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“The greatest enemy of knowledge is not ignorance,
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SUMMARY IN FRENCH

Identification et caractérisation de nouveaux mécanismes moléculaires et cellulaires

dépendant de la Ténascine-C et impliqués dans I'agressivité du cancer du sein

Résumé de these d’Inés VELAZQUEZ QUESADA Inserm U1109 - Université de Strasbourg

Directrice de thése : Gertraud Orend.

1. Introduction

Le microenvironnement tumoral joue des réles cruciaux tout au long de la formation et de la progression
tumorales™. Celui-ci comprend la matrice extracellulaire (MEC)?, dont la Ténascine-C (TNC) est un composant
majeur trés fortement exprimé dans différents types tumoraux, notamment les cancers du sein®. Pour les patientes
atteintes de cancer du sein, les niveaux d’expression de la TNC corrélent avec une évolution péjorative, la

résistance au tamoxiféne et la formation de métastases pulmonaires™®.

Au niveau mécanistique, la TNC exerce des effets pléiotropiques, en favorisant la survie, la prolifération et
I'invasion des cellules tumorales, mais également I'angiogenese, I'inflammation et la formation de métastases
pulmonaires®®. Le réle potentiel de la TNC dans la progression tumorale mammaire a été précédemment analysé
en utilisant le modele transgénique MMTV-PymT® exprimant ou non la TNC™. L’absence de TNC ne modifie pas la
progression tumorale, bien qu’une organisation tumorale altérée et un infiltrat de macrophages aient été notés™.
En utilisant des modéles murins immuno-déprimés xénogreffés avec des cellules tumorales humaines, il a pu étre
montré que la TNC promeut la formation de métastases pulmonaires: en effet, les cellules cancéreuses

8,11 .
. Récemment,

mammaires exprimant la TNC produisent plus de métastases que celles n’exprimant pas la TNC
une étude a révélé que ceci est d0 a I'activation des voies de signalisation Wnt et Notch, augmentant ainsi la survie
des cellules tumorales durant les phases précoces de la colonisation métastatique du poumon?®. Par ailleurs, une
autre étude a montré que la TNC produite par les cellules stromales positives pour le marqueur S100A4 (S100A+)

. . , . 12
est cruciale pour la croissance des métastases pulmonaires™.

Le but principal de ma thése était de mieux comprendre les différentes contributions de la TNC durant
I’établissement des cancers mammaires et leur progression jusqu’au stade métastatique. Dans cette optique,
mon projet a été basé sur I'utilisation de deux modeles transgéniques murins de la carcinogenése mammaire
induite par I'expression tissu-spécifique d’oncogénes : le modéle “PymT” (MMTV-PyMT, sur-exprimant I'antigene
«T moyen» du virus du polyome ou « Polyoma virus-middle T»)° et le modéle “NeuNT” (MMTV-NeuNT ;

surexprimant une version constitutivement active de Neu, ’lhomologue chez le rat de I'oncogéne ERBB2/HER2)"™.



Dans les deux cas, les souris femelles développent des adénocarcinomes mammaires canalaires (de type luminal)

mulitfocaux qui métastasent au niveau du poumon.

En utilisant ces deux modéles, les objectifs spécifiques de mon doctorat étaient les suivants :

Objectif 1: Analyser les effets de la surexpression de la TNC sur la progression tumorale mammaire.
Objectif 2 : Analyser les effets de I’absence de la TNC sur la progression tumorale mammaire.
Objectif 3 : Identifier et valider de nouveaux médiateurs de la progression tumorale mammaire dépendants

de la TNC et ayant une potentielle pertinence clinique.

2. Résultats

A. Objectif 1 : Analyser les effets de la surexpression de la TNC sur la progression tumorale mammaire

Des souris transgéniques exprimant la TNC sous le contréle du promoteur MMTV avaient été générées
précédemment au laboratoire dans le fond génétique FVB. Quatre fondateurs indépendants, surexprimant a des
niveaux différents le transgéne, ont été obtenus et validé. Les effets de I'expression ectopique de la TNC sur la
progression tumorale ont été analysés aprés croisement de ces souris avec les modéles transgéniques des cancers
mammaires (PyMT ou NeuNT). Pour chaque modeéle, j’ai analysé des cohortes d’animaux dérivés de plusieurs
fondateurs différents. En bref, mes nombreuses analyses ont révélé que la surexpression de la TNC ne modifiait
aucun des parametres analysés au niveau des tumeurs primaires (temps de latence d’apparition, nombre et masse
totale des tumeurs) et des analyses histologiques n‘ont pas non plus révélé de différences. De plus, la
surexpression de la TNC n’a pas eu d’impact sur la formation de métastases pulmonaires. En résumé, je n’ai donc

pas pu observer d’effet significatif de la surexpression de la TNC sur la progression tumorale mammaire.
B. Objectif 2 : Analyser les effets de I’absence de la TNC sur la progression tumorale mammaire

Une approche complémentaire pour I'étude des contributions de la TNC a la progression tumorale
mammaire consiste a utiliser des souris présentant une invalidation génétique de la TNC (souris « knockout » pour
le géne codant pour la TNC, ou TNCKO) Alors que les souris NeuNT et PymT sont dans un fond génétique FVB, les
souris TNCKO™ ont été obtenues dans un fond génétique SL129. Comme une étude précédente utilisant le modele
PyMT dans un fond génétique mixte n’a pas révélé d’effet de I'ablation de la TNC, nous avons décidé de travailler
dans un fond génétique pur (FVB). Ainsi, j’ai donc au préalable d( effectuer des rétro-croisements des animaux
TNCKO avec des souris FVB pendant 10 générations, avant d’obtenir des animaux TNCKO en fond génétique FVB
pur. Ces animaux ont ensuite été croisés avec les modéles murins de la progression tumorale mammaire précités
afin d’obtenir les animaux expérimentaux TNC+/+ (animaux contrbles ayant deux alléles sauvages), TNC +/-
(hétérozygotes ayant un seul alleéle sauvage invalidé et un alléle invalidé) et TNC-/- (animaux complétement

invalidés pour la TNC).

B.1. Modéle PyMT



Cette étude m’a permis de montrer que I'absence de la TNC n’a pas d’impact majeur ni sur la formation et
la croissance des tumeurs primaires mammaires ni sur le développement des métastases. Mes résultats, obtenus
dans un fond génétique pur, semblent ainsi confirmer les données acquises précédemment avec ce méme modele

tumoral mais sur un fond génétique mixte™.
B.2. Modéle NeuNT
B.2.a. Etude 1 : stade « final » de la tumorigenése

Mes données acquises en utilisant le modele NeuNT ont révélé que, tout comme les animaux contréles, les
souris invalidées pour la TNC (TNC-/-) développent des tumeurs primaires mammaires mais aprés une période de
latence (temps requis pour que la premiere tumeur primaire soit palpable) rallongée comparée aux animaux
controdles (ts50=183 jours pour les souris contréles TNC +/+, versus ts,=232 jours pour les souris TNC-/-). L’analyse de
la masse tumorale totale au moment du sacrifice des animaux (soit 3 mois aprés la premiere palpation) n’a pas
révélé de différence significative entre les différents génotypes, suggérant que I'absence de TNC n’a pas d’effet

majeur sur la croissance tumorale une fois que les tumeurs sont constituées.

Durant mes premieres analyses des métastases pulmonaires observées dans le modele NeuNT, je me suis
rendu compte qu’une proportion importante de ces métastases est localisée dans la vascularisation, sous la forme
d’emboles tumorales. Cette observation est cohérente avec les descriptions précédentes des métastases
pulmonaires dans différents modéles murins transgéniques du sein induits par différentes formes d’ERBB2. ||
est méme possible que ces emboles constituent un mode de dissémination des cellules tumorales : elles peuvent
en effet étre observées dans la vascularisation péritumorale dans ces modéles murins'®, ce que nous avons
également pu observer dans le modéle NeuNT. De plus, la présence de ces emboles tumorales dans les vaisseaux
péritumoraux - un phénomene connu comme « invasion lymphovasculaire » ou « angioivasion » - est reportée de
maniéere fréquente chez les patientes atteintes de cancer du sein (de 20 a 35% d’entre elles, et en particulier dans
les cas ERBB2+) ou elle représente un signe d’agressivité des tumeurs, étant corrélée a une évolution péjorative

1922 pe maniére

pour les patientes (survie, envahissement ganglionnaire et formation de métastases distantes)
importante, au niveau de la vascularisation pulmonaire, les cellules tumorales sont capables d’extravaser a partir
de ces emboles vers le parenchyme pulmonaire suite a une EMT (Transition Epithelio-Mésenchymateuse) induite
une signalisation dépendante du TGF-beta par exemple'’, démontrant que ces emboles peuvent constituer des
stades métastatiques transitoires capables d’évolution. Bien que la mort cellulaire par apoptose soit relativement
rarement observée dans ces emboles (analyses de I'expression de la caspase-3 clivée), j’ai pu montrer que ces
emboles tumorales pulmonaires sont constituées non seulement de cellules tumorales qui proliferent (révélé par
I'expression du marqueur Ki67), mais aussi, fréquemment, par plusieurs types de cellules stromales, notamment
des cellules fibroblastiques/mésenchymateuses (S100A4+) et des cellules endothéliales (CD31+). De plus, j'ai pu
observer des emboles de tres grande taille, obstruant de maniére quasiment compléte la lumiére de vaisseaux
majeurs de la circulation pulmonaire. L'ensemble de ces observations et résultats supportent la notion que les
emboles tumorales observées dans le modele NeuNT sont des métastases capables de croitre et d’évoluer.
Finalement, j’ai également pu montrer que la TNC est exprimée a la fois dans les emboles et les métastases

parenchymateuses. De maniére intéressante, la TNC semble systématiquement exprimée et distribuée a la



périphérie des emboles, avec d’autres molécules de la MEC, telles que des laminines et la fibronectine, ce qui
suggeére qu’une capsule de MEC pourrait étre impliquée dans I'arrét des cellules tumorales/emboles circulants,
et/ou avoir des propriétés protectrices pour les cellules tumorales disséminées dans la circulation. Dans
I'ensemble, mes observations suggérent fortement que la TNC pourrait exercer un roéle crucial durant la
dissémination des cellules tumorales métastatiques, les phases précoces de la colonisation métastatique du

poumon et la croissance des métastases.

L’analyse des métastases dans les animaux TNC+/+ et TNC-/- a révélé que le nombre total de métastases
n‘est pas significativement modifié dans les animaux TNC-/-. Toutefois, la proportion d’emboles (stades
précoces/intravasculaires de métastases) est augmentée dans les animaux TNC-/-, suggérant que la TNC pourrait
favoriser I'évolution des emboles pulmonaires vers la formation de métastases parenchymateuses. De plus j'ai
utilisé une approche stéréologique pour quantifier au niveau histologique la taille (surface) des lésions
métastatiques. Cette analyse m’a permis de montrer que I’ablation de la TNC réduit d’environ 10 fois en moyenne
I'ampleur totale (surface cumulée) des Iésions métastatiques. Ces données suggerent que méme si I'absence de
TNC ne semble pas altérer la dissémination a partir des tumeurs primaires, la croissance et I'évolution des
métastases pulmonaires sont fortement altérées. La caractérisation des mécanismes cellulaires mis en jeu est en
cours (notamment par des analyses de la prolifération et de I'apoptose aprés marquages de tissus et

quantifications dans ces métastases).
B.2.b. Etude 2 : stade précoce de la tumorigenése

Un effet significatif de I'absence de TNC a été noté sur le temps de latence tumorale (déterminé par
palpation) dans le modele NeuNT. Afin de mieux caractériser la contribution de la TNC a ces tous premiers stades
de l'initiation et de la progression tumorales, j'ai réalisé une seconde étude des conséquences de |'ablation de la
TNC. Ainsi, les animaux ont été sacrifiés, avant que toute tumeur primaire ne soit détectable par palpation (soit a
'age de 4.5 mois). A ce stade relativement précoce, aprés sacrifice des animaux, jai pu observer
macroscopiquement dans quelques glandes mammaires des nodules tumoraux de petite taille (jusqu’a 5 a 6 mm de
diameétre) et possédant un apport sanguin évident. Ces cohortes d’animaux ont été analysées de maniére
systématique, notamment en réalisant des « préparations entieres » de la glande mammaire afin d’obtenir une vue
compléte du tissu et de pouvoir y quantifier les Iésions tumorales précoces. Une variabilité importante de la
ramification de l'arbre canalaire a été observée entre les animaux mais sans différence entre les groupes
expérimentaux (TNC+/+, TNC+/- et TNC-/-). Aprés observation, j’ai quantifié le nombre et la taille (surface) de
Iésions précoces (dont la plus grande dimension dépassait les 200um, seuil déterminé aprés examen de glandes
mammaires d’animaux contréles). De tels nodules ont été observés dans 63% des souris TNC+/+, 86% des souris
TNC +/-, et 50% des animaux TNC-/-. Parmi ces lésions précoces, aucune différence n’a été notée pour les plus
petites d’entre elles (surface inférieure a 0.2 mm?). Toutefois, une diminution significative du nombre de Iésions
précoces de plus grande taille (surface supérieure & 0.2 mm?) a été observée pour les animaux TNC-/-. Ces résultats
suggerent donc que I'absence de TNC entraine un retard de la croissance tumorale initiale et ainsi semblent
confirmer le retard d’apparition des tumeurs palpables observé dans les animaux TNC-/- lors de ma premiére

étude. De maniere plus intéressante, cette seconde étude permet une détermination des mécanismes mis en jeu,



notamment en réalisant des analyses histologiques. Notre étude préliminaire montre en effet que des Iésions
précoces (hyperplasies, carcinomes in situ) et des tumeurs de petite taille peuvent étre observées sur des coupes
de ces glandes mammaires. L’état hyperprolifératif des canaux/acini a été confirmé par des marquages Ki67,
révélant que quasiment toutes les cellules épithéliales proliférent (contrairement a des glandes mammaires
contrdles sans tumeur/expression d’oncogéne). De plus, la TNC ne semble pas exprimée au niveau des nodules
hyperplastiques (hyperprolifératifs) ni des carcinomes canalaires in situ, mais seulement au niveau des carcinomes
infiltrants. Cette observation pourrait expliquer la diminution du nombre des lésions précoces de plus grande taille
observée dans les animaux TNC-/-, suggérant ensemble que la TNC est importante pour promouvoir la progression
des carcinomes in situ en carcinomes infiltrants de plus grande taille. A ce stade, la TNC forme des travées a
I'intérieur du tissu tumoral, de maniéere similaire a ce qui peut étre observé dans les tumeurs primaires mammaires

de plus grande taille ou dans les métastases pulmonaires parenchymateuses.

En conclusion, mes résultats acquis avec le modele transgénique NeuNT soutiennent fortement la notion
que la TNC exerce des réles pléiotropiques et cruciaux a la fois a des stades précoces (formation et croissance des

tumeurs primaires) et a des stades ultimes (métastases pulmonaires) de la progression tumorale mammaire.

C. Etablissement de nouveaux modeles cellulaires syngéniques du cancer du sein (lié a I'objectif 3)

Les modeles murins génétiqguement modifiés représentent des outils puissants pour I'étude du
développement tumoral in vivo. Toutefois, leur mise en place et développement ainsi que le temps de latence
jusqu’a I'apparition des tumeurs primaires peuvent prendre beaucoup de temps. Cela est particulierement vrai
pour le modele NeuNT, pour lequel le temps de latence tumorale peut atteindre jusqu’a 200 jours pour les animaux
controles et plus de 300 pour les animaux invalidés pour la TNC, et de plus 3 mois supplémentaires sont ensuite
requis pour qu’une majorité des animaux développent des métastases pulmonaires. Afin de contourner ce
probléme, j’ai développé de nouvelles lignées cellulaires cancéreuses mammaires syngéniques a partir des deux
modeles transgéniques utilisés au laboratoire (PyMT et NeuNT ; seul ce dernier est décrit ci-aprés, étant donné
qu’il a été utilisé pour mes expériences in vitro et in vivo, en cohérence avec les phénotypes décrits ci-avant lors de
mon étude des animaux transgéniques). Mon but était d’établir de nouvelles lignées cellulaires proliférant in vitro
et qui sont tumorigéniques lorsque les cellules sont réimplantées in vivo dans des souris syngéniques (souris de
méme fond génétique, FVB, que le modele transgénique d’origine) totalement immuno-compétentes. Dans ce but,
apres sacrifice d’un animal transgénique NeuNT (NeuNT193), une tumeur mammaire a été dissociée de maniere
mécanique et enzymatique afin de mettre en culture les cellules. Aprés plusieurs semaines et passage des cellules,
une population pure de cellules épithéliales pu étre isolée et une analyse immunocytochimique m’a permis de
confirmer la nature épithéliale et tumorale de ces cellules, en révélant I'expression des marqueurs cytokératines
8/18 (marqueur épithélial luminal) et de 'oncoprotéine ERBB2. Afin de déterminer leur tumorigénicité, les cellules
NeuNT193 ont été ensuite implantées dans des animaux syngéniques (FVB) de maniéere hétérotopique (injections
sous-cutanées) ou orthotopique (injections dans la glande mammaire). De maniére surprenante, les cellules

injectées ont conduit a la formation de tumeurs primaires dans une trés forte proportion des cas (>90% des cas).



Une analyse histologique conventionnelle m’a de plus permis de montrer que ces tumeurs primaires obtenues
aprés injections des cellules sont phénotypiquement impossibles a distinguer des tumeurs observées dans les
animaux transgéniques (observation confirmée par une pathologiste spécialiste des cancers mammaires). De
maniére trés intéressante, j'ai de plus observé que les cellules tumorales implantées dans la glande mammaire
produisent spontanément des métastases pulmonaires (dans 60% des souris), et que ces métastases récapitulent le
patron observé dans le modéle transgénique (présence a la fois d’emboles tumorales dans la vasculature et de
métastases parenchymateuses). De plus, le potentiel métastatique des cellules NeuNT193 a en parallele été
déterminé en injectant ces cellules directement dans la circulation sanguine, au niveau de la veine latérale de la
queue des animaux, ce qui représente un test classiquement utilisé pour déterminer le potentiel de cellules a
métastaser au niveau du poumon. La formation de métastases pulmonaires a également pu étre observée, dans

50% des animaux injectés.

Un des buts premiers de la production de ces lignées était d’étre capable de manipuler le niveau
d’expression de la TNC et d’en analyser les conséquences. Ainsi, j’ai utilisé une approche basée sur des « sShRNA »
(TNC « knockdown » ou TNCKD) dont I'expression est médiée par transductions lentivirales afin de réduire
I'expression de la TNC de maniéere stable. Une réduction satisfaisante du niveau d’expression de la TNC a pu étre
observée (en quantifiant I'expression de ’ARNm par RT-PCR quantitative et de la protéine par western blot) pour
deux shRNAs indépendants. Des premiers tests fonctionnnels in vitro (d’autres tests sont encore en cours) m’ont
permis de montrer que la réduction de I'expression de la TNC conduit a un retard de prolifération des cellules
NeuNT193. Finalement, les cellules NeuNT193 contrdles et TNCKD ont été injectées de maniere orthotopique in
vivo, a des animaux contréles (TNC+/+) ou a des animaux invalidés pour la TNC (-/-). De maniére importante, cette
étude (en cours) a une valeur ajoutée par rapport a I'étude précédente utilisant les modeéles transgéniques car elle
permettra de déterminer la contribution relative de la TNC produite par les cellules tumorales d’une part et par les
cellules stromales d’autre part, sur l'initiation et la croissance de la tumeur primaire, mais aussi sur la formation de

métastases pulmonaires.

Finalement, j’ai a nouveau isolé in vitro des cellules NeuNT193 a partir des métastases pulmonaires (lignées
NeuNT193-LM, LM pour « Lung Metastasis ») survenues spontanément aprées implantation orthotopique (LM1 a 7)
ou injection dans le veine de la queue des animaux (LM 8 a 11). Ces dérivés de la lignée NeuNT193 parentale
devraient a priori étre plus métastatiques que la lignée parentale (en cours de détermination), et ainsi représenter
des outils de choix pour les études futures au laboratoire. Des dérivés des lignées NeuNT193 (parentale), LM1 et
LM11 ont également été établis afin que les cellules expriment de maniere stable un marqueur fluorescent et la
luciferase. Dans le futur, ces nouveaux outils cellulaires vont permettre d’effectuer un suivi et la quantification de
maniére non-invasive in vivo de la croissance tumorale primaire, de la dissémination et la formation de métastases

pulmonaires.

3. Conclusions



En utilisant des modeéles murins et des approches in vitro, mon travail de doctorat a permis de mettre en
lumiere différentes contributions importantes de la TNC au cours de la carcinogenése mammaire. Les perspectives
directes de mes travaux sont nombreuses mais de maniére générale les analyses encore en cours permettront
rapidement de mieux cerner les mécanismes moléculaires et cellulaires mis en jeu en aval de la TNC et impliqués
dans la progression tumorale mammaire. A plus long terme, ce travail pourrait permettre d’identifier de nouveaux

marqueurs moléculaires de I'action de la TNC et d’évaluer leur pertinence clinique potentielle.
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ABSTRACT

Elucidating novel molecular and cellular mechanisms in
Tenascin-C dependent breast cancer aggressiveness
Background

The microenvironment, which comprises the extracellular matrix (ECM), plays instrumental roles during tumor
formation and progression. Tenascin-C (TNC) is a major ECM component highly expressed in breast cancer,
correlating with poor prognosis, tamoxifen resistance and lung metastasis formation. TNC exerts pleiotropic effects
by promoting tumor cell survival, proliferation and invasion as well as angiogenesis and inflammation. Finally, TNC
expression correlates with lung metastagenicity and was shown to promote lung metastasis formation.

Objectives

The main goal of my thesis was to try to comprehensively understand the several contributions of TNC during
breast cancer establishment and progression to metastatic disease. Using the MMTV-PyMT and the MMTV-NeuNT
oncogene-induced models of breast cancer, my first objective was to analyze the effects of TNC overexpression and
the absence of TNC on breast cancer progression in vivo.

The second objective of my thesis was to establish syngeneic cell lines from MMTV-PyMT- and MMTV-NeuNT-
derived breast tumors in order to be able to analyze the role of TNC in vitro and in vivo in immune-competent FVB
mice.

Results

We established the MMTV-mTNC model, to evaluate the effect of the overexpression of TNC in breast cancer
progression but unfortunately did not find overexpression of TNC in NeuNT breast tumors. Therefore in this work |
could not evaluate the effect of the overexpression of TNC in breast tumor formation. My analyses also revealed
that the absence of TNC does not affect breast tumorigenesis in the MMTV-PyMT breast cancer mouse model,
confirming a previous study .

More interestingly, using the MMTV-NeuNT model, we show that TNC promotes primary tumor initiation and lung
metastatic colonization. In the lung, TNC increases of cancer cell survival in intravascular metastases and promotes
their progression.

Finally, we established breast cancer cell lines from MMTV-PyMT and MMTV-NeuNT mouse models that grow in

vitro and are tumorigenic when re-implanted in syngeneic, fully immuno-competent mice.

Conclusions

In this work we had shown that TNC participates in tumor initiation and in lung metastasis colonization in an ErbB2-
driven transgenic breast cancer mouse model.

The established cell lines are alternative tools useful for in vivo and in vitro studies in breast cancer research.

This study participates to a better understanding of TNC contributions in breast cancer progression and may pave

the way towards the identification of novel molecular and cellular mechanisms implicated.
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INTRODUCTION

Cancer seems to be an old disease. Mummies from Egypt and Chile have been diagnosed with benign or
malign tumors and bones dating from 14™-19" century showed also evidence of cancer (1). Furthermore,
several scripts dating from the fifth century BCE to 1300 CE were written about cancer and it seems that

even Greeks were able to distinguish between benign and malignant tumors (2).

The number of cancer diagnostics has increased in recent years. The World Health Organization suggests
that this increase is due to 21%-century lifestyles including tobacco use, insufficient physical activity or
unhealthy diets (3). Moreover, it has been proposed that the increase in the number of cancer cases is

also due to a longer life expectancy and a better diagnosis of the diseases (2).

Cancer is a progressive disease, notably caused by the uncontrolled expansion of cells within a tissue and
that at late stages are able to colonize distant tissues. Depending on the cell type of origin, a cancer can
be classified as a carcinoma (epithelial origin), a sarcoma (stromal cell origin), a leukemia (blood cell

origin), a lymphoma and a myeloma (immune cell origin) or a central nervous system cancer.

But how can normal cells become hyper-proliferative and form tumors? In normal conditions, tissues
maintain an equilibrium in their number of cells by an intimate cell-cell and cell-stroma communication.
These molecular and cellular crosstalks regulate different biological processes controlling cell fate within
a tissue, such as proliferation or cell death. A tumor may start to form when tissue homeostasis is
disrupted, leading to deregulated cellular interactions which, together with genetic modifications, can
ultimately contribute to the transformation and progression of normal cells towards becoming highly
proliferative-malignant cells. In 2000 and 2011 Douglas Hanahan and Robert Weinberg enumerated a list
of skills that cancer cells commonly acquire during tumor formation and cancer progression (4)(5). These
attributes include: proliferation-promoting signaling, evasion of growth-suppressor signals, cell death
resistance, replicative immortality and metabolic reprogramming (4)(5). In addition and importantly, at
several steps during tumor progression, tumor cells adapt to and shape their microenvironment, which is
composed of both cells and the extracellular matrix (ECM) (4) (5) (6) (7). Among others, such crosstalks
enable tumor cells to induce angiogenesis, to evade from the immune system and to become invasive

and disseminate, a pre-requisite for metastasis formation (8).



Introduction

1. HALLMARKS OF CANCER

1.1 Growth signal autonomy

In normal adult tissues, cell proliferation is regulated by external signals. This activation occurs when
growth factors that are present in the microenvironment are sensed by cell membrane receptors and
activate a cascade of intracellular events that finally trigger cell proliferation. Normally, this activation is
highly regulated; but cancer cells develop different strategies to overcome such regulations. Thus in
cancer cells the expression levels or the functional capabilities of different molecules involved in growth
signaling pathways are modified, often by alterations at the level of cell membrane receptors. As
examples, some cancer cells overexpress cell membrane receptors (e.g. ErbB2, EGFR) and thus become
more responsive and sensitive to levels of their cognate ligand(s). Other tumor cells express a mutant,
constitutively active, version of the receptor generating growth-factor independent activation of the

downstream signaling pathway.

Downstream (intracellular) growth signaling is also frequently altered in cancer cells producing a
constitutive activation of the pathway. Cancer cell proliferation can also be hyper-activated by a higher

availability of growth factors secreted by cancer cells themselves or by tumor-associated stromal cells.

1.2 Evasion of anti-growth signals

Even after activation, cell proliferation is normally regulated at different levels. If one of these
checkpoints fail, the cell cycle is blocked and the cell does not divide. Tumor suppressors are molecules
whose function is to counteract abnormal cellular events that could lead to tumor formation. Some of
them are regulators of cell proliferation and can block this cellular process if necessary. There are several
kinds of tumor suppressor proteins; many of them participate in the regulation of the cell cycle and/or
are involved in DNA repair. Selected well-known examples of such tumor suppressors, frequently
inactivated in tumors, include pRb, p53, BRCA1 and BRCA2. Others participate in cell contact-inhibition
mechanisms. In cancer cells, the expression, function and/or activation of proteins mediating anti-growth

signals are often affected, hereby promoting cell proliferation.

1.3 Resisting cell death

Cells can die through diverse mechanisms including apoptosis and necrosis. Apoptosis is triggered in
physiology, e.g. during embryogenesis, or pathological conditions. Apoptosis is activated by either
external signals received through cell death membrane receptors or by internal signals produced by the
release of pro-apoptotic molecules such as from mitochondria. These signals induce a sequence of events
that include activation of caspases, DNA condensation and finally cell fragmentation that creates

apoptotic bodies. Apoptosis is a process that does not cause inflammation because the cell membrane
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remains intact, and the rest of the cell body is rapidly phagocytosed. Cancer cells escape death by
apoptosis mainly by losing some of the activators, such as DNA damage sensors, or by increasing anti-

apoptotic signals.

Whereas in apoptosis death is programmed, necrosis represents “cell death by accident”. Cells that had
suffered an extensive injury, e.g. by high physical/thermal injury, profound membrane damage,
mitochondria dysfunction, or swelling of lysosomes enter an irreversible pathway that finally produces
cell death (9). As a result of cell damage, lysosomal enzymes are released into the cytoplasm and degrade
cellular components. The cell membrane is also damaged and cell permeability increases generating
finally the destruction of the cell. In tumors cancer cells can die by necrosis releasing pro-inflammatory

signals, which ironically promote tumor growth.

1.4 Unlimited replicative potential

Normal cells cannot replicate forever as they indeed can sense their own age by a “beautiful” molecular
mechanism that depends on telomere shortening. In the early sixties, it was observed that cells have a
finite lifespan. Almost 10 years later it was proposed that this is because after each cell division an end
sequence of the chromosome called the telomere is not replicated during DNA replication and therefore
becomes progressively shorter. When telomeres are too short, the cell cycle does not progress anymore
(10). Cancer cells commonly evade this internal cellular control of aging mainly by two mechanisms:
overexpression of telomerase or by alternative recombination-based telomere maintenance

mechanisms.

1.5 Altered metabolism

One characteristic of cancer cells is that they use abnormal mechanisms to generate energy. Normal cells
use glucose to obtain ATP. In aerobic conditions, the end product of glycolysis is pyruvate that enters the
mitochondria to produce ATP. Otherwise, under low oxygen conditions cells trigger an anaerobic process
where pyruvate is then metabolized into lactate. Cancer cells activate glycolysis even in the presence of
oxygen, a process called aerobic glycolysis. Consequences of this process are the acidification of the
tumor microenvironment because of the high concentration of secreted lactate and a high increase in the

glucose consumption (11) (12).

1.6 Angiogenesis

The supply of oxygen and nutriments in tissues depends on a vascular system formed by blood vessels. In
normal tissue blood vessels are composed of three layers: (a) the tunica intima, directly in contact with
the lumen of the vessel and formed by a layer of endothelial cells (EC), a basement membrane and a thin

layer of subendothelial connective tissue; (b) the tunica media, composed mainly by elastic fibers and
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several layers of supporting smooth muscle cells; and (c) the tunica adventitia, made by loose connective
tissue and other supporting cells like pericytes. The composition of these layers is different in arteries,
veins and capillaries, and depends on the localization of the vessel and the internal pressure. Blood vessel
assembly (vasculogenesis) occurs during embryonic development. In adult tissues, the formation of new
blood vessels occurs from pre-existing ones by a process known as angiogenesis. Angiogenesis begins by
the dilatation of a blood vessel in response to angiogenic signals. The basement membrane is locally
degraded, endothelial tip cells sprout and invade the surrounding stroma. EC that are just behind the
leading front (stalk cells) proliferate, form a migrating column and the lumen of the vessel and finally

supporting cells are recruited (13).

Tumor growth and progression require persistent blood vessel formation. This happens because cancer
cells produce and release pro-angiogenic factors that promote angiogenesis. Although vascularized,
tumor blood vessels are structurally and functionally abnormal. In general one tumor can contain areas
with different vessel density and vessels with different architecture e.g. wide or tortuous vessels, or
vessels with an irregular lumen. Every layer of tumor vessels is abnormal: EC do not have a normal
appearance, cells are not completely connected and sometimes they form multiple layers. In addition,
arterial and venous identity is not well defined. The basement membrane composition and thickness is
also abnormal, and there are few supporting cells covering tumor vessels. As a result, these vessels are

leaky, providing poor oxygen and nutrient supply (14).

1.7 Evading of and subverting the immune system

Although the immune system is a barrier for tumor formation and progression, tumors can develop
several mechanisms to exploit the immune system and to evade immune surveillance. One of these
mechanisms includes the ability of tumor cells to thrive in a chronically inflamed microenvironment.
Studies with xenograft and transgenic mouse models as well as epidemiological studies showed that

inflammation produced by external or internal stimuli facilitates tumor formation and growth (15).

Tumor cells also have to evade immune recognition. The role of the immune system as surveillance of
malignancy was proposed around 50 years ago by observing that immune-compromised mice are more
prone to spontaneous or chemical induced tumor formation and that immune-deficient patients are
more likely to develop tumors. The surveillance function of the immune system is mainly carried out by T
and B cells, which recognize immunogenic antigens exposed in the cell membrane. Immune surveillance
mechanisms limit tumor formation, but some tumor cells evade this by expressing few or none of these
immunogenic proteins. It is thought that tumors developed in immune compromised mice are not
exposed to this selection and contain highly immunogenic cells. Transplantation experiments of these

tumor cells showed that they are inefficient at forming secondary tumors in a syngeneic host (4).
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1.8 Invasion and metastasis

The main feature of cancer cells is their capability to disseminate and colonize the same or different
organs in a multistep process called metastasis. The word metastasis is derived from a greek word
meaning “displacement”. Dissemination begins when cancer cells cross the basement membrane, invade
the surrounded stroma, and reach blood or lymph vessels. Then, metastatic cells are transported through
blood or lymph vessels to the target organ(s) where they finally attach to the endothelium, extravasate
and proliferate. As one can suppose metastasis requires a high plasticity of the cancer cells in order to go
through the whole process since they have to adopt different features and survive in several new and
hostile microenvironments. Even if the sequence of events that take cancer cells to metastasize is similar,
particularities depending on the tumor cell, the primary tumor and the metastatic niche make metastasis

a highly heterogeneous and overall inefficient process.

The invasion of the local stroma can occur in a single cell manner or collectively (7). During collective
invasion, the invasive cells maintain expression of epithelial markers and cell-to-cell adhesions and only a
subset of cells at the invasive front provides migratory grip pulling the rest of the cells. On the other
hand, a single cell invasion implies dramatic molecular and cellular changes. The single cells that are able
to detach from the primary tumor are those that lose some epithelial markers and acquire mesenchymal
characteristics by a process known as epithelial mesenchymal transition (EMT), thus becoming more
motile, more invasive and less proliferative. Single cells can also efficiently become invasive by acquiring
amoeboid features. Cells with this morphology are round, do not have cell polarity, do not form stress
fibers and do not contain focal adhesions (16). During amoeboid invasion cells weakly interact with the

ECM and loose the capability to move towards a chemotactic gradient.

It is not well known how cancer cells intravasate, i.e. how they leave the tissue and enter into blood
vessels. There are data suggesting that intravasation is an active process in which cancer cells migrate
through blood vessels following nutrient or chemokine gradients. Other evidence proposes that cancer

cells can be pushed to enter through the leaky tumor vessels in a passive manner(16) (17).

Although cancer cells can enter and travel in lymph vessels, and even the presence of cancer cells in
regional lymph nodes is highly used as a prognostic marker, some data indicate that haematogenous
circulation is the major route for metastatic dissemination (18). Single and aggregated circulating tumor
cells (CTC) are often detectable in the blood of cancer patients (19)(20). Detection of these cells and
analysis of their metastatic potential is a growing area in cancer research (19). Stromal cells as fibroblast
can travel with the CTC, increasing their viability and their capability to form metastasis (21). Moreover,
CTC can interact with platelets and circulating cells as leukocytes and this interaction enhances their

survival (22) and invasiveness (23).

During their transit in the circulation, cancer cells interact with the vascular endothelium and some of

them can dock onto it. Cancer cells can adhere to the endothelium by direct cell-cell interactions with
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endothelial cells (24)(25). It might also be possible that the interaction between cancer cells and
endothelium occurs in an indirect manner, e.g. via ECM molecules. There is indeed evidence that prior to
extravasation, disseminated metastatic tumor cells can proliferate within the vasculature thus forming
small colonies that later can destroy the vascular boundaries and outgrow in the parenchyma of the

tissue (26) (27).

Many reports showed that cancer cells extravasate and invade the new tissue as solitary cells (28)(27)
and hence the extravasation of cancer cells depends on the ability of the cell itself to invade (29)(30) and
on the characteristics of the vessel walls. Interestingly, in 1998 Lapis and colleagues (1988) proposed an
alternative invasion-independent mechanism of extravasation (31). Electron microscopic analysis of lungs
recovered at different times after an intravenous injection of B16-F10 cells revealed two distinct of
invasion-independent extravasation processes, whether extravasation occurred in lung capillaries or in
lung arterioles. Immediately after lodging of the cancer cells to the capillaries a “fibrin reaction”
occurred. Subsequently there is a retraction of the endothelium providing direct contact of tumor cells
with the basement membrane. Endothelial cells appear to surround completely the cancer cells thus
promoting their extravasation. The lodging of cancer cells to arterioles promotes also a rapid fibrin
reaction. However, in arterioles, the endothelial layer does not retract. Instead, a new endothelial cell
monolayer surrounds the tumor emboli. In these endothelialized emboli cancer cells proliferate until the
lumen of the vessel is filled. Extravasation of this kind of metastasis occurs by mechanical disruption of
the tumor clump. Even if molecular and cellular details of the extravasation process remain to be
elucidated, it is obvious that it occurs by several mechanisms. Endothelialized tumor emboli have been
observed also in primary tumors suggesting that this emboli can travel through the circulation while

surrounded by a layer of endothelial cells (32)(33).

Extravasation of metastatic cells does not ensure colonization of the target organ. Even if cells succeed in
colonization, this does not always occur immediately (34). Disseminated tumor cells (DTC) that will
succeed in colonizing the target organ will first grow as micrometastatic colonies (potentially reaching an
equilibrium between proliferating and apoptotic cells) and later form macrometastasis. Finally, DTC can
also remain in a dormant state for years and even decades until the conditions of the new niche change

and promote their proliferation (35) (36).

Since the beginning of studies dedicated to metastasis, it was evident that cancer cells do not metastasize
to all organs, but they have favorite target tissues and that this preference depends of the origin of the
primary tumor. For example, breast cancer cells metastasize mainly to lung, liver, brain and bone (37)
(38), whereas the most important metastatic site of colon cancer is the liver. These affinities are not
completely explained by the anatomical or mechanical characteristics of the circulation system, the

metastasis formation requires also compatibility between cancer cells (the seed) and the metastatic
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microenvironment (the soil) (39). Several studies have been done in order to identify genes that
determine tissue-specific colonization, e.g. specific genes expressed by breast cancer cells that
metastasize to lung and that are different from genes expressed by breast cancer cells that metastasize
to brain. These subsets of genes are called metastatic signatures and vary from one metastatic target
tissue to another (40)(41)(42). Although it is clear that diverse organs present different characteristics, it
was thought that these characteristics do not change until the arrival of the cancer cells. The concept of
the soil as a static participant has lately been challenged. David Lyden and colleagues demonstrated that
cancer cells can prime the metastatic soil by releasing soluble factors to the circulation even before they
escape from the primary tumor. Interestingly they observed that these factors are tissue-specific and

determine the future targe