with the Apoptag Peroxydase in situ Apoptosis
Detection Kit (Intergen). Count of mitoses were performed on tumor cells in
paraffin sections stained with H&E. Count of inflammatory cells took into
account neutrophils and eosinophils, lymphocytes, plasma cells on H& E, and
May Grunwald Giemsa stains. Pathological quantitative data were obtained
blindly by two pathologists on four different fields at magnification 400 on
an Olympus AX 70 microscope, with wide-field eyepiece number 26.5, pro-
viding a field size of 0.344 mm? at magnification 400. Results were ex-
pressed as the mean number of microvessel sections, apoptotic cells, mitoses,
and inflammatory cells counted in the four different fields observed at mag-
nification  400.

Purification of Endocan and Endocan Mutants

The nonglycanated endocan/S137A is purified in one-step affinity chroma-
tography. Endocan/F115A, endocan/F116A, and endocan/F115A-F116A were
purified by ion-exchange and affinity chromatographies exactly as previously
described for endocan (13).

mAb Purification

The MEP 08 (1gG2aK) and MEP 14 (1gG2aK) hydridoma cell cultures
conditioned in serum-free medium were applied to a column (1 8 cm) of
protein G-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech, Saclay, France). The
column was washed with 0.05 m sodium phosphate (pH 7) and eluted with 3
M MgCl,, concentrated and dialyzed against PBS using an Ultrafree M, 30,000
molecular weight cutoff membrane (Millipore, Bedford, MA).

Endocan ELISA

Specific ELISA for endocan was performed as previously described (14).
The mutations did not modify the antibody reactivity in the sandwich assay.

Western Blotting

One-hundred nanograms purified of wild-type and mutated forms of endo-
can were analyzed by Western blot using MEP 08 or MEP 14 as described
previously (13).

Cell Proliferation Assays

HEK 293 Cell Proliferation Assay. The cell growth was determined by
measuring [Methyl[*H]]thymidine uptake into HEK 293 cell clones. Cells
were seeded at adensity of 1 10%well in 96-well microplates and cultured
in either complete medium, including 10% FCS or DMEM supplemented with
transferrin, insulin, and 50 ng/ml recombinant human HGF/SF (R& D Systems,
Abingdon, United Kingdom). Ten g/ml purified mAbs MEP 08 and MEP 14
were added. After 56 h of culture, cells were pulsed with 0.5 Ci of
[Methyl[*H]]thymidine/well for 16 h and [Methyl[*H]]thymidine incorpora-
tion in to DNA was determined on a TopCount Microplate Scintillation
Counter (Packard, Rungis, France). Assays were performed in quadruplicate.

HUVEC Proliferation Assay. The cell growth was determined by mess-
uring [Methyl[*H]]thymidine uptake and by the reduction of MTT in a MTT
viability assay (17). Briefly, HUVECs were seeded at adensity of 5 10%/well in
fibronectin-coated 96-well microplates in basa medium containing RPMI 1640
plus 2% FCS supplemented for some experiments with 5 ng/ml FGF-2 (R&D
Systems) and 1 g/ml endocan or 1 g/ml HS. After 18, 32, 56, and 70 h of cdll
culture, HUVECs were pulsed with 0.5  Ci of [Methyl[*H]]thymidine/well for
16 h. The MTT viability assay was performed after 96 h culture.

Fluorescent Cell Sorter Analysis

Cell surface binding of endocan was evaluated by fluorescence-activated
cell sorting as previously described (15), except that 24 h before fluorescence-

activated cell sorting, adherent HEK 293 cells were enzymatically detached
and cultured 24 h in 293-SFM |1 cell suspension medium (Life Technologies,
Inc.) to reconstitute trypsin-sensitive cell membrane proteins.

Subjects and Patients

The study was conducted in the department of Pneumology of the Univer-
sity Hospital of Lille (France). Serum from patients with lung cancer was
collected at the moment of diagnosis. Patients were included before any cancer
treatment; on the contrary, patients with clinical symptoms or biological signs
of infection were excluded. Sera were collected from each subject, spun down
15 min at 1500 g, then kept a¢  20°C before assays. The protocol was
approved by the local ethical committee.

RESULTS

HEK 293 Cells Overexpressing Endocan Form Tumors in
SCID Mice. Full-length human endocan cDNA was cloned into the
pcDNA3 vector, and the resulting construct was stably transfected into
HEK 293 cdlls. The transfected cells were selected in G-418-containing
medium, and resistant clones were assayed for endocan secretion by
ELISA. Two separate clones that secreted 762 211 ng endocan/day/
10° cells or contral clones (transfected with vector alone) were injected
sc. into the flank of male SCID mice. Each of the two endocan-
expressing HEK 293 cell clones developed into tumors a the ste of
injection, whereas the control clones had no such effect (Fig. 1A). Two
additional HEK 293-endocan cell clones injected in 8 mice aso formed
tumors, clearly avoiding clonal selection artifacts. In keeping with its
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Fig. 1. Kinetics of tumor growth and serum endocan levels. In A, kinetics of 293-
endocan cell growth (mean  SE of 13 tumors). In B, kinetics of HT29-endocan cell
growth (mean  SE of 10 tumors). In C, kinetics of serum endocan in 293-endocan cell
tumors. In D, kinetics of serum endocan in HT29-endocan cell tumors. In E and F,
relationships between serum endocan value and tumor volume with 293-endocan cells (E)
and in HT29-endocan cells (F).
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Fig. 2. Pathological analysis of 293-endocan
tumors. In A, histological section of a pellet of
293-endocan cells stained with H&E: presence of
tumoral cells with high nuclear/cytoplasmic ratio,
multinucleated cells and abnormal mitoses, 400.
In B, histological section of the tumor showing a
nontumoral well-differentiated capillary (arrow-
head), 400. In C, electron microscopic view of
tumoral cells showing intracytoplasmic filaments
(arrows) and ajunctiona structure (arrowhead). In
D, electron microscopic view of a capillary within
the tumor, with well-defined basement membrane
(arrowhead) and normal endothelial cells (E). In E,
histological section of apellet of 293-endocan cells
marked with an antibody directed against endocan:
the staining is distributed throughout the whole
cytoplasmic area. Indirect immunoperoxydase,

400. In F, indirect immunoperoxydase with MEP
08 in a tumor section: staining within tumor cells
(arrowheads), 400.

function as a secreted PG, endocan was detected in the serum of mice that
formed tumors (Fig. 1C). Importantly, circulating levels of endocan
increased over time and correlated positively with tumor size (r ~ 0.96,
P 0.001, Spearmann correlation test; Fig. 1E).

Pathology. Clinically, around, s.c. tumor was found at the site of cell
injection. When compared with mice having been injected with HEK
cells, tumor-bearing mice looked leaner, but the comparison of weight
curves did not show any significant difference because the weight of the
developing tumor compensated the weight loss of the mice with tumors.
At the dissection, the tumor did not adhere to the skin or to adjacent
organs. The section showed a whitish, polylobulated tumor, with some
necrotic aress. Additional dissection did not show lymph node involve-
ment, nor metastatic dissemination, except for an isolated nodule in the
kidney in 1 case. Microscopicaly, pelleted 293-endocan cells showed a
high index of mitotic cells, some of them multinucleated or with irregular
chromatin distribution (Fig. 2A). Histological analysis showed sheets of
cdls of irregular shape and digtribution, with a high mitotic index and
nuclear abnormalities. Vessels of small caliber could be found, intermin-
gled with neoplasic cells, and the borders of the tumor were ill-defined
(Fig. 2B). Quantitetive anayses from six tumors showed 125 2.9
mitotics calsmm?, 7.3 2.3 apoptotic cdlgymm?, and 125 2.9
vessals/mm?), indicating a high degree of proliferation and tumor devel-
opment contrasting with a virtualy no leukocyte infiltrate (1.4 1.4
inflammatory cell§mm?). Electron microscopic study of the tumors
showed that dl of them had neoplasic cells with desmosomes and
tonofilaments, two characteristics of epithelid cdlls (Fig. 2C). Moreover,
the vessdls observed within the tumors had an endothelium and a base-
ment membrane that could be clearly identified (Fig. 2D). Immunohis-
tological analysis of HEK 293 cell patches showed that the expression of

endocan within 293-endocan cells is only cytoplasmic (Fig. 2E). In the
corresponding tumors, antiendocan antibodies only marked the cytoplas-
mic areas (Fig. 2F). Thus, transfection of cDNA of endocan in human
kidney epithelia cells HEK 293 give them an oncogenetic potential with
occurrence of an epithdlial carcinoma at the site of injections.

Endocan-Promoting Tumor Growth IsNot Specificto HEK 293
Célls. In the next set of experiments, HT29 cells were stably trans-
fected with the endocan cDNA construct, and G418-resistant cell
clones were selected for their ability to secrete endocan. HT29 do not
normally express endocan and, in contrast to HEK 293 cells, are
spontaneously tumorigenic in vivo. HT29-endocan cell clones that
secreted 34 7 ng endocan/day/10° cells or control vector-trans-
fected clones were injected s.c. into SCID mice. The HT29-endocan
clones exhibited greater tumor growth, compared with control clones
(Fig. 1B). Macroscopic analysis of tumor HT29-endocan showed a
whitish nonadherent nodule, with necrotic areas. No satellite lymph
node involvement and no metastatic dissemination could be found.
Again, serum endocan levels increased with time (Fig. 1D) and
correlated with tumor size (r 072, P 0.01; Fig. 1F). Taken
together with the HEK 293 results, these data demonstrate that endo-
can induces tumor growth of otherwise nontumorigenic cells and
increases the growth potential of tumorigenic cells.

The Glycan from Endocan IsRequired for Tumor Cell Growth.
To determine whether the glycan chain plays a role in mediating tumor
growth, we generated a nonglycanated form of endocan by mutagenesis
of serine 137 to aanine (endocar/S137A). HEK 293 cell clones express-
ing this cDNA mutant were selected and screened for mutant endocan
secretion. Each of two endocan/S137A clones that secreted 2023 ng/
ml 360 ng endocan/day/10° cells was injected s.c. into groups of 4
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SCID mice in three separate experiments and systematically compared
with the positive control group receiving endocan-expressing HEK 293
cellsdevel oping consistently atumor (cumulative frequency of 32 tumors
among 34 mice in eight distinct experiments). Endocan/S137A-express-
ing clones did not giverise to tumors (0 tumor/12 mice). Theseresults are
consistent with a previous study in which the S137A mutation abrogated
the positive effect of endocan on HGF/SF-mediated proliferation of
cultured HEK 293 cdlls (13). These findings suggest that the glycan
moiety of endocan is necessary for tumor cell proliferation under both in
vitro and in vivo conditions.

A Phenylalaninerich Region of Endocan Polypeptide Is
Required for Tumor Growth. To determine the role of the protein
core of endocan in mediating tumor growth, we mutated the phenyl-
aanine at positions 115 and/or 116 to aanine. Expression of these
mutants in HEK 293 cells resulted in fully glycanated forms of
endocan but with reduced ability to bind to phenyl-Sepharose. Endocan/
F115A and endocan/F116A demonstrated half normal binding,
whereas the combined mutation (endocan/F115A-F116A) did not
bind at all. We established several HEK 293 cell clones expressing
these mutants (665-1545 ng endocan/day/10° cells), and we injected
these cells s.c. into SCID mice, as described above. All SCID mice
grafted with HEK 293-endocan/F115A cells developed tumors at the
site of inoculation (4 tumors/4 mice and 4 of 4). Serum endocan levels
increased in parallel with tumor growth. Surprisingly, the HEK 293
cells, which expressed endocan/F116A or endocan/F115A-F116A,
did not form any tumor despite the presence of the glycan (0 of 4 and
0 of 4 with HEK 293-endocan/F116A; 0 of 5 and 0 of 5 with HEK
293-endocan/F115A-F116A). Taken together, these results suggest
that in addition to the glycan moiety, the endocan polypeptide plays a
significant role in promoting tumor growth. The phenylaanine at
position 116 is particularly critical for this effect.

MEP 08 mAb Directed against the Phenylalanine-rich Region
Blocks the Tumor-Promoting Activity of HEK 293 Cells Over-
expressing Endocan. To confirm therole of the endocan polypeptide
in mediating tumor growth, we tested antiendocan mAbs as blocking
agents. We focused on two mAbs, one that recognizes the region
spanning the F116A (MEP 08) and one that recognizes the COOH-
terminal portion of endocan (MEP 14). Mice were injected with 400

g of purified mAb on a weekly basis. Serum antibodies were till
detectable in large excess 7 days after i.p. injection of mAb. In afirst
series of experiments, mice were inoculated with HEK 293-endocan
cells and received weekly injections of MEP 08 or MEP 14 starting at
week 2 and continuing until week 12. Of the 13 mice that received
MEP 08 in three separate experiments, 5 did not develop a tumor and
7 survived (Fig. 3A), which represents a clearly different feature from
that of untreated groups of mice that develop tumors, except for 1 case
(4 of 4, 4 of 4, and 3 of 4). Of the mice that received MEP 14, 1 did
not develop a tumor, whereas the remaining 9 died from tumor
formation. Administration of MEP 14 at the moment of the tumor cell
inoculation did not change the survival 12 weeks after (1 of 6 and O
of 4). These results suggest that MEP 08 recognizes an epitope that is
acritical determinant for tumor growth. As MEP 08 epitope encom-
passes the phenylalanine-rich region, the data suggest that this region
is critically involved in mediating tumor growth.

MEP 08 Prevents Tumor Appearance and Slows Tumor
Growth. To examine the efficiency of MEP 08 on macroscopically
established tumors, we initiated a second series of experiments, start-
ing MEP 08 injections either on the same day of tumor cell inocula-
tion (group 0), or 2, 4, or 6 weeks after tumor cell inoculation (groups
2, 4, and 6, respectively). Sixty percent of mice in groups O and 2
survived, whereas 31 and 22% of groups 4 and 6 survived, respec-
tively, as compared with 13% in the untreated control group (Fig. 3B).
Thus, the MEP 08 is most effective in the early stages of tumor
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Fig. 3. Treatment with antiendocan mAb MEP 08 reduces tumor incidence and delays
tumor appearance. In A, kinetics of survival of mice not treated () or treated with MEP
08 mAb (@) or MEP 14 mAb (A). In B, relationships between surviva and the beginning
of the mAb treatment. In C, MEP 08 therapy slows down tumor growth (mean  SE of
tumor volume).

development. To determine the effect of the antibody on the kinetics
of tumor growth, we recorded weekly the tumor size of mice under
treatment with MEP 08. In groups 0 and 2, the tumors appeared 2
weeks later than in the control group (Fig. 3C). The delayed appear-
ance of the tumors correlated with a delayed detection of serum
endocan (data not shown). At the ninth week, we observed a reduced
mean tumor volume in groups 0, 2, and 4 (Fig. 3C). Taken together,
these findings suggest that MEP 08 mAb exerts an antitumor activity
on xenografted tumors of small sizes.

No Effect of MEP 08 on HEK 293-Endocan Cell Proliferation.
To ducidate the antitumor effect of MEP 08, we examined if MEP 08
could bind to HEK 293 cells or influence HEK 293 cdll proliferation.
Using fluorescent analysis on cell sorter, cell surface-bound endocan
could not be detected on either parental HEK 293 cells charged with
endocan or HEK 293-endocan cells, even in the presence of divaent ions
(data not shown). In addition, high doses of MEP 08 did not change the
rate of [*H]thymidine incorporation by HEK 293 cell clones expressing
the control vector, endocan, or endocan/S137A (Table 1), which was
confirmed by the MTT cytotoxicity assay. These resultsindicated that the
antitumor effect of MEP 08 does not appear to be mediated by direct
cytostatic or cytotoxic activities on tumor cells.

No Effect of MEP 08 on Endothelial Cell Praliferation. Another
question was to study if MEP 08 possesses antiproliferative effect on
HUVECs. FGF-2 is a well-known angiogenic factor that induces
proliferation of HUVEC, and glycans are known to greatly influence
FGF-2 activity. The fact that endothelial cells secrete endocan could
therefore influence the net FGF-2 effect on HUVECs. Surprisingly,
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Table 1 Effect of MEP 08 and MEP 14 on [3H]thymidine incorporation by HEK 293

cell clones
Cells Medium cpm
293 - 327 60
MEPO8 297 69
MEP14 300 55
293 clone 1 - 522 87
MEPO8 630 198
MEP14 540 117
293-clone 2 - 667 83
MEPO8 710 153
MEP14 671 123
293-endocan clone 1 - 1443 387
MEPO8 1209 588
MEP14 1095 666
293-endocan clone 3 - 3841 484
MEPO8 3066 721
MEP14 3279 1026
293-endocan clone 8 - 873 162
MEPO8 1020 342
MEP14 1074 120
293-endocan/S137A clone 2 - 1551 485
MEPO8 1924 377
MEP14 1654 293
293-endocan/S137A clone 4 - 970 170
MEPO8 1194 357
MEP14 1182 513
293-endocan/S137A clone 5 - 2688 985
MEPO8 3704 1019
MEP14 2973 839

addition of recombinant endocan in HUVEC cultures did not modify
the FGF-2-induced [3H]thymidine incorporation (Fig. 4A) despite
doses 100-fold greater than that secreted. By contrast, addition of HS
still increased [H]thymidine uptake (Fig. 4A). On the other hand,
addition of 10 g/ml MEP 08 or MEP 14 has no cytotoxic effect on
HUVECs and did not modify cell proliferation induced by FGF-2 as
judged by MTT cytotoxicity assay (Fig. 4B).

Serum Endocan IsIncreased in Patientswith Lung Cancer. We
explored the hypothesis that serum endocan may be increased in human
cancer. Fifty patients admitted in the hospital for lung cancer were studied
and compared with 25 healthy volunteers. Endocan’s blood level was
increased in patients (3.34  0.37; mean  SE) ascompared with healthy
subjects (0.63 0.06, P 0.0001, Mann-Whitney test; Fig. 4C).
According to the internationd classification, the highest levels of serum
endocan were found in patients with extended forms of cancer. These
results suggest that endocan may represent a marker of human cancer.

DISCUSSION

PGs consigt of a core protein to which are attached one or more
glycosaminoglycan chains. They are mainly found associated to the cell
membrane and the extracellular matrix (1-3). Thereis now evidence that
these PGs can stimulate or inhibit tumor cell growth (18-24). We
previoudy cloned and characterized a novel PG called endocan that is
specifically synthesized by endothelid cells. One distinguishing point
from the other PGs is that endocan is neither associated to the cell
membrane nor to the extracellular matrix but released in a soluble form
that circulates into the bloodstream (14). We previoudy showed that
endocan binds to HGF/SF and promotes HGF-induced [*H]thymidine
uptake by HEK 293 cdls (13). Here, we demonstrate the capacity of
endocan to promote tumor growth. To establish our hypothesis, we
engineered human tumor cells to express human endocan and used them
in a tumor xenograft mouse model. We took advantage of the fact that
endocan is a secreted molecule, reducing thus the importance of its
cellular origin. Importantly, endocan is expressed localy, within the
tumor, produced in our mouse model by the transfected cells.

Consistent with our in vitro results, the glycan moiety of endocan
was necessary for mediating tumor formation. A more surprising

finding was that the protein core of endocan is also an important
determinant of tumor growth. Specifically, the F115 and F116 resi-
dues in the phenylalanine-rich region were shown to support binding
of endocan to phenyl-Sepharose and to mediate tumor growth. These
findings were additionally supported by the observation that MEP 08,
an antiendocan mADb, specifically directed against the phenylalanine-
rich region, blocked the effect of endocan on tumor growth.

The fact that the polypeptideitself is not involved in the modulation of
the mitogenic effects of growth factors but is indispensable for tumor
growth suggests that it functionsin vivo through another host component.
One host receptor candidate is represented by the leukocyte integrin
LFA-1. LFA-1 (CD11&/CD18) is a heterodimeric transmembrane mole-
cule condtituted of 2 and L chains. LFA-1 plays an important role in
leukocyte adhesion, migration and activation. Leukocytes from mice
lacking CD11a displayed selective impairments in alloantigen triggered
T-cdl proliferation, cytotoxicity and tumor rejection (25-27). Previoudly,
endocan was shown to bind to LFA-1 and to reduce LFA-1-ICAM-1
interactions (15), so endocan may inhibit infiltration and activation of
leukocytes into the tumor xenograft, as suggested by the absence of
leukocyte infiltrates in the tissue sections of tumors.

An important finding was that therapy with MEP 08 antibody reduced
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Fig. 4. No effects of endocan and MEP 08 on FGF-2-induced HUVEC proliferation.
In A, kinetics of [methyl]*H thymidine uptake in HUVEC treated with 5 ng/ml FGF-2
( ),FGF-2 1 g/ml endocan (M), FGF-2 1 g/ml heparan sulfate (@). Data are
mean  SE of three experiments. In B, MTT viability test of HUVECs treated for 96 h
with 5 ng/ml FGF-2, FGF-2 10 g¢/ml MEP 08, and FGF-2 10 g/ml MEP 14
(mean  SD of one representative experiment of two done in quadruplicate). In C,
increased levels of serum endocan in patients with lung cancer (mean  SE of 50 patients
versus 25 healthy individuals, P 0.0001, Mann-Whitney test).
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growth of macroscopic tumors. Interestingly, optimal antitumor activity
was observed when MEP 08 was injected 2 weeks after tumor cell
inoculation, indicating a potent curative effect. Severa findings argue
againgt adirect cytotoxic role of MEP 08. First, endocan is not expressed
at the surface of HEK 293 cells. Second, MEP 08 does not bind to the
surface of HEK 293-endocan cdlls. Third, MEP 08 has no effect on
endocan-mediated proliferation of HEK 293 cells under in vitro condi-
tions. Thus, one surprising point is that the antiproliferative activity of
MEP 08 antibody does not require specific recognition of tumor cells.
Another point is that the MEP 08 antitumor activity does not depend on
angiogtatic effects under in vitro conditions. First, addition of blocking
(MEP 08) or nonblocking (MEP 14) antibodies exhibited no cytotoxic
nor cytostatic activities on cultured HUVECs pulsed with FGF-2. Inter-
estingly, antisense inhibition of endocan mRNA does not block vascu-
logenesis in vitro, despite its increase level of synthesis (28). Generally,
a nonspecific antitumora activity of antibodies requires Fc receptor
engagement (29-31). Interestingly, two different antiendocan mAbs of
the same isotype exhibited different antiproliferate capacity, which is not
supporting arole for Fc receptor in MEP 08 activity. In these conditions,
the MEP 08 antitumor activity may be more related to the blockade of a
specific and functionally important domain within the endocan molecule,
resulting in a reduction of tumor growth.

Finally, we observed a clear increase of serum level of endocan in
patients with a diagnosis of lung cancer. The cellular origin of endocan
has to be discussed: in our mouse tumor model, endocan expression inthe
HEK 293 cdlls is under the control of the strong cytomegalovirus en-
hancer/promoter, explaining why serum endocan levels are increased
during the development of the tumor. In this Situation, serum levels of
endocan were directly correlated with the size of the tumor. In human
beings, we know at present that endocan is mainly produced by the
vascular endothelia cells (12, 14). It seems logica to postulate that the
increased serum endocan in patients with lung cancer might both reflect
the activation of tumor vascular bed and perhaps the tumora prolifera:
tion. However, it istoo early for considering that circulating endocan may
aready represent an useful marker for cancer in humans. Additiona
investigations are needed to evaluate this point.

In conclusion, our results suggest that: (a) endocan promotes tumor
growth; and (b) its activity involves interactions with growth factors
through the glycan and with the effector cells of the immune response
through the polypeptide. Taken together these data raise the concept
that in response to angiogenic factors, the vascular endothelial cells
from solid tumors may secrete endocan, which, in turn, may result in
a powerful control of the tumor development. So endocan might
represent in the future an original and a novel target for anticancer
therapy and additionally a marker for some kinds of solid tumors.
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Abstract

Purpose: We evaluated the expression of endocan, a soluble lung- and kidney-selective endo-
thelial cell-specific dermatan sulfate proteoglycan, in non —small cell lung tumors compared with
normal lung and studied the significance of high levels of circulating endocan in patients with
non —small cell lung cancer.

Material and Methods: Endocan and vascular endothelial growth factor mRNA expression
were evaluated by semiquantitative PCR in tumoral and nontumoral lung tissue samples from a
first series of 24 patients submitted to curative surgery. Relationships between survival, time to
tumor progression, and serum levels of endocan were evaluated in a second series of 30 previ-
ously untreated patients addressed for staging.

Results: In non —small cell lung cancers, endocan mRNA was overexpressed compared with
control lung. Immunohistochemistry shows that endocan was expressed only by tumor endothe-
liumin all cases, especially in the periphery of the tumors, with no differences between adenocar-
cinoma and squamous cell carcinoma. Endocan and vascular endothelial growth factor mRNA
expression was positively correlated in lung tumors. Serum endocan levels, as well as tumor,
node, and metastasis status, were correlated with both survival and time to tumor progression.
However, endocan serum level was not an independent prognostic factor due to its correlation
with the presence of metastasis.

Conclusion: Endocan is overexpressed in non —small cell lung tumors compared with healthy
lung and probably represents a response of tumoral endothelium to proangiogenic growth factor
stimulation. Circulating levels of endocan might reflect tumor angiogenic stimulation and present

prognostic significance.

Lung cancer is the leading cause of cancer mortality with, for
example, >170,000 diagnosed cases, resulting in >160,000
deaths in the United States in 2005 (1) and a corresponding
28,000 diagnosed cases in France. Of these, 80% represent cases
of non-small cell lung cancer (NSCLC). Despite multimodal
therapy, prognosis is still dismal with an overall 5-year survival
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of 15% (1). Thus, efforts toward finding new potential
therapeutic targets are important research directions.

Recently, we have shown that endocan, a lung- and kidney-
selective endothelial cell-specific dermatan sulfate proteogly-
can, binds through its glycan moiety to hepatocyte growth
factor/scatter factor. In vitro, binding to endocan amplifies the
growth factor mitogenic effect on cells of epithelial origin (2).
In vivo, endocan overexpression by nontumorigenic epithelial
cells induces tumor formation, whereas overexpression by
tumorigenic cells sharply increases the growth rate of resulting
tumors (3). Although the tumorigenic effect requires the
presence of the glycan chain, it also depends on the protein
structure, as specific protein mutation results in loss of the
tumor growth promotion effect (3).

Endocan also binds to the integrin lymphocyte function-
associated antigen-1 and has been implicated in inhibiting the
lymphocyte function-associated antigen-1/intercellular adhe-
sion molecule-1 interaction (4), an important step in the firm
adhesion of leukocytes to the endothelium, and thus could be
involved in regulating leukocyte migration into tissues.
Interaction between intercellular adhesion molecule-1 and
lymphocyte function-associated antigen-1 has also been impli-
cated in the binding of cytotoxic lymphocytes and natural killer
cells to tumor cells, resulting in cell lysis (5). Intercellular
adhesion molecule-1 expression plays an important role in

Clin Cancer Res 2006;12(15) August1, 2006



Imaging, Diagnosis, Prognosis

tumor development and its overexpression in tumor xenografts
is associated with slower growth and higher tumor infiltration
by lymphocytes (6). Thus endocan, by its dual roles in
modulating cell growth activity and leukocyte function, could
potentially be involved in tumor growth control.

Endocan is overexpressed during in vitro angiogenesis (7),
but antisense knockout of endocan does not prevent this
process, suggesting only an accessory role in angiogenesis.

Microarray studies have shown an increased endocan mRNA
expression in various tumor locations, such as kidney (8),
breast (9), and lung (10), as well as in highly invasive
melanoma cell lines (11). In kidney tumors, endocan
expression has been correlated with vascular endothelial
growth factor (VEGF) expression (7). These studies revealed
that elevated transcription of the endocan gene represents one
of the molecular signatures of bad prognosis in both lung (10)
and breast (9) cancers. Consistently, elevated blood levels of
endocan were observed in patients with lung cancer (3).
However, little is known about the expression of endocan
protein in human tumors and the significance of endocan
levels in the blood.

The human endocan gene is transcribed into two alterna-
tively spliced variants, which either retain (i.e., endocan) or
exclude (i.e., endocanA2) exon 2 (7). No data exists to date
about relative expression of the two isoforms in human tumors.
As endocan is preferentially expressed in lung tissue, a major
question for evaluation is its involvement in the development
of NSCLC. We show here that (a) endocan is strongly expressed
in the tumor vessels, (b) that serum endocan levels have
prognostic value in NSCLC, (c) that VEGF and endocan levels
are linked in NSCLC tissues, and (d) that VEGF represents a
powerful inducer of endocan secretion.

Materials and Methods

Patients and samples. Two groups of patients were recruited. The
first consisted of 24 patients undergoing surgery for NSCLC between
October 2003 and January 2005 in one of the surgical centers
participating in the Thoracic Oncology Group (see Appendix A).
Immediately after surgical resection, the pathologist sampled both the
tumor and the lung distant from the tumor. Each sample was then cut
into two pieces. One was immediately frozen at —20°C in Trizol
reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) for later RNA extraction.
The other one was fixed in alcohol-formaldehyde-acetic acid
(Labonord, Templemars, France) for 2 hours and then processed for
paraffin embedding. The second group comprised 30 previously
untreated patients with NSCLC who had undergone an initial
evaluation for tumor staging in the Department of Thoracic Oncology
at the Centre Hospitalier Régional Universitaire de Lille (Lille, France)
in 1996. Five milliliters of serum derived from the blood drawn for
routine biochemical analysis were immediately frozen and conserved
at —20°C until assayed for endocan. The physicians in charge of the
patients were not aware of the results of the endocan assay.
Appropriate antitumoral treatment was chosen according to tumor
staging. Patients were then followed up as either in- or out-patients,
and survival data were recorded. Staging was compliant with the fifth
International Union Against Cancer guidelines (12).

Both the protocol and the use of human tissues were approved by the
local ethics committee, and the patients gave informed consent. Only
patients with a clear histologic classification as NSCLC and also without
any previous treatment were included in the study.

Cell isolation and culture. Primary human umbilical vascular
endothelial cells (HUVEC) were derived from the veins of umbilical
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cords as described previously (13). Second passage HUVECs were
cultured on fibronectin-coated, 48-well culture plates (Becton Dick-
inson, Le Pont de Claix, France) in RPMI 1640 containing 20% FCS,
endothelial cell growth supplement (Sigma-Aldrich, Lyon, France),
5 IU/mL heparin (Sanofi-Synthelabo, Gentilly, France), and 2 mmol/L
L-glutamine (Life Technologies, Cergy Pontoise, France). At conflu-
ency, the cells were washed once and incubated in fresh RPMI 1640
containing 2% FCS and 2 mmol/L L-glutamine for 18 hours and
then washed once again with the same medium just before
stimulation. Recombinant human VEGF!®’, fibroblast growth factor-
2, or tumor necrosis factor-a (R&D Systems, Abingdon, United
Kingdom), all at final concentrations of 20 ng/mL, were then added
to appropriate wells. In inhibition experiments, VEGF'®> was
incubated with an anti-VEGF monoclonal antibody (R&D Systems)
for 1 hour before addition to culture medium. The cell supernatants
were centrifuged and stored at —20°C until endocan quantitation by
ELISA. Cell viability was evaluated by a colorimetric method using
the reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl-tetrazolium
bromide (Sigma-Aldrich). At the end of the experiment, cell number
was quantified by assaying lactate dehydrogenase release after cell
lysis using the Cytotox 96 lactate dehydrogenase release assay
(Promega, Charbonieres, France). In some experiments, cells were
retrieved in 1 mL Trizol reagent and then processed for total RNA
extraction.

Reverse transcription-PCR. Total RNA extraction was done on
Trizol-treated samples according to the manufacturer's recommenda-
tions. Two micrograms of the resulting total RNA were converted to first
strand cDNA by use of random hexamer primers and Moloney murine
leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions. PCR was done using 1 unit HotMaster
Taq DNA Polymerase (Eppendorf, Le Pecq, France) and 1:20 of the
reverse transcription reaction, with an initial hotstart of two minutes at
94°C followed by 30 seconds annealing and 1 minute extension at
65°C. Primers, annealing temperatures, and number of cycles used
(chosen for being in the exponential phase of PCR amplification) were
as follows:

(a) Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (sense): GTCTTCA-
CCACCATGGAGA, 55°C, 22 cycles, 204-bp amplicon;

(b) Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (antisense):
CCAAAGTTGTCATGGATGACC;

(c) RS9 (sense): CAGGCGCAGACGGTGGAAGC, 60°C, 29 cycles,
411-bp amplicon;

(d) RS9 (antisense): CGCGAGCGTGGTGGATGGAG;

(e) Endocan (sense): GCTACCGCACAGTCTCAGG, 60°C, 32 cycles,
bands of 633 (endocan) and 463-bp (endocanA2);

(f) Endocan (antisense): ATTGCATTTITAGTTCITGAGTGT;

(g) Platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 (sense): AGGG-
GACCAGCTGCACATTAGG, 55°C, 30 cycles, 450-bp amplicon;

(h) Platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 (antisense):
AGGCCGCITCTCITGACCACT;

(i) VEGF (sense): TGGATCCATGAACTTTCTGCTGTC, 59°C, 32
cycles; and

(j) VEGF (antisense): TCACCGCCITGGCITGTCACTT.

Three bands were detected at 452, 584, and 656 bp corresponding to
the VEGF isoforms 121, 165, and 189, respectively (14).

PCR products were migrated on 1.5% agarose gels with 0.01%
GelStar (Cambrex Bioscience, Rockland). Band intensities were
measured under UV light using Gel Analyst software (Clara Vision,
Orsay, France). For semiquantitative analysis, the band intensity for
endocan was normalized to platelet/endothelial cell adhesion mole-
cule-1 as an endothelial-specific gene and VEGF was normalized to RS9.

Antibody production and purification. Production of anti-endocan
antibodies was done as described previously (15). Two different
hybridoma cell clones MEP14 and MEP08 directed against antigenic
determinants derived from endocan exon 3 and exon 1, respectively,
were selected. Hybridoma cell lines were grown in conditioned medium
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without FCS (Hybridoma serum-free medium, Life Technologies).
Supernatants were purified on a protein G-Sepharose column (Amer-
sham, Orsay, France). Antibodies were eluted in 3 mol/L MgCl,,
dialyzed against PBS, and then concentrated by centrifugation over
Amicon Ultra 30-kDa molecular weight cutoff filters (Millipore,
Molshein, France). Protein was quantified using the Bio-Rad protein
assay (Bio-Rad, Marne la Coquette, France), its purity by Coomassie
blue staining after SDS-PAGE, and endocan reactivity by ELISA.

ELISA. Serum endocan levels were quantified using a sandwich
immunoassay described previously (15, 16). The monoclonal anti-
bodies used recognize both endocan isoforms. Successive incubations
with biotin-conjugated anti-mouse IgG1 antibody (PharMingen, Le
Pont-de-Claix, France) and streptavidin-conjugated horseradish perox-
idase (Clinisciences, Montrouge, France) were followed by visualization
using 3,3’,5,5-tetramethylbenzidine (Sigma-Aldrich).

Immunohistochemistry. Tissues from lung carcinoma and the
corresponding nontumoral lung were analyzed under standard
procedures. Staining was conducted using an automated immunos-
tainer (Benchmark, Ventana Medical Systems, Illkirch, France) on
3-um-thick sections of paraffin-embedded tissue, mounted on Super-
frost adhesive slides. Cell conditioning solution (CC1), which is a Tris-
based buffer with a slightly basic pH, was used as a pretreatment step at
98°C for 48 minutes. Sections were then incubated with primary anti-
endocan monoclonal antibody MEP08 (2 mg/mL; 1:500 dilution) or
MEP14 (1 mg/mL; 1:200 dilution) for 32 minutes. The immunohis-
tochemistry method used is a three-step indirect process based on the
biotin-streptavidin complex. Slides were counterstained with hematox-
ylin. Endogeneous peroxidase activity was suppressed by initially
incubating specimens in 3% hydrogen peroxide. Positive and negative
controls, excluding primary and/or secondary antibodies, were included
in each automated immunohistochemistry run.

Statistical analysis. All data are presented as median values with
25th and 75th centiles reported in parentheses. Data from semiquan-
titative evaluation of endocan expression levels in tumors were
compared with those in normal lung parenchyma from the same
patient using an exact Wilcoxon test. A two-sided P < 0.05 was
considered significant. The log-rank test statistic was used to compare
differences in survival between groups. Patients still alive at the end of
the follow-up period were considered censored observations. A stepwise
Cox proportional hazard model was then used to examine associations
between the various prognostic factors and survival. Age was introduced
as a continuous variable, whereas node (grouped as Ny and N; or N,
and N;) and metastasis status were introduced as binary variables.
Tumor extension was taken into account either by stage (I-IV) or by
using separate tumor, necrosis, and metastasis descriptors. Serum
endocan was used either as a continuous variable or as a binary
variable. The cutoff value for serum endocan, which best differentiate
survivors and nonsurvivors, was determined by an algorithm of
maximization of hazard ratio (17, 18). Statistical analyses were done
with SPSS 12.0 software (SPSS, Inc., Paris La Defense, France) and the
SAS system (version 8.2; SAS Institute, Inc., Cary, NC).

Results

Endocan mRNA levels are increased in lung tumors. A total of
24 patients were recruited for the mRNA study. As endocan is
an endothelial cell -specific molecule, the endocan band
intensity was normalized to that of platelet/endothelial cell
adhesion molecule-1 (CD31 antigen), used as an endothelial
cell marker. By semiquantitative PCR analysis, we found that
the level of the exon 2-containing endocan mRNA was
increased in lung tumor tissue, with an average 2.5-fold
increase (P = 0.029) over that in lung tissue sampled at a
distance from the tumor (Fig. 1A and B). Across the 24 lung
tumor samples, endocan mRNA increased in 20 cases did not
change in two and slightly decreased in two. No differences in
endocan expression were seen between squamous cell carcino-
mas and adenocarcinomas. Contrary to the endocan mRNA
data, we observed only a small increase in the tumor levels of
the exon 2-deleted endocanA2 mRNA, difference that did not
reach statistically signification in our series (P = 0.09).

Thus, there is an overexpression of the endocan mRNA in
NSCLC compared with distant lung parenchyma.

Intratumoral and peritumoral vessels exhibit strong endocan
protein expression. To understand expression pattern of endo-
can in the tumor microenvironment and to determine the
specificity of endocan to tumor-associated vessels, we did
immunohistochemical studies. These showed that endocan
protein was detected in the endothelium of all tumors studied
(example in Fig. 2A). The intratumoral vessels within the cancer
nests exhibited endothelial staining for endocan, with expres-
sion present in ~80% of the vessels identified by anti-CD34
staining. Interestingly, endocan expression was more intense in
the tumor periphery and in the lung parenchyma immediately
lining the tumor, where most vessels expressed endocan
(Fig. 2B). Moreover, endocan was strongly expressed by
intratumoral vessels in areas of pleural invasion, bronchial
infiltration, and lymph node metastasis. Only rarely vessels in
the healthy visceral pleura were stained by the anti-endocan
antibody. Vessels in normal bronchial mucosa distant from the
carcinoma also lacked staining. No staining was observed in
tumoral cells in all cases studied.

The same staining pattern was observed whichever anti-
body (MEP08 or MEP14) was used. These two antibodies,
which recognize epitopes within exon 1 or exon 3 respec-
tively, thus recognize both endocan and endocan A2, and
their reactivity is also independent of endocan glycanation.
Thus, the staining confirms that both epitopes are equally
distributed within NSCLC tissues. No differences were seen

Patients

Fig. 1. Expression of endocan mRNA in 1
lung tumors. A, typical PCR from 5 patients.
L, normal lung; 7, tumor. B, semiquantitative
analysis of endocan expression in human
tumors; each line is an individual patient.
Solid circles with a bold line between

them are the median values for each group.
C, correlation between endocan and VEGF
expression evaluated by semiquantitative
PCR in lung tumors. Spearman p = 0.568;
P =0.006.
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between adenocarcinomas and small cell carcinomas, either
in intensity of staining or the number of stained vessels.

Despite the fact that endocan is normally expressed at the
mRNA level by endothelial cells in the normal lung, immuno-
histochemistry showed only a weak signal for endocan in very
few vessels in the normal lung (Fig. 2C). Therefore, in normal
lung vessels, endocan protein is not expressed at sufficient
levels to give a clear signal in immunohistochemistry.

Thus, intratumoral and peritumoral endothelial cells repre-
sent the main source of endocan in the vicinity of the tumor. In
addition, the low expression of endocan by normal lung vessels
confers on this molecule a special interest as a potential marker
of intratumoral vasculature.

VEGF stimulates endocan secretion from endothelial cells and
correlates with endocan expression in NSCLC. As endocan is

'
4

Fig. 2. Immunohistochemical staining for endocan. Lung adenocarcinoma shows
a strong anti-endocan staining of endothelial cells in the tumor (4) and
peritumoral area (B) compared with a negative staining of normal lung (C). For all
images, MEP08 anti-endocan monoclonal antibody staining and hematoxylin
counterstaining were done. Magnification, x200.
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expressed in vessels from tumor periphery, we searched
potential factors involved in up-regulation of endocan expres-
sion at the endothelial level. VEGF is one of the main mediators
involved in the formation and activation of tumor vessels
(19, 20). Previous results indicated a correlation between
endocan and VEGF mRNA expression in kidney tumors (7). We
therefore focused on VEGF as an angiogenic mediator that
might up-regulate endocan mRNA in situ. To prove a direct
effect of VEGF on endocan production by tumor endothelial
cells, we studied whether VEGF induced endocan secretion in
HUVECs in vitro. HUVECs spontaneously secrete low levels of
endocan. On stimulation with 20 ng/mL VEGF'®®>, HUVEC
supernatants exhibited 3-fold increased levels of endocan
(Fig. 3A). An increase was already observed after 24 hours
and continued for the 4 days of stimulation. By comparison,
VEGEF stimulation was at least as efficient as fibroblast growth
factor-2 (another known angiogenic growth factor) or tumor
necrosis factor-a, which has been already reported to induce
an increase in endocan secretion (21). Consistently, VEGE-
stimulated HUVECs also showed a substantial increase in
endocan mRNA expression, mostly of the larger transcript
(Fig. 3C). We also tested whether blocking anti-VEGF anti-
bodies could inhibit VEGF-induced endocan expression.
Addition of an anti-VEGF antibody induced a dose-dependent
inhibition of VEGF-induced endocan secretion by endothelial
cell with an almost complete (95%) inhibition at 0.1 ug/mL
and a 50% neutralization dose of 0.02 pug/mL, which is the
range of the antiproliferative effect reported by the manufac-
turer for this antibody (Fig. 3B).

In our lung tumor samples, we found that VEGF mRNA is
increased compared with the distant lung tissue (Fig. 1A),
especially VEGF'®>, which is one of the dominant VEGF
isoforms expressed in lung tumors (20). Statistical comparisons
between the mRNA levels of the endocan and VEGF'®° revealed
a significant positive correlation (Spearman p = 0.568; P =
0.006; Fig. 1C).

Thus, from these results, VEGF, a major angiogenic factor
involved in tumoral angiogenesis, induces a sustained increase
in both endocan mRNA expression and subsequent endocan
protein secretion by primary cultured human endothelial cells,
which could explain the similar endocan overexpression
observed in tumor vessels in vivo.

Prognostic value of serum endocan in patients with
NSCLC. In an earlier preliminary study, we found elevated
serum levels of endocan in patients with lung cancer (3).
Moreover, endocan now seems to be a marker of tumor vessels.
Bearing in mind the fact that tumor vessel density represents
one key determinant of tumor aggressiveness and poor
prognosis (22), we may speculate that elevated serum endocan
might reflect tumor angiogenesis and thus might be a potential
prognostic factor.

Our first approach to test this hypothesis was to look for
any correlation between serum endocan levels and survival.
We followed up 30 patients with NSCLC for a median of
10 months (25th-75th centiles of 4-24 months). All but four
patients died during the follow-up period. The demographic
characteristics of the patients are reported in Table 1. The
endocan median serum titer (25th-75th centiles) was
significantly higher (P < 0.001, Mann-Whitney U test) for
cancer patients [1.74 ng/mL (1.21-4.3 ng/mL)] compared
with that for a group of 20 healthy volunteers [0.77 ng/mL
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Fig. 3. Kinetics of induced endocan secretion in HUVECs. A, VEGF and fibroblast
growth factor-2 induce endocan secretion. HUVECs at confluence were cultured
in RPMI 1640 containing 2% FCS. The supernatants were collected and

endocan was evaluated by ELISA. Points, mean of seven separate experiments;
bars, SE. Experimental conditions: O, base values and after addition of 20 ng/mL;
®,VEGF'®®; m, fibroblast growth factor-2; A, tumor necrosis factor-a.. HUVECs
viability evaluated by a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium
bromide test showed no difference over time in all experimental conditions

(data not shown). No statistically significant difference in cell number was found
after 96 hours of stimulation as measured by lactate dehydrogenase release after
cell lysis. B, dose-dependent inhibition of endocan secretion by a blocking
anti-VEGF monoclonal antibody after 48 hours of culture; similar results were
obtained at all time points. Experiments were done in quadruplicate. C, typical PCR
of endocan mRNA expression in HUVECs at 24 hours after stimulation.

(0.51-0.95 ng/mL)] reported previously by us (16). By
univariate analysis, overall survival was statistically significantly
associated with serum endocan levels (P = 0.013), N, or Nj
status (P = 0.03), M; status (P = 0.002), and tumor stage
(P = 0.011) but not with sex, age, or histologic subtype
(adenocarcinoma/squamous cell carcinoma). The latter varia-
bles were subsequently not introduced into the multivariate
analysis (Table 2). Significant correlations were found between
endocan levels and the presence of metastasis (P = 0.025) but
not with tumor grade (P = 0.26) or node status (P = 0.09).

wwWw.aacrjournals.org

However, our study included only 30 patients, and eventually
in a larger series, significant correlations could be shown
especially with node status. The best cutoff level for endocan
that differentiated between survivors and nonsurvivors was
1.3 ng/mL. The Cox regression analysis revealed that endocan of
>1.3 ng/mL was a significant predictor of overall survival only
when tumor-node-metastasis classification of tumor extension
was not taken into account. When only tumor and node
descriptors for tumor extension were taken into account,
endocan was still predictive of overall survival but not after
introduction of metastasis status into the model. As expected,
the tumor tumor-node-metastasis stage descriptor remained the
strongest predictor of survival (P = 0.002).

Based on the above indicators, we divided the patients into
two groups according to a serum endocan cutoff level of
1.3 ng/mL. Median survival was significantly different (P =
0.016, log-rank test) between the two groups: 6 months (95%
confidence interval, 1-11 months) for the high endocan group

Table 1. Demographic data of recruited patients for
survival analysis
mRNA study Prognostic
(n =24) study
(n =30)"
Age (y) median 61 (54-68) 61 (55-67)
(25-75th centiles)
Male sex (%) 20 (83.3) 24 (80)
Karnofsky index 100 90 (80-90)
median (25th-75th
centiles)
Histologic type, Adenocarcinoma 17 (70.8) 16 (53.3)
n (%)
Squamous cell 7 (29.2) 12 (40)
carcinoma
Large cell 2 (6.6)
carcinoma
Staging, n (%) | 9 (37.5) 3(10)
IIA and IIB 7 (29.2) 4 (13.3)
A 8 (33.3) 3 (10)
nB — 4 (13.3)
I\ — 16 (53.3)
Tumor classification, T, 10 (41.7) 4 (13.3)
n (%)
T, 12 (50) 12 (40)
T3 2(8.3) 7 (23.3)
Ta 6 (20)
Node classification, Ng 10 (41.7) 7 (23.3)
n (%)
N, 6 (25) 3 (10)
N, 8 (33.3) 12 (40)
N3 — 7 (23.3)
Treatment offered,  Surgery 24 (100) 8 (26.6)
n (%)
Radiotherapy 16 (53.3)
Chemotherapy 24 (80)
NOTE: Staging is reported as clinical tumor-node-metastasis.
“Evaluation of tumor and node for one M patient is missing.
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[endocan median, 3.78 ng/mL (1.62-4.99 ng/mL)]| versus 33
months (95% confidence interval, 9-56 months) for the low
endocan group [endocan median, 1 ng/mL (0.55-1.2 ng/mL);
Fig. 4A]. Similar results were obtained when considering
the time to tumor progression [i.e., a significantly longer time
(11 months; 95% confidence interval, 9-56 months) in the low
endocan group compared with that in the high-endocan group
(4 months; 95% confidence interval, 3-9 months; Fig. 4B)].

Therefore, high serum endocan levels seem to be a predictor
of bad prognosis in NSCLC, albeit it is not an independent
prognostic factor.

Discussion

Lung cancer is the leading cause of death by cancer in
developed countries (1). The increasing incidence, the absence
of blood markers of the disease, and the poor prognosis
underline the need to search for new strategies for diagnosis,
follow-up, and treatment. The development of solid tumors
involves early angiogenesis and reorganization of the microen-
vironment that is pivotal for tumor growth. Both stromal cells
and extracellular matrix components contribute to host-tumor
relationships and to the successful growth of the tumor
(23-25). It is now accepted that the growth of solid tumors
is dependent on their capacity to acquire a blood supply, and
much effort has been directed toward the development of
agents that disrupt this process (26).

Endocan is a secreted endothelial cell-restricted dermatan
sulfate proteoglycan (27), which is preferentially expressed in
lung and kidney tissues (21), and exhibits growth-promoting
activities both in vitro and in vivo (2, 3). Endocan interacts with
growth factors, such as hepatocyte growth factor/scatter factor,
through its glycan chain, thereby eliciting epithelial cell growth
in vitro (2). The crucial role of the glycan chain was further
shown when 293 cells transfected with wild-type endocan, but
not when transfected by its nonglycanated mutant, formed
tumors in the skin of severe combined immunodeficient mice.
However, these in wvivo results also revealed that growth-

promoting activity is also dependent on the protein core of
endocan, in particular, a phenylalanine-rich region centered on
amino acid residues 115 and 116 (3). So, endocan that is a
molecule sustaining tumorigenesis (3) seems to be a potential
target for antitumor therapy.

VEGEF is a major player in angiogenesis by virtue of its ability
to induce vascular permeability, to induce and sustain
endothelial cell division and survival, and to initiate the
sprouting of new blood vessels to supply tumors with oxygen
and nutrients. VEGF expression has been described as an
important prognostic factor in NSCLC (28). As already
described in the literature (29), we found that VEGF is also
overexpressed in the NSCLC samples studied but also that it
correlates with endocan expression. To confirm a direct link
between VEGF and endocan, we looked at the possible up-
regulation of endocan by VEGF. We have shown in vitro, that
VEGF induces endocan expression in endothelial cells at both
mRNA and protein levels. Moreover, anti-VEGF antibodies
inhibit VEGF-induced endocan secretion by endothelial cells.
With this data in mind, it could be interesting to assess serum
endocan kinetics in patients treated with various combination
schemes especially with antiangiogenic therapy.

An important point concerns the potential role of endocan in
the process of tumor angiogenesis. Inhibition of endocan
expression by antisense oligonucleotides does not modify
in vitro angiogenesis (7). In addition, endocan is not involved
in fibroblast growth factor-2 -induced endothelial cell prolif-
eration as it is not inhibited by anti-endocan antibodies (3).
Therefore, the cellular target of endocan seems to be the
malignant epithelial cell rather than the endothelium itself. We
could speculate that endocan acts locally in a paracrine positive
feedback loop and could be an important player in supporting
tumor growth (i.e., angiogenic growth factors stimulate
endothelial cells to secrete endocan), which in turn acts by
amplifying the effect of protumoral growth factors (2) and by
inhibiting effective immune cell migration into the tumor (4).
This putative role of endocan is also sustained by data obtained
from mouse models, in which anti-endocan antibodies prevent

Table 2. Analysis of factors influencing survival
Factors Categories Univariate analysis Multivariate analysis Multivariate analysis without M status
P P Hazard ratio P Hazard ratio
Histologic type* Adenocarcinoma 0.35 0.9614
Squamous cell carcinoma
Stage " I-IIA 0.002 0.002 33.6
B-1V
Endocan level (ng/mL) <1.3 0.013 0.58 0.04 2.94
.3
Tumor status T/ T2 0.011 0.04 24 0.03 2.53
T3/Ta
Node status’ No/N; 0.03 013 0.07
N2/N3
Metastasis status ' Mo 0.002 0.09
My
“Two patients with large cell carcinomas were not included in the analysis.
T Either stage or separate tumor, node, and metastasis descriptors were introduced in the model.
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Fig. 4. Endocan as a prognostic factorin NSCLC patients (n = 30). A statistically
significant difference was found between groups of patients divided by a cutoff of
serum endocan of 1.3 ng/mL for (A) overall survival (P =0.018, log-rank test) and
(B) time to progression (P = 0.02, log-rank test). Solid line, high serum endocan
group (endocan, >1.3 ng/mL); dotted line, low serum endocan group.

or slow down the growth of endocan-expressing xenografts in
severe combined immunodeficient mice (3) without any direct
in vitro antiproliferative effect. The fact that endocan is highly
expressed at the protein level, as detected by immunohisto-
chemistry, in the immediate vicinity of the tumor as well as in
areas of pleural and nodal invasion, also argues for a local
paracrine effect of endocan. Moreover, this role of endocan
would not be restricted solely to bronchopulmonary tumors
but would be shared by other tumoral localizations, and
indeed, it has been identified and linked to prognosis in cancers
other than those of the lung (9, 10).
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The involvement of endocan in tumor development and its
preferential expression in lung has led us to explore the
expression of endocan in lung cancer. Recent data suggested
that endocan mRNA is intensely overexpressed in several
tumors (8-11). In lung cancer, endocan overexpression has
been linked to worst prognosis as part of a 30-gene cluster
predicting shorter survival (10). In breast cancer, endocan
overexpression has been identified along with another 70-gene
signatures as a marker of early (<5 years) development of
metastasis (9). Moreover, in human melanoma cell lines, the
overexpression of endocan was associated with a highly
invasive phenotype (11).

In the present work, it has been shown that endocan mRNA
is overexpressed in lung tumors compared with normal lung
tissue from the same individuals, in agreement with the data
obtained from microarray analysis (10). This overexpression
concerned mainly the exon 2-containing isoform of endocan,
which has been shown to specifically exert a protumoral effect
(3). On the contrary, the increase of the endocanA2 isoform in
tumors, compared with the corresponding normal lung, was
relatively small and did not reach statistical significance.
Similarly, in vitro stimulation of endothelial cells by VEGF
results mainly in an elevation of expression of endocan mRNA.
Thus, both in vitro and in vivo data consistently show that
endocan mRNA overexpression predominantly involves the
full-length form of endocan.

We also showed that the elevated mRNA expression
translates into endocan protein production by endothelial
cells in all tumors studied. The intense expression of endocan
at the invasion front (adjacent to lung nontumoral parenchy-
ma and visceral pleura) and in lymph node metastasis also
suggests that endocan is expressed preferentially in areas of
intense tumor growth. The strong expression of endocan in
nontumoral lung adjacent to carcinoma could reflect the role
that vessels in nontumoral lung, but located in the relatively
close vicinity of carcinoma cells, could have on tumor growth,
and argues for a potential paracrine effect of endocan on
tumoral cells.

Endocan could therefore represent a marker of endothelial
cell activation in response to proangiogenic signals in tumors,
its overexpression being correlated with a more rapid tumor
growth. Interestingly, overexpression of endocan mRNA, as
evaluated by microarray technology, has already been described
as belonging to the molecular signature of bad prognosis in
lung (10) and breast cancers (9). As endocan is a secreted
protein, it can be quantified in blood by ELISA (15). We show
that, in a small group of NSCLC patients who have not received
any previous therapy, serum endocan values were significantly
elevated compared with healthy controls. High endocan values
were significantly correlated with the presence of metastasis and
with limited survival. However, in this small group, endocan
was not an independent prognostic factor. A trend exists, also
linking high serum endocan levels and distant nodal invasion
(N2-N3), a known factor of bad prognosis, but due to the
limited number of cases in our patient series it fails to reach
statistical significance.

Contrary to tumor status, the presence of distant nodal
invasion and metastasis is not always easy to evaluate in daily
practice, even if they represent critical determinants of survival
in NSCLC (12). Moreover, in NSCLC, up to 40% of those
patients who are subjected to surgery with curative intent die of
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distant metastases in the first 24 months after surgery (30). As
serum endocan is correlated with distant spread of the tumor,
this blood marker might be useful as an adjunct in the
evaluation of the extension of lung cancer or possibly even for
early detection of recurrence after attempted treatment.
However, our patient sample was not large enough and a
more thorough investigation in a larger series of patients will be
necessary to confirm the use of this new variable.

In conclusion, we show that endocan is overexpressed in
NSCLC, both at mRNA and protein levels, and might reflect
angiogenesis mediator-induced activation of tumor endotheli-
um. Serum endocan level is a prognostic factor, albeit not an
independent one, and might reflect the intensity of the tumoral
angiogenic stimulation.
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Endocan was originally described as a
lung and endothelial cell specific dermatan
sulfate proteoglycan found freely circulating in
the blood. Endocan promote tumor formation
by human embryogenic kidney 293 cells
implanted in the skin of severe combined
immunodeficient mice. In the present study we
identified, and functionally characterized, an
alternative spliced product of the endocan
gene: the exon 2-deleted endocan, -called
endocanA2 (GenBank Accession Number
AJ973643). This alternative splicing of endocan
gene is found uniquely in human and monkey
lungs but not in mouse and rat lungs. Our
results showed that the deletion of exon 2-
derived sequence in the central part of
endocan's protein (1) impairs the synthesis of
the glycan chain, (2) induces disulfide-linked
oligomerization, (3) reduces the secretory
process, and finally, (4) cancels endocan ability
to sustain tumorigenesis in vivo. Taken
together, our results emphasize a key role for
the polypeptide sequence encoded by the exon 2
in promoting tumorigenesis, and suggest that
this sequence may represent an interesting
target in human lung cancer.

Primary and secondary tumor growth and
progression is a complex multi-step process
involving not only the tumor cells but also the
stroma surrounding and supporting them. It is well
known that the growth of a solid tumor above a
few millimeters in diameter requires the
development of an intra-tumor blood supply,
commonly called angiogenesis (1-3). The tumor
stroma, plays a key role in angiogenesis, tumor
cell invasion, and metastasis (4). One mechanism

333-20-87-77-39; Fax. 333-20-87-73-45; E-Mail:

involved in tumorigenesis is angiogenesis
resulting from an imbalance between angiogenic
and angiostatic factors (5,6). Therefore crucial
efforts are needed to identify the key molecular
players that orchestrate interactions of stromal
cells with the tumor mass, blood neo-vessel
recruitment and matrix organisation.
Proteoglycans are major constituents of the tumor
stroma and vascular bed. They are constituted of a
protein core with one or more covalently attached
glycosaminoglycan chains. Proteoglycans can
modify the structure of the cell surface and the
extracellular matrix, and they interact with growth
factors, cytokines and integrins, regulating their
actions and thereby potentially contributing to
tumor growth and progression (7-14).
Proteoglycans are produced by both tumor
cells and cells from the tumor stroma such as
fibroblasts and endothelial cells. Endocan,
previously named ESM-1 (Endothelial Specific
Molecule-l)a, is a soluble dermatan sulfate
proteoglycan which is found freely circulating in
the blood (15-17). Endocan is specifically secreted
by endothelial cells and preferentially expressed in
lung and kidney tissues (18,19). Recently, we have
demonstrated the tumorigenic activity of endocan
(20). Endocan-overexpressing human embryonic
kidney (HEK) 293 cells injected subcutaneously
(s.c.) into severe combined immunodeficient
(SCID) mice, generate tumors at the site of
inoculation in contrast with the non-tumorigenic
wild type HEK 293 cells. Specific mutation of
serine 137, on which the dermatan sulfate chain is
synthesized, gave an endocan that failed to give
rise to tumors, emphasizing the importance of the
glycan moiety in this process. The role of the
protein core, and more particularly of a



Phenylalanine (F)-rich (F-rich) region, is also
crucial since F115 and F116 endocan mutants also
failed to promote tumor growth in SCID mice
(20). Furthermore, endocan-mediated tumor
formation was also inhibited by treatment with a
specific blocking monoclonal antibody (mAb)
targeting the endocan protein core.

Recent microarray analyses identified
endocan mRNA overexpression, along with other
markers, as being one of the most significant
molecular signatures defining a poor prognosis in
lung cancer, but also in prostate, breast and kidney
cancers (21-23). In the case of endocan, only one
MRNA product was originally observed in human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) by
northern blot (18). However, reverse-transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) has revealed
in human capillary endothelial cells an alternative
spliced form of endocan mMRNA with an internal
deletion of 150 base pair (bp), suggesting the
presence of another form of endocan potentially
involved in tumor development (24).

In this report, we show that in human
endothelial cells, endocan is alternatively spliced
and gives rise to a major form, endocan and a
minor form lacking 150 bp corresponding to the
complete exon 2, called endocanA2. We show that
endocanA2 is also observed in monkey but not in
mouse and rat lungs. While endocan supports
tumorigenesis in the HEK 293 cell tumor model,
endocanA2 does not, due to glycanation
impairment, protein oligomerization, and low
secretion efficiency. Our results emphasize a key
role for the polypeptide sequence encoded by exon
2 in post-transcriptional modifications and
functions in tumor development of endocan.

Experimental Procedures

Cell culture - HUVEC derived from umbilical
veins (25) were cultured on fibronectin-coated
flasks in Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 medium (Gibco, Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) with 20% fetal bovine serum (FCS)
(Gibco) - 2 mM L-glutamine - 10 pg/ml heparin -
25 pg/ml endothelial cell growth supplement
(Sigma, St Quentin Fallavier, France). The HEK
293, HEK 293 Flp-In and SV40-transfected
human endothelial cells (SV1) were cultured in
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) -
10% FCS - 2mM L-glutamine. Zeocin (100 pg/ml,

Invitrogen) was added for HEK 293 Flp-In cells.
The Chinese hamster ovary (CHO)-K1 cells were
cultured in a-minimum essential medium (MEM)
with 10% FCS - 2 mM L-glutamine.

Human endocan gene cloning - 5’ and 3’ rapid
amplification of genomic DNA was performed
using cDNA-specific primers. In brief, human
genomic DNA was extracted from human blood
mononuclear cells (QlIAamp® DNA blood Kkit,
Qiagen, Courtaboeuf, France). The EcoR I-
digested genomic DNA was ligated with an
adaptor that includes a cohesive EcoR | end and
sequences for adaptor specific primers: 5’-
CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3'
and 5-ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC-3.
The 5" and 3' EcoR | ends DNA fragments were
obtained by nested PCR using couples of gene-
and adaptor- specific primers. The aligned
sequences matched perfectly with EcoR I-digested
human genomic DNA southern blot (18),
indicating that these sequences cover the complete
human esm! gene (GenBank Accession numbers
AJ401091, AJ401092).

RT-PCR and ¢DNA cloning - Total RNA from
HUVEC, rat, and mouse lung was isolated by
TRIzol® Reagent as recommended by
manufacturer (Invitrogen). Two pug of total RNA
were reverse transcribed with Moloney Murine
Leukemia Virus (M-MLV) Reverse transcriptase
(Invitrogen). Rhesus Monkey lung cDNA was
purchased from BioCat (Heidelberg, Germany).
PCR was performed for 30 cycles with a 2 min hot
start at 92°C, 1 min annealing at 55°C, and 30 s
extension at 65°C with HotMaster Taq
Polymerase (Eppendorf, Le Pecq, France).
Endocan cDNAs were amplified with forward (S)
and reverse (R) primers hybridizing in exon 1 and
exon 3, respectively.

S1: 5’-ATGAAGAGCGTCTTGCTGCTG -37;

S2: 5'-ATGAAGAGCCTCTTGCTGCTG -3

S3: 5'-ATGAAGAGCCTCTTGCTACTG-3;

R1: 5-TCAGCGTGGATTTAACCATTT -3’

R2: 5’-TCAGCGCGGATTTAACCATTT-3’;
Human and rhesus monkey endocan were
amplified with S1/R1; Mouse endocan with
S2/R1; and rat endocan with S3/R2. For endocan
and endocanA2  cloning, forward (5’-
GAGGCAGCTGGGAAACATGAAG-3) and
reverse (5’-GCCTTCTCTCAGAAATCACAG-3’)
primers were chosen to obtain complete reading
frames. PCR products were subcloned in a



pcDNAS/FRT vector (Invitrogen) and inserted
into a pcDNA3.1 (+) vector (Invitrogen) (16).

Cell transfection - One ug of endocan-,
endocanA2-, or control- pcDNAS/FRT or
pcDNA3.1 (+) DNA was transfected using
Lipofectamine 2000 (Life Technologies Inc.,
Cergy-Pontoise, France) into HEK 293 Flp-In or
HEK 293 cells, as recommended by manufacturer.
pcDNAS/FRT was cotransfected with the pOG44
vector which results in expression of the Flp
recombinase. Upon cotransfection, the Flp
recombinase mediates a homologous
recombination event between the FRT sites from
the HEK 293 Flp In cell genome and the
pcDNAS5/FRT vector. Stably transfected cells
were selected using 100 pg/ml hygromycin B for
HEK 293 Flp-In cells or 200ug/ml G418 and
cloned by limit dilution for HEK 293 cells (18).
Endocan-pcDNA3.1 (+) was transfected into
CHO-KZ1 cells under the same conditions.
Endocan and endocand2  immunoassays -
Endocan and endocanA2  enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) were performed as
previously described (16), using in house anti-
endocan MEP14 (Imunoglobulin (lg) gG2a/K,
capture) and MEC15 (IgG1/K, detection) mAbs.
Subsequent incubations with biotin-conjugated
anti-mouse IgG1l (BD Biosciences- Pharmingen,
Le Pont de Claix, France) and streptavidin-
conjugated  horseradish  peroxidase  (HRP)
(Clinisciences, Montrouge, France) were followed
by revelation with tetramethylbenzidine (Sigma).
Immunoprecipitation and western blotting -
Supernatants and cell lysate samples from 2-3 x
10° cells, were prepared as previously described
(16). The samples were run on 15% acrylamide
gels and blotted onto nitrocellulose membranes
(Hybond ECL, Amersham, Saclay, France).
Detection was performed using MEP14 as primary
Ab probe, followed by affinity-purified, HRP-
conjugated goat anti-mouse Ab (dilution 1:15,000)
(Sigma) and an enhanced chemiluminescence
(ECL) detection kit (Amersham).

Animal models - One day after receiving 100 pL
of anti asialo-GM; Ab (Wako Chemicals, Neuss,
Germany) intraperitoneally, SCID mice were
injected s.c. with 10° transfected HEK 293 or
HEK 293 Flp-In cells resuspended in 200 pL
DMEM without FCS (20). Presence of a palpable
tumor was assessed once a week, and largest
orthogonal diameters were measured using a

Vernier calliper. Tumor volume was estimated
using the formula: V=a*b2/2, where “a” is the
largest and “b” the shortest diameter. Mice were
euthanized when tumor volume reached 2 cm®. A
macroscopic analysis was made for each organ
and, tumors were removed for microscopical
analysis.

Analysis of endocan isoforms - The HEK 293 cell
supernatant was passed through a 0.2 cm x 1.3 cm
diethylaminoethyl (DEAE)-Sepharose column
(BIO-RAD, Marnes la coquette, France) run
originally in 20 mM Tris HCI pH 7.4, 0.15 M
NaCl. Bound endocan was eluted with 20 mM
Tris HCI pH 7.4, 1 M NaCl, and concentrated in a
0.5 ml 30 kiloDaltons (kDa) molecular weight cut-
off  Vivaspin  concentrator  (Vivascience,
Hannover, Germany). Samples treated with 1
unit/ml chondroitinase ABC (Sigma) overnight at
37°C and diluted 1:1 in sodium dodecylsulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
sample buffer without dithiothreitol (DTT) were
subjected to PAGE and western blot analysis.
Reduced conditions were obtained by addition of
0.1 M DTT in samples.

RESULTS

Alternative splicing of the exon 2 of esml
gene is primate species specific - Previous results
on vascular endothelial growth factor (VEGF)-
and fibroblast growth factor (FGF)-2- stimulated
primary cultures of human capillary endothelial
cells described two endocan-related mMRNA
species with 150 bp differences (24). To determine
if the 150 bp deletion corresponds to an entire
exon, we cloned the human esm1! gene. This gene
is organized in 3 exons of 362 bp (exon 1), 1560
bp (exon 3) and an exon 2 of 150 bp, exactly
corresponding to the internal deletion of 150 bp
(Fig. 14) (GenBank Accession Numbers
AJ401091 and AJ401092). We show here that the
two alternative spliced products are also expressed
in resting HUVEC (Fig. 1B). This new endocan
mRNA species was called endocanA2 (GenBank
Accession Number AJ973643). The reading frame
was conserved and lead to the same stop codon.
Endocan appeared to be more abundant than
endocanA2. The expression of endocanA2 was
then studied in mouse, rat and monkey lungs
cDNAs. The expression of endocanA2 is observed



in primate (human and monkey) but not in murine
(mouse and rat) lungs (Fig. 1B).

The nucleotide sequence of endocan gene
predicts that exon 1 encodes for the first 100
amino acids including the signal peptide, exon 2
encodes for 50 amino acids and exon 3 encodes
for the last 34 amino acids. Thus, endocan and
endocanA2 cDNA predicted translation products
of 165 and 115 amino acids, respectively, with
same N- and C-termini (Fig. 24). This was
consistent with immunoprecipitation studies from
endothelial cell lysates, which revealed 2 bands at
18 and 14 kDa, the first band corresponding to
endocan, the second band was suspected to
correspond to the endocanA2 polypeptide (Fig. 2B
lanes 1 and 4). This statement was further
confirmed when HEK 293 cells transfected by
endocanA2 cDNA generated specifically the 14
kDa band (Fig. 2B lane 6), but also other bands of
26, 38 and 50 kDa disappearing under reducing
conditions (data not shown). These results
indicated that endocanA2 mMRNA is primate
specific, and is efficiently translated in HUVEC in
a 14 kDa protein.

Exon-2 derived sequence is needed for
sustaining tumorigenesis - \We have previously
demonstrated that human endocan promotes tumor
growth in a tumor xenograft SCID mouse model
(20). Here, we wondered if endocanA2 also
exhibited such a tumorigenic activity in vivo. We
established by homologous recombination HEK
293 Flp-In cells expressing endocan (22 ng / 24h /
10° cells), endocanA2 (0.2 ng / 24h / 10° cells),
and then injected 10° cells into the skin of SCID
mice. Every mouse that received endocan
expressing HEK 293 Flp-In cells developed a
tumor approaching 1 ¢cm® in volume by 7 weeks
(Fig. 34). During the same time, mice receiving
either control vector or endocanA2 expressing
HEK 293 Flp-In cells developed smaller tumors
measuring 0.15 cm® and 0.04 cm® respectively
(Fig. 34).

In order to discard a potential cell strain
effect, a second series of experiments was
performed using the HEK 293 cell line, which
does not spontaneously form tumors in the SCID
model (20). As we previously described, all
endocan-expressing HEK 293 cells (560 ng / 24h /
10° cells) injected into SCID mice developed
tumors by 5 weeks. After 10 weeks, the tumors
grew up to 2 cm® (Fig. 3B). No tumors were

observed in mice receiving endocanA2-HEK 293
cells (18 ng / 24h / 10° cells) or the control vector-
transfected cells (Fig. 3B). These data indicate that
the amino acid sequence encoded by exon 2 plays
a key role in endocan tumorigenetic properties.

Deletion of exon 2-derived sequence
impairs glycanation - The glycan moiety of
endocan is known to play important role in
tumorigenesis (20). We thus enquired if exon 2-
derived sequence could influence the glycanation
of endocanA2. By virtue of its glycan, human
endocan binds to the DEAE-Sepharose ion-
exchange chromatography. The same property was
observed for endocanA2 (Fig. 44). The DEAE-
bound endocanA2 was detected at 40 kDa in
reducing conditions (Fig. 4B, lane 3). Treatment
with chondroitinase ABC induced a shift from 40
to 14 kDa (Fig. 4B, lane 4), confirming that
endocanA2, as well as endocan, is a proteoglycan
with a chondroitin sulfate / dermatan sulfate chain.
Surprisingly, not all endocanA2 is glycanated.
This was suspected when 47.4 % (ranging from
42.9 % to 50.2 %) endocanA2 was recovered in
flow through of DEAE-Sepharose (Fig. 44). This
was confirmed using crude supernatants in non
reducing conditions revealing two additional
bands at 14 and 26 kDa below the glycanated
endocanA?2 spanning from 35 to 70 kDa (Fig. 4C,
lane 3). Thus, the deletion of the exon 2-derived
sequence impairs the glycanation process of
endocanA2 polypeptide, partially explaining the
lack of tumorigenic activity.

Deletion of exon 2-derived sequence
induces oligomerisation - The 14, 26 and 35-70
kDa forms of endocanA2 from crude supernatants
bands suggested some conformational variants of
endocanA2. First, the glycanated endocanA2 at 35-
70 kDa (Fig. 4B, lane 7) resulted in a 40 kDa band
under reducing conditions (Fig. 4B, lane 3).
Second, chondroitinase ABC treated-endocan/A2
revealed, in addition to the 14 kDa band, other
bands at approximately 26, 38 and 50 kDa (Fig.
4B, lane 8), similarly to those observed in lysates
from endocanA2-HEK 293 cell (Fig. 2B, lane 6).
Under reducing conditions only the 14 kDa band
is observed (Fig. 4B, lane 4). These results suggest
that the presence of the exon 2-derived sequence
may affect the protein conformation in such a way
as to promote a purely monomeric state for
endocan, but in its absence oligomerization of
endocanA2 is likely to occur, which may explain



at least partially, the lack of tumorigenic activity
of endocanA2.

Deletion of exon 2-derived sequence
alters protein expression - Despite identical
cytomegalovirus promoter, signal peptide and N-
terminal polypeptide of 81 amino acids, the
respective secretion levels of endocan and
endocanA2 were surprisingly quite different. In
cell supernatants, transient transfection of endocan
and endocanA2 cDNAs in HEK 293 cells resulted
in 7.5 fold less secretion of endocanA2 than
endocan (Fig. 4D). In addition, HEK 293 cell
clones secreted 31 fold less endocanA2 than
endocan. In cell lysates, levels of endocanA2 is
lower than endocan (Fig. 4D), Thus the exon 2-
derived sequence alters the expression and
consequently the secretion of endocanA2, which
could explain in part the lack of tumorigenic
activity of endocanA2.

DISCUSSION

Lung cancer is the leading cause of death
by cancer in developed countries (26). The
increasing incidence, the absence of blood
markers of the disease, and the poor prognosis
underline the need to search new strategies for
diagnosis, follow-up, and treatment. Endocan is an
endothelial cell-derived proteoglycan
preferentially expressed in human lung tissue (27).
Microarray and subtractive hybridization analyses
of the gene expression profiles of several human
cancers have identified esm/ as being one of the
genes defining either a tumor signature, or
associated with poor prognosis in breast and
kidney cancers (21,22). In lung cancer, endocan
mRNA and protein are described as poor
prognostic molecular signatures (23,28). Two
endocan mMRNAs with 150 bp in difference were
previously observed on microvascular endothelial
cell lines (24). We show that these are derived
from an alternative splicing of exon two. We
compared the tumorigenic activity of endocan and
its alternatively spliced product endocanA2. Our
results show that the exon 2-derived sequence
would impact the secretion, the protein folding,
the glycanation and finally the tumorigenic
activity of endocan.

We show here that human esm/ gene is
organized in 3 exons and translation results in 2
alternative spliced products: a major form

containing the 3 exons, endocan, and a minor form
lacking the exon 2, called endocanA2. These 2
spliced products are both present in HUVEC.
Splicing is the result of spliceosome which
recognize 5 consensus splice site (EXON-
(A/IC)AG"gt(a/g)agt-intron) and 3' splice site
composed by three sequences elements: two
intronics (a branch site and a polypyrimidine tract)
and the 3' consensus splice site (intron-(t/c)ag"G-
EXON) (29). Comparison of 5' consensus exonic
splice site sequence between human, monkey,
mouse and rat revealed only one nucleotide
difference within the 5' consensus splice site of
exon 2. However, two cDNA were observed in the
monkey lung and only one in mouse and rat lungs.
Thus the polymorphism between human and
monkey is not involved in the alternative splicing
of the exon2.

Alternative splicing is a major mode of
regulation of the biological activities in higher
eukaryotes. Indeed, two spliced variants or
isoforms can have different or opposite roles (30).
Variations in the splicing process occur during
tumor progression and play a major role in
tumorigenesis (31). Here, endocan tumorigenetic
properties were clearly confirmed, independently
of the vector, the subtype of HEK 293 cells, and
the levels of secretion (high in HEK 293 cells and
weak in HEK 293 FIp-In cells). Unexpectedly,
endocanA2 does not promote tumor growth,
emphasizing the role of exon 2-derived sequence.
First, exon 2-derived polypeptide seems to
stabilize monomeric conformation of endocan,
since in its absence endocanA2 is secreted in
distinct disulfide-linked oligomers. Indeed, the
deletion of 6 out of the 18 cysteines present in
endocan may result in a reorganization of disulfide
bonds that alter the balance between mono- and
oligo-merization. However, these conformational
changes are not observed in HUVEC (15,16),
guestionning the real role of exon 2-derived
sequence in the conformation of endocan. Second,
the exon 2-derived sequence contains the so-called
F-rich region (F"*PFFQY™®), in  which
replacement of F115 and F116 by alanines abolish
endocan induced tumorigenesis (20). Thus,
deletion of exon 2 results in the loss of F-rich
region, and consequently the loss of endocan
property to sustain tumor growth.

Besides direct intervention of the exon 2-
derived polypeptide, it could also participate to



tumorigenesis  through  the  regulation  of
glycanation. The glycan moiety of endocan plays a
key role in tumorigenesis (20). Indeed, endocan is
fully glycanated (15). EndocanA2 is secreted as a
chondroitin / dermatan sulfate proteoglycan, but
surprisingly, as a “part-time” proteoglycan, based
on the presence in the cell supernatants of both
glycanated and non-glycanated forms. This
suggests that exon 2-derived sequence improve
glycanation at the S**’GDG consensus. Similarly,
the presence of V4-7 exons in CD44 also allows
greater utilization of Ser-Gly assembly sites, and
increases glycanation by chondroitin sulphate
chains (32). This alternative splicing occurs
during tumor progression and may play a major
role in tumorigenesis (33). Thus, endocan
alternative splicing with exon 2 deletion results in
a lower glycanation efficiency, which could affect
tumorigenesis.

Another important point is that despite
identical signal peptide and N- and C- polypeptide

termini, the extra and intra-cellular levels of
endocanA2 are lower those of endocan in
transfected cells. Indeed endocanA2 cannot be
immunoprecipitated from HUVEC supernatants
(16). In addition, treatment of endocan, purified
from either HUVEC supernatants or normal human
serum, with chondroitinase ABC did not reveal the
endocanA2 protein core (15). Thus the exon 2-
derived sequence clearly participates in the
expression and secretion of endocan. One
important consequence is that the vast majority of
endocan secreted by endothelial cells contains the
exon 2-derived sequence involved in tumorigenesis
of endocan.

Our data suggest that the exon 2-derived
sequence within the central part of the protein core
of endocan may represent an interesting target in
human lung cancer.
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Fig. 1. Expression of endocan and endocanA2 spliced products of esm1 gene. A, Schemes of the
cloned human esm1 gene. Human genomic DNA was extracted from human blood mononuclear cells.
The EcoR I-digested genomic DNA was ligated with an adaptor that includes cohesive EcoR | end
and sequences for adaptor specific primers. The 5' and 3' EcoR | ends DNA fragments were obtained
by nested PCR using couples of gene- and adaptor- specific primers. (GenBank Accession Numbers
AJ401091 and AJ401092). B, RT-PCR using primers hybridizing in esm1 exon 1 and 3. Both cDNAs
from HUVEC were purified, subcloned and then sequenced. Lane 1: cloned endocan cDNA, lane 2:
cloned endocanA2 cDNA, lane 3: HUVEC, lane 4: monkey lung, lane 5: rat lung, lane 6: mouse lung.
The numbers to the left are molecular sizes in bp. Black arrows represent the endocan cDNA and
white arrow represents endocanA2 cDNA.
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Fig. 2. Endocan and endocanA2 translated products A, Schemes of endocan translation products, deduced
from cDNA sequences. Exon 1 derived sequence is represent in grey, exon 2 derived sequence in white
and exon 3 derived sequence in black. The first amino acid of the translated products is numbered -19,
and the first of the mature translated products +1. The line on the exon 3-derived sequence represents the
Ser-Gly glycanation site (Glycosaminoglycan, GAG site). B, Cell lysates from endothelial or transfected
cells were immunoprecipitated with MEP14 mAb and then subjected to PAGE and western blot analysis.
Lane 1: HUVEC,; lane 2: endocan-CHO-K1 cells; lanes 3 and 5: endocan-HEK 293 cells; lane 4: SV1
cells; lane 6: endocanA2-HEK 293 cells. The numbers to the left and right are molecular sizes in kDa.
Black arrow indicates the endocan translation product and white arrow the endocanA2 translation product.
Stars indicate the multimeric forms of endocanA2.
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Fig. 3. Kinetics of tumor growth A, SCID mice were injected with 10° cells of endocan (black box),
endocanA2 (white box) or control vector (stars) transfected Flp-In HEK 293 cells (n = 8 per group).
Tumor growth was analyzed in each experiment by measurement of tumor size once a week. Mice were
euthanasied when the tumor volume reached 2 cm®. B, SCID mice were injected with 10° cells of endocan
(black box), endocanA2 (white box) or control vector (stars) transfected HEK 293 cells (n = 4 per group).
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Fig. 4. A, DEAE-sepharose binding property of endocan and endocanA2. The crude supernatants (Input)
of transiently transfected HEK 293 cells with endocan (grey box) or endocanA2 (white box) were passed
through DEAE-Sepharose (n = 4). The unbound materials (Flow through) were recovered from the DEAE
column, bound materials were eluted in 1 M NaCl (Eluate). Levels of endocan and endocanA2 were
measured by ELISA in each fraction (median, with error bars showing the range). B, The eluates from
DEAE-Sepharose column were digested overnight with chondroitinase (Ch) ABC. Treated (lanes 2, 4, 6,
8) and untreated (lanes 1, 3, 5, 7) samples were analyzed under 0.1 M DTT reducing (lanes 1-4) or non-
reducing (lanes 5-8) conditions. The numbers to the left and right are molecular sizes in kDa. Black arrow
indicates the endocan translation product and white arrow the endocanA2 translation product. Stars
indicate the multimeric forms of endocanA2. C, Cell supernatants from endothelial or transfected cells
were immunoprecipitated with MEP14 mAb and then subjected to PAGE and western blot analysis. Lane
1: HUVEC,; lane 2: endocan-HEK 293; lane 3: endocanA2-HEK 293. The numbers to the left and right
are molecular sizes in kDa. Black arrow indicates the endocan and endocanA2 translation products. Star
indicate the multimeric form of endocanA2; Arrowheads indicate the non-specific bands originating from
the secondary Ab. D, 10° HEK 293 cells were transiently transfected with endocan (grey box) or
endocanA2 (white box). The supernatant and cell lysate were collected 72 hours after and
endocan/endocanA2 were measured by ELISA (median, with error bars showing the range, n = 6) **, P =
0.022.
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Lung cancer is the leading cause of
death by cancer in developed countries.
Endocan is an endothelial cell-derived
proteoglycan overexpressed in tumor vessels
from lung cancer, promoting or increasing
growth of tumor xenografts (HEK 293 or HT-29
respectively) in severe combined
immunodeficiency mice. To better understand
the role of this molecule in the development of
solid tumors, we here cloned and identified the
mouse esm-1 gene (GenBank Accession Number
AJ249354). Mouse endocan cDNA predict a
polypeptide of 184 amino acids, sharing 75%
identity with human homolog, and containing
same domain structure : (1) the 18 cysteines out
of the first 110 amino acids; (2) the F-rich
domain  (**FPFFQY™®) involved in the
tumorigenic activity; (3) and a unique
functional O-glycanation site on serine 138
(SGDG). Surprisingly, mouse endocan did not
induce tumors when overexpressed in HEK 293
cells. This discrepancy could be explained by
the less O-glycanation substitution of mouse
endocan, giving a part-time proteoglycan
containing 73% (71.1; 74.0) unglycanated
forms. We then verify if mouse endocan could

modify the proliferation of the HT-29
tumorigenic cell line. Mouse endocan, as
unglycosylable endocan (mouse and human)
slowed tumor growth when overexpressed in
HT-29 cells, revealing an anti-tumoral activity
for endocan polypeptide. These tumors are
associated with a tumor stroma reaction. Our
results strongly suggest that the glycanation
efficiency can generate mouse endocan isoforms
with antagonistic functions, both involved in the
control of solid tumor growth through
interactions with stromal components.

The growth of solid tumors is dependent
on their capacity to acquire a blood supply and to
reorganize their microenvironment. Both stromal
cells and extracellular matrix components
contribute to host - tumor relationships and to the
success of the growth of the tumor **. During this
inflammatory process, vascular endothelial cells
and leukocytes interact closely. This interplay is
mainly mediated by two communication systems:
the cytokines, released by leukocytes and
endothelial cells, and the regulated expression of
cell adhesion molecules on the surface of both cell
types. These regulatory proteins interact with



proteoglycans (PGs). PGs are produced by both
tumor cells and cells from the tumor stroma such
as fibroblasts and endothelial cells ®. Growing
evidences suggest that PGs are potential
therapeutic targets for cancer *.

Among them, endocan is an endothelial
cell-specific PG up-regulated by pro-inflammatory
cytokines such as TNF-a and IL-1B, and
angiogenic factors like VEGF and FGF-2 . In
non small cell lung cancer (NSCLC), endocan was
overexpressed in tumor endothelial cells at both
mRNA and protein levels ®°. Consistently, many
recent microarray analyses identified endocan
MRNA, as being one of the most significant
molecular signatures defining a poor prognosis in
NSCLC™, but also in breast and kidney
malignancies 2. Moreover, the blood level of
endocan is increased in patients with NSCLC and
correlates with a bad prognosis®.

In SCID mice models of tumor xenograft,
human endocan either induces tumor formation
when overexpressed in HEK 293 cells -a non
spontaneous tumorigenic cell line- or accelerates
growth rate when overexpressed in HT-29 cells - a
spontaneous tumorigenic cell line °. The
importance of the glycan moiety in this process
was emphasized when HEK 293 cells
overexpressing an unglycanable endocan mutant
(endocan/S137A) failed to give rise to tumors. The
protein core of human endocan also plays a critical
role, since blocking endocan with a monoclonal
antibody or mutagenesis of phenylalanine (F)115
and F116 abolish endocan-dependent growth of
HEK 293 cell tumor xenografts’. Endocan binds to
LFA-1 and blocks the ICAM-1/LFA-1 interactions
involved in many leukocyte functions™. The
unigue GAG chain of human endocan is a
chondroitin sulphate / dermatan sulphate chain, O-
linked to the serine 137, which interacts with
HGF/SF and increases its mitogenic activity in
vitro™.

Here, we cloned the gene and cDNA of
murine endocan, and explored the main
biochemical characteristics and tumorigenic
properties of the translated product. As for human
endocan, we demonstrated that mouse endocan is a
PG containing a unique chondroitin sulphate
/dermatan sulphate chain but is secreted as a part-
time PG. While full glycanated human endocan
promotes tumor growth, wild type mouse endocan
and unglycanable human and mouse endocan
inhibit tumor growth of HT-29 cell lines,

underlining the critical role of the glycanation on
endocan’s tumorigenesis.

MATERIEL AND METHODS

Cell culture: The HEK 293, NIH3T3, B16F10,
HT29 cells were routinely cultured in DMEM
supplemented with 10% FCS and 2mM L-
glutamine. CHO DG44 were routinely cultured in
a-MEM supplemented with 10% FCS, HT-Supp
and 2 mM L-glutamine. Clonal hybridoma cells
(cells from inguinal lymph nodes fused with sp2/0
myeloma cell line) were cultured in RPMI
supplemented with 10% FCS, 5 mM HEPES, HT-
Supp or SFM, a conditioned medium without FCS
(Hybridoma).

Cloning of mouse endocan: Mouse endocan
cDNA cloning. Cloning has been performed by
PCR, in which primers have been designed within
the 100% homologous sequences between human
(GenBank Accession Number X89426) and rat
endocan (GenBank Accession Number U80818)
cDNAs. A 125 bp PCR fragment was obtained
from BALB/cByJlco (BALB/c) mouse lung cDNA
(Invitrogen) and sequenced with 3730 XL
apparatus from Applied Biosystems (Genoscreen).
Then 5 and 3’ rapid amplification of cDNA ends
(RACE) was performed using Marathon Ready on
mouse lung cDNA (In vitrogen). The full length
mouse endocan sequence was then cloned
(GenBank Accession Number AJ249354). Mouse
endocan gene cloning. 5 and 3’ rapid
amplification of genomic DNA was performed
using cDNA-specific primers. In brief, mouse
genomic DNA was extracted from BALB/c
splenocytes (Qiagen). The EcoR I-digested
genomic DNA was ligated with an adaptor that
includes cohesive EcoR | end and specific
sequences for PCR-based 5’ and 3’ amplification.
The complete mouse esm-1 gene was then cloned
(GenBank Accession Number AJ416379).
RT-PCR : Extraction of mMRNA and RT-PCR
were performed as previously described *.
PCR amplification was performed for 35
cycles at 55°C with forward primer localized
within the exon 1 (5’gaaacctgctaccgtacagtc3’),
and the reverse primer in the exon 3
(5’gattggattactcatcgacag3’) in order to obtain
the complete reading frames.

Production of recombinants, mutants and
chimerics mouse endocan: Accordingly with the
human sequence, the serine 138 of the mouse



putative O-glycanation site was replaced by an
alanine codon by PCR with the Quick-Change site-
directed mutagenesis Kit, according to the
manufacturer’s recommendations (Stratagene).
Mouse endocan and mouse endocan/S138A
cDNAs were amplified with primers including the
Hind Il and EcoR | restriction sites and inserted
into a Hind Il - EcoR I-linearized pcDNA3.1 (+)
vector (Invitrogen). A chimeric DNA sequence
containing the entire reading frame of mouse
endocan fused with the Fc domain of human 1gG1
was also inserted into pcDNA3.1(+) as previously
described above. One microgram of constructs in
pcDNA3.1 (+) were transfected into HEK 293,
CHO DG44, B16F10 with Fugene (Roche) or
Lipofectamine (Lipofectamine) for NIH3T3 and
HT29. Stably transfected cells were selected by
using G418 (200, 300, 1000 pg/ml for HEK 293,
HT29 and CHO DG44 respectively) and cloned by
limit dilution as previously described®.

mMADb generation and characterization: mAb
were generated as previously described in
lewis rat ° with purified mouse endocan/Fc
from CHO. Clonal hybridoma cells were
screened to recognized mouse endocan/Fc by
ELISA. Anti-Fc Abs were coated in carbonate
buffer. After blocking, mouse endocan/Fc,
endocan/Fc, and CD54/Fc were added. Tested
supernatants were incubated, then washed and
incubated with HRP-anti rat 1gG, washed
again and developed with OPD as
recommanded by the manufacturer. Sixteen
hybridoma clones designated as GGR were
shown to react with mo-endocan/Fc and did
not react with CD54/Fc. Different anti-human
endocan antibodies were also tested. Among
all the anti-endocan mAbs developed in our
laboratory, only MEP 14 mAbs, previously
described as an anti-human exon 3-derived
sequence recognized also mouse endocan.
None other mAbs cross-react between human
and mouse endocan. mAbs were purified from
cell supernatant as previously described °.
ELISA : Mouse endocan ELISA were performed
as human endocan ELISA with some
modifications °. Briefly, MEP 14 (IgG2a/K) was
used as a coated mAb (0.5 pg/ml in carbonate
buffer) and the couple of GGR211 and GGR222
(IgG2a/K, 1 pg/ml) as a sandwich mAbs. Mouse
endocan standards range from 20 to 0.3 ng/ml.

Subsequent incubations with anti-rat 1gG2a-
conjugated  horseradish ~ peroxidase  (HRP)
(Pharmingen) were followed by revelation with
OPD (Sigma) as recommended by manufacturer.
Mouse endocan characterisation: DEAE
sepharose: The HEK 293 cell supernatant was
passed through a 0.2 cm x 1.3 cm DEAE-
Sepharose column run originally in 20 mM Tris
HCI pH 7.4, containing 0.15 M NaCl (Bio-Rad).
Bound endocan was eluted from the DEAE-
Sepharose with 20 mM Tris HCI pH 7.4,
containing 1 M NaCl, and then concentrated in a
0.5 ml Vivaspin concentrator with a 30 kD
molecular  weight  cut-off  (Vivascience).
Chondroitinase ABC: The bound DEAE was
treated with 1 unit/ml chondroitinase ABC (Sigma)
overnight at 37°C. Samples was diluted 1:1 in 2X
SDS-PAGE sample buffer and subjected to PAGE
and western blot analysis according to standard
western blotting procedures using MEP 14 as
primary Ab probe, followed by affinity-purified,
HRP-conjugated goat anti-mouse Ab (dilution
1:15,000) (Sigma) and an ECL detection Kit
(Amersham). Reduced conditions were obtained
with 0.1 M dithiothreitol. Q sepharose To
determine the glycanation status of mouse endocan
the HEK 293 cell supernatant was passed through
a 0.2 cm x 1.3 cm Q-Sepharose column run
originally in 20 mM Tris HCI pH 7.4, containing
0.05 M NaCl (Bio-Rad). Mouse endocan was
eluted from the Q-Sepharose with 20 mM Tris HCI
pH 7.4, containing NaCl gradient from 0.1 to 1 M.
Each elution fractions were measured by ELISA.
The elution fraction were pooled into two major
group; The first one corresponded to the elution
fractions between 0.1 and 0.4 M NaCl and second
one between 0.5 and 1 M NaCl. The first peak was
then purified on affinity chromatographic column
of MEP 14 for ELISA standard, the second elution
group was concentrated in a 0.5 ml Vivaspin
concentrator with a 30 kD molecular weight cut-
off (Vivascience). Samples were then resuspended
in 2X SDS-PAGE sample buffer and subjected to
PAGE and western blot analysis. In a second set of
experiences, the non glycanated fraction (first
elution peak) was evaluated by the elution at 0.4 M
NaCl and the glycanated fraction (second elution
peak) at 1 M NaCl.

Mouse models :Animal experiments were
performed as described previously °. Briefly, CB-
17 scid/scid homozygous SCID mice (male, 5-6
weeks of age) were injected s.c. into the dorsal



interscapular area. Mice received 10° transfected
HEK 293 cells or 0.25 x 10° transfected HT29
resuspended in 200 puL DMEM without FCS.
Twenty-four hours before HEK 293 cells 200 uL
of anti asialo-GM; antibody (Wako Chemicals)
were injected intra-peritoneally. Sera were then
collected once a week to determine the secretion of
mouse endocan by the growing tumor. Mice were
also assessed for the presence of palpable tumor
once a week. Mice were killed when the tumor
volume reached 2 cm®. A systematic macroscopic
analysis was realized for each organ and tumor,
which were then harvested, fixed in AFA
(fixing solution containing Ethanol, Formol
and acetic acid — LABONORD Templemars
France) and processed for paraffin embedding.
Three um thick paraffin slices were stained
with hematoxilin eosin.

Cell proliferation assays: The cell growth and
survival were determined by measuring the BrDU
incorporation (Roche) and MTT reduction *°
respectively into HT-29. Cells were seeded at a
density of 0.5 X 10*well in 96-well microplates
and cultured during 24 hours in complete medium,
including 10% FCS. After 24 hours of starvation
in medium without FCS, purified recombinant
endocan (human endocan, human endocan/S137A,
mouse endocan, mouse endocan/S138A) were
added in complete medium. After 24 hours of
culture, BrDU incorporation and MTT viability
assay were performed recommended by
manufacturer. Mytomycine (100 ng/mL) was
added for control.

RESULTS

Mouse endocan is a chondroitin sulfate
proteoglycan: The mouse esml gene has been
cloned from BALB/c splenocyte genomic DNA
(GenBank Accession Number AJ416379). The
gene is unique, localized on 13D2.2 and composed
of 3 exons and 2 introns as human esml gene.
Exons are particularly well conserved between
human and murine sequences from 61% to 81.7%
nucleotide identity (Fig. 1A). Mouse endocan gene
codes for only one cDNA with a complete reading
frame of 552 bp with 80.7% nucleotide identity
with human endocan. A unique mouse gene
transcript was detected by RT-PCR in the lung,
kidney, heart and brain, but not in the liver, and the
spleen (Fig. 1C).

The predicted mouse endocan polypeptide
contains 184 amino acids, identical in length with
75% amino acid identity with human polypeptide.
Mouse  protein  sequence  predicts same
characteristic domain structure: (1) a NH,-terminal
hydrophobic signal sequence, composed of 19
amino acids; (2) a cysteine-rich region composed
of 18 cysteines, which localisation on polypeptide
are conserved; (3) a tumorigenic F-rich region
(*FPFFQY); and (4) an identical O-glycanation
site on serine 138 (***SGDG) (Fig. 1B).

By virtue of its glycan, human endocan
binds to the DEAE-Sepharose ion-exchange
chromatography, same property is observed for
mouse endocan. The DEAE-bound mouse endocan
is detected at 50 kDa (Fig. 1D). After treatment by
chondroitinase ABC, the apparent molecular
weight of mouse endocan switches to 18 kDa (Fig.
1D), similarly to the human homolog (Fig. 1D),
which is highly consistent with the predicted
molecular weight of endocan protein core.

These results show that mouse endocan is
a proteoglycan containing a chondroitin sulphate
chain, as human endocan.

Low glycanation of mouse endocan impairs
tumorigenesis : We have previously demonstrated
that human endocan induces tumor formation
when overexpressed in HEK 293 cells ® Here, we
wonder if mouse endocan also exhibits such a
tumorigenic activity in vivo. As positive control,
all SCID mice receiving HEK 293 cells expressing
human endocan (n =4) developed in 10 weeks a
tumor at the point of injection. Unexpectedly,
SCID mice receiving HEK 293 cells expressing
mouse endocan did not develop a tumor (n = 4), as
negative control SCID mice receiving HEK 293
cells with control vector (n = 4).

With in mind the fact that the glycan
moiety of human endocan plays a key role in
tumorigenesis’, we therefore detailed the
glycanation level of recombinant mouse endocan
produced by HEK 293 cells. In contrast to human
endocan, not all mouse endocan produced by HEK
293 cells bind to DEAE-Sepharose (Fig. 2A).
Moreover,  crude  supernatants  containing
recombinant mouse endocan revealed 2 bands of
50 kDa and 20 kDa (Fig. 2B). The first band
corresponded to the glycanated and the DEAE-
bound fraction. The second band is not retained by
DEAE and is suggested to correspond to the
unglycanated mouse endocan. The mouse O-



glycanation site on serine 138 was replaced by an
alanine (endocan/S138A), resulting in an non
glycanable protein of 20 kDa (Fig. 2B).
Consistently endocan/S138A did not bind to
DEAE-Sepharose (Fig. 2A).

We take advantage that the DEAE-
sepharose separates glycanated from unglycanated
forms, and show that the last form (contained in
the DEAE flow through) binds to Q-sepharose
(Fig. 2A). All mouse endocan and endocan/S138A
bind to Q-Sepharose. Consistently, Q-Sepharose
step gradient elution profiles of human endocan,
endocan/S138A and mouse endocan are different.
Human endocan is eluted at 0.7-0.8 M NaCl.
Endocan/S138A is eluted at 0.2 M NaCl. Mouse
endocan is eluted in two major peaks: a first peak
at 0.2 M and a second peak at 0.6-0.7 M NaCl
(Fig. 2C). The unglycanated status of the 0.2 M
NaCl fraction is confirmed by immunoblot where
an apparent molecular weight of 20 kDa is
revealed (Fig. 2D). Thus, mouse endocan is a
proteoglycan containing a uniqgue GAG chain O-
linked to the serine at position 138, but much less
glycanated than its human homolog, which may
explain its non-tumorigenic effect in 293 tumor
cell model.

To examine a possible host-dependent
glycanation, we compared the glycanation level of
mouse endocan produced by various cell lines like
HEK 293, HT-29 and 3 rodent cell lines, like
CHO-DG44, NIH3T3 and B16F10. To quantify
the proportions of each form, Q sepharose elution
was simplified. The unglycanated form was
considered eluted at 0.4 M NaCl and the
glycanated form by a further elution at 1 M NaCl.
Using this assay, mouse endocan derived from
HEK 293 cells was 73% (71.1; 74.0, n = 4)
recovered as non glycanated. This poor
glycanation is observed whatever the human or
rodent cell strain (Table 1).

Our results demonstrate that, in contrast to
human endocan, mouse endocan is secreted mainly
in a non glycanated form, and reinforce the key
role of endocan's glycan in tumorigenesis.

Non glycanated endocan exhibits anti-tumor
activity: We then verify if mouse endocan is able
to modify the spontaneous proliferation of the HT-
29 tumorigenic cell line, in vivo. As control, SCID
mice subcutaneously injected with HT-29 control
vector 1 did form tumor in 6 weeks at the point of
injection (n = 4). Surprisingly, HT-29 cells

expressing mouse endocan (clone 1, 22.2
ng/24h/10° cells) exhibit smaller tumor growth
(Fig. 3A). To discard a possible clonal selection, 3
additional distinct HT-29 cell clones (clones 2-4)
having similar production levels of mouse endocan
[19.6; 28.86; 36.2 ng/24h/10° cells], were
subcutaneously injected in SCID mice (n = 4 per
clone). In the 3 groups, the growth rate of HT-29
tumors was also equally slowed down as compared
to the control group (control vector 2) (Fig. 3A).
These results revealed a paradoxical anti-tumoral
activity of mouse endocan, possibly related to the
presence of non glycanated form

To examine if this could be due to endocan
protein, we generated HT-29 cell clones
overexpressing the unglycanable mouse endocan
(endocan/S138A). When these cells were injected
s.c. into SCID mice [2 experiences, 4 distinct
clones, 4 mice per clone, 20.3 (19.1; 28.2)
ng/24h/10° cells], all tumors indeed exhibited
delayed growth rate and smaller tumor than control
vector-HT-29 cell tumors, arguing in favour of our
hypothesis (Fig. 3B). Next, we wonder if the
unglycanable human endocan/S137A exhibits such
an anti-tumor activity. When HT-29 cell clones
overexpressing this mutant were injected s.c. into
SCID mice [2 experiences, 4 distinct clones, 4
mice per clone, 31.2 (28.5;34.2) ng/24h/10° cells]
all tumors showed delayed growth rate by
comparison with tumors induced with HT-29 (Fig.
3C). Taken together these results suggest that
either mouse or human endocan polypeptides
exhibit anti-tumor activity.

Clinically, a round, s.c. tumor was found at
the site of cell injection in all cases. When
compared with mice having been injected with
HT-29 cells, human endocan tumor-expressing
mice looked leaner, but the comparison of weight
curves did not show any significant difference
because the weight of the developing tumor
compensated the weight loss of the mice with
tumors. At the dissection, the tumor did not adhere
to the skin or to adjacent organs. Macroscopic and
microscopic examination did not show any lymph
node or metastatic dissemination. Macroscopic
analysis of tumor HT-29 showed a whitish
nonadherent nodule, with necrotic areas.
Percentage of necrotic areas did not differ between
different tumor types. A more abundant stroma and
a significant leukocitic infiltrate at the tumor
periphery were present in tumors expressing
unglycosylable (human or mouse) or mouse



endocan compared to parental HT-29 tumors or
human endocan (Fig. 4).

No effect of mouse endocan on HT-29 cell
proliferation: To explore a direct effect of
endocan on HT-29 cell proliferation, cells were
cultured with various levels of wild type or
unglycanable human or mouse endocan, ranging
from 1 ng/mL to 1 pg/mL. Endocan change neither
BrDU incorporation nor MTT cytotoxicity assay
(Fig. 5). As control the BrDU incorporation is
abolished by mytomycine. This indicates no direct
cytostatic or cytotoxic mechanisms on tumor cells
for endocan either glycanated or non glycanated,
and rather suggests a more indirect effect through
modifications of the tumor stroma.

DISCUSSION

Lung cancer is the leading cause of death
by cancer in developed countries'’. The increasing
incidence, the absence of blood markers of the
disease, and the poor prognosis underline the need
to search new strategies for diagnosis, follow-up,
and treatment. Endocan is an endothelial cell-
derived proteoglycan preferentially expressed in
human lung tissue®. In lung cancer, endocan
MRNA and protein are increased in tumor vessels
8 and are described as a poor prognostic
molecular signature **°. Moreover, human endocan
exhibits growth promoting activity in SCID mouse
tumor models °. To better understand the role of
this molecule in the development of solid tumors,
syngenic mouse models are necessary. In this
study we cloned and characterized the mouse
endocan. We show that mouse endocan gene is
translated in a protein core highly similar to its
human homolog. Surprisingly, the O-glycanation
site is only partially used, which profoundly
modify the tumorigenic effect of mouse endocan.

The mouse esm-1 gene exhibits many
close characteristics as its human homolog. The
mouse gene is unique and reveals 3 exons genomic
organization. The mouse esm-1 promoter contains
a TATA box and same regulatory motifs as in
human endocan promoter: two Ets-binding motifs,
a CRE-like motif and the 6-bp palindromic
sequence. Moreover, the endothelial-cell-specific
expression locus (-81 to +58) is highly conserved
with 91% overall identity between the human and
mouse endocan promoters’.  Tissue-selective
expression of the mouse transcript is also found in
lung and kidney, but not in liver. However, while

transcriptional regulation of human endocan gene
is subjected to alternative splicing®™, generating an
exon 2-deleted mMRNA™, no such transcriptional
regulation could be seen in mice.

Mouse endocan gene and cDNA predict a
polypeptide of 184 amino acids. Endocan
sequences from various species have been
established, all containing 184 amino acids. Mouse
polypeptide (Mus musculus, GenBank Accession
Number AJ249354) shares 95% homology with
rat, named PG25% (Ratus norvegicus, GenBank
Accession Number U80818), 79% with dog (Canis
familiaris, GenBank Accession Number
XM_546319), 76% with cow (Bos Taurus,
GenBank Accession Number XM_588125.2), 75%
with human (Homo sapiens, GenBank Accession
Number X96426) and 75% with chimpanzee (Pan
troglodytes, = GenBank  Accession  Number
XM_518187). All these polypeptides predict same
domain structure : (1) the NH,-terminal
hydrophobic signal sequence; (2) the 18 cysteines
out of the first 110 amino acids; (3) the F-rich
domain  (**FPFFQY™®) involved in the
tumorigenic activity; (4) and a unique functional
O-glycanation site on serine 137 or 138 (SGDG).

What explains why mouse endocan is
partially glycanated, despite strong sequence
homology with human polypeptide? First, the
glycanation appears exclusively dependent on
endocan sequence, since transfection in human or
mouse cells did not change significantly the
glycanation level of either mouse endocan,
remaining low, or human endocan, remaining high.
Second, the O-glycanation site is unique and
appears less used than its human homolog, since
mutagenesis of serine 138 from mouse O-
glycanation site  (**SGDGN) resulted in
completely unglycanable protein without any
cryptic glycanation sites, as for S137A mutant in
human sequence (*?SGDGN)*. The biosynthesis
of GAG is initiated by sequential addition of four
monosaccharides, xylose-galactose-galactose-
glucuronic acid onto targeted serine residues in the
core protein. Subsequently the sugar chains are
extended by addition of two alternating
monosaccharides, N-acetylgalactosamine
/glucuronic acid in chondroitin sulfate/dermatan
sulfate. Xylosylation and transfer of the fifth sugar
residue are the critical determining steps for PG
biosynthesis %%, Few is known about the
regulation of these steps but amino acid sequence
of the recognition site and protein conformation



are two major regulatory factors proposed to
determine the glycanation priorities *. Thus, the
difference observed in the glycanation efficiency
could be due to specific amino acids which
distinguish mouse from human sequences.

All these features and the known growth
promoting activity of human endocan suggest a
similar pro-tumoral activity for mouse homolog
%18 However, our results revealed a completely
opposite and unexpected effect. Contrary to human
endocan, its mouse homolog did not induce tumors
when overexpressed in  HEK 293 cells.
Nevertheless, we have previously shown that only
wild type but not unglycanable human endocan
promote HEK 293 cell tumor growth®. Moreover,
the glycan moiety in the endocan's tumorigenesis
was also emphasized in vitro. Both wild type
endocan and its purified dermatan sulfate chain
bind to HGF/SF and increase HEK 293 cell
proliferation while the unglycanated form alone
did not ™. Thus the fact that mouse endocan (1) is
secreted mainly unglycanated and (2) is not able to
induce tumor proliferation, strongly reinforce the
critical role of the glycan moiety in the tumor
growth of HEK 293 cells in our model.

By virtue of the absence of growth
promoting effect in HEK 293 cell model, we
expected no effect of mouse endocan in another
tumor model using spontaneously tumorigenic HT-
29 cells. Surprisingly, these transfected cells grew
indeed slower than the parental cells. This was not
due to a clonal selection since 4 distincts clones
secreting similar levels of mouse endocan, each
independently show slowing tumor growth rate.
Similarly, mice receiving HT-29 cells transfected
with unglycanable mouse endocan
(endocan/S138A) exhibited same anti-tumor
growth property, suggesting that this property is
supported by endocan polypeptide.

One important point is that in our SCID
mouse tumor model using HT-29 cells, both mouse
and human endocan polypeptides exhibit similar
anti-tumor growth property. This suggests that the
specific amino acids involved in this property are
common to both polypeptides. With in mind the
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75% homology between mouse and human
polypeptides, our results emphasized that mouse
models of tumor xenograft could be good models
to explore human-based antitumorigenic property
of endocan polypeptide.

A second important point is how endocan
polypeptide exerts its anti-tumor activity. There are
no convincing data, at least in vitro, that endocan
polypeptide induces HT-29 cell cytotoxicity or
inhibits HT-29 cell growth. However, a
mechanism has been suggested, that links endocan
to the tumor infiltrating leukocytes (TIL)®. We
previously demonstrated that endocan binds
directly to leucocyte integrin LFA-1 and inhibits
LFA-1 — ICAM-1 interaction, a critical step in
leukocyte adhesion, migration and activation *.
Second, in human non small cell lung cancer, the
presence of endocan was upregulated in blood and
is associated with bad prognosis®. Then, in HT-29
tumor xenografts, tumor vessel-derived mouse
endocan may participate as a TIL's brake, limiting
tumor stroma reaction, and facilitating tumor
growth. Here, tumors induced by HT-29 cells
expressing wild type mouse, mouse or human
endocan polypeptides are associated with a tumor
stroma reaction. These results lead us to speculate
that this TIL's brake should be inhibited by

endocan polypeptide, increasing thus TIL
recruitment, stromal remodelling, and slowering
tumor growth.

Many strategies have been directed
towards the development of agents that disrupt the
microenvironment and angiogenesis *°. Growing
evidence suggests that proteoglycans are potential
therapeutic  tumor targets **.  Here, we
demonstrated key role for the glycan moiety in
endocan's tumorigenesis. We also revealed an
unexpected anti-tumor property of polypeptide
cores of human and mouse endocan. Finally, our
results indicate that the glycanation efficiency can
generate a proteoglycan with antagonistic
functions, and that control of this glycanation may
represent a powerful therapeutic target for solid
tumors.
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FIGURE 1: Characterization of mouse endocan. A: Schematics of mouse esm-1 gene. *: identity with
human esm-1 gene. The overall sequence similarity is 86%. B: Amino acid sequence comparison of
endocan and its mouse orthologue. Vertical bars: amino acid identities; dots: strong degrees of
conservation; double dots: weak degrees of conservation. The NH,-terminal hydrophobic signal sequence
is grey tint. The 18 cysteines composing the cysteine rich region are circled. The functionally-defined
tumorigenic F-rich region is dotted underlined. The O-glycanation site on serine 138 is underlined. The
position of intron 2 within the coding region is identical in both human and mouse, and indicated by an
arrow above the murine amino acid sequence. C: RT-PCR of mouse endocan cDNA products was
performed using total RNA extracted from Balb/C mouse organs with primers hybridizing in exon 1 and
3. Only one transcript was observed. D: DEAE-Sepharose eluted human and mouse endocan were
digested overnight with chondroitinase ABC (Ch ABC). Treated (+, lanes 2, 4) and untreated (-, lanes 1,
3) samples were analyzed under reducing conditions with DTT.




A DEAE-Sepharose Q-Sepharose B @ %
450 A N/ A N 8 9
400 g ¢
2 350 o 3
= 300 32 8
§ 250 [ Input § 5
o 200 1 Flow through
w 150 50 kDa —
100 '
50
0 21 kDa — .
e} e} - 8o © —
2 g2 © Tg B @
> S § %z 5 §
§ & g g8 § S
S O S =}
g o -g 8 w o -g
T = L S< = LU
o
C
120
100
=) 64 kDa
£ 80 Il Human endocan
c
§ 60 - Mouse endocan
E 40 [] Endocan/S138A 21 kba
15 kDa
20
0|
0.10.20.3 0.40.50.60.70.80.9 1 NaCl (M)

FIGURE 2: Secretion of mouse endocan is a part-time proteoglycan. A: The supernatants of
human endocan and mouse endocan-293 cells were passed through DEAE- or Q- Sepharose. The
amounts of the input (Black boxes) and the flow through (white boxes) were measured by
ELISA. The DEAE-Sepharose separates the glycanated from the unglycanated forms. The Q-
Sepharose binds both forms. B: Crude supernatant of mouse endocan and mouse endocan/S138A
were revealed with MEP14. Two forms were observed for mouse endocan: a glycanated form at
50 kDa and an unglycanated form at 20 kDa. C: Comparison between human, mouse endocan
and mouse endocan/S138A supernatants profiles (black, grey and white boxes respectively) on
Q-Sepharose. All endocan bound to Q-Sepharose. The bound endocan was then eluted with step
NaCl gradient from 0.1 to 1 M. D: 0.2 M NaCl Q-Sepharose elution immunoblotting with MEP
14 antibody. Sample was analyzed under non-reducing (-) or reducing (+) conditions without or
with DTT.
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FIGURE 3: Kinetics of mouse endocan-HT-29 cells in SCID mouse. SCID mice were injected
with 10° cells of endocan- (black box), or control vector- (white box) transfected HT-29 cells (n =
4 per group) in two independent experiences. The first one (lozenge) Four independents clones of
mouse endocan-HT-29 transfected cell lines were tested. Tumor growth was analyzed in each
experiment by measurement of tumor size once a week. Mice were euthanized when the tumor
volume reached 1000 mm’. The results are median + interquartiles. A: Mouse endocan-HT-29
cells; B: Mouse endocan/S138A-HT-29 cells; C: Human endocan/S137A-HT-29 cells.
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FIGURE 4: Pathological analysis of subcutaneously grown HT 29 tumors A: histological
section of an HT 29 tumor transfected with control vector. Presence of a dense tumoral
proliferation with little stroma analogous to non transfected HT29 tumors (panel B). C
histological section of a HT29 tumor transfected with wild type murine endocan; presence of
a more abundant stromal reaction compared to both human wild type endocan transfected
tumors (panel D) and control vector-transfected tumors (panel A). E and F: histological
sections of HT29 tumors transfected with either murine (panel E) or human (panel F)
unglycosylable endocan. For all panels: Hematoxylin-eosin staining x400 magnification
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FIGURE 5:_Effect of endocan on HT-29 cell proliferation in vitro.Each panel represent the MTT OD
(white box) and the BrDU OD (cross hatch box) after 24 hours of HT-29 culture with medium,
mytomycine (100 pg/mL), or various quantities of endocan ranges from 1 ng/mL to 1 pg/mL. Human

and mouse wild type (left graphics) and unglycanable (right graphics) endocan were tested. The bottom,

median and top lines of the box mark the 25" 50", 75" percentiles, respectively. The vertical line shows
the range of values comprised between the 5™ and the 95" percentiles.
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Introduction

Tumors larger than the in situ stage
require a supportive stromal tissue and
stimulation of angiogenesis in order to grow
(1). Tumors secrete a broad range of
mediators as VEGF which drive development
of neo-vasculature by stimulated endothelial
cells (2). This step is essential in the
development of the tumor tissue since non-
angiogenic clones from human tumors do not
grow and stay dormant even months after
their subcutaneous transplantation (3). Thus
the structure and function of the tumoral
tissue is created by a dynamic interaction
between the cancer cells and their
environment. Endothelial cells, situated at the
interface between tumors and the hosting
organism, are an important part of the tumor
environment. Endothelial cells contribute to
tumor development through  mediator
secretion, interaction with leukocytes in the
blood stream and cells from surrounding
tissues and are involved in inflammation and
angiogenesis. Endothelial secreted mediators
have some potential advantages as targets for
anticancer strategies since they target a
genetically stable cell component thus
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minimizing the risk of apparition of
resistance to therapy (4-6).

Endocan, is a soluble endothelial-cell
specific proteoglycan (7), implicated in
tumor growth. Endocan overexpression
induce a tumorigenic potential in non
tumoral epithelial cells whereas
overexpression by tumor cell lines
accelerates tumor growth (8). Endocan tumor
growth promotion does not result from a
direct effect on tumor or endothelial cells as
it does not modify proliferation by itself (8).
Endocan amplifies the mitogenic effect of
pro-tumoral growth factors such as HGF/SF
which binds to its glycanic chain (9).
Endocan could also impede immune cell
transendothelial migration by blocking LFA-
1 - ICAM - 1 interactions (8), an important
step in firm adhesion of leukocytes to the
endothelium.

Endocan is an active player in tumor
growth and is significantly overexpressed
both during in vitro angiogenesis (10) and in
several human tumoral localizations (11-15).
Endocan and VEGF expression are correlated
in Kkidney (10) and non small cell lung
cancers (15). However, endocan antisense
treatment does not inhibit in vitro
angiogenesis thus raising the possibility that
endocan expression is only a consequence of
angiogenesis. Endocan gene overexpression
has been shown to be part of a bad prognostic
gene cluster associated with shorter survival
or more frequent metastasis in lung (13) and
breast tumors (12). In non small lung cancer,
serum endocan levels are significantly
correlated with distant spread of the tumors
and survival (15).



Since endocan promotes tumor growth
we hypothesized that endocan inhibition
should lead to a reduction of tumor growth
rate (8). This work aimed to study endocan
expression in experimental tumors, the effect
of anti-endocan antibodies on experimental
tumor growth.

Material And Methods

Production of moESM-1 molecule and of
moESM-1/huFc chimera

The full length murine endocan (moESM-
1) polypeptide and the murine endocan —
human Fc chimerae (moESM-1/huFc) were
produced and purified as already described
for the human homologue (7, 16). Briefly,
the full-length murine endocan cDNA
generated by PCR was ligated in frame with
the Fc domain of human IgG1. Constructions
were inserted into the eukaryotic expression
vector pcDNAS3 (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France). The plasmids moESM-1/pcDNA3
and MOESM-1/huFc/pcDNA3 were
transfected in CHO cells to generate stable
transfectants. Cells were cloned by limiting
dilution in selective media (G418 1200
pg/ml; Gibco BRL). The moESM-1/huFc in
cell supernatant was detected by a sandwich
assay including coated affinity-purified goat
anti-huFc antibodies (sigma) and MEP14, a
mouse mAD that recognizes both human and
mouse endocan. Then moESM-1/huFc cell
clones were expanded and the chimerae were
purified through binding to anti-huFc-
agarose beads and elution in 4 M MgCI2.
Rabbit immune serum against mMoESM-
1/huFc was raised by 4 rounds of
immunization with 50 pg moESM-1/huFc
every 4 weeks. The rabbit antibodies to
moESM-1 were obtained by precipitation in
40% ammonium sulfate followed by clearing
anti-huFc antibodies on hulgG-agarose beads
(sigma). The absence of residual anti-huFc
Abs was checked by ELISA on coated
human immunoglobulin. Then moESM-1
could be detected by a sandwich assay
including coated MEP14 mAb and a rabbit
polyclonal anti moESM-1 antibody.

Production and purification of rat
monoclonal antibodies to moESM-1

Three 8 weeks old Lewis rats were
immunized with an  affinity-purified
mMoESM-1/huFc (20ug with addition of 50 pl
complete Freund adjuvant/animal) and
boosted 3 times subcutaneously at 3 weeks
interval (20 pg protein and 50 pl of
incomplete Freund adjuvant/animal). Rat sera
were tested in a sandwich ELISA for
reactivity to moESM-1/huFc in the presence
of 10 pg/mL human immunoglobulin. Three
days after the last immunization, 10® cells
were recovered from the spleen of one
animal that was tested positive for the
presence of anti-endocan antibodies. The
cells were fused with sp2/0 myeloma cell line
by addition of PEG as previously described
(16). After screening hybridoma supernatants
by ELISA, sixteen clones that reacted with
endocan/Fc and did not react with ICAM1/Fc
were selected, subcloned and further
characterized. The isotype of each mAb was
determined  (rat isotyping  kit, BD
Pharmingen, San Jose, USA). The mAbs
were produced in a serum-free medium
(hybridoma SFM IlI, Gibco BRL) and
purified on a protein G-sepharose column (5
cm x 1 cm, Amersham BioSciences) and
eluted with 3M MgCI2. Purified mAbs were
then dialyzed against PBS and concentrated
through centrifugation in Amicon Ultra — 15
with a 30kD cutoff limit (Millipore). The
total protein amount was assessed with the
Biorad protein assay, purity by Coomassie-
stained SDS-PAGE under reducing and non
reducing conditions and moESM-1 reactivity
by ELISA. No conservative was added and
purified antibodies were immediately frozen
at -20° after purification.

We used two clones of rat anti-murine
endocan antibodies termed GGR222 and
GGR237. The isotype of both antibodies was
determined to be 1gG2a. Purity of antibody
was >95%. Affinity for murine endocan was
present in ELISA at at least 1/800.000
dilution of a 2 mg/ml of protein sample.



Quantitation of murine endocan by
ELISA

Murine endocan was quantified using a
sandwich immunoassay with MEP 14
(IgG1,k) (a mouse monoclonal antibody
raised against human endocan derived from
prokaryotic cells generated previously (16)),
which also recognize the murine endocan,
and GGR237 (rat 19G2a,k) that specifically
recognizes murine endocan. MEP 14 mAb
was coated overnight in 96-well ELISA
plates (Costar) at 5 pg/ml in carbonate
buffer, 100 pl/well, and then washed and
blocked with saturation buffer (PBS, 0,1%
BSA). After a washing step, murine endocan
standards ranging from 20 to 0.3 ng/ml or the
samples were added. After incubation and
washing, GGR237 mAb was added at 0,5
pg/mL and then washed and incubated with
the peroxidase-conjugated anti-rat 1gG2a
MARG?2a antibody (Technopharm, Villejuif,
France), washed again and developed with
3,3',5'5-Tetramethylbenzidine (TMB) liquid
substrate system (Sigma Aldrich, Lyon,
France). All washes and antibody dilutions
were done in ELISA buffer (0.1% Tween 20
added to saturation buffer). All antibody
incubations were done at room temperature
for 1 h. The absorbance was determined at
450 nm with a reference wavelength at 620
nm on a spectrophotometer.

Cell Culture

Wild Type HT-29 (Ref ATCC HTB-38)
and A549 (Ref ATCC CCL-185) cells were
cultured in complete culture medium
(DMEM supplemented with 10% FCS, 2
mM L-glutamine, 100 units/ml penicillin,
and 100 pg/ml streptomycin). Cells were
grown as monolayers until they reach 75%
confluence, rinsed with 10 ml PBS, detached
using 7 ml 0.25% Trypsin with 1 mM EDTA
(Gibco Brl), resuspended in DMEM with no
FCS and counted before being used in
experiments.

Viability and proliferation assays

HT-29 cells were plated on 96 well
cultures plates (Falcon Microtest 96 — Becton
Dickinson Meylan France) at the appropriate
density for each experiment and were
cultivated for 24 hours in DMEM

supplemented with 10% FCS, 2 mM L-
Glutamine and 200 pg/mL ticarcillin. Cells
were then washed twice in DMEM with no
FCS and then incubated in the appropriate
conditions and duration.

For MTT viability assay, we used a cell
density of 2.5 x 10 cells/well. The cells were
starved for 24 hours in DMEM with no FCS
supplemented  with  L-Glutamine and
ticarcillin. After incubating in the appropriate
conditions (100 pl total volume/well), 40 pg
of MTT (10 pL from a 4 mg/mL solution of
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) was added to
each well and then incubated for 4 hours at
37°C. Cells were then lysed and absorbance
was measured at 570 nm.

The cellular proliferation assay used
BrdU incorporation (Cell Proliferation
ELISA BrdU - Roche Diagnostics). A cell
density of 20*10° cells/well was used. The
cells were starved for 24 hours in DMEM
with  no FCS supplemented with L-
Glutamine and ticarcillin and then incubated
in the appropriate conditions. The final well
volume was always 100 ul. After adding
BrdU at a final concentration of 10 pM/mL
for 8 hrs, the plates were processed according
to manufacturer instruction.

Cytoxicity assay

The antibody-dependent cell cytotoxicity
assay used LDH release (CytoTox 96
Promega, Charbonnieres, France) and was
performed according to the manufacturer
instructions. HT-29 cells (20%10° cell /well)
were incubated in 96-well culture plates with
effectors cells at a ratio between 5 to 100
effectors per tumor cell. Control wells
containing only target- and effector cells
were include with each assay. Effector cells
were obtained from Balb/c mice. After
sacrifice, the spleens from two Balb/c mice 8
weeks old were triturated. The cell
suspension was filtered on a 50 um sterile
nylon mesh and erythrocytes were lysed by
osmotic shock. Cells were subsequently
washed twice in complete DMEM medium
and counted.

For the complement dependent cell
cytotoxicity, due to the high content of LDH



in mouse serum, we used a slightly modified
method of Fischer and al (17) based on
fluorescent marking of dead cells. Briefly,
HT 29 cells were marked with a green
fluorescent dye (PKH -67 Sigma Chemicals)
according to manufacturer instructions. Then
100.000 stained cells were incubated one
hour with mAbs (at concentrations of 100
and 50 pg/mL) and mice serum (10%) in a
final volume of 200 pL. Cells were analyzed
within 1 h, by flow cytometry, using a
FACScan (Becton Dickinson and Co.,
Mountain View, CA). Dead cells were
marked by addition, immediate prior to
counting, of propidium iodide (at a final
concentration of 1 pg/mL). The percent of
dead cells was calculated by dividing the
number of cells displaying red and green
fluorescence by the total number of green
marked cells multiplied by 100.

Total RNA extraction was performed
from TRIzol included samples according to
manufacturer ~ recommendations.  After
extraction, two micrograms of total RNA
were converted to first strand cDNA by use
of random hexamer primers and Moloney
Murine Leukemia virus reverse transcriptase
(M-MLV, Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) according to  manufacturer’s
instructions. The PCR was performed using 1
Unit of HotMaster™ Tag DNA Polymerase
(Eppendorf, Le Pecq, France) and 1:20 of the
reverse transcription reaction. PCR was
performed with an initial hotstart of two
minutes at 94° C followed by 30 sec
annealing and 1 min extension at 65°C.
Primers, annealing temperature and number
of cycles used (choosed for being in the
exponential phase of PCR amplification)

were as follows (s: sense, as: antisense):

GAPDHs: GTCTTCACCACCATGGAGA,

GAPDHas: CCAAAGTTGTCATGGATGACC
Temp 55°C, 22 cycles, 204 bp amplicon

MUESM-1s:
GAGCCAGCTCGCAGACATGAAG,

muESM-1las: GTGACCAACATTCAGC
CAACAT Temp 56°C, 36 cycles; primers were
situated in exon one and three with a 629 bp amplicon

Leukocyte adhesion model: anesthetized
adult male Sprague-Dawley rats (250-300 g;
Depre, Saint Doulchard, France) were
injected intravenously, via the dorsal penine

vein. After laparotomy, a segment of the
distal ileum was gently mounted in an optical
chamber and superfused (saline solution at
37°C). Single unbranched mesenteric venules

(25-40 pm in diameter) were observed
(Eclipse E800; Nikon, Tokyo, Japan).
Leukocyte behavior (flux of rolling

leukocytes and leukocyte adhesion) was
observed after the injection of one milliliter
of 1% (w/v) acridine orange (excitation 470
nm; emission 540 nm; full width at half
maximum (FWHM) 40 nm). Leukocyte
rolling flux was determined offline during
playback of videotaped images by counting
the number of leukocytes distinguishable
from the blood stream passing a line
perpendicular to the vessel axis. Flux of
rolling leukocytes was measured as the
number of white blood cells that could be
seen rolling past a fixed perpendicular line in
the wvenule during a 1-min interval.
Quantification of venular endothelium
leukocyte adherence was performed offline
during playback of videotaped images by
counting the number of leukocytes that stuck
and remained stationary for a period >30 s
per 100 um of venule.

Tumor  models:  CB-17  scid/scid
homozygous SCID mice (male, 5-6 weeks of
age) were obtained from the Pasteur Institute
of Lille. Mice were continuously housed
under a germ free environment with
temperature and light controlled conditions.

Tumor cells from the HT-29 cell line (2.5
x 10° cells/mice) or the A549 cell line (1 x
10° cells/mice) were injected in the dorsal
interscapular region of 6 weeks old SCID
mice. In this model there is a 100% tumor
engraftment and subcutaneous tumor growth.
Tumor size was assessed once per week
using external measurement of the two
largest orthogonally diameters using a
Vernier caliper. Tumor size was calculated
using the formula V = a*b%2 where “a”
being the largest measured diameter and “b”
the shortest. Blood sampling was done every
week immediately before injection of the
antibodies or the carrier solution. Antibody
treatment consisted of a weekly i.p. injection
of 400 ug of purified mAbs diluted in sterile



PBS; control mice received the same volume
of the diluent (PBS).

Animal study protocols were subject to
approval by the Ethical Committee for use of
Laboratory Animals and were in accordance
with the European directive for animal
research (18). For ethical considerations
animals were euthanized when the tumor
diameters exceeded 1 cm and had about 1g of
tumor weight (i.e. 5% of animal weight).
Upon sacrifice tumors were carefully
dissected in order to remove as much as
possible of surrounding connective tissue and
weighted.

Pathological analysis

Killed mice were systematically dissected
with a macroscopic analysis of all organs.
Tumors and selected organs specimens were
harvested, fixed in AFA (fixing solution
containing Ethanol, Formol and acetic acid —
LABONORD Templemars France) and
processed for paraffin embedding.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical  studies  were
performed on 3 pum thick paraffin sections by
an automated indirect immunoperoxydase
method (NexES®, Ventana medical systems,
Illkirch, France) using a primary antibody
directed against endocan. Appropriate
controls (excluding the primary antibody and
using an irrelevant primary antibody of the
same isotype as well as excluding the
secondary antibody) were processed with
each staining. We first used a polyclonal
rabbit anti murine antibody and confirmed
the results with the GGR211 antibody at the
same dilution.

For leukocyte staining, an antibody
directed against CD45 (BD Pharmingen) was
used as a primary antibody at the 1/100
dilution.

Cell Apoptosis was confirmed by in situ
detection of fragmented DNA, using a
TUNEL assay (ApopTag, Chemicon,
Hampshire, UK) on deparafinized five pm
thick sections, treated with proteinase K (20
pg/ml) for 15 min at room temperature (19).

Counts for number of endocan-expressing
cells, CD45 positive cells, apoptotic cells on
TUNEL assay and mitoses were performed

blindly by two pathologists. Pathological
quantitative data were obtained on four
different microscopic fields at magnification
X 400 on an Olympus AX70 microscope with
wide field eyepiece number 26.5 providing a
field size of 0,344 mm2 at a magnification of
X400. Results were expressed as mean
(median) number of events per section (or
mm2). Stromal areas were assessed on
trichrome strained sections using SIS
Olympus analysis software and were
expressed as a percentage of microscopic
field surfaces.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using
non parametric tests with SPPS 12.0
software.

Results

Endocan expression in tumor xenografts

Subcutaneous HT-29 or A549 tumor
xenografts were allowed to grow for 5 weeks
until reaching a maximum diameter of 1 cm.
After animal euthanasia tumor samples were
cut into two parts and processed in TRIzol
for total RNA extraction and for paraffin
embedding.

In non small cell lung tumors and in
human endothelial cells, an alternative
splicing of endocan mRNA result in two
transcripts (10, 15, 20). The corresponding
mRNAs, which include or not the exon two,
are translated in two proteins with different
tumorigenic properties (20). We therefore
verified if the same alternative splicing
occurs in mice. RT-PCR amplification, even
after 36 cycles, resulted in only one amplicon
of 629 base-pair in size corresponding to the
MRNA which include all three exons (Figure
1 C). Repeated tests done on normal lung,
kidneys and multiple tumors samples
consistently showed only one transcript in all
organs studied. Thus, in contrast to humans
cells (Figure 1D) and despite a similar
genetic organization of endocan gene with
three exons and two introns (Gene Bank
accession  numbers:  AJ401092  and
AJ416379), all with a near identical length,
the mRNA isoform lacking the exon two is
not present in mice.



Immunohistochemical studies were done
with both the rabbit polyclonal and the rat
monoclonal anti endocan antibodies. A first
staining with the rabbit polyclonal anti
murine endocan antibody showed an intense
expression of endocan at the endothelial and
perivascular levels (Figure 1A). Staining
with a monoclonal antibody resulted in a less
intense signal in the tumor endothelium
(Figure 1B). Controls in skin from non
tumoral zones did not show any staining for
endocan with any antibody (data not shown).
Identical results were obtained in both A549
and HT29 xenografts.

Therefore, similarly to human lung
tumors (15), endocan is strongly expressed at
the tumor endothelial level in mice bearing
subcutaneous xenografts. However, in mice,
the expression of the alternatively spliced
variant corresponding to the non tumorigenic
isoform detected in humans is lacking.

We evaluated endocan serum values by
ELISA in eight SCID mice at base line
before tumor cell inoculation and after 5
weeks of HT-29 tumor growth. Tumor
bearing mice had higher levels (mean + SD)
of serum endocan (3.01+ 0.31 ng/ml) than at
baseline  (0.96£0.12 ng/ml).  Similarly,
patients with broncho-pulmonary carcinomas
have significantly higher values for serum
endocan than healthy individuals (9). Thus,
endocan synthesis and secretion at the
endothelial level is stimulated by tumor
growth in xenografts and higher values are
detected in blood.

Anti-murine endocan antibody GGR222
slows tumor growth

In order to assess the effect of murine
endocan on tumor growth we treated SCID
mice with 400 pug of monoclonal anti-murine
endocan GGR222 antibody, with weekly
intra-peritoneal injections starting the same
day as tumor cell inoculation. Tumor growth
curve showed that HT-29 tumor bearing
animals treated with the GGR222 antibody
had a slower growth rate (Figure 2A). This
slower growth resulted in a 45% lighter
tumor weight after 35 days (0.70 + 0.21g
versus 1.33 + 0.46 g in control animals). An
equivalent growth delay was observed in

A549 subcutaneous xenografts treated with
the GGR222 antibody (figure 2B) where
after nine weeks the tumors from treated
animals have a mean weight of 0.6 £ 0.16 g
versus 1.25 + 0.26g in PBS treated animals
and 1 £ 0.3 g in GGR 237 treated animals).

Pathological analysis showed that in HT-
29 xenografts the GGR222 monoclonal
antibody treatment does not modify micro-
vascular density (11+2.9 vessels/field versus
9.5+4.1 in PBS and 11.7+2.7 in GGR237
treated animals). However, GGR222 treated
animals have a much higher apoptotic index
(40 = 5.5 apoptotic bodies/microscopic field
versus 1+1 in PBS and 5t1 in GGR237 -
treated animals). Similar results were
obtained using the A549 cell line in another
experiment.

Anti-murine endocan antibodies increases
blood endocan levels

We evaluated serum endocan levels in
normal mice after intra-peritoneal injection
of the GGR222 anti-endocan antibody.
Surprisingly we observed that early (one
hour) after antibody injection there was a
slight increase in serum endocan compared to
control mice which received only a rat 1gG2a
isotype control (Figure 3A). The very rapid
increase in endocan serum values after
antibody injection argues against a synthesis
process and suggest that endocan is
mobilized from a tissue or a blood cell
compartments.

Endocan assay in sera from mice bearing
HT-29 tumors which received intra-
peritoneal  injection of  anti-endocan
antibodies showed higher values than in
animals receiving the vehicle only, consistent
with the endocan mobilisation effect
described just above. We also observed
significantly higher values for endocan in
GGR237 treated animals. In order to explain
differences in tumor growth we also repeated
the same ELISA assay but omitting the
secondary detection antibody. The result of
the assay, expressed in arbitrary optical
absorbance units would reflect the presence
of murine endocan-antibody complexes
present in sera. Surprisingly mice which
received GGR237 antibodies had



significantly higher levels of endocan-
antibody complexes than those which
received GGR222 antibodies. Thus GGR237
antibodies, despite having affinity for
endocan, were unable to clear endocan from
the circulation.

The anti-endocan antibody GGR222 does not
alter HT-29 cell viability, proliferation, nor
mediate tumor cell cytoxicity.

To explain the anti-tumor effect of the
anti-endocan antibody, we first explored a
possible direct effect of the antibody on
cytotoxicity against tumor cells (21). In the
presence of various concentrations of mAbs,
the HT-29 cell viability, assessed by MTT
assay, was not altered after 96 hours of
culture, and even at the highest dose of
antibody (100ug/mL) (figure 5A). Addition
of 100 ng/mL murine endocan, together with
GGR222 in HT-29 cell culture did not
modify the HT-29 cell viability (Figure 5B).

In the next step, we wonder if anti-murine
endocan antibody may influence HT-29 cell
proliferation. Addition of the anti-endocan
antibodies in concentration between 25 and
100 pg/mL did not slow BrdU incorporation
by HT-29 cells in culture as did mitomycin at
50pug/mL (Figure 5C). Further addition of
endocan did not modify the levels of BrdU
incorporation (Figure 5D).

In a third step, we examined if anti-
endocan antibody could mediate antibody-
dependent cell cytotoxicity. Co-incubation of
various ratios of effector (mouse splenocytes)
and target cells (HT-29) (i.e.: 5:1 to 100:1)
with 100 pg/mL of murine endocan resulted
in no supplemental LDH release from HT-29
cells than that induced by effector cells
(Figure 3E).

As mouse serum contains significant
amounts of LDH, we evaluated complement
dependent cytotoxicity by a flow cytometry-
based cytotoxicity assay (22) which
confirmed the absence of cytotoxic effect of
the anti-endocan antibody (figure 3F).

Taken together, these results were
consistent with no direct inhibition of HT-29
cell growth by anti-endocan antibody
GGR222 even complexed with endocan and
suggest other more indirect pathways.

Anti-murine antibody GGR222 induces
stromal inflammatory reaction

To explain the anti-tumor effect of the
anti-endocan antibody, we explored a
possible indirect mechanism resulting after
depriving endocan from the tumor
environment. One important observation was
that compared to tumors from control mice
(figure 4A), tumors from GGR222 antibody-
treated mice (figure 4B) had a higher stromal
surface (25.2 £ 15.8% versus 9.4 + 2.7%, in
mice receiving PBS, p =0.05).

In this antibody-induced tumor stroma,
the number of tumor infiltrating leukocytes
(TIL) (evaluated by CDA45 staining) was
higher in antibody treated animals, especially
at the tumor periphery (figures 4 C, 4D).
Hematoxylin - eosin examination of TIL
showed similar numbers of
polymorphonuclear, monocytoid, and
lymphoid cell types.

Thus, treatment with GGR222 anti-
endocan antibody results in a slower tumor
growth with a lower tumor weight which is
associated of lower rates of tumor cell
division, a higher frequency of apoptosis, and
an important number of tumor infiltrating
leukocytes.

Anti-endocan antibodies increase leukocyte
rolling and adhesion

Since we observed in our model that
treatment of tumor-bearing mice with anti-
endocan antibodies are associated with an
increase in leukocytes infiltration into the
tumor we wonder in this was a direct effect
of the anti-endocan antibodies. We therefore
used a rat model of isolated mesenteric vessel
which allows directly observing and
quantifying leukocytes attachment to the
vascular endothelium. In animals which
received 4 mg of the GGR222 antibody the
number of rolling (9,7 + 49
leucocytes/minute) and adherent leukocytes
(44 + 8,3 leucocytes/) was much higher
compared to control animals (2,5 = 0,5
rolling leucocytes/min and 3 + 1 adherent
leucocytes). This effect was present for doses
of antibody as low as 0,5 mg /animal (2

mg/kg).



Thus administration of an anti-endocan
antibody induced a marked increase in the
number of rolling adherent leucocytes to
vascular endothelium which explains why
this antibody induced an increase in intra-
tumoral leukocyte number.

Effect of anti-endocan antibody GGR222 is
dependent on tumor infiltrating immune cells

As tumor growth retardation was
associated with a higher number of
infiltrating  leukocytes  we  therefore

investigated if these cells are involved in
slowing tumor growth. Our model used
SCID mice which have a severe combined
immunodeficiency lacking adaptative
immune responses. We therefore targeted the
innate immune response, especially the NK
cells, which remains intact in these animals.

Therefore, in a separate experiment we
treated the animals with 100 pl/animal/week
of Asialo GM1 intra-peritoneally prior to
tumor cell and anti-endocan monoclonal
antibody inoculation. Controls included a
group of anti-Asialo GM1 treated animals
and another one which received the anti-
endocan monoclonal antibody GGR237
which  proved ineffective in  prior
experiments to reduce tumor growth and
which have the same isotype (IgG2a,k) as
the GGR222 antibody.

In animals treated with anti-Asialo GM1,
the anti-endocan GGR222 antibody has no
effect on tumor growth. Indeed these animals
exhibit tumor volumes similar with control
animals which received either only anti-
Asialo GM1 or the GGR237 antibody.
Microscopical examination of these tumors
does not show any more the high stromal
surface and the leukocytes infiltration into
the tumor (to be confirmed, on going
investigation). In animals which received
only the anti-endocan antibody we observed
again a slower tumor growth (figure 2C) and
in this group a higher stromal area was again
observed.

Thus, suppression of NK cells and in a
lesser extend monocytes resulted in the lost
of anti-tumor activity of the GGR222
antibody.

Discussion
Endocan is a newly identified
proteoglycan which has a restricted

expression to the endothelium (7, 23). The
physiological role of the protein is not
currently known but endocan overexpression
has been identified in multiple tumoral
localizations as kidney (11, 24, 25) breast
(12), lung cancer (13) and even in highly
invasive melanoma cell line which show
vascular mimicry (14). Moreover endocan
MRNA expression is part of a bad prognostic
gene cluster which predict shorter survival
(13) or rapid metastasis (12).

We have recently shown that both intra-
and peri- tumoral vessels of human non small
cell lung cancer tissues overexpressed
endocan (15, 20). Here, we show for the first
time that murine endocan is also
overexpressed by the murine endothelium in
HT-29 human tumor cell xenografts. In both
human and mouse tumors, overexpression of
endocan by tumor vessels occurred at both
mRNA and protein levels. In contrast to
human, the alternatively spliced exon 2-
deleted mRNA product is lacking in mouse,
despite a similar organization between
human and mouse endocan genes. Thus,
tumor vasculatures from both human and
experimental solid tumors exhibit increased
expression of endocan.

Serum levels of endocan are increased in
patients with NSCLC and correlate with
survival (15). In mice with experimental
tumors, we used an endocan-specific
mouse/rat ELISA and found that serum
levels from xenografted mice exhibit a
slightly increase in serum endocan compared
with normal mice.

One important question is what is the role
of endocan in tumor growth. Endocan ability
to sustain tumorigenesis (8) is not linked to
angiogenic properties. Although endocan is
increased during in vitro angiogenesis,

antisense treatment does not result in
angiogenesis inhibition suggesting that
endocan is more a consequence of

angiogenic stimulation (10). Thus, other
pathways are involved in endocan's tumor
growth sustaining properties.



A first mechanism was suggested on the
basis that the glycan moiety from endocan

modulates the mitogenic activity of
hepatocyte growth factor/scatter factor
(HGF/SF) (9). This has leaded us to

speculate that it can play a role as a paracrine
factor in cell proliferation. Indeed, we have
shown that endocan promotes tumor
formation from non tumorigenic 293 cell line
and accelerates growth of HT-29 tumor
xenografts, a feature associated with high a
vascular density and mitotic index (8).
However, the in vivo results also revealed
that growth promoting activity is also
dependent on endocan's protein core, which
did not affect directly either endothelial or
tumor cells (8).

A second mechanism is here suggested,
that links endocan to the tumor infiltrating
leukocytes (TIL). Treatment of mice bearing
tumor xenografts by anti-endocan antibody
induced stromal modifications, in particular
the presence of an important infiltration of
leukocytes. These TIL are implicated in
tumor growth arrest since NK and monocyte
depletion results in abolition of the anti-
tumor effect of anti-endocan antibodies. We
therefore speculate that endocan is an
important player in supporting tumor growth
not only by amplifying the effect of pro-
tumoral growth factors (9) but also by
inhibiting effective immune cell migration
into the tumor (26). Despite being
immunogenic, tumors escape from host
immunity in order to keep growing (27) but
mechanisms involved are not completely
understood. Here we show that endocan
could have a role as a *“checkpoint” in
controlling leukocyte migration into the
neoplastic tissue and therefore reduce contact
between immune cells and their targets.

Another important point to discus is the
mechanism by which anti-endocan mADbs act.
Previous data suggest that antibodies directed
against Her2/neu, a receptor for epithelial
growth factor, act not only by blocking the
receptor but mainly by mediating cellular
cytotoxicity (28). We show here that an anti-
endocan antibody does mediate neither
antibody-dependent cellular cytotoxicity nor

complement-dependent cell cytotoxicity, at
least in vitro. Moreover this antibody does
not influence nor the cell viability after 4
days of in in vitro culture neither the HT-29
cells proliferation. The absence of a direct
effect is also sustained by the fact that we
demonstrated that tumor growth reduction
properties of anti-endocan antibodies are
related to their capacity to clear endocan
from circulation. Therefore two mechanisms
could be suggested : either a tissue and tumor
deprivation of growth factors resulting from
inhibiting endocan, or a facilitation of
immune cell recruitment into the tumor as
observed in our in vivo model.

The first mechanism is supported by the
fact that in anti-endocan antibody-treated
animals we found a lower number of mitoses
and a higher number of apoptoses suggesting
that anti-endocan treatment results in tumor
growth  factor deprivation which is
concordant with the comitogenic activity
demonstrated for the glycanic part of the
molecule. Convergently, blood levels from
antibody-treated mice exhibited 5 to 10 fold
increase of endocan, all complexed with the
antibody. This was not due to the tumor itself
or endothelial cell secreted mediators since a
similar increase was observed in naive SCID
who received the same antibody. Moreover,
the increase within an hour after purified
monoclonal antibody injection was consistent
with the presence of a pool of endocan stored
in the tissue compartment. This result
suggests that an anti-endocan antibody could
mobilize endocan from tissue to systemic
compartments, reducing then the tissue level
of active endocan.

The second mechanism is supported by
the high degree of leukocyte infiltration into
the experimental tumors from antibody-
treated animals. We previously showed in
vitro that endocan can interact with LFA-1
and thus interfere with LFA-1/ICAM-1
interaction, a major mechanism involved in
firm adhesion of leukocytes at the endothelial
level. By preventing endocan binding to
LFA-1 anti-endocan antibodies  could
therefore prevent LFA-1/ICAM-1
interactions and thus promote firm adhesion



of leukocytes to endothelium and
consequently leukocytes infiltration into
tumor tissues. The same mechanism could be
involved in modulating leukocyte-tumor cell
contact as LFAL/ICAML1 interactions are
involved tumor cell lysis by competent
immune cells (29). Thus endocan inhibition
recruits leukocytes that could interact more
easily with tumor cell and promote anti-
tumoral immunity which is involved in tumor
growth restriction in our case.
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Figure 1. Endocan expression in HT29 subcutaneous xenografts in SCID mice. A. Immuno-
staining using an rabbit polyclonal anti-endocan antibody; Strong signal in the vascular an d
perivascular area (arrowhead). B. Immuno-staining with an anti-endocan monoclonal
antibody; specific staining in the tumor endothelium. C. Murine endocan RT — PCR product
which show a single band corresponding to the full length endocan mRNA, while in humans

(panel D) an alternatively spliced form is present.
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Figure 2. Growth of subcutaneous xenografts in SCID mice after anti endocan antibody
injection. A. In HT29 Xenografts antibody treated animals (o) received 400ug of GGR222
anti-endocan weekly starting at inoculation (Day 0). Control animals (e) received only the
vehicle (PBS); A slower growth is observed in antibody treated animals; 8 mice per group,
pooled data from 2 separate experiments B. Similar results obtained in A549 xenografts with
a slower growth in antibody treated animals (o) which received 400ug of GGR222 anti-
endocan weekly starting at inoculation (Day 0); control animals received either the vehicle(e)
(PBS) or another anti-endocan antibody GGR237 (m),4 mice per group. C. The effect of the
anti endocan GGR222 antibody is dependent on NK cells. Anti endocan GGR222 antibody
treated animals (o) (400 pg weekly) had a slower growth than control groups ( PBS - e or
GGR237 - m). This growth suppression effect disappears after NK cell depletion with an
antiasialo-GM1 antibody. Four mice in each group.
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Figure 3 Endocan serum values in SCID mice. A. After injection of an the GGR222 anti-
endocan antibody we observed an increase in serum endocan values. B Serum endocan levels
in tumor-bearing mice receiving either PBS, or the GGR222 and GGR237 antiendocan
antobodies. We observe an important increase in circulating endocan in GGR237 treated mice
and a much little increase in GGR222 treated animals. C. Assaying of endocan-anti-endocan
immune complexes in mice sera. We observed in increased concentration of immune
complexes in GGR237 treated animals consequent with the hypothesis that GGR237
antibodies are not able to efficiently clear endocan from circulation.
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Flgure 4. Microscopic appearance of HT29 subcutaneous tumors HT 29 tumors from mice
receiving vehicle only (PBS) have a less abundant stroma (A), a les infiltrating leucocytes (C)
and lower number of apoptoses per microscopic field (E) compared with GGR222 treated
animals which have a very abundant stromal surface (B), high numbers of infiltrating
leucocytes and ver frequent apoptoses (F)
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OBJECTIFS

Nous nous sommes proposés d’étudier I’action d’endocan sur la croissance tumorale

en utilisant un modele de xénogreffe tumorale sous cutanée chez la souris SCID.

La lignée choisie est la lignée HT29, provenant d’un carcinome colique humain
différencié. Le choix de cette lignée tumorale (par rapport aux expériences précédentes
menées avec HEK 293) avec une tumorigeénicité plus importante, nous permet d’argumenter
sur la non dépendance vis-a-vis d’un type de cellule cancéreuse et sur I’action d’endocan sur
une lignée cellulaire spontanément tumorigéne.

Les objectifs sont les suivants:

e Confirmer I’action de promotion de la croissance tumorale de la forme native
(sauvage) d’endocan suggérée par les données du modele HEK 293

e Etudier I’action de la forme non glycosylée d’endocan sur la croissance
tumorale

e Etudier en histologie classique les modifications de structure tumorale induites
par les différentes formes d’endocan

e Etudier le role fonctionnel de la région riche en phénylalanine. Nous avons

choisi une stratégie utilisant la mutagenése dirigee.

MATERIEL ET METHODES

A. Lignées cellulaires
La lignée cellulaire utilisée est HT29 (référence ATCC HTB38), dérivée d'un

adénocarcinome colique humain différencié. Cette lignée tumorale est spontanément
tumorigéne chez la souris SCID aprés injection sous cutanée. La lignée HT29 native ainsi que
les clones obtenus aprés transfection avec différentes formes d’endocan ont été cultivés en
milieu DMEM (Dubelco’s Modified Eagle’s Medium) (Invitrogen Gibco ref. 318856023)
supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal (SVF), 1% de glutamine et de la Ticarcilline
(0,2 mg/ml). Les cellules sont cultivées jusqu’a confluence puis décollées par de la Trypsine-
EDTA 1X (0,5¢/l) (Invitrogen Gibco ref 354006019). Ensuite elles sont lavées dans le milieu
de culture et comptées sur chambre de Thoma avant d’étre utilisées dans les différentes

expériences.



B. Vecteurs, mutagenése et transfection

Les cellules HT29 sont transfectées par I’ADNc d’endocan ou de ses formes mutées.
Le vecteur utilisé pour la transfection est un vecteur eucaryote, le pcDNA3. Les mutations
sont réalisées par PCR en utilisant le kit QuickChange Site directed mutagenesis Kit
(Stratagene ref 200514) puis confirmées par séquencage. La transfection est ensuite réalisée
en utilisant la lipofectamine (Invitrogen ref. 11668-027), suivie d’une sélection par G418
(100-400 pg/ml) et d’un clonage par dilution limite. La production d’endocan de chaque clone
est vérifiée par un test ELISA mis au point au laboratoire [1]. Ce travail de production et
sélection des clones cellulaires a été réalisé en grande partie avant le début du DEA par

Gweénola Kervoaze.

C. Tests de prolifération in vitro

Pour chaque clone HT29 utilisé 10.000 cellules sont déposées en triplets dans une
plaque 96 puits (Falcon ref 35-3072 Becton Dickinson) dans du milieu DMEM supplémenté
en SVF a différentes concentrations selon les expériences et dans certains cas des facteurs de
croissance. Apres 72 heures, on ajoute 0,4uCi de thymidine tritiée par puits (Amersham
Biosciences ref TRK 565). La lecture se fait aprés 16h d’incubation sur compteur a
scintillation (TopCount Microplate Scintilation Counter, Packard Instrument Co), programme
3H 15s. Pour le test de viabilité cellulaire, I’évaluation se fait au 5eme jour par incubation 6
heures avec du 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT) a 5
mg/ml vol /puits suivie d’une lyse cellulaire et lecture sur spectrophotometre a A=570.

D. Animaux et biopsies

Nous avons utilisé des souris portant un déficit immunitaire combiné sévere (souris
SCID) de type CB17 scid/scid H2d, obtenues de I’élevage de I’Institut Pasteur de Lille. Ces
souris manquent totalement de cellules B et T et sont incapables de générer une réponse
immune spécifique a la suite de la mutation d’un gene codant pour une recombinase
responsable du réarrangement nécessaire a la production de toutes les immunoglobulines et
des récepteurs des cellules T. Les souris utilisées sont des males &gés de 5 a 6 semaines. Les
animaux sont hébergés dans un environnent aseptique sous flux laminaire pendant toute la
duree de I’expérience. Etant donné que la lignée HT29 est spontanément tumorigéene chez
cette souche de souris nous n’avons pas utilisé d’anticorps visant a éliminer les cellules NK
avant la greffe tumorale (anti asialo-GM1 ou TM [1). Apres une période de quarantaine de 7
jours les souris ont recu une injection sous cutanée de 250.000 cellules tumorales en inter
scapulaire dorsal. Quatre souris par clone tumoral ont été utilisées. Une surveillance
hebdomadaire est faite chez toutes les souris avec mesure des dimensions tumorales (2
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mesures orthogonales) et une prise de sang. Les souris sont sacrifiées quand le volume
tumoral estimé était supérieur a 1 cm®, calculé par la formule V=Dxd2/2 (D=le plus grand
diamétre d=le plus petit diametre). Une autopsie a été pratiquée chez toutes les souris avec
examen macroscopique des organes thoraco-abdominaux. Les tumeurs sont fixées dans de
I’A.F.A (Carlo Erba ref 526263) pendant 2 heures puis conservées dans du PBS a 4°. Apres
inclusion en paraffine des sections fines de 5um sont déposées sur lame et colorées avec
Hématoxyline-Eosine (HE) ou analysées par immunohistochimie. Les anticorps utilisés pour
I’immunohistochimie sont des Ac polyclonaux de lapin anti endocan humain et murin
développés au laboratoire. La révélation est faite par un anticorps marqué a la peroxydase. Il
n’y a pas eu de blocage des peroxydases endogenes avant la révélation.

E. Controle des clones injectés

Extraction ARN

Un prélévement de tumeur fraiche a été conservé dans du TRIzol reagent (Invitrogen
ref. 15596-018) puis I’ARN total est extrait selon les indications du fabricant. Brievement, le
chloroforme est mélangé au TRIzol (200ul/ml de TRIzol) puis on centrifuge a 12000g 15 min
a 4°C pour séparer les différents constituants. La phase aqueuse contenant les ARN totaux est
récupérée et précipitée par de l'isopropanol. Apres centrifugation (12000g, 10 min a 4°C) et
lavage a I'éthanol 75%, le culot, séché, est resuspendu dans de I'eau. L'ARN est dosé par
spectrophotométrie a A=260nm et exprimé en pg/ml. La pureté est donnée par le ratio

D0,60/D0,go qui doit étre supérieur a 1,6.

Reverse transcription

Un volume équivalent a 1ug d'ARN total est utilisé pour la reverse transcription (RT).
L'étape d'hybridation se fait dans un volume de 20l avec les oligo-dT (0,1pg/ul) et la RNasin
(4 U/ul, Inhibiteur des Ribonucléases, Promega). Le mélange est incubé 5 min a 70°C puis 5
min a 4°C. L'étape d'élongation se fait en ajoutant le tampon 5X (Tris-HCI, KCI, MgClI2), les
dNTP (2mM, PCR Grade, Invitrogen life technologies), la RNasin (4U/ul), le DTT (4mM) et
la M-MLV RT (200U/pl, Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, GIBCO
BRL). La solution est de nouveau incubée 1 heure & 42°C puis 5 min a 95°C dans le
thermocycleur. L'ADNCc est précipité a l'acétate de sodium (300mM) et a I’isopropanol. Le
mélange est incubé 15min a —70°. Aprés centrifugation a 12000g, le surnageant est éliminé et

le culot lavé a I'éthanol 75%. Le culot, séché, est resuspendu dans 50l d’eau.



Tableau I Amorces utilisées et conditions de réalisations de la PCR

MgCl, Taille
GENE AMORCES T (°C) | Nb cycles | produit
(mv) (pb)
GAPDH |Sens:5-GTC TTC ACC ACC ATG GAG A-3' 1 55 25 300
(Genset) | Anti-sens : 5-CCA AAG TTG TCA TGG ATG ACC-3'
Endocan |Sens :5-TGC CCT CAA CAC TGT GAC AGC -3 1 55 27 400
humain | Anti-sens : 5'-TCT CCA GAT GCC ATG TCA TGC-3'

La PCR

L'échantillon d’ADNCc est dilué 1: 10 (v : v) soit 1ul dans 9ul d'eau pour la premiére
PCR en utilisant des primers pour le géne GAPDH (Glycéraldhéhyde Phosphate
déshydrogénase, géne de référence, Genset) — géne de ménage utilisé comme contréle de la
qualité de la retrotranscription.

Le mélange est constitué de tampon 10X (Tris-HCI, KCI), des dNTP (0,2mM), du
MgCl, (1 ou 1,5mM), les amorces du gene a amplifier (0,5uM), puis de I'enzyme Platinium
Tagq DNA polymérase (0,04U/ul, Invitrogen life technologies). Le mélange est complété avec
de I'eau pour obtenir un volume final de 15pl. Les 10ul d’échantillon sont mélangés aux 15 pl
du mix ci dessus puis placés dans un thermocycleur. La dénaturation de I'ADNc (2min a
94°C) est suivie d'un nombre variable de cycles de polymérisation en chaine: hybridation
(Imin a température variable selon les amorces), élongation (1min a 72°C), dénaturation (1
min a 94°C). Apres I’amplification, les ADNc obtenus sont déposes sur un gel d’agarose
1,5% avec du gelstar (5 pl pour 50ml, FMCbioproduct), agent intercalant permettant de le
rendre visible sous lumiére UV. La migration se fait sous I’influence d’un courant électrique.

La visualisation des ADNc amplifiés se fait sous UV. L’acquisition de I’image est

faite grace a un logiciel muni d’une caméra.

Clonage

Le produit de PCR est cloné puis envoyé pour séquencage afin de vérifier le clone
tumoral injecté. Nous avons utilisé le kit TOPO XL PCR Cloning avec un vecteur pCR XL-
TOPO cloné ensuite dans des bactéries TOP 10 chimiquement compétentes selon les
indications du constructeur (Invitrogen ref K4750-10).



RESULTATS

F. Caractérisation des clones utilisés

Dans un premier temps nous avons évalué la production des différentes formes
d’endocan par les clones cellulaires afin d’éviter d’éventuelles variations de croissance
tumorale due a une production différente d’endocan. L’évaluation de la production journaliére
d’endocan a été réalisée en tenant compte du nombre moyen de cellules et du temps
d'incubation. Les résultats, exprimés en ng/24h/10° cellules montrent un taux de sécrétion

moyen de 31,7+14 ng/ml - médiane 29,8 (12,7-59,3) variant peu selon les clones - tableau I1.

G.Prolifération in vitro

Dans un second temps nous avons étudié les éventuelles différences de réponse
proliférative entre chaque clone. Des tests de prolifération in vitro par incorporation de
thymidine tritiée ou par MTT ont été réalisés avec les clones cellulaires utilisés ultérieurement
in vivo. Nous nous sommes intéressés a I’influence de la quantité de sérum de veau fcetal
(SVF) dans le milieu de culture et de certains facteurs de croissance sur la prolifération
cellulaire.

1. Profil de croissance des différents clones en fonction du SVF
Un test de prolifération par incorporation de thymidine tritiée a comparé les 10 clones

tumoraux suivants : HT 29, HT29 — BL10 (2 clones), HT29 — BL11 (2 clones), HT 29 - BL15
(2 clones), HT29 — BL16 (2 clones), HT29 — BL17 (1 clone). Les resultats (figure 1) montrent

Tableau Il. - Production d’endocan par les différents clones cellulaires utilisés
Endocan (ng/24h/10° cell)

Moyenne SD
HT29 BL10-1 20,1 13,9
HT29 BL10-3 22,0 12,3
HT29 BL10-5 16,2 7,9
HT29 BL11-1 28,5 11,1
HT29 BL11-2 51,4 17,6
HT29 BL11-3 16,8 55
HT29 BL11-5 31,1 8,2
HT29 BL15-10 12,7 4,6
HT29 BL15-2 43,7 21,1
HT29 BL15-8 25,7 10,1
HT29 BL16-1 43,5 18,53
HT29 BL16-18 35,2 55
HT29 BL17-18 59,3 25,1
HT29 BL17-24 38,5 10,6




un profil de prolifération similaire entre les différents clones utilises. L’incorporation de
thymidine dépend de la concentration de SVF dans le milieu de culture avec un effet dose
réponse entre 0,5 % et 2% de SVF. Les concentrations de SVF inférieures a 0,5% paraissent
insuffisantes pour soutenir la croissance cellulaire et les concentrations de plus de 2% ne
génerent pas de prolifération plus importante. Si on compare le profil de croissance des
différents clones entre eux (données non illustrées), on ne retrouve pas de différences

significatives.

2. Effets des facteurs de croissance sur la prolifération cellulaire

Un test de viabilité cellulaire mesurée par réduction du 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT) (4mg/ml, 25 ul/puits - données non illustrées) et un
test de prolifération par incorporation de thymidine tritié ont été réalisés sur la lignée HT29 en
présence de facteurs de croissance (HGF/SF 50 ng/ml, FGF2 5 ng/ml, KGF 5 ng/ml) figure 2.
Les résultats ne montrent pas de différences statistiquement significatives entre les différents

facteurs de croissance sur la lignée HT29 tant en viabilité cellulaire qu’en prolifération.

3. Effets d’endocan sur la prolifération induite par les facteurs de croissance

Un test d’incorporation de thymidine tritié en présence de 1% SVF et de FGF2 ou
HGF/SF a été réalisé pour tous clones cellulaires utilisés. Les facteurs de croissance sont
ajoutés apres 12h de culture pour une concentration finale de 50 ng/ml HGF/SF et 5 ng/ml
FGF2. Les résultats ne montrent pas d’effet significatif des facteurs de croissance testées sur
la prolifération cellulaire - figure 3. On ne retrouve pas de variations significatives quelque

soient les molécules recombinantes produites ou les facteurs de croissance ajoutés.
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Figure 1 : Test de prolifération par incorporation de thymidine tritiée ; résultats représentatifs de deux
expériences consécutives; les valeurs représentent la moyenne du nombre de coups/minute sur trois puits pour
chaque clone cellulaire HT 29, HT29 — BL10 (2 clones), HT29 — BL11 (2 clones), HT 29 — BL15 (2 clones),
HT29 — BL16 (2 clones), HT29 — BL17 (1 clone) ; les barres verticales représentent les déviations standard
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Figure 2 : Effets des facteurs de croissance sur la prolifération de la lignée HT29 ; Incorporation de
thymidine tritiée ; les moyennes de trois déterminations, les barres verticales la déviation standard.

H. Croissance des tumeurs in vivo

Dans un troisieme temps nous avons étudié in vivo la tumorigénicité et le profil de
croissance des clones exprimant différentes formes d’endocan. Les cellules HT 29 parentales
ainsi que celles transfectées avec endocan ou ses différents mutants ont été injectées en sous-

cutané chez la souris SCID.

1. Croissance tumorale des tumeurs exprimant endocan sauvage et non glycosylé

Les courbes de croissance montrent que les tumeurs HT29-BL10 ont une croissance
plus rapide et les souris doivent étre sacrifiees plus rapidement que dans le groupe HT29
(figure 4). L’effet est retrouvé chez tous les clones testés (n=4). Par contre la cinétique de
croissance des clones HT29-BL 11 est plus lente. Cet effet est aussi retrouvé quelque soit le
clone testé (n=4). L’effet est donc indépendant du lieu d’insertion des constructions utilisées.
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Figure 3 Effet du FGF2 et du HGF/SF sur la prolifération in vitro. Les résultats sont en pourcentage du
nombre de coups rapporté au milieu seul avec 1% de SVF ; triples déterminations lors de la méme expérience.
Les barres verticales représentent la déviation standard ; FGF2 = 5 ng/ml ; HGF/SF = 50ng/ml
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Figure 4 Courbes de croissance tumorale pour les tumeurs HT29, HT29-BL 10 et HT29-BL 11; moyennes
des volumes tumoraux chez 4 souris pour HT29, 16 souris pour HT29 BL10 (4 clones x 4 souris/clone) et 23
souris pour HT29 BL11 (5 groupes de 4 souris, 4 clones différents, 1 souris décede lors de la prise de sang a
J21). Les barres verticales représentent la déviation standard. *= le nombre de décés chaque semaine.

En s’appuyant sur un modeéle de croissance exponentielle pour ces trois tumeurs,
hypothése réaliste étant donné leur volume encore réduit [2, 3], le temps de doublement du
volume tumoral est de 3,48+0,7 jours pour les tumeurs HT 29, 2,55+0,6 jours pour les
tumeurs HT29-BL10 et 4,85+1,9 jours pour les tumeurs HT29-BL-11 (figure 5). Un test de
Kruskal-Wallis montre qu’il s’agit de 3 populations différentes (p=0,0002). Si on compare
deux par deux les trois classes (test de Mann-Withney) on retrouve une différence
significative entre les tumeurs BL11 et BL10. La différence entre les tumeurs HT29 et HT29-
BL10 n’atteint pas la significativité statistique aprés application de la correction Bonferoni

pour comparaisons multiples (p=0,029).

2. Histologie tumorale

L’examen des coupes histologiques montre que les tumeurs HT29 parentales ont un
stroma tumoral tres gréle et qu’il n’y a pratiquement pas d’infiltrat inflammatoire. Le
marquage anti-endocan humain est négatif et le marquage anti-endocan murin montre une
expression intense au niveau stromal, plus particulierement au niveau vasculaire. L’ aspect
microscopique des tumeurs HT29-BL10 est similaire a I’exception d’une composante
différenciée mucipare plus importante et d’une expression d’endocan humain au niveau des
cellules tumorales.

L’aspect des tumeurs HT29-BL11 montre un stroma beaucoup plus important que
dans les autres tumeurs et un infiltrat inflammatoire pan-leucocytaire. 1l existe des plages
étendues de mort cellulaire. A fort grossissement on montre qu’il s’agit d’une apoptose des
cellules individuelles avec parfois une partie hémorragique.

Un autre élément notable est la présence d’une composante mucipare plus importante

chez toutes les tumeurs exprimant endocan (glycosylé ou non).
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Figure 5 Temps de doublement du volume tumoral des tumeurs HT 29, HT29-BL 10, HT29-BL11. Les
valeurs sont exprimées en jours +/- DS.

. Corrélations structure fonction

Corrélation structure et croissance tumorale

Nous avons réalise des mutations dirigées de la région riche en phénylalanine
d’endocan (positions 115 et 116) en partant de la forme portant déja la mutation S137A
(forme non glycosylée). On obtient donc des molécules portant 2 ou 3 mutations nommeées
BL15, BL16 et BL17.

Les courbes de croissance tumorale (figure 6) montrent que la double mutation
F115A/F116A (BL17) fait perdre tout effet antitumoral a la forme non glycosylée, la vitesse
de croissance de ces tumeurs étant similaire aux tumeurs HT29. La mutation de la
phénylalanine en position 115 seule ne semble pas influencer de maniére significative la
croissance tumorale. Par contre la mutation de la phénylalanine en position 116 renforce
I’effet antitumoral de la forme non glycosylée BL11. Ces modifications de croissance

tumorale s’accompagnent de modifications histologiques significatives.
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Figure 6. Courbes de croissance des tumeurs HT29-BL 15, HT29-BL 16 et HT29-BL17. Les valeurs
représentent le volume tumoral moyen de chaque groupe de souris (4 souris /groupe sauf HT-BL10 - 16 souris et
BL11 23 souris) Les barres verticales représentent les déviations standard



Corrélation structure et anatomie pathologique

Les tumeurs exprimant BL17 présentent une composante mucipare, mais moins
abondante que pour les autres clones exprimant endocan. Ces cellules mucipares sont assez
petites et peu apoptotiques. On note un index mitotique qui est nettement plus élevé que sur
toutes les autres tumeurs et un stroma gréle qui ne comporte pas d’infiltrat inflammatoire.

Les tumeurs exprimant BL15 présentent des plages de mort cellulaire tres étendues,
bordées par des polynucléaires neutrophiles en grand nombre. Il existe également des
polynucléaires neutrophiles non altérés dans le stroma en dehors des zones de mort cellulaire.
Le stroma est épais et on retrouve un infiltrat inflammatoire pan-leucocytaire. Comme sur
toutes les tumeurs exprimant endocan il existe une quantité importante de cellules mucipares.

Les tumeurs BL16 présentent des plages tumorales avec de la mort cellulaire et surtout
un stroma extrémement épais. Il existe également une trés grande quantité de cellules

mucipares et un infiltrat pan-leucocytaire (Planche N°4).

J. Taux sériques d’endocan murin et humain dans les

tumeurs expérimentales

Les taux sériques d’endocan ont été mesurés toutes les deux semaines. Les taux
d’endocan humain ont une évolution paralléle au volume tumoral (figure 7). Les taux

d’endocan murin ont été inférieurs a la limite de sensibilité de I’ELISA (environ 0,5 ng/ml).
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Figure 7 Taux sériques d’endocan humain chez les différents types de tumeurs Les valeurs représentent les
moyennes pour chaque groupe de souris
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DISCUSSION

Les protéoglycanes remplissent de multiples fonctions dans I’organisme et ils ont été

impliqués dans le processus de croissance tumorale [4-6]. Nous avons identifié en 1996 un
nouveau protéoglycane soluble appelé endocan. Les résultats préliminaires impliquent cette
molécule dans la promotion de la croissance tumorale dans un modéle de xénogreffe tumorale
de cellules 293 chez la souris SCID [7]. Nous montrons ici le réle promoteur d’endocan dans
un autre modéle de xénogreffe tumorale. Les résultats permettent de distinguer I’importance
respective des parties protéique et glycanique.

Ce travail démontre le réle de la forme sauvage d’endocan sur la promotion de la
croissance des tumeurs HT29. Ceci confirme les résultats obtenus sur la lignée 293 et indique
que I’action promotrice d’endocan est indépendante de la lignée cellulaire utilisée et
dépendante de sa chaine glycanique. La question qui se pose est de savoir par quel mécanisme
endocan exerce cet effet. Les différences de profils de croissance des tumeurs HT29 ne sont
pas expliquées par les données in vitro qui ne montrent aucune action mitogéne ou co-
mitogéne d’endocan. L’absence d’effet co-mitogene, en apparente contradiction avec les
résultats obtenus sur les cellules HEK293 [8], suggére I’intervention d'autres facteurs de
croissance murins présents in vivo mais non testés in vitro. Neanmoins, ces résultats
confirment le réle des structures glycaniques dans le développement des tumeurs.

Le modele de xénogreffe cellulaire n’est pas représentatif de la situation clinique
réelle. 1l ne reproduit pas I'nétérogénéité cellulaire a I’intérieur de la tumeur et ne conduit que
de maniere trés rare au décés de I’animal puisque dans la plupart des cas la tumeur reste
localisée. D’ailleurs nous n’avons pas mis en évidence de métastases macroscopiques dans les
organes thoraco-abdominaux des souris sacrifiées. La mortalité des animaux n’est donc pas le
meilleur parameétre a suivre dans ces modeéles. Cependant, ces modéles permettent d’étudier in
vivo I’implication de différentes molécules dans la croissance tumorale et de tester rapidement
I’efficacité de certaines approches thérapeutiques. L'extrapolation de ces résultats a I'nomme
nécessite I'exploration d'autres modéles de tumeurs orthotopiques et/ou avec implantations de
piéces de biopsie de tumeurs humaines. Ces modeles seraient plus représentatifs pour évaluer
correctement I'impact thérapeutique d’endocan.

De maniére surprenante nos données montrent que la protéine seule exerce un effet de
freinage de la croissance tumorale. Cet effet ne pouvait pas étre observé dans le modele

HEK293 car la tumorigenicité réduite de cette lignée ne permet pas de mettre en évidence ce
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type d’effet. Ces resultats sont confortés par le fait que la mutation des deux phénylalanines
en position 115/116 fait perdre toute action anti-tumorale a la protéine. De maniére
surprenante les mutations individuelles de 115 et 116 ont un effet différent. La mutation de la
phénylalanine en 115 n’influence pas la croissance tumorale. La mutation de la phénylalanine
en position 116 renforce I’effet anti-tumoral de la protéine.

Sur le plan anatomopathologique les résultats montrent que I’action pro-cancéreuse
d’endocan est associée a une augmentation de I’index mitotique et sans modification
stromale : le stroma restant gréle sans infiltrat inflammatoire ; alors que I’effet de freinage de
la croissance tumorale de la protéine seule est associé a une modification stromale importante
essentiellement constituée d’une infiltration leucocytaire.

La double mutation indique clairement que cette région protéique, riche en
phénylalanine, joue un réle clé dans le freinage de la croissance tumorale laissant penser
qu'endocan pourrait interagir in vivo avec d’autres molécules par I’intermédiaire des
interactions hydrophobes. L’explication de [I'effet différent des deux mutations fait
actuellement défaut. On peut toutefois remarquer que sur toutes les tumeurs que nous avons
examiné il existe une association entre la vitesse de croissance tumorale et la quantité de
stroma tumoral, le nombre de cellules inflammatoires et le nombre d’apoptoses.

Le mécanisme exact par lequel endocan exerce ces actions reste inconnu. Le fait que
la protéine seule ne modifie pas in vitro la prolifération des cellules HEK 293 et des cellules
HT29 suggére un mécanisme d'action indirect. Il a été montré précédemment qu’endocan se
fixe sur le LFA-1 et diminue I’interaction avec ICAM- 1, suggérant un role modulateur
d'endocan dans I’adhésion, la migration ou [l'activation leucocytaire [9]. Nos résultats
corroborent cette hypothése a travers la surexpression d’endocan murin au niveau du stroma
des tumeurs HT29 et HT29-BL10 et I’absence d’infiltrat leucocytaire sur les sections
histologiques. Suivant cette hypothése, la forme non glycosylée (BL11) pourrait agir soit en
recrutant directement les leucocytes circulants, soit comme inhibiteur compétitif de la forme
murine secrétée par I’endothélium vasculaire néoformé. Elle pourrait ainsi favoriser le
recrutement leucocytaire dans la tumeur, ce qui a d’ailleurs été observé sur les sections
histologiques in vivo.

En conclusion, nos données suggerent que (i) endocan promeut la croissance tumorale,
(if) son mécanisme d’action est indirect, (iii) implique I’interaction avec les facteurs de
croissance par sa partie glycanique et (iv) favorise le recrutement leucocytaire intra tumoral
par sa partie peptidique. Endocan pourrait étre une cible intéressante de thérapie anti-

tumorale.
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maniere plus précise I’effet d’endocan sur les différentes étapes qui interviennent dans la
migration des leucocytes du torrent circulatoire vers les tissus.

Une partie importante de mon travail pendant la thése a été dédiée a I’étude des
marqueurs diagnostiques et pronostiques dans le mésothéliome pleural malin. Cette tumeur
connait actuellement une croissance constante de son incidence. Au plan mondial
« I’épidémie » de mésothéliomes s’aggrave de maniére constante car dans nombreux pays en
voie de développement I’amiante est encore largement répandue. Aujourd’hui nous ne
disposons pas de moyens diagnostiques précoces et le plus souvent nous somme limités a
proposer aux patients une thérapie palliative. Nous avons étudié une série de plus de 150
patients présentant soit un mésothéliome pleural malin soit des métastases pleurales d’un
adénocarcinome soit une fibrose pleurale bénigne liée a I’exposition a I’amiante. Nous avons
été surpris de constater que dans le sous-groupe de mésothéliomes pleuraux malins les taux
d’endocan ne sont pas corrélés avec le pronostic des patients méme si I’angiogénése et la
réponse immune jouent un rdle important dans I’évolution du mésothéliome [493].
Néanmoins nous avons pu montrer qu’endocan apporte une information pronostique dans le
sous-groupe de patients ayant un carcinome pleural métastatique (données non présentées)
confirmant ainsi nos données publiées.

Nous avons étudié sur cette population de mésothéliomes pleuraux [ utilité
diagnostique et pronostique de deux nouveaux marqueurs I’ostéopontine et la SMRP. Nous
avons pu montrer que la SMRP tant au niveau sérique que dans le liquide pleural est un bon
marqueur diagnostique du mésothéliome pleural. Nos données ont montré que la SMRP
pourrait étre utilisée afin d’orienter le diagnostic des mésothéliomes pleuraux de type
épithélioide. Les résultats concernant I’ostéopontine sont plus nuancés. En effet les taux
d’ostéopontine sont élevés chez les patients ayant un mésothéliome (comme I’avait suggéré
Pass et coll [404]) mais ce marqueur est incapable de différencier un mésothéliome d’une
atteinte pleurale métastatique d’un carcinome. La capacité de I’ostéopontine est également
limitée pour différencier une atteinte pleurale néoplasique d’une pleurésie bénigne liée a
I’amiante. Les deux marqueurs apportent une information pronostique indépendante.

La véritable question que souleve ces résultats est I’utilité pratique de ces marqueurs
car a ce jour (et d’autant plus dans le futur) il nous semble inconcevable de poser le diagnostic
d’une néoplasie quelcongue sans avoir une confirmation anatomopathologique fiable. En
dehors de I’utilisation comme marqueurs pronostiques, deux situations cliniques pourraient
étre envisagées. Premiérement il s’agit des patients qui ont une exposition a I’amiante prouvée

et des signes cliniques et radiologiques francs d’atteinte pleurale (plaques ou surtout
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pleurésie). Chez ce type de patient, en cas de valeur élevée de la SMRP, la probabilité d’avoir
un mésotheliome est élevée. En cas de nécessité on pourrait aller jusqu'a proposer au patient
de refaire une thoracoscopie (si les premieres biopsies pleurales ne font pas le diagnostic) car
cela influe fortement sur le pronostic du malade et a également des implications
administratives lourdes (reconnaissance et indemnisation du patient).

Une deuxiéme situation concerne le dépistage des mésotheliome pleuraux malins chez
les patients exposés a I’amiante. A ce jour il n’y a pas de consensus concernant le suivi de ces
patients. La réalisation d’investigations radiologiques (scanners thoraciques principalement )
répétées n’a pas encore démontré son efficacité dans I’amélioration du pronostic de ces
malades. On pourrait dans ces conditions spéculer qu’un ou plusieurs marqueurs seriques
comme la SMRP et/ou I’ostéopontine pourraient permettre d’identifier précocement les
patients avec un mésothéliome pleural malin comme I’a déja suggéré Robinson [400]. Méme
si cette approche semble prometteuse plusieurs écueils théoriques sont prévisibles.

En premier lieu il faudrait disposer d’un traitement efficace pour ces patients, ce qui
revient a démontrer qu’une chirurgie précoce avec ou sans chimio-/radiothérapie associée
offre un gain de survie significatif.

En deuxiéme lieu pour juger de I’utilité pratique d’un test il ne suffit pas de prendre en
compte la sensibilité et la spécificité du test. En fait, il est plus utile de juger les valeurs
prédictives positives et négatives, eléments qui sont calculés en prenant en compte I’incidence
de la maladie dans la population étudié. Dans le cas concret des patients fortement exposés a
I’amiante qui ont plus de 55-60 ans le calcul théorique du nombre de cas de mésothéliome qui
devraient apparaitre par an serait d’environ 2 a 5 cas pour 1000 patients exposés a I’amiante.
Avec un test ayant une sensibilité de 85-90% et une specificité supérieure a 90% la majorité
des patients positifs seraient en fait des faux positifs. Dans ces conditions I’utilité de ce test
est discutable [487]. Les valeurs de sensibilité/spécificité prises en compte plus haut sont
proches de celles retrouvées pour la mésothéline et I’ostéopontine. Cependant il est possible
que la combinaison des deux marqueurs puisse apporter une information supplémentaire et il
est également nécessaire de voir quels sont le type de faux positifs engendrés par ce test. Car
si les « faux » positifs sont représentés par un spectre réduit d’autres pathologie graves (voir
néoplasiques) le dépistage pourrait éventuellement apporter une amélioration de la prise en
charge de ces patients. 1l est donc nécessaire de réaliser rapidement des études de cohorte qui

vont nous apporter les éléments nécessaires pour répondre a toutes ces questions.
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