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Résumé général

Le lymphome non hodgkinien (LNH) représente le 5iéme type de cancer le plus
fréquemment rencontré chez les Canadiens. Il est notamment responsable de 8% des
déces reliés au cancer chez les jeunes de moins de 19 ans. Le principal obstacle au
diagnostic et au traitement du LNH est relié a la dissémination des cellules cancéreuses
vers les organes périphériques et la formation de métastases. Puisque la majorité des
molécules d'adhésion exprimées sur les leucocytes normaux se retrouvent également a
la surface des cellules de lymphome, il a été postulé que ces molécules pourraient jouer
un réle clé dans la dissémination des cellules cancéreuses vers les organes
périphériques. De plus, des travaux récents ont démontré que lors du processus
métastatique, les contacts intercellulaires entre les cellules tumorales et I'endothélium
vasculaire supportés par la présence de ces différentes molécules d'adhésion peuvent a
leur tour moduler I'expression génique des différentes cellules stromales, notamment les

cellules endothéliales.

Les travaux de recherche présentés dans cette thése avaient pour objectif
d'élucider le rbéle d'une famille de molécules d'adhésion, les sélectines, dans la
croissance et la dissémination du lymphome et d'analyser la modulation de I'expression
génique des cellules endothéliales lors de leur interaction avec les cellules de
lymphome. Ces travaux ont permis d'établir pour la premiére fois un réle majeur de la L-
sélectine dans la croissance du lymphome thymique. De plus, avec I'aide de modéles
transgéniques, nous avons observé que l'absence de L-, E- ou P-sélectine chez I'hote
ralentit de fagon significative le développement des métastases suite a l'injection de
cellules de lymphome par voie intraveineuse. Par contre, des tests de migration in vivo
nous ont permis de démontrer que le role des sélectines dans la formation de
métastases se manifestait a une étape subséquente a la migration aux organes cibles,
des résultats conformes a ceux obtenus lors d'études antérieures dans le cas de la

molécule d'adhésion ICAM-1. L'ensemble de ces résultats suggére que les molécules

Xii



d'adhésion jouent un réle actif lors de linteraction entre les cellules cancéreuses et
stromales, possiblement en favorisant I'échange de signaux d'activation de fagon bi-
directionnelle  Les expériences subséquentes entreprises pour confirmer cette
hypothése nous ont en effet permis d'observer la modulation génique de I'endothélium
lors de linteraction avec les cellules de lymphome. Parmi les génes modulés, on
retrouve EGR-1, un facteur de transcription dont I'expression est augmentée de fagon
significative dans les cellules endothéliales suite au contact avec les cellules de
lymphome. Dans la littérature récente, ce facteur de transcription retient de plus en plus
I'attention pour son implication dans I'expression de différents génes dont VEGF, une
molécule pro-angiogénique. Bien que la modulation de I'expression de EGR-1 était plus
importante lors du contact direct, nous avons observé que la sécrétion de molécules
solubles par les cellules de lymphome pouvait étre suffisante pour amener cette
modulation. Parmi ces molécules, PDGF et EGF ont stimulé I'expression de EGR-1

dans des lignées de cellules endothéliales et des fibroblastes.

En conclusion, nos résultats mettent en évidence le réle des sélectines dans la
pathologie du lymphome et font ressortir la capacité des cellules cancéreuses a moduler
I'expression génique des cellules stromales, complexifiant ainsi le modéle traditionnel du

processus métastatique.
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1.1 Le lymphome

1.1.1 Introduction

Le lymphome est un terme général désignant un groupe de cancers prenant
naissance au niveau du systéme lymphatique. Ainsi, le préfixe "lymph-" désigne leur
origine des cellules du systéme lymphatique, alors que le suffixe "-ome" dérive du Grec
et signifie "tumeur". Le systéme lymphatique comprend un réseau de canaux, les
vaisseaux lymphatiques longeant les artéres et les veines, des ganglions lymphatiques,
situées au niveau du cou, des aisselles, de la poitrine, de 'abdomen et de 'aine ainsi
que la moelle osseuse, le thymus, la rate et les plaques de Peyer des muqueuses
intestinales. Plusieurs types de cellules leucocytaires peuvent donner naissance aux
lymphomes. Générallement, les lymphomes sont divisés en deux grandes catégories,

les lymphomes hodgkiniens, et les lymphomes non hodgkiniens (LNH).

Avec 850 nouveaux cas prévus, les lymphomes hodgkiniens comptaient pour
seulement 11% de tous les cas de lymphomes au Canada en 2006 '. Quant au
lymphome non hodgkinien, les 6600 nouveaux cas et 3000 décés anticipés au Canada
pour cette méme année représentent 4,3% de tous les cas de cancers. De plus, les
lymphomes constituent 17% des nouveaux cas et représentent 8% des décés dus au
cancer chez les jeunes de moins de 19 ans. Alors que l'incidence de plusieurs autres
types de cancer est stable ou en diminution, les LNH sont en continuelle progression, ce
qui est attribuable d'une part, & un diagnostic plus précoce et d'autre part 4 une

augmentation des cas réels.

Le lymphome de Hodgkin fut nommé suite a la description de plusieurs cas de la
maladie par le Dr. Thomas Hodgkin en 1832. Les lymphomes de Hodgkin sont
caractérisés par la présence de cellules de Reed-Sternberg, possédant une
morphologie particuliere en facilitant le diagnostic. Les cellules de Reed-Stermnberg sont
en fait des cellules B immatures néoplasiques qui, dans 95% des cas, présentent un

réarrangement des génes des immunoglobulines®. Lors du développement des cellules



de Reed-Sternberg, on observe une infiltration massive de la population clonale par des
leucocytes sains qui font partie intégrante de la masse tumorale. Le développement
localisé accompagné de trés rares cas de dissémination, jumelé & I'aspect
caractéristique de la tumeur qui en facilite le diagnostic et le traitement, se distingue des
lymphomes non hodgkiniens dont I'hétérogénéité des types tumoraux et la plus grande
capacité a former des métastases en compliquent la détection et le traitement. Ainsi, au
Canada, en 2006, 13% des patients atteints d'un lymphome de Hodgkin en décéderont,

par comparaison aux 45% atteints d'un lymphome non hodgkinien’.

Les lymphomes non hodgkiniens, sont divisés en plusieurs catégories selon le
type de cellules impliquées, les organes atteints et le stade d'évolution de la maladie.
Plusieurs systémes ont été établis afin de classifier les différents types de lymphomes.
La classification la plus récente est celle de [I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS/WHO) qui se veut en fait une mise a jour de la classification REAL (Revised
European-American Lymphoma classification) établie en 199434, Cette classification

des différents types de lymphomes non hodgkiniens est présentée au tableau 1.

1.1.2 Causes reliées au développement du lymphome non hodgkinien

Plusieurs preuves confirment que des agents infectieux peuvent étre
responsables du développement du lymphome non hodgkinien. Ceux-ci comprennent,
le virus Epstein-Barr (EBV) qui est associé étroitement au développement du lymphome
de Burkitt et des lymphomes associés au VIH (virus de l'immunodéficience humaine)®.
Entre 45% et 70% des lymphomes non hodgkiniens qui se développent chez des
patients atteints du SIDA sont associés a I'EBV. De plus, chez ces individus infectés par
le VIH, pratiquement 100% des lymphomes du systéme nerveux central sont associés a
I'EBV. Les lymphomes a cellules NK et les lymphomes T semblables aux NK retrouvés
dans le tractus aéropharyngien supérieur ainsi qu'a d'autres sites extra ganglionnaires
tels que la peau sont également trés souvent associés & EBV®. Ces infections sont

observées surtout en Asie, en Amérique Centrale et en Amérique du Sud. HTLV-1



(Human T-cell Leukemia Virus) est directement responsable du développement de la
leucemie/lymphome T de l'adulte et se retrouve de fagon endémique aux Caraibes et
dans le sud du Japon’. Plus récemment, les lymphomes gastriques, plus
particulierement ceux connus sous le nom de lymphomes extra ganglionnaires de la
zone marginale de type MALT (mucosal associated lymphoid tissues) ont été associés a
une infection par Helicobacter pylori ®. L'herpés virus HHV-8 a également été isolé des
sarcomes de Kaposi chez des individus infectées par le VIH °. Une infection par
Borrelia  bergdorferi a été associée au développement d'un lymphome

extraganglionnaire de la zone marginale de la peau '°.

L'exposition & divers agents a d'ores et déja été associée a une augmentation du
risque de développement de LNH. Le diphenylhydantoine peut provoquer le
developpement d'une hyperplasie lymphoide, souvent difficile & distinguer du LNH ",
Dans la majorité des cas, cette hyperplasie régresse lorsque I'on cesse I'administration
de la drogue, mais dans certains cas il y aura évolution vers un lymphome. On a aussi
suggere que l'exposition & divers produits chimiques, dont I'acide phénoxyacétique, un
herbicide, augmente le risque de LNH'?"*. D'autres associations avec I'environnement
incluent I'exposition & I'arsenic, aux pesticides, fongicides, chlorophénols, halométhane,
plomb, chlorure de vinyle et amiante'®'8, Ainsi, plusieurs professions ont été associées
avec un risque plus elevé de développement d’'un LNH dont I'agriculture, la soudure et
l'industrie de la coupe de bois'®. L'incidence de LNH est beaucoup plus élevée chez les
survivants d'accidents impliquant des réacteurs nucléaires tel que ceux survenus dans
la région de Tchemobyl®®. Le LNH & également été observé plusieurs années suivant
un traitement de chimiothérapie ou de radiothérapie. C'est pourquoi des patients traités
pour un lymphome de Hodgkin courent un risque plus élevé de développer un autre type

de lymphome par la suite 2*.

Les immunodéficiences héréditaires et acquises, tout comme les maladies auto-

immunes sont associées a un risque plus élevé de lymphome %4, L'association entre



l'appariton d'un LNH et limmunosuppression est bien établie. Lorsque
'immunosuppression est renversée, par exemple lorsqu'on cesse I'administration de
drogues immunosuppressives suite & une transplantation, la plupart de ces lymphomes
régressent de fagon spontanée %. L'incidence de LNH est 100 fois plus élevée chez
des patients transplantés nécessitant une immunosuppression chronique et I'apparition
du lymphome survient souvent dés la premiére année suivant la transplantation.
Plusieurs immunodéficiences héréditaires, tels que le syndrome lymphoprolifératif lié au
chromosome X, le syndrome de Wiskott-Aldrich, le syndrome de Chédiak-Higashi et
I'ataxie télangiectasie sont compliquées par des lymphomes agressifs tels le lymphome
de Burkitt et le lymphome diffus a grandes cellules B. L'incidence du lymphome lors de
I'immunosuppression iatrogénique, le syndrome de I'immunodéficience acquise (SIDA)
et plusieurs maladies auto-immunes (tableau 3) appuient fortement l'implication du
déreglement immunitaire dans le développement et la pathologie de certains types de

lymphomes.



Tableau 1 : Classification REAL/WHO des lymphomes non hodgkiniens

Fréquence (%) *
Néoplasmes lymphoides B
Hémopathies lymphoides a précurseurs de cellules B :
Leucémie aigué lymphoblastique a précurseurs de cellules
B/lymphome lymphoblastique
Hémopathies lymphoides a cellules B (périphériques)
Leucémie lymphoide chronique B/petit lymphome
lymphocytaire
Leucémie prolymphocytaire B
Lymphome lymphoplasmocytaire/immunocytome 1
Lymphome du manteau 6
Lymphome folliculaire 22
Lymphome B extraganglionnaire de la zone marginale de type
MALT
Lymphome B ganglionnaire de la zone marginale (+/-
monocytoide)
Lymphome splénique de la zone marginale (+/- lymphocytes
villeux)
Leucémie a tricholeucocytes
Plasmacytome/myélome plasmocytaire
Lymphome diffus a grandes cellules B 33

Lymphome de Burkitt 2

Néoplasmes lymphoides T et NK

Hémopathies lymphoides a précurseurs de cellules T :
Leucémie aigué lymphoblastique a précurseurs de cellules 2
T/lymphome lymphoblastique
Hémopathies lymphoides a cellules T et NK (périphériques) 8
Leucémie lymphoide chronique T/leucémie prolymphocytaire
Leucémie lymphocytaire T a grains
Leucémie agressive NK
Leucémie/lymphome T de I'adulte (HTLV1+)
Lymphome T/NK extraganglionnaire, de type nasal
Lymphome T de type entéropathie
Lymphome T sous-cutané de type panniculite
Mycose fongoide/syndrome de Sézary
Lymphome T gammal/delta hépatosplénique
Lymphome T angio-immunoblastique
Lymphome T périphérique, non spécifié
Lymphome anaplasique a grandes cellules, cutané primitif
Lymphome anaplasique a grandes cellules, systémique primitif 2

*Pour les sous-types dont la fréquence est 2 1%. Adapté de Harris et al.?



Tableau 2: Caractéristiques des principaux types de lymphome

Type de lymphome

Phénotype

Génotype

Leucémie / lymphome
lymphoblastique aigu a
précurseur de cellules B

Leucémie / lymphome
lymphoblastique aigu a
précurseur de cellules T

Leucémie lymphoide
chronique B/petit lymphome
lymphocytaire

Lymphome folliculaire

Lymphome diffu a grandes
cellules B

Lymphome de Burkitt

Lymphome du manteau

Lymphome T périphérique

Cellules pré-B exprimant TdT
sans Ig de surface, CD19+,
expression variable de CD10
et CD20

Cellules pré-T exprimant CD1
et TdT, expression variable de
CD2, CD3, CD4, CD5 et CD8

Tumeur de cellules B
périphériques CD5+,
CD23+,CD10-, faible
expression d'IgM

Tumeur de cellules B
périphériques CD10+, CD5-,
expression d'lgG

Tumeur de cellules B
périphériques, CD5 et CD10
variable, Ig +, TdT -

Tumeur de cellules B
périphériques, CD10+, IgM+

Tumeur de cellules B
périphériques, CD10-, CD23-,
IgM+, IgD+

Tumeur de cellules T matures,
positif pour plusieurs
marqueurs de cellule T,
exprime CD4 ou CD8, TdT-,
CD1-

Différentes translocations
chromosomiques, dont
plusieurs impliquent le locus
Ig. {{12;21) dont le
réarrangement TEL1 et AML1.
Différentes translocations
chromosomiques, plusieurs
impliquant le locus du
récepteur des cellules T. Le
réarrangement du géne TAL1
est le plus commun.

Trisomie 12, délétion de
11923, anormalités de 13q,
{(14;19)

1(14;18) impliquant le géne
BCL2 amenant sa
surexpression

Différentes aberrations
chromosomiques, 30%
impliquent K14;18); 20-30%
présentent un réarrangement
du géne BCL6 sur le
chromosome 3
Translocations impliquant c-
myc et le locus Ig,
habituellement 8;14),
également {(2;8) et 8;22).
Infection latente par EBV
souvent observée en Afrique.
#(11;14) impliquant le gene
BCL1 amenant sa
surexpression (aussi connue
comme cycline D1)

Différentes translocations
chromosomiques.
Réarrangement clonal du
récepteur de cellule T.

TdT (terminal deoxytransferase), CD (cluster designation), Ig (immunoglobuline), EBV (Epstein-Barr virus)



Tableau 3: Principales causes associées au développement d'un lymphome non

hodgkinien

Agents infectieux
Virus Epstein-Barr
HTLV-1 (Human T-cell leukemia/lymphoma virus)
Helicobacter pylori
HHV-8 (Human herpes virus)
Expositions et agents chimiques
Diphenyhydantoine
Dioxines, phenoxyherbicides
Radiation
Chimiothérapie antérieure
Radiothérapie antérieure
Immunodéficience héréditaire
Syndrome de Kilinefelter
Syndrome de Chédiak-Higashi
Ataxie télangiectasie
Syndrome de Wiskott-Aldrich
Immunodéficience acquise
Immunodépression iatrogénique
Syndrome d'immunodéficience acquise (VIH)
Hypogammaglobulinémie acquise
Maladies auto-immunes
Syndrome de Sjégren
Maladie cceliaque
Arthrite rhumatoide et Lupus érythémateux systémique

1.1.3 Diagnostic du lymphome non hodgkinien

Au moment de la présentation du patient, un diagnostic de lymphadénopathie
généralisée nécessite l'exclusion d'agents infectieux tels bactéries, virus (dont la
mononucléose, le cytomégalovirus et le VIH) et parasites (toxoplasmose). On s'entend
habituellement & I'effet que la présence d'un ganglion de plus de un centimétre en
I'absence d'une infection et qui persiste pour quatre a six semaines devrait étre
considérée pour une biopsie. Contrairement aux patients atteints de la maladie de
Hodgkin, qui présentent des pertes de poids, de la fievre et des sueurs nocturnes, moins

de 20% des patients aux prises avec un LNH se plaignent de tels symptémes, sauf dans



les cas de lymphomes plus agressifs affectant principalement le foie et d'autres sites
extra ganglionnaires. Selon le stade de progression de la maladie, les patients
présenteront différentes atteintes telles que présentées au tableau 4. Le premier test
effectué consistera dans la plupart des cas en une biopsie pour confirmer la présence
d'un LNH & r'échelon histologique. Par la suite, des échantillons sanguins seront
préleveés afin d'effectuer le décompte cellulaire, le niveau de lactate déshydrogénase,
les fonctions hépatiques, et I'étude des protéines sériques dans le but de détecter la
présence de protéines monoclonales. Une radiographie de la région thoracique permet
parfois de vérifier l'infiltration pulmonaire. Une biopsie de moelle osseuse est effectuée
puisque l'atteinte de la moelle est relativement fréquente. L'imagerie par résonance
magnétique s'avére également trés efficace pour détecter une atteinte de la moelle
osseuse, du cerveau et de la moelle épiniére, tout comme la tomographie par émission
de positrons qui se veut un outil d'imagerie trés efficace pour établir le stade de

progression du lymphome .

De nouvelles techniques sont maintenant utilisées pour le diagnostic et
I'évaluation du stade d'évolution, dont I'analyse de marqueurs de la surface cellulaire, la
cytogénétique et la biologie moléculaire. Ainsi, pour les lymphomes présentant des
translocations chromosomiques, ['utilisation de la réaction en chaine de la polymérase
(PCR) permet la détection rapide et trés sensible d'une seule cellule tumorale présente

parmi 10° & 10° cellules saines 223",

Ki-67, un antigéne nucléaire, est exprimé par les
cellules tumorales en division. L'expression élevée de cette molécule signe un trés
mauvais pronostic (18% de survie/an); au contraire, les LNH ayant une faible expression
de Ki-67 présenteront un taux de survie de 82 % pour la méme période *. Plusieurs
études ont démontré que l'expression de protéines impliquées dans le cycle cellulaire et
I'apoptose (p53, p21, Rb, p27, bcl-2) peut étre reliée au pronostic des patients atteints
de LNH %3 Ay plan cytogénétique, plusieurs anomalies sont synonymes d'un mauvais
pronostic, incluant la complexité du caryotype, la présence de translocations

chromosomiques (bcl-2, c-myc, etc.), des anomalies du bras court du chromosome 1, la



trisomie 7, trisomie 18 et la délétion du chromosome 6 341,

Finalement, certaines
corrélations ont pu étre établies entre I'agressivité et le potentiel de dissémination du
LNH et I'expression de diverses molécules d'adhésion. Cet aspect sera abordé plus en

détail dans la prochaine section *2.

Tableau 4: Classification d’Ann Arbor selon le stade d'évolution du LNH

Stade | Atteinte d'une seule région ganglionnaire ou d'un seul organe ou

site extra ganglionnaire (lg).

Stade Il Atteinte de plus d'une région ganglionnaire du méme cété du
diaphragme ou atteinte localisée d'un organe ou site extra
ganglionnaire (llg) et d'une ou plusieurs régions ganglionnaires

ipsilatérales.

Stade i Atteinte de régions ganglionnaires des deux cbétés du diaphragme
pouvant s'accompagner d'une atteinte localisée d'un organe ou d'un

site extra ganglionnaire (lllg), de la rate(llls) ou les deux(llisg).

Stade IV | Atteinte disséminée de sites extra ganglionnaires, incluant toutes

atteintes du foie, de la moelle osseuse et des ganglions

pulmonaires.

1.1.4 Traitements

La radiothérapie est particuliérement utilisée dans le cas de lymphomes de
stades peu avancés et localisés. La localisation de la tumeur est importante afin de
préserver les tissus sains lors de lirradiation, tissus qui toutefois guériront plus
facilement en raison de mécanismes de réparation de I'ADN plus efficaces que ceux
observés chez les cellules cancéreuses. Dans d'autres cas, la radiothérapie néo-
adjuvante sera utilisée pour réduire la taille de la tumeur et empécher la dissémination

des cellules cancéreuses avant une opération chirurgicale ayant pour but I'ablation de la
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tumeur. La chirurgie est parfois utilisée pour exposer la tumeur et faciliter l'irradiation
plus précise de la masse tumorale de fagon a épargner les cellules saines. Dans le cas
du LNH, alors que les masses tumorales seront souvent accompagnées d'une
dissémination des cellules cancéreuses, les traitements jumelant radiothérapie et
chimiothérapie sont fréquemment utilisés. L'administration des agents
chimiothérapiques par voie intraveineuse permettra d'atteindre différents organes dont
la moelle osseuse qui constitue une cible potentielle de dissémination. La
chimiothérapie affectera les cellules en division, dont les cellules cancéreuses, mais
également d'autres cellules saines, d'ou limportance des effets secondaires. Les
molécules chimiothérapiques utilisées dans le traitement du LNH appartiennent a
plusieurs classes de substances. On retrouve des agents alkylants créant des
dommages a [I'ADN (cisplatin, cyclophosphamide), des agents antibiotiques
interagissant avec I'ADN (doxorubicine), des antimétabolites empéchant la croissance
cellulaire (fludarabine, pentostatin), des inhibiteurs d'enzymes de réparation de I'ADN
(etoposide), des inhibiteurs de microtubules empéchant la division cellulaire (vinblastine,
vincristine), des analogues de nucléotides empéchant la réplication de I'ADN (2'-
deoxycoformin, 2-chlorodeoxyadenosine) et des hormones stéroidiennes connues pour
leur effet anti-inflammatoire agissant sur les leucocytes, donc également sur les cellules
de lymphome (dexamethasone, prednisone). Le traitement le plus couramment utilisé
pour les différentes formes de lymphome comprend un cocktail de quatre de ces agents
chimiothérapiques, soit la cyclophosphamide, la doxorubicine, la vincristine et la
prednisone (CHOP) %

Des protocoles d'administration d'agents chimiothérapiques a tres fortes doses se
sont montrés efficaces dans le traitement des lymphomes agressifs, mais ces
traitements présentent des effets indésirables sur les cellules saines du systéme
immunitaire et nécessiteront une greffe de moelle osseuse *. Ainsi, prélevée chez le
méme patient avant le traitement (autologue) ou provenant d'un donneur (syngénique
ou allogénique), la moelle osseuse greffée permettra de remplacer les cellules du

systéme immunitaire détruites par ces puissantes doses d'agents chimiothérapiques.
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Malgré les progrés qui ont été réalisés avec les thérapies conventionnelles pour
le traitement du LNH, plusieurs patients ne sont pas totalement guéris. Contrairement a
plusieurs autres types de cancer, la majorité des patients atteints du LNH peuvent
espérer une rémission compléte. L'obstacle majeur a la guérison demeure les sous
populations résiduelles de cellules néoplasiques résistantes aux traitements et qui
persistent dans l'organisme. Pour pallier ce probléme, de nouveaux traitements
alternatifs et innovateurs sont présentement a l'étude et dans certains cas déja
disponibles aux patients. L'efficacité des doses chimiothérapiques conventionnelles
peut ainsi étre augmentée par [l'utilisation simultanée de facteurs de croissance
hématopoiétiques. Plusieurs cytokines telles que les interférons et le TNF ont
également été identifiées pour leur pouvoir cytostatique ou cytotoxique sur les cellules

cancéreuses .

Des oligonucléotides anti-sens pouvant bloquer l'expression de
différents génes, comme des anti-bcl-2, sont présentement en études cliniques et
pourraient se révéler un moyen efficace pour induire l'apoptose des cellules
néoplasiques “°. A I'opposé, le transfert d'un géne p53 sauvage par vecteur adénoviral
est présentement a I'étude et pourrait trouver application dans le traitement du LNH #7.
Des anticorps monoclonaux dirigés contre les cellules cancéreuses, tel un anti-CD20
contre les cellules du lymphome B, sont présentement utilisés dans le traitement du
LNH, soit sous forme non conjugués ou encore liés & des radio-isotopes 2.  Plus
récemment, un anti-CD30 couplé a une forme mutante de I'exotoxine de Pseudomonas
et qui pourrait étre utilisé dans le traitement du LNH a été produit. Un anticorps
monoclonal dirigé contre TfR (human transferin receptor) des cellules infectées par
HTLV-1 (mAb A24) est en développement et pourrait s'avérer efficace contre la

49

leucémie/lymphome T de [l'adulte (HTLV-1+) La combinaison de ces

immunothérapies avec la chimiothérapie actuelle s'est avérée trés efficace, démontrant

un effet de synergie *°.

Des lymphocytes activés de fagon endogéne ou exogéne
peuvent également étre utilisés pour attaquer spécifiquement les cellules de lymphome.

L'utilisation de cytokines augmentant I'immunité anti-tumorale comme I'lL-12 et I'L-15
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représente également une forme d'immunothérapie *>°',

D'autres moyens d'améliorer
'immunité de I'héte contre les cellules tumorales consiste en la vaccination contre le
déterminant idiotypique des immunoglobulines pour induire une réponse spécifique

contre les cellules résiduelles qui ont résisté au traitement conventionnel 2.

Malgré
tout, la plus grande percée thérapeutique viendra d'une meilleure compréhension des
événements génétiques et des mécanismes de développement et de dissémination des
cellules cancéreuses. Des cibles plus spécifiques aux cellules cancéreuses et moins
toxiques pour les cellules normales pourront étre ainsi identifiées. Les études en cours
seront donc une source de thérapies nouvelles et complémentaires aux traitements

conventionnels présentement utilisés.

I3



1.2 Métastasie

La métastasie est la cause principale de morbidité et de mortalité dans la majorité
des cancers. La métastasie, du Grec methistanai, signifiant changement de position,
est un processus par lequel les cellules cancéreuses migrent vers des sites éloignés
pour former des tumeurs secondaires appelées métastases. Depuis les travaux de
Paget il y a plus de 100 ans, certaines recherches continuent de démontrer que la
migration des cellules cancéreuses ne s'effectue pas au hasard et que différentes

56,57

cellules cancéreuses auront différentes destinations et sites de croissance Pour

expliquer ces observations, la théorie du "seed and soil" suggére que différents organes
offrent des conditions de croissances appropriées a certains types de cancer
spécifiques alors que la théorie du "homing" propose que les organes possédent
différentes capacités d'attraction et d'arrét spécifiques a différents types de cellules
cancéreuses. Le processus métastatique est trés sélectif et consiste en une série
d'étapes séquentielles toutes aussi importantes dans la réussite des cellules
cancéreuses a former des tumeurs secondaires dans les organes périphériques (Figure
1). Aprés la transformation initiale des cellules et la croissance tumorale, la
vascularisation est nécessaire pour assurer la survie des masses tumorales excédant
1mm de diamétre. La synthése et la sécrétion de plusieurs facteurs proangiogéniques
par la tumeur et les cellules de I'héte ainsi que I'absence de facteurs antiangiogéniques
sont les éléments clés pour la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir des
tissus environnants. Par la suite, l'invasion du stroma entourant la tumeur est la
conséquence de l'expression de diverses enzymes, incluant les métalloprotéinases de
la matrice (MMPs) . Alors que les cellules cancéreuses ont pénétré les vaisseaux
lymphatiques ou sanguins, elles peuvent directement s'y développer ou encore étre
entrainées dans le systéme circulatoire. Les cellules tumorales doivent dés lors survivre
a la surveillance du systéeme immunitaire et a la turbulence engendrée par le flux
circulatoire. Elles peuvent alors arréter leur course par des contraintes mécaniques de
taille, comme I'a observé I'équipe de Chambers par microscopie intravitale®*%', ou

encore, a la fagon des cellules circulantes saines, par le biais des molécules d'adhésion
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exprimées par les cellules cancéreuses elles mémes et I'endothélium vasculaire 2. Par
la suite, les cellules cancéreuses sortiront des vaisseaux sanguins par l'extravasation a

travers la barriere de cellules endothéliales et pénétreront le parenchyme des organes

cibles, ou elles se multiplieront et donneront lieu a la formation de métastases.

Prolifération/ Détachement/ Intravasation/
Angiogenése Invasion Circulation
\ ;: + WilY; Yooooo
\Q " | } 3 (] ?' -.’. )
oc .*:*”.‘"\:v".
‘e I) I J ¥ .
s g Beo \.lill_l.OQO
. Adhésion a Arrét dans les Transport
Extravasation I'endothélium organes cibles N
— . A A A <
Etablissement
———+ d'unmicro- —  Croissance —»
environnement (
Métastases
Figure 1 : Principales étapes menant au développement de métastases °’

D'autres découvertes viennent enrichir les anciennes théories reliées au
développement du cancer et au processus métastatique et démontrent la complexité et
I'hétérogénéité des mécanismes impliqués dans le processus métastatique. Ainsi, des

travaux recents effectués par I'équipe de Muschel suggérent que les cellules
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cancéreuses, une fois arrétées au niveau des vaisseaux sanguins, s'y développeront
localement et formeront une microembolie. L'atteinte des organes sera observée
lorsque la masse tumorale aura atteint une taille suffisante pour créer une bréche dans
le vaisseaux sanguin, ce qui entrainera linvasion de l'organe %%. Dans un autre ordre
d’idées, le role des cellules du systéme immunitaire semble maintenant paradoxal. D'un
c6té, leur aspect protecteur pour I'héte par la reconnaissance d'antigénes tumoraux et la
destruction des cellules néoplasique est connu depuis bien longtemps. Par contre,
I'implication des cellules du systéme immunitaire pour promouvoir la métastasie est un

concept récent mis de l'avant par I'équipe de Werb 54€°,

Ainsi, par la sécrétion
d'enzymes protéolytiques dont les MMPs dégradant la matrice extracellulaire, les
leucocytes faciliteraient la migration des cellules cancéreuses a travers le stroma dans
les étapes précédant lintravasation et suivant l'extravasation. La sécrétion de
différentes chimiokines par les leucocytes joue également un role dans le
développement tumoral .

Les cellules tumorales ne prennent pas seulement avantage des facteurs
sécrétés par les cellules inflammatoires, mais elles utilisent également les mémes
molécules d'adhésion pour faciliter la dissémination a travers l'organisme. Plusieurs
preuves indiquent en effet que les mécanismes de migration des leucocytes sont
également utilisés dans la dissémination des cellules cancéreuses via les vaisseaux
sanguins et lymphatiques. Ceci est d'autant plus pertinent dans le cas du lymphome,
constituant la contrepartie maligne des lymphocytes et exprimant a sa surface des

molécules d'adhésion similaires 2.

1.3 Recrutement leucocytaire

Basé sur des observations in vitro et in vivo, le recrutement leucocytaire peut étre
décrit comme un processus séquentiel comportant trois étapes distinctes: 1.-
I'attachement transitoire (culbutage) et le roulement, au cours desquels on observe

également l'activation des leucocytes; 2.-I'adhésion ferme; 3.-la transmigration (Figure
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2) %. Les molécules d'adhésion de la famille des sélectines sont essentielles pour les

premieres étapes consistant en I'attachement transitoire des leucocytes a la surface de
66.67

'endothélium

CSélectines)

Attachement (Intégrines / CAMs )
(Rolling)

GOt

Activation progressive

Figure 2 : Différentes étapes du recrutement leucocytaire. Adapté de R&D systems,

(www.rndsystems.com) et de Klaus F. Ley (bme.virginia.edu/ley/)

L'attachement transitoire entre les sélectines et leurs ligands ménera a8 un mouvement
rotatoire des leucocytes. Cette adhésion transitoire orchestrée par les sélectines et
I'expression de chimiokines, aura également pour effet d'activer une autre classe de
molécules d'adhésion, les intégrines, exprimées a la surface des leucocytes. Ces
intégrines, principalement LFA-1 et VLA-4 permettront I'adhésion ferme des leucocytes
a la surface de I'endothélium vasculaire, ou elles reconnaitront leurs ligands spécifiques

de la grande famille des immunoglobulines soit ICAM-1 et VCAM-1. L'expression de
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PECAM-1 a la fois sur la surface des cellules leucocytaires et endothéliales permettra
une liaison homotypique également impliquée dans ladhésion ferme et la
transmigration. Ainsi, lors de cette transmigration, les leucocytes se déplaceront a
travers la couche de cellule endothéliale pour atteindre 'organe cible. Le tableau 5
présente un resumé des molécules d’adhésion exprimées a la surface leucocytaire et
endothéliale et impliquées dans le recrutement.

Tableau 5: Principales molécules d’adhésion impliquées dans le recrutement

leucocytaire.

Leucocytes Endothélium Fonction

L-sélectine GlyCAM-1, CD34, MadCAM-1  Adhésion transitoire / Roulement
ESL-1, PSGL-1 E-sélectine Adhésion transitoire / Roulement
PSGL-1 P-sélectine Adhésion transitoire / Roulement
CD44 Hyaluronate, E-sélectine Adhésion transitoire / Roulement
a. B2 (LFA-1) ICAM-1, ICAM-2 Adhésion ferme

a4B4 (VLA-4) VCAM-1 Roulement / Adhésion ferme
asBr MadCAM-1 Roulement / Adhésion ferme
CD31 (PECAM-1) CD31 (PECAM-1) Adhésion ferme / Transmigration

1.4 Les sélectines

Les sélectines &-7°

sont des glycoprotéines transmembranaires dépendantes du
calcium se liant & des protéines spécifiques présentant des groupements carbohydrates
sialylés. [l existe trois types de sélectines soit L-, E- et P-sélectines. Au plan structural,
les sélectines sont trés similaires, tel que I'on peut voir a la figure 3. Ainsi, elles
possédent toutes un domaine lectine a I'extrémité NH, conférant aux sélectines leurs
capacités d'adhésion. Cette région est suivie d'un domaine similaire & EGF et de
domaines consensus répétés (CR). Les sélectines sont ancrées a la membrane par un
court domaine transmembranaire et contiennent une courte queue cytoplasmique leur

conférant certaines capacités de signalisation. La différence principale au niveau

18



structural repose sur le nombre de domaines CR. Les trois génes codant pour les
sélectines se retrouvent dans la méme région du chromosome 1 (g21-24) "2, Les
sélectines partagent une homologie de 40 a 60 % au niveau nucléotidique et protéique,
alors que les domaines lectine et EGF sont homologues chez les trois membres de la
famille de 60 & 70 % 3. Au niveau inter-espéces les sélectines possédent

respectivement entre elles une homologie qui se situe entre 70 et 80% "+%",

Leucocyte L-sélectine

Cellule ) .
endothéliale E-sélectine

Figure 3 : Représentation schématique de la structure des sélectines. QC (queue
cytoplasmique); RT (région transmembranaire); CR (consensus repeat); EGF (Epithelial

growth factor-like domain).

1.4.1 P-sélectine
P-sélectine (CD62P, GMP-140, PADGEM, LECAM-3) est une protéine de 140
kDa decouverte sur les plaquettes sanguines et également exprimée par les cellules

endothéliales %% (Tableau 6). Dans les deux types cellulaires, P-sélectine est
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exprimée de fagon constitutive dans des granules sécrétoires, soit les granules-a des
plaquettes et les corps de Weibel-Palade dans les cellules endothéliales 828, Suite a la
stimulation, ces granules fusionneront a la membrane plasmique, ce qui permettra
Elle est

P-sélectine peut

l'expression de P-sélectine a la surface cellulaire en quelques minutes.
impliquée dés le départ dans le recrutement leucocytaire 5.
également étre régulée au niveau transcriptionnel. IL-4, IL-13 et l'oncostatin M
augmentent la synthése de 'ARNm et I'expression protéique de P-sélectine dans les

cellules endothéliales humaines 7%,

Au contraire, le TNF-a , le lipopolysaccharide
(LPS) et I'lL-1 n'augmentent pas la synthése d’ARNm, probablement en raison de
I'absence d'un site de liaison pour NF-kB dans le promoteur humain de P-sélectine .
Par contre, la présence de site de liaison pour NF-kB dans le promoteur murin rend
possible la régulation par le TNF-a et le LPS %%, Une fois exprimé par les cellules

endothéliales, P-sélectine est rapidement internalisée par endocytose %.

Tableau 6 : Expression des sélectines

Sélectine  Cellules/tissus Expression Références
P-sélectine  Plexus choroide Constitutif N
Endothélium pulmonaire Constitutif 84
Plaquettes Suite a I'activation 84
Microparticules plaquettaires Constitutif %
Macrophages péritonéaux Constitutif %
Endothélium (Inflammation) Inductible dans plusieurs organes 68,97
E-sélectine  Endothélium cutané Constitutif %
Endothélium (Inflammation) Inductible dans plusieurs organes e
L-sélectine Cellules myéloides Constitutif 68
Cellules T naives Constitutif 68
Cellules T effectrices Faible/négatif 9
Cellules T mémoires effectrices  Absent =

Cellules T mémoires centrales

Conservée ou ré-exprimée

99
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1.4.2 E-sélectine
E-sélectine (CD62E, ELAM-1, LECAM-2), une protéine de 115 kDa, est

100101 " Contrairement & P-sélectine,

également exprimée par les cellules endothéliales
E-sélectine n'est pas exprimée de fagon constitutive; son expression est régulée de
fagon transcriptionelle par différentes molécules, dont le TNF-a et I'lL-1 '®. Cette
regulation transcriptionelle est dépendante de plusieurs facteurs de transcription dont
NF-kB et AP-1. Une fois exprimée a la surface, E-sélectine est par la suite internalisée

102

et redirigée vers les lysosomes pour la dégradation Comme pour les autres

sélectines, il a été démontré que le domaine lectine était le plus important pour la

reconnaissance des ligands 103104,

Des preuves additionnelles indiquent toutefois
qu'une région dans les domaines consensus répétés de E- et L-sélectines serait

également impliquée dans I'adhésion '%.

1.4.3 L-sélectine

L-sélectine (CD62L, LAM-1, LECAM-1, 4,90ME", DREG) est exprimée a la surface
de la majorité des leucocytes et fut a prime abord identifiée chez la souris comme un
récepteur de migration des lymphocytes a l'aide de I'anticorps monoclonal MEL-14 ',
Contrairement a E- et P-sélectine, L-sélectine peut également permettre le recrutement
lymphocytaire au niveau des tissus lymphatiques. Malgré qu'elle fut initialement
reconnue comme un recepteur spécifique pour la migration dans les vaisseaux
lymphatique, on observa par la suite son expression a la surface de la majorité des
leucocytes du sang périphérique et son réle dans la migration des leucocytes de la

107,108

circulation systémique Le clonage de L-sélectine humaine démontra qu'elle

posséde la méme organisation des domaines extracellulaires que P- et E-sélectine %%
"2 La masse moléculaire de L-sélectine varie entre les lymphocytes (75 kDa), les
neutrophiles (95 a 105 kDa) et les monocytes (110 kDa). Cette variabilité est due aux
différences dans la glycosylation post-traductionnelle parmi les différents leucocytes. L-
sélectine comporte 22 résidus cystéines, 19 se retrouvant dans les domaines consensus

repétés et dans le domaine EGF, suggérant la formation de ponts disulfures et leur
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importance dans la conformation du domaine lectine et I'efficacité de la molécule dans la
liaison & ses récepteurs '3, L-sélectine est exprimée de fagon constitutive mais suite a
I'activation cellulaire, elle subit rapidement un clivage protéolytique de sa portion extra-
cellulaire prés de la membrane "'*'"8. La concentration de L-sélectine en circulation est
suffisante pour inhiber partiellement I'adhésion leucocytaire a I'endothélium et pourrait

donc jouer un réle de modulateur dans la migration leucocytaire lors de l'inflammation
117,118

1.4.4 Ligands des sélectines
Immédiatement aprés la découverte des sélectines, il a été établi que toutes trois

liaient le carbohydrate sialyl Lewis* (sLe*). Par contre, il fut beaucoup plus ardu de

119

découvrir les réels ligands in vivo On identifia plusieurs enzymes, des

glycosyltransférases et fucosyltransférases, impliquées dans la biosynthése des ligands

0

des sélectines °. On observa également que certains glycolipides ont la propriété de

lier les sélectines et supporter le roulement des leucocytes in vitro.

Un des ligands les mieux caractérisé est le PSGL-1 (P-selectin glycoprotein
ligand-1) exprimé & la surface des cellules myéloides, lymphoides et dendritiques '%°.

Afin d’acquérir ses propriétés adhésives, PSGL-1 doit préalablement s'enrichir de

résidus oligosaccharides O-liés fucosylés et sialylés '%'.

résidus tyrosine en N-terminal doit étre sulfaté %,

De plus, un ou plusieurs
Un rdle dans l'interaction entre P-
sélectine et PSGL-1 au plan du recrutement leucocytaire a déja été démontré tant in

vitro que in vivo 123124

. L'inhibition de PSGL-1 par I'utilisation d'anticorps monoclonaux
elimine complétement le roulement des neutrophiles sur P-sélectine alors que la
délétion génétique de PSGL-1 diminue également le roulement des leucocytes. Un
autre ligand de P-sélectine est CD24, une glycoprotéine présentant plusieurs
oligosaccharides O-liés associée a la membrane plasmique via une ancre GPI
)67,

(glycosylphophatidylinositol Chez les cellules exprimant a la fois CD24 et PSGL-1,

dont les neutrophiles, PSGL-1 joue un role prédominant dans linteraction avec P-
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123

sélectine Par contre, chez les cellules n'exprimant que CD24, ce dernier est

suffisant pour permettre le roulement sur P-sélectine '%°.

Ainsi, pour un carcinome
mammaire CD24-positif, PSGL-1-négatif, on observe un roulement dépendant de P-

sélectine sur I'endothélium activé in vivo, démontrant I'efficacité de ce ligand.

Un des premiers ligands de E-sélectine a étre identifié fut ESL-1 (E-sélectine
ligand-1) sur la lignée de neutrophiles murins 32Dc13 '26. Lutilisation d’anticorps contre
ESL-1 permet d’inhiber partiellement I'adhésion des cellules 32Dc13 a E-sélectine,
confirmant les fonctions biologiques de ce ligand '?’. Récemment, ESL-1 et PSGL-1
furent tout deux identifiés a la surface de cellules de cancer de la prostate et on
démontra le réle de PSGL-1 dans la métastasie vers la moelle osseuse . Deux autres
ligands possibles de E-sélectine sont PSGL-1 et L-sélectine '#'2*13! Des anticorps
contre PSGL-1 et L-sélectine diminuent le roulement des neutrophiles sur E-sélectine
130,132

Une autre étude supporte limplication de PSGL-1 dans le roulement de

lymphocytes T sur E-sélectine in vivo '*3.

L-sélectine est impliquée dans l'adhésion des leucocytes a la fois sur
I'endothélium vasculaire lors de l'inflammation et au niveau des HEV (high endothelial
venules) des vaisseaux lymphatiques **. La majorité des ligands des sélectines ont été
identifiés dans les vaisseaux lymphatiques, d’ou leur appellation d'adressines des
ganglions lymphatiques périphériques (PNADs), et comprennent GlyCAM-1, MAdCAM-
1, CD34 et Sgp200. En plus de son role dans I'adhésion, GlyCAM-1 a été identifiée
comme induisant la signalisation dans les leucocytes, via L-sélectine, ce qui ménerait a
I'activation des intégrines a la surface leucocytaire pour permettre par la suite 'adhésion
ferme a I'endothélium tel que présenté plus tot %1%, Quant 8 MAdCAM-1, il supporte
I'attachement transitoire et le roulement en interagissant a la fois avec L-sélectine et

lintégrine asB; 37138,

Des modifications post-traductionnelles appropriées sont
nécessaires pour permettre le roulement via L-sélectine, tel que démontré par des

observations ou les lymphocytes s'attachaient seulement sur MAdCAM-1 isolé de
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sources exprimant I'épitope MECA-79 ¥, MECA-79 est un anticorps monoclonal
deétectant le N-acetylglucosamine sulfaté (GIcNAc-6-SO,4) souvent utilisé pour vérifier la

présence de ligands de L-sélectine "%,

Cet anticorps reconnait également un autre
ligand de L-sélectine, CD34. Lors de linflammation, certains ligands de L-sélectine
peuvent étre détectés par MECA-79 a la surface de I'endothélium vasculaire '**. Outre
les ligands au niveau des endothéliums lymphatiques et vasculaires, L-sélectine permet
I'interaction leucocyte-leucocyte puisqu'elle se lie également a PSGL-1 “'*! (Figure 4).
Ainsi, une variation dans le mécanisme classique de la migration leucocytaire peut étre
soulevée par ces observations, tandis que les leucocytes peuvent alors effectuer le
roulement sur d'autres leucocytes déja adhérés a I'endothélium, d’ou le réle potentiel de
L-sélectine dans la migration a travers les vaisseaux sanguins vers les sites

d'inflammation, ou dans le processus métastatique.

Dans cet ordre d'idée, les cellules tumorales présentent fréquemment un patron

de glycosylation altéré a leur surface cellulaire '#2.

L'expression de sLe*/sLe® présente
une corrélation positive avec la progression tumorale et la métastasie 3. Ces
molécules étant des ligands spécifiques des sélectines, il est permis de suggérer un réle
pour ces molécules d'adhésion dans le processus métastatique. Une revue des
travaux effectués suggérant un réle des molécules d'adhésion dans la dissémination

des cellules cancéreuses sera ainsi présentée dans une prochaine section.
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Interactions In vitro

Endothélium

Interactions additionnelles In vivo

- Particules . Particules
Neutrophile Monocyte dérivées de Plaquettes dérivées de
monocytes plaquettes

Figure 4 : Interactions impliquant les sélectines dans les vaisseaux sanguins. Adapté de

Leyetal. .
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1.4.5 Modéles de knock-out des sélectines

Plusieurs travaux ont été effectués pour déterminer le role physiologique précis
des sélectines dans la migration leucocytaire. A cette fin, des souris génétiquement
déficientes en P-, E- et L-sélectine ont été générées %5141%  pParmi les souris
présentant une déficience pour une seule des sélectines, les souris déficientes en L-
sélectine possédent le phénotype comportant le plus d'altérations. Ainsi, les
lymphocytes provenant de ces souris ne peuvent adhérer aux HEV, le recrutement des
lymphocytes dans des modéles d'inflammation est altéré et elles présentent de plus
petits ganglions lymphatiques périphériques ou l'on retrouve une plus faible cellularité
145196 Chez les souris déficientes en P-sélectine, on observe une neutrophilie et elles
sont mieux protégées lors de transplantation pulmonaire et d'artériosclérose 85147149,
Le recrutement leucocytaire est également altéré suite a un stimuli inflammatoire, mais
dans ce cas il ne s'agit que d’'un délai qui se rétablit avec le temps . Par contre, les
souris déficientes en E-sélectine ne démontrent pas de diminution au niveau du
recrutement leucocytaire dans des modéles d’inflammation et d’hypersensibilité de
contact . On observe toutefois chez ces souris un affaiblissement des défenses
immunitaires suite a une infection par Streptococcus pneumoniae et un taux de mortalité
et de bactériémie plus élevée que chez les souris normales ou déficientes en P-

sélectine 1%,

Malgré que E-sélectine ne semble pas jouer de role prédominant dans le
recrutement lymphocytaire, son réle en synergie avec P-sélectine est trés différent. Les

souris déficientes en E- et P-sélectine (E/P™"

) démontrent un phénotype plus altéré que
toutes les souris déficientes pour une seule sélectine *"'%2. Ces souris présentent une
leucocytose, des niveaux de GM-CSF et d'IL-3 élevés, une atteinte de 'hématopoiése,
une splénomégalie et des infections cutanées spontanées '°"'5%, Les souris E/P” ont
aussi une hypersensibilité réduite en réponse a I'oxalozone, une efficacité de guérison
de blessures diminuée et une plus grande résistance a l'artériosclérose '°*'%. Suite a

une stimulation par le TNF-a, les souris E/P” présentent une réduction du roulement
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leucocytaire de 46 fois, en comparaison des souris normales et de 20 fois par rapport
aux souris P-sélectine™ '°''%3, Dans un modéle de péritonite induite par le thioglycolate,
I'influx de neutrophiles a 2 et 4 h chez les souris E/P™" est similaire & celui des souris P-
sélectine™; par contre, a 8 h cet influx est nettement diminué par comparaison aux
souris P-sélectine™ et aux souris normales '*'. Cela pourrait s'expliquer par I'expression
immédiate de P-sélectine suite a une stimulation suivie d’'une expression tardive d’E-
sélectine et d'une seconde vague de P-sélectine. Les différences principales observées
entre les souris E-sélectine”, P-sélectine” et E/P”" reflétent bien le chevauchement du

r6le de ces deux sélectines dans le recrutement leucocytaire.

Des souris déficientes en L- et P-sélectine (L/P™) et en L- et E-sélectine (L/E"‘)

193157 Chez les souris L/IP” on remarque une forte

ont également été générées
diminution du roulement leucocytaire suite a une stimulation au TNF-a alors qu’aucune
différence marquée n'a pu étre observée chez les souris L/E™. Ces résultats indiquent
qu'E-sélectine est incapable a elle seule de promouvoir I'adhésion et le roulement des
leucocytes contrairement a P-sélectine. Par contre, pour les lignées de souris L/P™ et
L/E”, on observe un délai de recrutement de neutrophiles dans le modéle de péritonite
induite par le thioglycolate. Malgré les diminutions observées dans l'efficacité du
recrutement leucocytaire chez les souris déficientes pour deux sélectines, elles peuvent
toujours supporter jusqu'a un certain point le roulement et 'adhésion. Pour poursuivre
les études en ce sens, des souris déficientes pour les trois sélectines (E/L/P™) ont été
générées %1518 viables et fertiles, elles présentent une leucocytose et développent
des infections cutanées. Chez des souris E/L/P” non traitées ou stimulées au TNF-q,
on remarque une reduction significative des leucocytes en roulement ou adhérés a la
surface des veinules mésentériques et ce de fagon beaucoup plus marquée que pour
les autres souris doublement déficientes. Le roulement minimal observé aprés 6 h de
traitement au TNF-a peut complétement étre supprimé aprés administration d’un
anticorps bloquant contre lintégrine as. En réponse a la péritonite induite par le

thioglycollate, la migration des neutrophiles est diminuée durant toute I'expérimentation.
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Forlow et Ley ont par la suite été encore plus loin en générant des souris déficientes
pour les trois sélectines ainsi que pour ICAM-1 (E/L/P/I”") '*°. On observa chez ces
souris encore une fois une diminution du roulement leucocytaire mais a un niveau
similaire & celui observé chez les souris E/L/P", alors que la différence principale
observée consiste en une diminution de 'adhésion. Le faible niveau de roulement et
d’adhésion leucocytaire observé est presque complétement inhibé par 'administration
d’un anticorps bloquant l'intégrine a4, démontrant ainsi I'importance de cette molécule
dans ce systéme et la complémentarité des diverses molécules d'adhésion. Ces
modeles de souris déficientes ont donc permis de mieux comprendre le role respectif de
chacune de ces molécules dans la migration leucocytaire. On peut supposer que des
travaux utilisant ces mémes modéles permettraient d'élucider le rle des sélectines et
d'autres molécules d'adhésion dans la dissémination des cellules cancéreuses.
Quelques études reécentes ont déja permis I'évolution des connaissances a ce sujet,
telles que les travaux de I'équipe du Dr. St-Pierre démontrant I'importance de ICAM-1
dans la métastasie du lymphome T '®. Ces différents travaux sont discutés dans la
revue du chapitre | de la présente thése et le sujet fait également [l'objet
d’'expérimentations présentées dans le chapitre Il portant sur le rdle des trois sélectines

dans le développement et la dissémination du lymphome T.

1.4.6 Signalisation induite par les sélectines

Tel que discuté ci-haut, les sélectines ont tout d’abord été identifiées comme des
molécules d'adhésion cellulaire. Par contre, plus récemment, plusieurs travaux ont
permit d'identifier les capacités de signalisation des sélectines et de leur ligands, tel que
présenté & la figure 5. L'activation de L-sélectine chez les neutrophiles par réticulation
d’anticorps ou par l'utilisation de sulfatides, induit une variété de réponses cellulaires,
incluant un flux de calcium, une augmentation de I'expression de l'intégrine Mac-1 et

I'activation de I'explosion respiratoire 8116,

L'activation de L-sélectine potentialise
egalement la réponse des neutrophiles a d'autres stimuli tels que le formyl-Met-Leu-Phe

(fMLP) et I'lL-8. Ces réponses ne sont pas limitées aux neutrophiles car L-sélectine
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peut aussi induire le flux de calcium chez les cellules mononuclées du sang
périphérique, les PBMC (peripheral blood mononuclear cells), et augmenter I'expression
des intégrines B et B, par les lymphocytes T '®.  D’autres équipes se sont également
penchées sur l'étude des événements de signalisation intracellulaire qui suivent
I'activation de L-sélectine. Chez les neutrophiles, la réticulation de L-sélectine améne la
phosphorylation de tyrosines et 'activation des MAP kinases (mitogen-activated protein

kinases) %

. Plus spécifiquement, on observe 'activation d'Erk 1 et 2 et de p38, cette
activité de p38 étant responsable de 'augmentation de I'expression de l'intégrine Mac-1.
Dans les cellules T Jurkat, la stimulation de L-sélectine, active la kinase p56'* de la
famille Src. Ceci implique une cascade de signalisation allant de la phosphorylation de
L-sélectine, au recrutement de Grb2/Sos, puis a 'activation de Ras, Erk 1 et 2 et Rac2
1% L'activité fonctionnelle de p56'*, Ras et Rac2 est nécessaire pour la production de
superoxide. La réticulation de L-sélectine améne également I'activation dépendante de
p56'*, de la MAP kinase JNK et I'activation de la sphingomyélinase neutre "67'8, Plus
récemment, on démontra que la stimulation de L-sélectine par réticulation ou par
Fintermédiaire des ligands fucoidan ou sulfatide augmentait I'expression a la surface du
récepteur de chimiokine CXCR4 ' Cette stimulation empéche entre autres
I'internalisation de CXCR4 suite a la liaison de la chimiokine SDF-1 (stromal cell-derived
factor 1), augmentant le potentiel de stimulation via SDF-1/CXCR4. On observe dans
ce modele une polymérisation de l'actine, une plus grande adhésion et une

transmigration des leucocytes stimulés via L-sélectine.

Moins de données sont disponibles quand au potentiel de signalisation via E- et
P-sélectine mais certaines indications laissent croire & leurs capacités de transmettre
des signaux d'activation. La réticulation de P-sélectine induit une augmentation de Ca?*
intracellulaire dans les HUVEC, ce qui laisse croire que P-sélectine peut transmettre des

signaux a travers la membrane plasmique '°.

Cette possibilité est appuyée par
Fassociation constitutive de P-sélectine avec p60°° dans les plaquettes 7'. La

réticulation de E-sélectine dans les HUVEC induit aussi une augmentation de Ca®* et la
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polymérisation de I'actine, de méme que la phosphorylation de tyrosines de E-sélectine

170172 E.sélectine phosphorylée peut alors recruter la phosphatase SHP2, amenant

l'activation d'Erk 1 et 2.

Ligands des
sélectines

Sélectines

o |Calcium intracellulaire
O Kinases Src
O Activation de Ras
© Kinases MAP (p38, JNK, ERK 1/2)

© Sphingomyelinase neutre

Changeme nt e' Radicaux

Activation
intégrines B2

Potentialisation Transcription] | e cellulair oxygéne

Figure 5: Cascades de signalisation initiées par la liaison des sélectines ou de leurs

ligands.

En plus d'agir & titre de molécules de signalisation, les sélectines peuvent
également induire des signaux dans les cellules auxquelles elles adhérent par
l'intermédiaire de leurs ligands. L’adhésion aux plaquettes via P-sélectine induit la
production de superoxyde et I'activation des intégrines B, dans les leucocytes 73174
L'utilisation de P-sélectine recombinante ou encore la réticulation de PSGL-1 conduisent
les neutrophiles et les monocytes a une production de cytokines et a I'expression de
différents génes "°'"®. La stimulation par PSGL-1 potentialise la réponse cellulaire aux
stimulus secondaires tel que le PAF ou les chimiokines "7'®, Au niveau des voies de

signalisation, la réticulation de PSGL-1, ligand des trois types de sélectines, stimule la
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phosphorylation et I'activation de la voie Ras alors que I'adhésion aux cellules CHO
exprimant P-sélectine active les kinases de la famille Src p54"" et p56"c 176178,
L’'adhésion de lymphocytes T a P-sélectine provoque dans les cellules la
phosphorylation de tyrosines sur plusieurs protéines, dont la kinase d’adhésion focale
pp125FAK

sélectine sont similaires a celles observées avec P-sélectine. L'activation des intégrines

et la paxiline '®. Les réponses leucocytaires observées suite a la liaison a E-

B2 en réponse a la liaison a E-sélectine a été observée chez des neutrophiles adhérant

aux cellules HUVEC stimulées par I'lL-1B 8",

Dans les monocytes, E-sélectine soluble
induit la chimiotaxie et la phosphorylation de plusieurs protéines de signalisation incluant
pp60°°, p54"" et p56"*, Erk1 et 2, et p38 "2,

La capacité des sélectines a agir comme molécules de signalisation
bidirectionnelles permet d'initier des cascades de signalisation a la fois dans les
leucocytes en roulement et dans I'endothélium. Les capacités de signalisation des
molécules de la superfamille des immunoglobulines tel ICAM-1 ont également déja été

démontrées 83185,

Ainsi, plutét que de ne servir qu'a arréter les leucocytes de la
circulation, les sélectines et autres molécules d'adhésion exercent des changements a
la fois dans les leucocytes et dans I'endothélium, changements probablement
nécessaires a la migration leucocytaire. Dans les leucocytes, I'adhésion via les
sélectines active les intégrines B, nécessaires a l'adhésion ferme subséquente.
L'adhésion potentialise également les leucocytes en vue d'une réponse au stimulus
chimiotactique, facilitant leur migration dans les tissus et I'activation de leurs capacités
effectrices dans le tissu enflammé et possiblement, dans le cas de cellules de
lymphome, leur capacité de développement une fois atteint le site périphérique pour
I'établissement de métastases. Dans les cellules endothéliales, les conséquences de
Fadhesion via les sélectines sont moins bien connues. On sait tout de méme qu'elles
entrainent des changements au niveau jonctions intracellulaires, facilitant ainsi
I'extravasation des leucocytes. |l également été démontré que I'adhésion de cellules

cancéreuses du codlon a E-sélectine augmente l'activité de ERK et p38. Ces
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changements améneront une modification de lintégrité de la barriére endothéliale,

facilitant la transmigration des cellules cancéreuses '%.

Ces résultats soulignent
I'importance des signaux générés dans I'endothélium lors de la métastasie. Des travaux
supplémentaires étudiant Finteraction entre les leucocytes ou encore les cellules
cancéreuses et l'endothélium vasculaire seraient donc nécessaires pour élargir le
champ de connaissance dans ce domaine. Le troisieme chapitre de cette thése portera
ainsi sur les changements dans I'expression génique de I'endothélium suite a I'adhésion

de cellules cancéreuses.

1.5 Modéle murin expérimental de LNH

Plusieurs modéles expérimentaux de cancer ont été établis chez les animaux afin
d'en faciliter I'étude. Parmi ceux-ci, on retrouve le modéle de lymphome thymique radio-
induit chez la souris établi par Henry S. Kaplan dans les années 1950 '®. Ainsi, en
irradiant de fagon hebdomadaire pendant quatre semaines des souris & une dose de
1.75 Gy, on observe le développement d'un lymphome thymique en trois a six mois
chez environ 60% des souris irradiées. Dans certaines des lignées de lymphome
genérées, on observera la présence d'un virus oncogénique RadLV (radiation leukemia
virus), induit suite a l'irradiation. De plus, il a été démontré que l'inoculation de ce virus
est suffisante pour induire le développement d'un lymphome thymique similaire a celui
induit par irradiation. Selon certains travaux, il semble que l'irradiation provoque
l'apparition de cellules pré-lymphomateuses dans la moelle osseuse et que ces
derniéres migrent ensuite vers le thymus, ou elles interagissent avec les différents
éléments du stroma thymique puis deviennent néoplasiques et donnent lieu au
développement d'un lymphome thymique. Parmi ces évidences qui démontrent que les
cellules néoplasiques ne prennent pas naissance dans le thymus, on note qu'en
protégeant le thymus lors de l'irradiation on obtient quand méme le développement d'un
lymphome thymique. De plus, si l'on irradie une souris thymectomisée a laquelle on
effectue ensuite une greffe de thymus, on peut toujours observer le développement du

lymphome thymique. Par contre, la découverte récente d'un deuxiéme thymus
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fonctionnel chez la souris au niveau de la région cervicale met en doute ces

observations 188189,

Malgré tout, d'autres expériences au cours desquelles on observa
le développement d'un lymphome thymique chez des souris ayant simplement recu de
la moelle osseuse de souris préalablement irradiées permet de prouver l'implication des
cellules souches dans ce modéle. Les cellules de lymphomes ainsi générées peuvent
par la suite étre mises en culture et établies sous formes de lignées expérimentales de
lymphome T. Une fois réinjectées dans le thymus de souris syngéniques, ces cellules
donneront naissance a des lymphomes thymiques qui, trés rarement, dissémineront
vers d'autres organes, dd a la rapidité avec laquelle la souris succombe au lymphome
thymique mais également a la faible vascularisation du thymus. En revanche, lorsqu’
injectées par voie intraveineuse, ces mémes lignées de cellules de lymphome méneront
au développement de métastases dans plusieurs organes, plus spécifiquement dans la
rate, les reins et le foie. Ainsi, ce modéle, utilisé couramment dans le laboratoire du Dr.
St-Pierre, permet d'étudier le réle de diverses molécules dans le développement du
lymphome et lors des étapes successives passant par la croissance localisée au thymus

jusqu'a la formation de métastases.

1.6 Molécules d'adhésion dans la dissémination du cancer

Au moins trois situations cliniques suggérent que le processus de dissémination
des cellules de lymphome utilise les mécanismes de migration leucocytaire '*°.
Premiérement, les LNHs apparentés aux lymphocytes naifs, comme le lymphome
lymphocytaire et le lymphome du manteau, se propagent habituellement a plusieurs
sites, alors que les LNHs apparentés aux lymphocytes activés tel le lymphome diffus a
grandes cellules B restent localisés 3. On peut donc présumer que les différences
obsevées quant aux propriétés de dissémination de ces lymphomes reflétent la
distribution, soit en recirculation ou localisée, de la contrepartie normale de ces LNHs.
Deuxiémement, les lymphomes extra ganglionnaires des mucqueuses (MALT) ou de la
peau (SALT) se retrouveront disséminés de fagon préférentielle respectivement au

3,191-194

niveau des muqueuses et de la peau Ceci suggére que le processus de
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migration spécifique retrouvé chez les lymphocytes est conservé chez le LNH.
Troisiemement, la dissémination du lymphome vers des sites de blessure ou
d'inflammation a déja été observée '*'%,  Cette observation peut étre expliquée par
l'interaction des cellules de lymphome avec les molécules d'adhésion exprimées a la
surface de l'endothélium activé au site d'inflammation ainsi que par la sécrétion de
molécules chimioattractives auxquelles pourraient étre sensibles les cellules de

lymphome.

1.6.1: Rodle des intégrines et de la superfamille des immunoglobulines dans la
dissémination

Afin d'étudier le role des molécules d'adhésion dans la dissémination du
lymphome, I'équipe du Dr. St-Pierre combina ['utilisation de souris déficientes en ICAM-1
et les lignées de cellules de lymphomes générées par irradiation selon le modéle de
Kaplan décrit préalablement. L'expression de CD3¢ a la surface des lymphomes
confirme que ces lignées proviennent de la transformation néoplasique de lymphocytes
T, tout comme I'expression de différentes molécules d'adhésion dont ICAM-1, ICAM-2,
CD31, L-sélectine et LFA-1, le ligand d'ICAM-1 et ICAM-2 sur l'endothélium. Ce
répertoire de molécules d'adhésion est similaire a celui retrouvé a la surface des
lymphocytes T. L'expression de LFA-1 joue un rble important dans l'adhésion des
cellules de lymphome a I'endothélium vasculaire qui expriment ICAM-1, participant ainsi
au processus de dissémination des cellules tumorales aux organes cibles. Cette
hypothése repose sur certaines études démontrant une corrélation entre les niveaux
d'expression de LFA-1 sur les cellules tumorales et leur capacités a former des

métastases %,

Puisque les cellules de lymphome expriment LFA-1, I'équipe du Dr St-
Pierre vérifia si I'absence d'lCAM-1 chez la souris pouvait réduire la dissémination des
cellules cancéreuses vers les organes périphériques. Deux lignées différentes de souris
déficientes en ICAM-1 furent utilisées pour vérifier cette hypothése. La premiére, ICAM-
1Y% fut générée en insérant une mutation dans le quatriéeme exon du géne de ICAM-

1, la seconde, ICAM-1™'8 e insérant une mutation similaire dans I'exon 5 96197,
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Lorsque les cellules de lymphome T 164T2 sont injectées a des souris normales, on
observe le développement de métastases au foie, a la rate et aux reins dans 50 a 70%
des souris dans un délai de huit & dix semaines. Par contre, lorsqu’ injectées aux souris
déficientes en ICAM-1, aucune tumeur ne se développe, démontrant que les souris
déficientes en ICAM-1 sont résistantes a la dissémination des cellules de lymphome
164T2 "%, La résistance est observée également a de plus fortes doses de cellules
cancéreuses et se poursuit pour une période allant jusqu'a 24 semaines aprés
l'injection. Puisque l'on n'observa aucune métastase chez les souris déficientes en
ICAM-1, on vérifia par la suite la capacité des cellules cancéreuses a coloniser les
organes cibles de ces souris, a savoir le foie, la rate et les reins. Pour ce faire, les
cellules 164T2 furent marquées par l'indium'’ et les cinétiques de migration comparées
chez les souris normales et les souris déficientes en ICAM-1. Etonnement, on observa
que les cellules cancéreuses migraient avec les mémes cinétiques dans les souris
normales et déficientes en ICAM-1. Ces résultats soulignent l'importance de ICAM-1
dans la dissémination du lymphome mais a des étapes ultérieures a la migration vers
les organes cibles. Plus spécifiquement, ils suggérent que la signalisation
bidirectionnelle via ICAM-1 et LFA-1 pourrait étre importante pour I'extravasation et la
croissance tumorale suite a la migration. Par la suite, on vérifia si les souris déficientes
en ICAM-1 étaient également résistantes a la dissémination de lignées de lymphomes
plus agressives. Pour obtenir de tels lymphomes plus agressifs, des passages in vivo
de la lignée 164T2 furent effectués chez des souris C57BL/6 en utilisant la rate comme
organe ou eétaient récoltées les cellules de lymphome aprés chaque passage. Les
lignées 164T2S11 et 164T2S19 furent ainsi obtenues. Alors que 164T2 induit le
développement de métastases en six a huit semaines chez environ 70% des souris
injectées, les lignées agressives 164T2S11 et 164T2S19 produisent des tumeurs dans
100% des souris en deux a trois semaines '%. Le phénotype agressif de ces lignées fut
également confirmé par l'expression constitutive entre autres de MMP-9, un géne
associé aux LNHs agressifs. Lorsqu'injectés aux souris déficientes en ICAM-1, ces

lymphomes agressifs donnent lieu au développement de métastases. Ainsi, il est
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permis de croire qulCAM-1 permettrait I'expression de génes nécessaires a la

dissémination, génes exprimés de fagon constitutive dans les lignées agressives.

Ces résultats soulignent l'importance d'ICAM-1 dans la dissémination du
lymphome corroborent ceux obtenus pour les lignées de lymphomes déficientes en LFA-
1. En utilisant des lignées de lymphomes qui n'expriment pas LFA-1, Roossien et al. ont
démontré que ces cellules présentent un potentiel invasif diminué a la fois dans des

cultures d'hépatocytes et de fibroblastes .

In vivo, suite a l'injection intraveineuse, la
lignée de lymphome parentale TAM2D2 produit des métastases dans 100% des souris
en 17 a 22 jours alors que les mutants déficients en LFA-1 n'induisent des métastases
que dans 10% des souris et ce en 37 a 46 jours. Cette méme équipe démontra que des
mutants knock-out pour l'intégrine B4 de la lignée de lymphome murin hautement
métastatique ESb présentent un potentiel métastatique réduit 2°°. Alors que linjection
intraveineuse de la lignée parentale ESb induit le développement de tumeurs dans
toutes les souris en 9 & 11 jours, seulement 50% des souris injectées avec la lignée
déficiente pour l'intégrine B1 développent des tumeurs, et ce, aprés une période de
latence de 20 a 60 jours. Cette mutation empéche I'expression de lintégrine asf+ (VLA-
4) qui se lie normalement a VCAM-1 et a la fibronectine, et de l'intégrine agB (VLA-6)
ayant comme ligand la laminine 2°'. Curieusement, la croissance in vivo de ces cellules
suite a une injection intrapéritonéale n’était pas affectée, démontrant ainsi l'implication
spécifique de lintégrine B4 dans la dissémination via les vaisseaux sanguins. La
capacité des mutants a former des métastases pouvait étre restaurée en transfectant
I'ADN complémentaire (ADNc) de B4, prouvant limplication de lintégrine dans la
métastasie. La méme équipe utilisa ces lignées déficientes pour transfecter des

mutants des différents domaines de B 2%

. Les résultats prouvent que les cinq résidus
en C-terminal impliqués dans la signalisation sont nécessaires a la métastasie vers le
foie et la rate. Au contraire, des mutations du domaine responsable de I'adhésion n'ont
aucun effet sur la métastasie dépendante de lintégrine B;. L'équipe de Reiss et

Engelhardt ont établi une lignée d'endothéliome déficiente en ICAM-1 par transformation
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de cellules endothéliales provenant de souris ICAM-17 2%, En utilisant ce modéle, ils
ont observé que l'adhésion des cellules de lymphome TK-1 aux cellules endothéliales
était grandement diminuée en l'absence d'ICAM-1. Ils démontrérent également
I'implication importante d'ICAM-1 dans la transmigration des cellules de lymphome T &
travers I'endothélium. A la lumiére de ces études portant sur I'implication des intégrines
et des molécules d'adhésion de la superfamille des immunoglobulines, il apparait que
ces molécules sont véritablement impliquées dans la dissémination du lymphome. Par
contre, cette implication ne semble pas limitée a I'adhésion des cellules de lymphome a
I'endothélium, mais implique aussi les capacités de signalisation qui pourraient contrdler
I'expression d'autres génes impliqués dans le processus métastatique. Ces résultats
soulévent I'hypothése qu'une autre famille de molécules d'adhésion telles les sélectines
seraient responsable de I'arrét des cellules de lymphomes dans les vaisseaux sanguins,
sans pour autant exclure leurs capacités de signalisation et leur implication dans la

dissémination
1.6.2 Role des sélectines dans la dissémination

1.6.2.1 L-sélectine et dissémination

Alors que le rdle physiologique de L-sélectine exprimée a la surface des
leucocytes est bien connu, son réle quant au développement et la dissémination du
lymphome est toujours obscur. Roos et ses collégues ont démontré qu'un hybridome de
cellules T ne produisant des métastases qu'aux ganglions lymphatiques posséde une
forte expression de L-sélectine '*°*. De méme, il a été observé que I'expression de la L-
sélectine sur les cellules tumorales lors d'une leucémie lymphoide se traduit par
l'atteinte des ganglions lymphatiques ?**. Les études visant a analyser I'expression de L-
sélectine dans le LNH montrent que la grande majorité des lymphomes localisés aux
ganglions lymphatiques expriment L-sélectine 2°°. Ceci est valable pour les lymphomes
B agressifs de faible grade et les lymphomes T dont la localisation primaire est
ganglionnaire. Par ailleurs, l'expression de L-sélectine sur les lymphomes extra

ganglionnaires est variable, comme on l'observe pour les leucocytes circulants. Les
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lymphomes B et T agressifs des muqueuses n'expriment généralement pas L-sélectine
alors que les lymphomes T cutanés expriment de faibles niveau de L-sélectine 20527,
Par contre, deux types de lymphomes gastro-intestinaux expriment de bons niveaux de
L-selectine soit le lymphome B de faible grade de type MALT et les polypes

lymphomateux malins (MLP) 205208,

Alors que le MLP, un variant du lymphome du
manteau, présente une dissémination vers les muqueuses et les ganglions
périphériques, les lymphomes de type MALT- ne migrent habituellement que vers les

muqueuses.

1.6.2.2 E-sélectine et dissémination

Plusieurs études in vitro supportent l'idée qu'E-sélectine joue un rdle dans la
métastasie de cellules tumorales du colon (Tableau 7) 2°2'7. Regle générale, on
remarque que l'expression des ligands des sélectines a la surface cellulaire est
directement reliée au potentiel métastatique des cellules tumorales. Parmi ces études,
certaines suggérent que E-sélectine ne peut étre responsable a elle seule de
l'interaction entre les cellules tumorales et I'endothélium car d'autres interactions
cellules-cellules sont nécessaires au processus métastatique 2'?'®, D'autres études ont
également suggéré que E-sélectine participe a la métastasie de différents types
tumoraux, incluant le lymphome (Tableau 8) 2'%?2° Parmi celles-ci, on remarque
l'implication possible de E-sélectine lors du processus métastatique de toutes les
lignées de leucémie/lymphome étudiées. Il fut observé que I'adhésion de la lignée de
cellules leucémiques HL-60 a I'endothélium activé est réduite de fagon significative suite

a lajout d'un anticorps contre E-sélectine 2%,

Une autre étude démontra que deux
lignées de lymphomes adhérent a l'endothélium des sinusoides hépatiques par
lintermediaire de E-sélectine. Dans ces travaux, I'adhésion des cellules de lymphomes
est empéchée par ['utilisation de sLe* synthétique ou encore d'un anticorps monoclonal

dirigé contre E-sélectine.
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Tableau 7:Evidences in vitro de limplication de E-sélectine dans la métastasie

carcinome du colon.

du

Etude

Observations

Réf.

Dejana et al.

Yamada et al.

Bresalier et al.

Sato et al.

Yamada et al.

Cho et al.

Nakamori ef al

Brodt ef al.

Bresalier et al.

Tremblay et al.

Un anticorps contre E-sélectine inhibe fortement I'adhésion de cellules du
c6lon aux cellules endothéliales activées a I'lL-1.

L'adhésion de cellules cancéreuses du célon humain a des HUVECs
stimulées est dépendante de E-sélectine sur les cellules endothéliales et
la molécule Span-1 sur les cellules tumorales.

Le niveau d'expression de sLe* est plus élevé sur les cellules du cancer
du cblon métastatique que sur les cellules de la tumeur primaire.

Le niveau d'expression de sLe® par les cellules de carcinome du célon
corréle avec leur potentiel d'adhérer aux cellules endothéliales activées.

Une augmentation de I'expression de sLe® a la surface des cellules
cancéreuses est observée lorsqu'elles acquiérent un plus grand potentiel
a former des métastases.

Le potentiel métastatique des tumeurs est en corrélation avec I'expression
de sLe” et la liaison des cellules cancéreuses a E-sélectine.

Une sous-population de cellules cancéreuses présentant une plus forte
expression de sLe* adhére plus efficacement aux cellules endothéliales
activées au TNF-a. Des anticorps contre E-sélectine renversent la
différence observée. La sous-population exprimant plus fortement sLe*
produit également plus de métastases dans les souris nues.

Un anticorps contre E-sélectine inhibe complétement I'adhésion de deux
lignées de cellules cancéreuses colorectales hautement métastatique a
des cellules endothéliales activées au TNF-a. Cette inhibition n'est pas
observée avec une lignée faiblement métastatique.

Les mucines glycosylées sur les cellules cancéreuses du cdlon lient E-
sélectine exprimée par les cellules endothéliales des sinusoides
hépatiques.

La liaison de cellules de cancer du c6lon via E-sélectine modifie I'intégrité
de la barriére endothéliale et facilite la transmigration.

209

210

211

212

213

214

215

216

217

186
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Tableau 8: Etudes suggérant I'implication ou non de E-sélectine dans la métastasie de

tumeurs non colorectales.

Adhésion via E-sélectine

Etude Type de cancer (# de lignées cellulaires) Ref
Oui Non

Toezeren et

ol Carcinome mammaire 3 3 219
Lafrenie etal. Leucémie 1 0 220
Yoneda efal. Lymphome 2 221
Nakashio et

al Carcinome gastrique 1 1 222
Iwai et al. Carcinome pancréatique 3 3 223
Satoh et al. Carcinome rénal 0 224
Matilla et al. Sarcome 0 4 225
Miller et al. Mélanome 0 12 226

Des études in vivo ont également souligné l'importance d'E-sélectine dans la
dissémination. L'inhibition de I'expression de E-sélectine sur I'endothélium hépatique
par ['utilisation d'oligonucléotides anti-sens empéche la formation de métastases au foie

par un carcinome colorectal %%’

. Dans cette étude, les animaux prétraités développent
86% moins de métastases suivant I'injection des cellules cancéreuses directement dans
la veine porte hépatique. Dans une autre étude, un anticorps contre sLe* co-injecté

avec les cellules de carcinome gastrique MKN74 inhibent de fagon significative la

222 X

quantité de métastases au foie dans les souris nues L'administration de sLe
synthétique a des souris diminue I'arrét du mélanome B16-BL6 au niveau des poumons
sans affecter les propriétés invasives des cellules tumorales 2. De plus, une protéine
de fusion de E-sélectine soluble, liant les cellules de carcinome du cdlon HT-29, permet

de bloquer la formation de métastases aux poumons de souris nues ??°. Biancone et al.

40



ont étudié la distribution de métastases du mélanome B16F10 chez des souris normales
et dans deux lignées transgéniques exprimant E-sélectine constitutivement dans toutes
les cellules de I'organisme ou encore seulement au niveau du foie 2°. Dans les souris
normales, l'injection de cellules tumorales produit le développement de métastases aux
poumons. Par contre, dans les deux lignées de souris transgéniques, on remarque la
formation de métastases hépatiques, suggérant l'implication d’E-sélectine dans les sites

de développement de métastases.

1.6.2.3 P-sélectine et dissémination

Des études suggérent que P-sélectine, comme E-sélectine, permet |'adhésion
des cellules tumorales a I'endothélium. En effet, Pottratz et al. ont démontré que
I'attachement des cellules de cancer du poumon H82 aux cellules endothéliales activées
requiert une hausse de I'expression de P-sélectine a la surface de I'endothélium 2.
D'autres études ont également démontré que les cellules du cancer du cdlon KM12-L4
peuvent adhérer & P-sélectine dans des conditions imitant le flux sanguin 232, Ding et al.
ont utilisé un systéme de vidéo microscopie intravitale (IVVM) pour étudier le réle de P-

sélectine dans la dissémination du lymphome 23

. lis observérent tout d'abord que les
cellules d'adénocarcinome C26 s'arrétent de fagon abrupte dans le foie lorsqu'elles
rencontrent des vaisseaux sanguins de petite taille sans démontrer de signes préalables
de roulement transitoire a la surface de I'endothélium. Elles s'immobilisent donc dans
les sinusoides. Ces résultats corrélent avec ceux de Chambers discutés plus tot qui
démontrent que des cellules de mélanome sont arrétées par restriction de taille dans les
vaisseaux sanguins de faible calibre. Ces études suggérent donc que dans certains
types de tumeurs, le processus métastatique implique un arrét mécanique di a la taille
des cellules cancéreuses plutét qu'au roulement et a l'adhésion ferme tels des
leucocytes circulants. Par contre, ce phénomeéne ne peut-étre généralisé a tous les
types de cancer. Lorsque Ding et al. injectérent la lignée de cellules de lymphome EL-4
qui sont plus petites que les cellules d'adénocarcinome, elles ne sont pas arrétées par

blocage mécanique. En utilisant I'I'VVM, ils observérent que les cellules EL-4 adhérent
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aux parois des vaisseaux sanguins alors que le sang continue de circuler dans la
lumiére du vaisseau sanguin. Lorsqu'ils injectent ces mémes cellules a des souris
déficientes en P-sélectine, ils observent encore une fois par I[VVM que le nombre de
cellules adhérées a la surface de l'endothélium chute de fagon significative en
comparaison aux souris normales. L'injection du lymphome EL-4 produit des
métastases au foie dans les souris normales ou déficientes en P-sélectine mais la
masse du foie néoplasique 14 jours suivant l'injection est significativement plus élevée
dans les souris normales que chez celles déficientes en P-sélectine, démontrant une
différence entre les deux groupes pour l'importance de la croissance métastatique. Or,
tel que mentionné précédemment, plusieurs molécules d'adhésion ne sont pas
exprimées de fagon constitutive a la surface de I'endothélium, leur expression étant
régulée par la sécrétion de molécules inflammatoires. L'équipe de Orr observa par
IVVM que lorsque I'on injecte par voie intraveineuse les cellules de mélanome B16, elles
sont arrétées de fagon mécanique dans les sinusoides du foie 62234 par contre, si l'on
injecte de I'lL-1 quatre heures avant l'injection des cellules tumorales, les cellules
s'immobilisent par roulement a la surface de I'endothélium dans les veinules portes, en
amont des sinusoides. Sept jours plus tard, les souris ayant regu de I'lL-1 présentaient
de 10 a 20 fois plus de métastases hépatiques. Ces résultats peuvent étre expliqués
par l'expression contrélée de molécules d'adhésion endothéliales tel E-sélectine, ICAM-
1 et VCAM-1 suite a l'injection d'IL-1.

1.6.2.4 Formation d'embolies tumorales via les sélectines.

Les mécanismes impliquant les sélectines dans la métastasie décrits dans les
études présentées précédemment ont une vision souvent simpliste des interactions
entre les cellules cancéreuses et I'endothélium. lIs ne discutent pas du réle joué par les
sélectines dans l'interaction entre les plaquettes et les leucocytes du sang circulant pour
la formation de micro-embolies susceptibles de faciliter le processus métastatique. P-
et/ou L-sélectine exprimés par les cellules de I'héte sont donc des candidats potentiels

permettant l'interaction plaquettes -cellules tumorales- leucocytes- endothélium 23%2%,
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D'autant plus que plusieurs lignées de cellules tumorales, tel le carcinome humain
LS180, expriment des sialomucines pouvant servir de ligands pour L- et P-sélectines 237
et que les lignees de lymphomes, provenant de la transformation maligne des
leucocytes, expriment toujours PSGL-1, un ligand des deux sélectines en question. Ces
hypothéses ont été étudiées en utilisant des modéles murins de métastasie ou I'on nota
que ces sialomucines pouvaient promouvoir la métastasie via la liaison a L- et P-
sélectines. Cette implication de L- et P-sélectines a également été démontrée de fagon
élégante dans un modéle de métastasie d'un adénocarcinome murin établi par Borsig et
ses collégues 2°%%, Dans ces travaux, on observa que linjection par voie intraveineuse
de cellules cancéreuses aux souris normales provoquait le développement d'une
importante quantité de métastases aux poumons. On observa par contre une réduction
importante de la métastasie lors de l'injection & des souris déficientes en P-sélectine 23°.
De fagon intéressante, ['analyse immunohistochimique de la vascularisation pulmonaire
des souris P-sélectine” injectées avec des cellules tumorales montra une réduction
marquée de l'agrégation plaquettaire autour des cellules cancéreuses. Lorsque les
mucines de la surface tumorale étaient clivées enzymatiquement préalablement a
I'injection, une réduction de I'agrégation avec les plaquettes était également observée.
Ces observations suggérent donc un réle a la fois de P-sélectine de I'héte et des
mucines de la surface des cellules cancéreuses dans l'interaction avec les plaquettes
sanguines. Dans un autre modéle murin, la réduction des plaquettes par
immunodéplétion réduit la métastasie, laquelle est associée a une destruction des

cellules cancéreuses par les cellules NK 2%,

Cet effet en apparence protecteur des
plaquettes pour la survie des cellules tumorales semble étre plutét di & une protection
physique (shielding) plutét qu'a un réle pro métastatique direct. Dans I'étude précédente
de Borsig et al., le nombre de cellules tumorales détectées était toujours inférieur dans
la vascularisation pulmonaire des souris P-sélectine -/- 22°. Ces observations suggérent
donc que la formation d'embolies engendrée par les plaquettes améne une plus grande

rétention des cellules tumorales dans l'organe et I'absence de plaquettes permet un
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accés plus facile aux cellules tumorales en circulation pour leur destruction par le
systéme immunitaire.

Les leucocytes circulants peuvent également étre impliqués dans la formation
d'agrégats hétérotypiques avec les cellules tumorales ou encore avec les agrégats
formés de plaquettes et de cellules tumorales. Tel que discuté précédemment, la
plupart des sous-populations leucocytaires expriment L-sélectine de fagon constitutive,
ce qui en fait un candidat intéressant pour linteraction avec les cellules tumorales.
Cette hypothese fut confirmée dans un modéle murin déficient en L-sélectine ou l'on
observa une atténuation du potentiel métastatique 2*°. Cette observation implique donc
directement L-sélectine, et ainsi les leucocytes, dans le processus. Puisque ces
résultats sont également observés dans les souris immunodéficientes dépourvues de
cellules T et B matures, I'implication de d'autres populations leucocytaires (neutrophiles,
monocytes, cellules NK) entre probablement en ligne de cause. La contribution de L- et
P-sélectine dans le processus métastatique fut également analysée chez des souris
doublement déficientes L/P”". Dans ce modéle, la formation de métastases par une
tumeur agressive est drastiquement réduite, suggérant un effet synergique de L- et P-
sélectine dans la dissémination des cellules cancéreuses. |l est déja établi que
I'néparine non fractionnée, un anticoagulant, inhibe la liaison de P- et L-sélectine a leurs
ligands naturels (sLe*) 2%°.

En raison de l'association entre la dissémination des cellules cancéreuses et la
formation d'embolies déja décrite, I'néparine a été utilisée comme traitement initial

anticoagulant 2%°.

Des effets bénéfiques de I'héparine sur la formation de métastases
chez I'humain ont été observés dans plusieurs études cliniques 2*'. D'un autre coté,
I'utilisation d'un antagoniste de la vitamine K, empéchant la coagulation par un
mécanisme différent de I'héparine, n'exerce aucun effet bénéfique sur la métastasie.
Ceci suggere donc que l'effet de I'héparine sur le pouvoir métastatique des cellules
cancéreuses n'est pas exclusivement redevable a son activité anticoagulante bien que

0

la coagulation en elle-méme peut favoriser la métastasie 2*°. Ainsi, le modéle murin
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expérimental de métastasie chez les souris déficientes en L- et P-sélectine a permis de
vérifier les effets bénéfiques de I'héparine qui inhibe la capacité de liaison des sélectines
23523 | 'hgparine injectée par voie intraveineuse préalablement aux cellules tumorales
réduit de fagon significative la formation d'agrégats dans la circulation pulmonaire. Bien
que les effets de I'héparine sur I'adhérence des plaquettes aux cellules tumorales ne
dure que 6 a 8 heures, une importante réduction de la colonisation des poumons par les

métastases s'observe quatre a six semaines suivant l'injection 23%2%,

La quantité de
métastases suite a l'injection d'héparine dans les souris normales était similaire a ce
qu'elle était sans traitement dans les souris P-sel” et dans le groupe injecté avec les
cellules tumorales privées de leur mucines. L'héparine n'a aucun effet additionnel sur les

-

souris P-sel™, suggérant que 'héparine agit uniquement sur la P-sélectine plaquettaire.

L'héparine injectée chez les souris L-sel” réduit la métastasie de fagon analogue a celle

observée chez les souris L/P" 2%,

Ces données suggéerent donc que les leucocytes
facilitent la métastasie en stimulant la formation des premiers agrégats et embolies
impliquant les plaquettes sanguines. Elles soulignent encore une fois lI'importance des
sélectines dans la progression de certains cancers et l'action de certains agents

inhibiteurs de ces molécules d'adhésion sur la métastasie.

Tel que discuté plus tét, il a été démontré que les enzymes FX (fucosyl
transférases) sont responsables de la biosynthése des sLe* chez les leucocytes 242,
D'autres preuves démontrant l'implication des sélectines dans la dissémination des
cellules cancéreuses sont tirées de la fonction de ces enzymes. Dans le carcinome
épidermoide de la téte et du cou, les enzymes FX jouent un réle clé dans la biosynthése
des ligands des sélectines dont le sLe? et dans l'interaction de ces cellules cancéreuses

242,243

avec les cellules endothéliales Une relation fonctionnelle entre le niveau

d'expression de l'enzyme FX et celui du ligand des sélectines sLe? est également

démontrée dans les cellules cancéreuses colorectales 24,

Cette étude a d'ailleurs
permis d'établir un axe fonctionnel reliant I'enzyme FX, I'expression de sLe?, la capacité

des cellules cancéreuses a adhérer a E-sélectine et finalement a I'endothélium. Ces
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conclusions s'appuient d'évidences corrélatives, d'expériences de transfection et de

I'utilisation d'ARN anti-sens 2%, Une corrélation 2 également été rapportée entre
I'agressivité des cellules cancéreuses, leur potentiel métastatique et I'expression de

I'enzyme FX 244,

On constate, a la lumiére de ces différents travaux de recherche, que les
sélectines et leurs ligands jouent un role crucial dans la dissémination de certains types
de cancer et que leurs inhibiteurs, dont I'héparine, peuvent en réduire le potentiel pro-
metastatique. De plus, puisque ces molécules possédent des capacités de
signalisation, un rdle original pourrait leur étre attribué lors de linteraction avec
I'endothélium par la modulation de génes pro-métastatiques. Ainsi, la poursuite de la
recherche au sujet de limplication des sélectines dans le développement et la
dissémination du LNH, tout comme au niveau la modulation génique de I'endothélium
suite a l'interaction avec les cellules cancéreuses, mérite un intérét soutenu puisque de

nouvelles approches thérapeutiques pourraient en émaner.

Les travaux de la présente thése visaient donc a: 1) analyser le role des
sélectines dans la leucémogénése radio-induite et dans le développement de
lymphomes thymiques; 2) déterminer le role des sélectines dans la formation de
métastases par ces méme cellules de lymphome; 3) analyser la modulation de
I'expression génique de I'endothélium lors des contacts intercellulaires entre les cellules
de lymphome et les cellules endothéliales vasculaires, une étape critique du processus

métastatique.
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Résumé

Nous avons préalablement démontré que l'expression d’ICAM-1 par I'héte est
essentielle a la dissémination des cellules de lymphome. Puisque les sélectines font
partie intégrante du méme mécanisme de migration leucocytaire impliquant également
ICAM-1, nous avons étudié leur implication dans la lymphomagénése et le processus
métastatique. En utilisant des souris déficientes en sélectines comme modéle, nous
avons observé que l'absence de E-, P-, ou L-sélectine n'affecte pas la génération de
lymphomes thymiques primaires induits par irradiation. Cependant, [l'utilisation de
lymphomes T générés a partir de lymphomes thymiques chez les souris L-sélectines
déficientes nous a permis de déterminer que I'absence de L-sélectine sur les cellules de
lymphome les empéche de se développer au niveau du thymus. Par contre, cette
déficience est rétablie lorsque l'intégrité des interactions dépendantes de L-sélectine est
altérée, tel que démontré par la capacité des cellules de lymphome déficientes en L-
sélectine a se développer normalement dans les souris L-sélectine-déficientes et dans
les expériences de transfert adoptif de moelle osseuse.

Pour ce qui concerne le réle des sélectines dans le processus métastatique, nos
résultats ont démontré que l'absence des trois membres de la famille des sélectines
retarde de fagon significative la dissémination des lymphomes aux organes
périphériques. Cette résistance des souris déficientes en sélectines a la formation de
métastases repose sur les propriétés intrinséques des cellules cancéreuses puisque le
processus métastatique de variants plus agressifs n'était pas affecté par l'absence de
sélectines. Finalement, nos expériences démontrant que la migration dans les différents
organes cibles se déroulant avec les mémes cinétiques dans les souris normales et
déficientes en sélectines suggérent que ces molécules d’adhésion, tout comme ICAM-1,
influencent le processus métastatique a une étape subséquente au homing. L'ensemble
de ces résultats établit le rble significatif joué par les sélectines dans les différentes

étapes du développement du lymphome T.
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Introduction

T-cell ymphomagenesis is a multistep process that starts with the development of
pre-leukemic cells (PLCs) in the bone marrow and the thymus, and ends with the
systemic dissemination of T lymphoma cells to organs such as the liver, the spleen, the
kidneys, the lymph nodes, and the ovaries. Experimentally, T-cell lymphoma can be
induced by the exposure of mice to split-dose irradiation "2. Exposure to such a
leukemogenic regimen leads to the development of PLCs from early haematopoietic
stem cells in the bone marrow. PLCs cannot induce lymphoma by themselves. Their
neoplastic transformation to overt T-leukemic cells requires that they pass through the
thymus, where close intercellular contact with thymic stromal elements and exposure to
local cytokines induce their transformation to leukemic cells *5. Systemic tumors can
also result from radiation-induced leukemogenesis as leukemic cells find their way into
the circulatory system. Growth of thymic lymphoma has been studied, for specific
purposes, by means of intrathymic injection of lymphoma cells ®’. Lymphoma cells have
also been isolated from a thymic lymphoma and used to study lymphoma metastasis
after intravenous injection into normal mice 1°.

Given that lymphoma cells often express the same cell adhesion molecules
(CAMs) their normal counterparts do, it has been postulated that CAMs play a crucial
role at different steps of tumorigenesis, most notably by conferring metastatic properties
to tumor cells **'2. Indeed, adhesion molecules are uniquely positioned at the interface
between the circulating tumor cell and the milieu in which tumor growth will occur *2.
Support for this postulate has been provided by data showing that intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1)-deficient mice are resistant to the development of lymphoid
malignancy ® and that LFA-1—defective lymphoma cells have only limited metastatic
potential *. Selectins are a family of adhesion molecules closely involved in the contact
between circulating leukocytes and vascular endothelial cells '°. Three members of this
family, E-, P-, and L-selectin, have been cloned. E- and P-selectins are expressed on

vascular endothelial cells, and, like ICAM-1, their expression is rapidly upregulated on
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stimulation '®. P-selectin is also expressed in a-granules of platelets ’. In contrast, L-
selectin is constitutively expressed on haematopoietic stem cells, thymocytes, circulating
leukocytes, and lymphoma cells'®. All selectins share a high degree of structural
homology, and all bind to sialylated, glycosylated, or sulfated glycans on glycoproteins,
most notably the tetrasaccharides sialyl Lewis X (sLeX) and sialyl Lewis A (sLeA), found
on a wide spectrum of cell types. In physiologic conditions, selectins are responsible for
the initial stickiness of circulating leukocytes to vascular endothelium ™. Although a
number of studies have recently addressed the implication of selectins in tumor

metastasis 2%

none of these has shown whether triggering of the tumorigenic process
or spreading of lymphoma cells can occur in the absence of selectins. In the present
work, using genetically engineered selectin-deficient mouse models, we investigated the
role of selectin expression by tumor and peritumoral cells at various stages of lymphoma

development.
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Materials and methods

Mice

Breeder pairs for the selectin-deficient mouse colonies were originally obtained
from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME) and were backcrossed on a C57BL/6
background using polymerase chain reaction (PCR) to screen for the appropriate
mutation. A colony for each of the knockout strains was maintained in our specific
pathogen-free animal facility. C57BL/6 (Thy-1.2) and C57BL/Kathy (Thy-1.1) congenic
for the Thy-1 allele were also bred in-house. All selectin-deficient mice were healthy,
fertile, and did not show any gross abnormalities 2. All animal studies were approved

by the Institutional Animal Care and Use Committee.

Cell lines and antibodies

Mouse thymic lymphoma lines were derived from radiation-induced thymic
lymphoma, as previously described.®'® Rat anti-mouse PSGL-1 monoclonal antibody
was purchased from BD Biosciences (Mississauga, ON, Canada). Rat anti-mouse
monoclonal antibody MEL-14 was purchased from eBioscience (San Diego, CA). The
hybridoma 145-2C11 (anti-CD3y) was obtained from the American Type Culture
Collection (Rockville, MD). The antibody was purified by protein G affinity
chromatography (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ) and was biotinylated
using standard protocols. Streptavidin-phycoerythrin (SA-PE) conjugates were obtained
from Gibco/BRL (Mississauga). All cell lines were grown in RPMI 1640 (Life
Technologies, Burlington, ON, Canada) supplemented with 10% (vol/vol) heat-
inactivated fetal calf serum (FCS; Life Technologies), 2 mM glutamine (Life
Technologies), 10 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N’'-2-ethane sulfonic acid)
(Life Technologies) buffer, 55 uM 2-mercaptoethanol (Life Technologies), and antibiotics

(Life Technologies).
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Flow cytometry

Cells were washed in ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) and were
incubated on ice for 20 minutes with PBS containing 1% (vol/vol) bovine serum albumin
(BSA), 0.01% (volivol) sodium azide (PBA), and 30 pug/mL human immunoglobulin G
(1gG; Sigma, St Louis, MO) and then for 20 minutes with predetermined concentrations
of antibodies. For indirect staining, cells were washed twice after binding of the first
monoclonal antibody (mAb) and were incubated again with a saturating concentration of
SA-PE conjugate for 20 minutes on ice. After mAb binding, cells were washed with ice-
cold PBA and were resuspended in 1 mL PBS containing 0.01% sodium azide. Samples
were kept in the dark and were analyzed using a FACScalibur flow cytometer (BD
Biosciences). Between 10 000 and 50 000 cellular events were analyzed for each

sample.

PCR genotype analysis

Selectin-deficient mice were backcrossed for at least 5 generations on a C57BL/6
background, and their genotype was confirmed by PCR using primers specific for the
wild-type and mutated alleles (Table 1). The genotype of L-selectin—deficient cell lines
established from radiation induced thymic lymphoma was also confirmed by PCR
analysis. Amplification was performed in a PTC-100 thermal cycler (MJ Research,
Waltham, MA) using the following protocol: 120 seconds at 94°C and then 35 cycles of 3
steps consisting of 60 seconds at 94°C, 60 seconds at 58°C, and 60 seconds at 72°C.
The reaction mixture was size-separated on an agarose gel, and specifically amplified

products were detected by ethidium bromide staining and ultraviolet transillumination.

Lymphomagenesis model

To determine the role of selectins in T-cell lymphomagenesis, 4- to 8-week-old
normal and E-, L-, or P-selectin—deficient mice were exposed to 4 weekly doses of
whole body irradiation (4 x 1.75 Gy), as previously described *'°. Mice were observed

periodically for clinical signs of thymic lymphoma (runting, swelling of the thorax, and
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dyspnea). When moribund, mice were killed, and thymic lymphoma was confirmed at
necropsy. To study the role of selectins in lymphoid tumor growth, 4- to 8-week-old
normal and selectin-deficient mice were injected in each lobe of the thymus with the
indicated number of lymphoma cells. In some experiments, genomic DNA was extracted
from thymic lymphoma and was resuspended in TE buffer (10 mM Tris, pH 7.2; 1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid) before PCR analysis. To study lymphoma in peripheral
organs, mice at least 6- to 10-weeks-old were injected with 10° to 10® lymphoma cells
through the tail vein. When clinical signs of lymphoma became evident (dyspnea,
runting, and splenomegaly), the animals were killed and the spleen, lungs, kidneys, and

liver were examined macroscopically.

Adoptive transfer procedure

For bone marrow (BM) transplantation experiments, BM cells were isolated from
the tibias and femurs of normal and L-selectin—deficient C57BL/Kathy (Thy-1.1) mice.
Congenic C57BL/6 (Thy-1.2) and L-selectin—deficient C57BL/6 recipient mice were
irradiated (7 Gy) before BM transfusion. BM cells (10’ cells) were delivered to the host in
0.2 mL PBS through tail vein injection. Flow cytometric analysis with anti-Thy-1.1, anti—
Thy-1.2, and anti-L-selectin mAbs showed complete reconstitution 4 weeks after
transplantation. All control recipients that did not receive BM cells died within 3 weeks of
irradiation. To induce thymic lymphoma in BM chimeras, KOL1682 T-lymphoma cells
(10* cells) were microinjected into each thymic lobe of recipients, and lymphoma
development was monitored as described in “Lymphomagenesis model. Four to 6

recipients were used for each experimental group.

In vivo migration assays

The migration of 164T2 lymphoma cells was analyzed using standard indium In
111 (""'In) labeling of lymphoma cells, as described previously 8. Briefly, 107 cells were
labeled with 370 MBq 111In in 0.5 mLRPMI 1640 for 15 minutes at room temperature.

Cells were washed 4 times with RPMI 1640 containing serum and were resuspended in
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PBS. Viability of the labeled cells was greater than 95%, as determined by trypan blue
exclusion. Each mouse was injected intravenously with 106 cells. Animals were killed at
various times, and the kidneys, spleen, liver, and thymuses were recovered, as were
heparinized blood samples. Total radioactivity in circulating blood was estimated in 400-
pL aliquots of blood, assuming a total volume of 2 mL circulating blood per mouse.
Statistical analysis

Statistical significance was measured using the log rank test, and the level of

significance was established at P less than .05.
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Restlts

Triggering T-cell ymphomagenesis in the absence of selectins

To establish whether selectin deficiency has an effect on the triggering of
radiation-induced thymic lymphoma, we compared tumor incidence in normal and
selectin-deficient C57BL/6 mice in response to a leukemogenic regimen of x-radiation.
Such a regimen (4 weekly doses of 1.75 Gy) results in thymic lymphomas in most of the
animals after a latency period between 3 and 6 months. Our results showed that the
absence of selectins does not impair T-cell lymphomagenesis. For instance, in the case
of L-selectin, which is found on early haematopoietic stem cells, thymic lymphoma was
found in 80% (24 of 30; mean survival time [MST], 142 + 22 days) and 77% (20 of 26;
MST, 143 + 33 days) of wild-type and L-selectin—deficient mice, respectively, with a
similar latency period before the onset of thymic lymphoma (approximately 20 weeks
after irradiation). Identical results were obtained in E- and P-selectin—deficient mice

(data not shown).

Growth of thymic lymphoma in the absence of L-selectin

The onset of thymic lymphoma is preceded by an extended preleukemic period
during which PLCs interact with the thymic microenvironment, which provides the
signals essential for tumor cell growth. Because L-selectin is expressed on several cell
types in the thymus, including thymocytes and thymic dendritic cells, '®?® we next tested
whether the absence of L-selectin in the tumor microenvironment could interfere with the
local growth of lymphoma. To this end, we compared the development of tumors
induced after the intrathymic injection of lymphoma cells in normal and L-selectin—
deficient mice. Our results showed that the absence of L-selectin in the thymic
microenvironment did not significantly alter the frequency and growth rate of lymphoma
cells because the frequency of tumor development and MST were similar in normal (12
of 17, MST, 34 + 7 days) and L-selectin—deficient (13 of 19; 36 + 7 days) C57BL/6 mice.
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L-selectin—deficient mice did develop thymic lymphoma with exposure to
radiation; we took advantage of this to generate L-selectin—deficient lymphoma cell lines
(KOL1682 and KOL1677). We confirmed the absence of L-selectin on the KOL1682 and
KOL1677 lymphoma cell lines by PCR and flow cytometry (Figure 1). To test whether
the absence of L-selectin on lymphoma cells modulated thymic lymphoma growth, L-
selectin—deficient cells and control cells expressing L-selectin (the 1681 cells, generated
from a heterozygous control) were then injected intrathymically in normal mice. Our
results showed that the absence of L-selectin on lymphoma cells significantly impaired
their ability to grow in the thymuses of normal mice. Indeed, although the injection of
control cells expressing L-selectin induced thymic lymphoma in all injected mice (11 of
11), we found that only 3 of 14 (21.4%) normal mice developed thymic lymphoma after
injections of L-selectin—deficient cells (Table 2). Moreover, in mice that did develop
thymic lymphoma, the latency period was significantly (P < .001) longer than it was
when tumors were induced with L-selectin—expressing cells (52 days vs 21 days).
Genotype analysis was used to confirm the donor origin of the tumor cells (Figure 2).
However, the absence of L-selectin in the thymus restored the capacity of L-selectin—
deficient cells to induce lymphoma with a latency period equivalent to that of wild-type
lymphoma cells (Table 2).

To further investigate the mechanism responsible for the inability of L-selectin—
deficient lymphoma cells to induce thymic lymphoma in normal mice, an adoptive
transfer strategy was used. For this purpose, normal C57BL/6 mice were lethally
irradiated and reconstituted with bone marrow (BM) cells isolated from C57BL/6 L-
selectin—deficient mice (and vice versa). In preliminary experiments carried out 4 weeks
after reconstitution, flow cytometric analysis using Thy-1.1, Thy-1.2, and L-selectin—
specific antibodies were used to confirm the donor origin of thymocytes in BM chimeras.
Six weeks after reconstitution, recipient mice were thus inoculated intrathymically with L-
selectin—deficient lymphoma cells, and the growth of thymic lymphoma was monitored.
Four weeks after reconstitution, the expression of P-selectin ligands (PSGL-1) was

confirmed on the surfaces of thymocytes in all bone marrow chimeras (Figure 3A-D),
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but, as expected, only chimeras reconstituted with bone marrow cells reconstituted from
C57BL/6 mice expressed L-selectin (Figure 4). Lymphoma cells, including the KOL1682
L-selectin—deficient lymphoma cell lines, also express the L-selectin ligand PSGL-1
(Figure 3E). As expected from our previous results, mice from the control groups,
consisting of normal mice reconstituted with BM cells from L-selectin—positive mice,
were resistant to the growth of thymic lymphoma induced by the injection of L-selectin—
deficient lymphoma cells (Table 3). Thus, tumor growth occurred in L-selectin—deficient
mice reconstituted with L-selectin—deficient BM cells. The inability of L-selectin—deficient
lymphoma cells to induce thymic lymphoma in C57BL/6 mice was overcome after
reconstitution with L-selectin—deficient BM cells. However, BM cells from normal mice
could not inhibit the growth of L-selectin—deficient lymphoma cells when they were
transferred into the thymuses of L-selectin—deficient mice. These results suggest that
the expression of L-selectin on lymphoma cells and hematopoietic progenitors is
important for maintaining the functional integrity of the thymic architecture and the

growth of thymic lymphoma.

Resistance of selectin-deficient mice to dissemination of lymphoma cells

We previously showed that the dissemination of T-lymphoma cells (eg, 164T2
and 267) to peripheral organs was completely inhibited by the genetic ablation of the
ICAM1 gene °. Because ICAM-1 and selectins have distinct but overlapping functions,
we wanted to know whether lymphoma dissemination was also inhibited in the absence
of selectins. For this purpose, 164T2 T-lymphoma cells were injected intravenously into
normal and E-, P-, or L-selectin—deficient mice, and the development of lymphoma in the
different groups of mice was compared. We found that whereas all normal mice
succumbed to tumor approximately 40 days (MST, 38 + 3 days) after the injection of 106
lymphoma cells, tumor-related death was significantly delayed in mice deficient in E-
selectin (MST, 55 £+ 10 days; P < .001), P-selectin (MST, 53 £ 10 days; P < .008), and L-
selectin (MST, 50 + 2 days; P < .008) (Figure 5). Similar results were obtained in mice

injected with lower doses of lymphoma cells.
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Resistance of selectin-deficient mice to lymphoma metastasis is manifested after
homing

To investigate whether the resistance of selectin-deficient mice to lymphoma
metastasis might be caused by the inability of lymphoma cells to migrate into the target
organs, lymphoma cells were labeled with '''in, and the homing of T-lymphoma cells
was compared in normal and selectin-deficient mice. We found that lymphoma cells
migrated to the same target organs and at the same rate in normal and selectin-deficient
mice (Figure 6). This indicates that selectin expression in the host inhibits lymphoma

metastasis sometime after homing to target organs.

Ability of aggressive lymphoma cells to overcome the resistance of selectin-
deficient mice

Aggressive lymphoma cells display a constitutive expression of tumor-promoting
genes, allowing them to bypass the traditionally required exchange of signals during the

establishment of a secondary tumor in target organs'®'

. To test whether highly
aggressive lymphoma cells can overcome the absence of selectins, we injected 5 x 10°
S11 lymphoma cells into normal and selectin-deficient mice. S11 is an aggressive
lymphoma cell line derived from in vivo passages of the low metastatic 164T2 cells '°.
Compared with 164T2 cells, which induce lymphoid tumors after a period of 50 to 70
days in approximately 75% of injected mice, S11 induces tumors in 100% of normal
C57BL/6 mice within 15 days of injection. Our results showed that S11 did induce
tumors in all injected mice within 14 days of injection, irrespective of the presence or

absence of selectins (Table 4).
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Discussion

The availability of selectin-deficient mice and of our murine lymphoma model has
provided us with a unique opportunity to address the contribution of selectins to
lymphomagenesis and to the growth and dissemination of T-cell lymphomas. In the
present work, although we found that selectins are not essential for triggering radiation-
induced lymphomagenesis, we provided evidence that L-selectin contributes to the
growth of thymic lymphoma. Furthermore, we found that the absence of selectins
significantly delayed the dissemination of lymphomas to peripheral tissues. This
resistance of selectin-deficient mice to lymphoma metastasis was dependent on the
intrinsic properties of lymphoma cells because highly tumorigenic variants could
overcome the resistance created by the absence of selectins. The observations that
lymphoma cells spread with the same efficiency and kinetics in normal and selectin-
deficient mice indicates that selectins, like ICAM-1, exert their influence only after the

homing stage of lymphoma dissemination.

Our results provide additional evidence that cell-cell interactions control the
dissemination of transformed lymphocytes to peripheral tissues. ICAM-1 controls the
emigration of normal lymphocytes,?” and we had previously shown that its absence
almost completely inhibited the dissemination of lymphoma cells °. These results were
consistent with the observations that LFA-1-defective mutants had reduced capacity to
metastasize 2. In the case of selectins, we found that the resistance of selectin-deficient
mice was not as strong as that observed in the absence of ICAM-1, which completely
abrogated the dissemination of lymphoma °. It is likely that compensatory adhesion
mechanisms, still present in selectin deficient mice, contribute to this partial resistance

because selectins have functions that overlap with those of ICAM-1.

One similarity between ICAM-1- and selectin-deficient mice is that their

resistance to lymphoma dissemination does not reflect an impaired ability of lymphoma
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cells to migrate to the target organs. Indeed, we found that lymphoma cells migrated
with the same efficiency in the presence or absence of selectins. Similar results have
been obtained with our L-selectin—deficient cell lines (data not shown). These
observations are consistent with the idea that interactions through cell adhesion
molecules provide critical signals that control post-homing events. Thus adhesion
molecules on vascular endothelial cells control the expression of genes on tumor cells,
which in turn reflect their invasiveness %3, Our observation that aggressive lymphoma
cells, with a repertoire of metastatic genes previously associated with a poor prognosis
in human lymphomas, overcome the resistance of these adhesion-deficient mice
supports this hypothesis'®. Because the specificity of lymphocyte homing is determined
by combinatorial “decision processes” involving a multistep sequential engagement of
adhesion receptors, it is likely that—as through LFA-1/ICAM-1—the binding of
lymphoma cells to endothelial cells through selectins could trigger cellular activation
underlying the expression of these genes. Such a possibility has previously been raised
to explain the resistance of L-selectin—deficient mice to the dissemination of carcinoma
cells 2'. The capacity of selectins to mediate intracellular signals is well established in

normal leukocytes, most notably in neutrophils and lymphocytes 3'-%2

, suggesting that L-
selectin-mediated signalling could be involved in tumor cell survival or extravasation by
favouring cytokine production by leukocytes. The membrane proximal and membrane-
distal domains of its cytoplasmic tail have been reported to independently regulate L-
selectin function through the association with several intracellular proteins 3%%°.
Alternatively, leukocytes interacting with activated endothelium could play the role of a
bridge through binding to platelets attached to lymphoma cells *2. The use of L-selectin—
deficient lymphoma cell lines and in vivo imaging techniques will provide an interesting

avenue to study the role of the different domains of L-selectin in lymphoma metastasis.
Hematopoietic cells from the bone marrow express L-selectin and its ligands 363,

However, we found that this molecule was not implicated in radiation-induced

lymphomagenesis. L-selectin and its ligands are also expressed in the thymus
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microenvironment, either on thymocytes or on stromal cells. We have found that L-
selectin—mediated interactions can play a role in the growth of lymphoma because L-
selectin-negative lymphoma cells had reduced capacity to grow in the thymic
microenvironment of normal mice. Of interest, we found that this defect was overcome
when these cells were injected in the thymuses of L-selectin—deficient mice or when
normal mice were reconstituted with BM cells with L-selectin—deficient mice, suggesting
that L-selectin is important for maintaining the functional integrity of the thymic
architecture. This is the first indication that L-selectin-mediated interactions have a
measurable biologic effect in the thymus, at least in the context of tumor growth. This, of
course, raises the possibility that, although the thymus of L-selectin—deficient mice
appears normal in terms of thymocytes subpopulations, L-selectin could play an as yet
unidentified role in T-cell maturation. Previous studies showing that L-selectin-mediated
signals enhance CXCR4 expression, a chemokine receptor involved in the early stage of
T-cell differentiation, support this hypothesis ***!. Aithough others have reported that L-
selectin is expressed on the surfaces of macrophages in the thymus “2, we have been
unable to detect its expression on these cells in our chimeras. Because thymocytes and
T-lymphoma cells express L-selectin and its ligand(s), it is more likely that intercellular
homotypic adhesion plays a central role in providing critical signals that control the

growth of thymic lymphomas.

In conclusion, our results have provided for the first time evidence that selectins
play a significant role in the growth of T-lymphoma cells into the thymus and their
subsequent dissemination to peripheral organs. We have further established that the
resistance of selectin-deficient mice is manifested after homing to the target organs.
Given the ability of selectins to induce intracellular activation, our results suggest that
selectins, like ICAM-1, may induce the expression of genes that control the late stages

of metastasis.
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Table 1

Sequence Amplicon
length (bp)

Primers

E-Sel-WT-F GGACTGTGTAGAGATTTACATCC

E-Sel-WT-R GCAGGTGTAACTATTGATGGT 664
E-Sel-Neo-F CACGAGACTAGTGAGACGTG

E-Sel-Neo-R GCAGGTGTAACTATTGATGGT 320
L-Sel-WT-F GGGAGCCCAACAACAAGAAG

L-Sel-WT-R CTGCATCACAGATGCACGTG 728
L-Sel-Puro-F GGGAGCCCAACAACAAGAAG

L-Sel.-Puro-R ACACTGGACCACATACTGACACTG 320
P-Sel-WT-F TTGTAAATCAGAAGGAAGTGG

P-Sel-WT-R AGAGTTACTCTTGATGTAGATCTCC 322
P-Sel-Neo-F CTGAATGAACTGCAGGACGA

P-Sel-Neo-R ATACTTTCTCGGCAGGAGCA 172
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Table 2

1681 cells KOL 1682 cells KOL1677 cells
Mice Frequency Mean Frequency Mean Frequency Mean
survival time survival time survival time
(days) (days) (days)
C57BL/6 11/11 100% 21+2 1/10 (10%) 57 2/4 (40%) 49+ 3

C57BL/6-L-sel” 4/4 (100%) 211 5/5(100%)  20+1 5/5(100%)  23+1
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Table 3

Donor Recipient Frequency of
thymic lymphoma (mean
survival time in days)
C57BL/Kathy C57BL/6 0/6
C57BL/Kathy C57BL/6-L-sel” 5/522+1.1)
C57BL/6-L-sel” C57BL/6 4/4 (22 £ 1.3)
C57BL/6-L-sel™” C57BL/6-L-sel” 5/5(22+1.2)
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Table 4

Mice Frequency Mean survival time
(days)
C57BL/6 8/8 (100%) 14+1.1
C57BL/6-E-sel™ 4/4 (100%) 14+ 0.6
C57BL/6-L-sel” 4/4 (100%) 14+ 0.5
C57BL/6-P-sel” 7/7 (100%) 14+ 0.5
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Figure 5
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Figure 6
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Legends to tables and figures

Table 1. Sequences of primers used for genotyping of mice and lymphoma cell

lines

Figure 1. Generation of L-selectin-deficient lymphoma cells. (A) Genotype of T-
lymphoma cell lines generated from normal (164T2 and 267), heterozygous (1681), and
L-selectin—deficient mice (KOL lines) showing the presence of the wild-type allele (728
base pair [bp]) and the puromycin-containing mutant alleles (320 bp). (B) Surface
expression of L-selectin on lymphoma cell lines. Cells were stained for L-selectin using
the MEL-14 mADb by flow cytometry. Controls included cells incubated with SA-PE alone.
The T-cell origin of all lymphoma cell lines was established by their ability to express
CD3e (data not shown). The x axis measures fluorescence intensity; the y axis, cell

counts.

Table 2. Absence of L-selectin in the thymus overcomes the reduced

tumorigenicity of L-selectin—deficient T-lymphoma cells

Figure 2. Absence of L-selectin on lymphoma cells prevents their growth in the
thymuses of normal, but not L-selectin-deficient, C57BL/6 mice. (A, left)
Representative thymic lymphoma harvested at necropsy after the injection of normal
lymphoma or of L-selectin—deficient lymphoma to L-selectin~deficient mice. (Right)
Thymus representative of a C57BL/6 mouse injected with L-selectin—deficient lymphoma
after the same period of latency. (B) Genotype of thymic lymphoma cells induced on the
intrathymic injection of lymphoma cells. Thymic lymphomas were harvested, and their
genomic DNA was analyzed using the same primers as those used in Figure 1. Lane 1,
100-bp ladder; lane 2, thymic lymphoma harvested from normal C57BL/6 mice injected
with 267 cells; lane 3, L-selectin—deficient C57BL/6 mice injected with 267 cells; lane 4,
C57BL/6 mice injected with 1681 cells; lane 5, L-selectin—deficient C57BL/6 mice
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injected with 1681 cells; lane 6, L-selectin—deficient C57BL/6 mice injected with
KOL1682 cells; lane 7, L-selectin—deficient C57BL/6 mice injected with KOL1677 cells.

Table 2. Absence of L-selectin in the thymus overcomes the reduced

tumorigenicity of L-selectin—deficient T-lymphoma cells

Figure 3. Expression of PSGL-1 in the thymuses of BM chimeras. After irradiation,
normal (A-B) and L-selectin—deficient (C-D) C57BL/6 mice were reconstituted with
syngenic BM cells collected from normal (A,C) or L-selectin—deficient (B,D) mice, as
described in “Materials and methods.” After 4 weeks, the thymocytes were analyzed for
PSGL-1 expression by flow cytometry using the PSGL-1-specific mAb antibody (dark
line). (E) Flow cytometric analysis of PSGL-1 (dark line) on KOL1682 lymphoma cell
line. Control included incubation with the phycoerythrin (PE) conjugate alone. FL-2

indicates fluorescence intensity.

Figure 4. L-selectin expression on thymocytes of BM chimeras. After irradiation,
normal (A-B) and L-selectin—deficient (C-D) C57BL/6 mice were reconstituted with
syngeneic bone marrow cells collected from normal (A,C) or L-selectin—deficient (B,D)
mice, as described in “Materials and methods.” After 6 weeks, the thymocytes were
analyzed for L-selectin expression by flow cytometry using the MEL-14 mAb antibody

(dark line). Control included incubation with the PE conjugate alone.
Table 3. Growth of L-selectin—negative KOL1682 T-cell lymphoma injected
intrathymically into syngeneic mice reconstituted with bone marrow cells from

normal and L-selectin—-deficient mice

Figure 5. Dissemination of T-cell lymphoma in normal and selectin-deficient mice.

Kaplan-Meier survival curves showing the percentage of survival of normal and E-, L-,
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and P-selectin—deficient C57BL/6 mice after intravenous injection of (A) 5 x 10° and (B)
5 x 10° 164T2 T-lymphoma cells.

Figure 6. In vivo migration assays of 164T2 T-lymphoma cells in normal and E-, L-,
and P-selectin—deficient mice. Cells were labeled in vitro with '''In, and 10° labeled
cells were subsequently injected intravenously into mice. Radioactivity was counted in
the organs at different times and was expressed as the percentage of total radioactivity

injected, as described previously *2. Data represent the mean values of duplicates.
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Résumé

La progression de plusieurs types de cancer d’origine hématopoiétique,
incluant le lymphome non hodgkinien, est dépendante de l'interaction bi-directionelle
entre les cellules tumorales et les cellules endothéliales (CE). L'angiogenése ne joue
pas seulement un rble dans ['apport nutritif de la tumeur puisque les CE sécrétent
également des facteurs de croissance pour la tumeur ainsi qu'une variété de
protéinases dégradant la matrice et facilitant l'invasion tumorale. Un réseau vasculaire
mieux développé favorise le processus de métastasie des cellules tumorales circulantes
via des interactions pécifiques impliquant les molécules d'adhésion situées a des sites
déterminés de l'endothélium vasculaire. Malgré que nous ayons préalablement
démontré que les CE peuvent activer les cellules de lymphome, l'inverse, soit I'habileté
des cellules de lymphome a activer les CE est trés peu connue. Dans cette étude
utilisant une approche génomique, nous avons démontré que les CE répondent aux
stimuli des cellules de lymphome. Plus spécifiquement, nous avons observé que les
cellules de lymphome peuvent induire dans les CE I'expression de EGR-1, un facteur de
transcription connu pour son implication dans la régulation transcriptionelle de plusieurs

génes dans I'endothélium dont plusieurs sont reliés & la progression tumorale.
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Introduction

During inflammation, cell adhesion molecules (CAMs) such as E- and P-selectin,
VCAM-1 or ICAM-1 are induced on the endothelial cell surface and are involved in the
recruitment of T lymphocyte subsets into different inflamed tissues 2. Recent evidence
has consolidated the notion that binding of transformed lymphocytes to endothelial cells
(EC) via adhesion molecules is critical for the dissemination of lymphoma cells in
peripheral tissues. We and others have also shown, using siRNA strategies or ICAM-1
or selectins adhesion-deficient mice, that inhibition of CAMs expression significantly
impair lymphoma progression 5. The role of CAMs, however, is not limited to their role
in recruitment of circulating cells since we found that lymphoma cells migrated with the
same efficiency in both normal and adhesion-deficient mice 2. This raised the possibility
that close contact between lymphoma cells and EC may lead to the bi-directional
activation of specific prometastatic genes in the tumour cells and the vascular
endothelium. This idea has received strong support from studies demonstrating that
contact between lymphoma cells and EC leads to the induction of several members of
the family of matrix metalloproteinases (MMP), such as MMP-3, MMP-9, and MMP-10 %
" These genes play a primary role in the progression and invasiveness of many
cancers, including leukemias *>*®. The ability of lymphoma cells to activate EC remains,
however, poorly characterized. In addition to express CAMs, EC are also well known to
express a wide variety of chemokine and growth factor receptors, rendering them
responsive to the local production of soluble mediators, most notably during close
contact with lymphoma cells. In the present study we asked whether contact between T
lymphoma cell and EC induces a significant change in gene expression in EC. Among
those genes whose expression was significantly altered, we further investigated the
upregulation of EGR-1, a transcription factor induced by a large number of growth

factors and cytokines.
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Materials and methods

Mice

Male and female C57BL/6 mice were bred in our animal facility and maintained
under specific pathogen-free conditions and in accordance with institutional guidelines.
Breeder pairs for the C57BL/6 mouse colony were purchased from The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME).

Cell lines and reagents

The origin of the 267 and 164T2 T lymphoma cell lines has been described. As a
model to study lymphoma-EC interaction, we used the endothelioma cell line bEnd.3.In
addition to expressing the von Willebrand factor, these cells express the same repertoire
of cell adhesion molecules than that found on normal EC, including ICAM-1, VCAM-1, E-
and P-selectins, CD31, and ICAM-2. The bEnd.3 cells upregulate the expression of cell
adhesion molecules after stimulation with inflammatory cytokines such as IL-1 and
TNFa, with kinetics similar to those reported for primary ECs. Human Burkitt lymphoma
Raji and COS-7 fibroblast cell lines were obtained from the ATCC (Manassas, VA).
HUVEC cell lines were obtained from GlycoTech Corporation (Rockville, MD) and were
maintained in EC complete medium containing EBM (endothelial cell basal medium)
supplemented with 2% fetal bovine serum (FBS), 0.001 mg/ml hydrocortisone, 0.012
mg/ml bovine brain extract, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES buffer and 0,001%
gentamycin/amphotericin (Cambrex, Walkersville, MD). The MDA-MB-231 and 293 cells
were maintained in DMEM supplemented with 10% FBS serum. Except for the human B
lymphoma cell lines, which were maintained in B-cell medium (RPMI-1640
supplemented with 10 % (v/v) FBS, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES buffer, 0.1 unit/ml
penicillin, 50 pg/ml streptomycin, 1 mM sodium pyruvate and 0,075 % (w/v) sodium
bicarbonate), all other cell lines were maintained in RPMI-1640 complete medium
supplemented with 10 % (v/v) FBS, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES buffer, 0.1 unit/ml

penicillin, 50 pg/ml streptomycin and 55 yM B-mercaptoethanol.
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In vitro lymphoma-EC interactions

Endothelial cell lines (bEnd.3) were seeded at the indicated density in 6- or 12-
well plates (Corning, Acton, MA) and incubated overnight at 37°C in a 5 % CO2
atmosphere until they reached approximately 80% confluence. Aliquots of 10’
lymphoma cells re-suspended in complete RPMI medium were then added to the layer
of endothelial cells and the co-cultures incubated for 12 hours at 37°C. Controls included
EC incubated without lymphoma cells. Lymphoma cells were removed from adherent
cells using a warm solution of 0.004% trypsin-EDTA. Remaining adherent EC cells were
then harvested using 0.05% trypsin-EDTA and sorted on the Epics Elite system
(Beckman Coulter, Miami, FL) based on size and granularity to discard the remaining
lymphoma cells. Resulting bEnd.3 cell suspensions were immediately centrifuged and

processed for RNA extraction and analysis by cDNA array.

Gene expression array

Total cellular RNA was extracted from bEnd.3 cells using Qiagen RNeasy minikit
(Qiagen, Chatsworth, CA). The Atlas cDNA Expression Array (Atlas Mouse 1.2,
Clontech Laboratories, Palo Alto, CA) was performed following the manufacturer's
instructions. Briefly, using 50 pg of DNase-digested total RNA, Poly(A)+ RNA was
purified using streptavidin magnetic beads and biotinylated Oligo(dT). Poly(A)+ RNA
was reverse transcribed with Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase in the
presence of [a33P]dATP and purified by column chromatography (NucleoSpin Extraction
Spin Column; Clontech Laboratories). Prehybridization was carried out in ExpressHyb
solution (Clontech Laboratories) containing.0.5 mg/ml sheared salmon testes DNA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in hybridization bottles. The membranes were then
hybridized with [0**P]-labelled first strand cDNA probes (10 x 10° cpm of each probe
sample) overnight at 68°C in a hybridization oven. The membranes were then washed
extensively (three 20-min washes in 2x SSC at 68°C, 1% SDS, followed by two 20-min
washes in 0.1x SSC/0.5% SDS at 68°C and room temperature) and exposed to a
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Phosphorlmager screen (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). The resulting
hybridization signals were measured using a Phosphorlmager S| (Molecular Dynamics).
Arrays were analyzed using ImageQuant 5.0 software (Molecular Dynamics). The gene
expression in bEnd.3 cells following contact with thymocytes or lymphoma cells was
then compared with the corresponding bEnd.3 control population after normalization with

housekeeping genes.

Semiquantitative RT-PCR

RNA was prepared as described above. First strand mouse cDNA was
synthesized from 2 ug of total cellular RNA using Omniscript RT (Qiagen, Chatsworth,
CA). Primers used for PCR amplification were: 5'-TAA TAG CAG CAG CAG CAC CAG
C-3' and 5-GTC GTT TGG CTG GGA TAA CTC G-3' for EGR-1; 5-TGA GGT CCA
GCT CTC CTT C-3' and 5-GCA GTG TGC TCA CCA CCT C-3' for PDGF-B; 5-CAT
GGA TGA CGA TAT CGC TGC GC-3' and 5-GCT GTC GCC ACG CTC GGT CAG
GAT-3' for B-actin; 5'-CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT-3' and 5-CAG AAG
TGG TGG TAC CTC TTC CGA-3' for GAPDH. PCR reactions were performed in a PTC-
100 thermal cycler (MJ Research, Cambridge, MA) using 35 cycles of the following
parameters: 1 min at 94°C, 1 min at 58°C and 1 min at 72°C. PCR products were size
separated by agarose gel electrophoresis and amplicons detected by ethidium bromide
staining and UV transillumination. For analysis of PDGF-B and EGF expression, tumor
cell lines were grown in culture, their RNA extracted and submitted to RT-PCR analysis

using specific primers as described above.

HUVECS and bEnd.3 stimulation by EGF and PDGF-$

bEnd.3 cells were grown to confluency in RPMI 1640 complete medium prior to
stimulation. Recombinant growth human (EGF) or platelet growth factors (PDGF-B)
(Prospec TechnoGene, Rehovot, Israel) were added at various concentrations for the
indicated times. In some experiments, cells were stimulated with PMA (Sigma) at 50

ng/ml for one hour as positive control for the stimulation of egr-1. Following stimulation,
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RNA was extracted and RT-PCR was performed to analyse egr-1 expression as

described above.

Reporter constructs.

A 1222-bp DNA fragment of the mouse egr-1 promoter was isolated by PCR from
the genomic DNA purified from bEnd.3 using the forward primer (5-ACG GAG GGA
ATA GCC TTT CG-3') and the reverse primer (5'-CAT CCC GGA CCA GCG AGC TGG-
3'). The amplicon was ligated into pCR®4-TOPO® vector (Invitrogen, Carlsbad, CA) and
then subcloned into the promoterless luciferase reporter vector pGL3-Basic to create
egr-1/Luc (Promega, Madison, WI). For transfection analyses, the promoter-less pGL3-

Basic vector was used as a negative control.

Transfection and luciferase assays

Transfections in COS-7 or 293 cells were performed using Lipofectamine 2000
reagent (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA) following the manufacturer’s
instructions. Briefly, 3x10° cells were seeded in 6 well plates 24 h before transfection. At
60-70% confluency, cells were incubated with the lipofectamine:DNA complexes
containing 10 pl of lipofectamine 2000 reagent and 2 ug of egr-1/Luc plasmid in RPMI
1640 medium. Five hours later, the transfection mixture was replaced by regular growth
medium. The co-culture assays were performed 24 h post-transfection. For co-culture
assay, the cells were seeded in 12-well plates 24 h post-transfection and lymphoma
cells were added (2x10° lymphoma cells) at a ratio COS-7:Lymphoma cells of 1:10 or at
a ration of COS-7: breast cancer cells of 1:3. The cells were then incubated for 18 h and
cells harvested for measurement of luciferase activity using the Luciferase Assay

System according to the manufacturer's protocol (Promega).
In vivo EGR-1 expression analysis

Eight- to 10-wk-old C57BL/6 mice (5-10 mice per group) were injected
intravenously with 5 x 108 164T2S11 and 267 syngeneic T lymphoma cells. Mice were

90



then regularly observed for clinical signs of lymphoma (runting, splenomegaly, etc.),
which only appear at the end stage of the disease and reveal imminent death owing to
dissemination of lymphoma in peripheral tissues, most notably in the liver *'2 The
presence of lymphoid tumors was confirmed at necropsy. The liver was collected and
RNA extracted using Trizol Reagent (Invitrogen) and submitted to RT-PCR analysis as
described above. All of the animal research was reviewed and approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee at the Institut National de la Recherche
Scientifique-Institut Armand-Frappier in accordance with institutional and Canadian

guidelines for animal experiments.
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Results
Identification of differentially expressed genes in bEnd.3 following contact with T-
cell lymphoma

To screen for genes induced in endothelial cells (EC) following contact with T
lymphoma cells, we used an in vitro model in which the T lymphoma cells were co-
cultured with the bEnd.3 endothelial cell line. This endothelioma cell line has been used
by many investigators as an in vitro model to study the ability of leukocytes to interact

with vascular endothelium 1416

. Our previous published data and preliminary
experiments using this model system established that a 12h period of time was optimal
to obtain a maximal induction of gene expression in EC following contact with lymphoma
cells ®''. After contact, the lymphoma cells were removed, the EC purified and an
expression array system was used to identify genes whose expression was modulated
upon contact with lymphoma cells. Our results showed that while the percentage of
genes that showed a relatively high change in their expression was rather limited
(Figure 1 and Table 1), we found that contact between T lymphoma cells and EC
induced a strong upregulation of egr-1, a gene encoding a transcription factor whose
expression is known to be highly inducible in EC following exposure to several cytokines
and pharmacological agents, such as PMA, and implicated in the transcription of
multiple genes within the endothelium'’. The induction of egr-1 in EC upon contact with
T lymphoma cells was confirmed in independent experiments by RT-PCR analysis
(Figure 2a). Expression of EC was also induced upon co-culture with normal T cells
(thymocytes) and aggressive T lymphoma cells, S11 (Figure 2a). Control EC were
grown at the same confluence for an equal period of time and then submitted to the
same treatment consisting of an incubation with a warm solution of 0,004% trypsin-
EDTA and then harvested using 0,05% trypsin-EDTA and sumitted to the cell sorter
system in the same conditions. The upregulation of egr-7 was not due to the presence
of contaminating T lymphoma cells following EC isolation after contact since RT-PCR
analysis failed to detect expression of /-selectin (Figure 2b), a gene specifically

expressed in T cells but not in EC.
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Analysis of EGR-1 promoter activity by luciferase assays.

To further confirm the ability of lymphoma cells to upregulate egr-1 upon close
contact, we used the COS-7 fibroblast-like cells as a model system. These cells were
transfected with a reporter construct containing the egr-1 promoter and subsequently co-
cultured with different types of murine and human T and B lymphoma cells. Our results
showed that the murine 164T2 T lymphoma cells induced a significant (p<0.05) increase
in luciferase activity in COS-7 cells (Figure 3a). Similar results were obtained using the
human Raji B lymphoma cells (p<0.005) (Figure 3a and 3b). These results suggest that
both human and murine B and T lymphoma cells have the ability to induce egr-7 in

COS-7 cells via activation of the its promoter.

Induction of egr-1 by breast cancer cells.

Since EC is in close proximity to other cells in other types of cancer, we have
investigated the ability of other cells to induce egr-1 gene expression. We found that
other tumour cell lines, such as the human MDA-MB-231 (p<0.001) (Figure 3b) and
mouse 4T1 (p<0.05) breast cancer cell lines could also induce egr-1 expression in COS-
7 cells. The ability of MDA-MB-231 was particularly strong, inducing up to 12-fold the
level of EGR-1 activity as compared to unstimulated controls in some independent
experiments (data not shown). To determine whether the contact between the tumor and
the stromal cells was essential, we used a Transwell system that physically separated
the stromal cells (bottom) from the tumor cells with a 0,4 um pore membrane. Using this
approach, we found that while this physical barrier reduced the EGR-1 induction, we
could still observe an activation of the egr-1 promoter on COS-7 cells using a Transwell
system (Figure 3c), indicating that while induction of egr-1 gene expression was
stronger upon close contact between tumour cells and EC, direct contact was not
essential and that activation of egr-7 was most likely involving secretion of a soluble

factor.
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EGF and PDGF can induce egr-7 gene expression in EC.

Platelet-derived growth factor (PDGF) is a potent inducer of egr-1 expression in
many cell types '®"°, Interestingly, we found that PDGF was expressed at high levels in
our T lymphoma cells (Figure 4a). Moreover, we found that exposure of EC to
recombinant PDGF induced, in a time-dependent manner, the expression of egr-1 in EC
(Figure 4b), indicating that PDGF was sufficient to increase egr-1 in EC. Our expression
analysis of PDGF in breast cancer cell lines, however, showed that PDGF was not
expressed in these cells and could thus not be considered as a potential candidate for
the induction of egr-7 in EC by these tumor cells. We have thus examined these cells for
other putative cytokines/growth factors that could induce egr-7 in EC. Our investigations
led us to EGF (epidermal growth factor), a gene we found was expressed constitutively
at high levels in the MDA-MB-231 human breast cancer cells (Figure 5a). Interestingly,
EGF was also expressed at high levels in the human Raji B lymphoma cells (Figure 5a)
and in the mouse T lymphoma cells lines (i.e. 164T2; data not shown), all capable of
inducing egr-1 gene expression in EC. We also found that human recombinant EGF
could induce the transcriptional activity of the egr-7 promoter in COS-7 and in human
293 fibroblasts cells in response to different doses of recombinant EGF (Figure 5b). We
also confirmed that EGF induced the activation of endogenous egr-7 in primary human

endothelial cells (Figure 5c¢).

In vivo expression of EGR-1 in different tumor types.

Since our results have shown that lymphoma cells induces egr-1 gene expression
in vitro, we have compared the level of egr-1 gene expression in peripheral organs of
mice injected intravenously with the 164T2S11 or 267 murine T lymphoma cells. In this
model, as shown in Figure 6, we found a significant increase in the overall expression of
egr-1 in the liver of mice injected with lymphoma cells as compared with the normal

mice.
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Discussion

Although intercellular adhesion of leukocytes and tumor cells to EC is a key event
in inflammation and metastasis, EC have been mostly considered as bystander cells,
serving as an adhesion platform. In the present work, using an approach based on
genomic analysis of EC in contact with T lymphoma, we provide evidence that EC are
responsive to lymphoma cells. More specifically, we showed that: 1) lymphoma cells can
induce the expression of egr-1, a gene known to be implicated in the transcriptional
regulation of multiple genes within the endothelium; 2) exposure of PDGF or EGF, which
are constitutively expressed by lymphoma cells, are sufficient to induce the expression
of egr-1; 3) the 1,200-bp 5’ flanking region of the egr-1 promoter confers responsiveness
to these growth factors; 4) although growth factors can lead to the up-regulation of egr-1
gene expression-1, direct contact with EC cells is more efficient in inducing egr-1, and 5)
lymphoid tumors induced by injection of T lymphoma cells have abnormally high levels

of egr-1 expression in their microenvironment.

In our previous investigations, we have used our co-culture experimental system
to investigate the molecular changes that occur as a result of the bi-directional "cross-
talk" between tumour cells and endothelial cells *'®'". We had found that several genes,
including those encoding the members of the family of matrix metalloproteinases (MMP)
were significantly upregulated during the interactions between tumour and endothelial
cells. Here, we have specifically focused on transcriptional reprogramming of EC, which
can be followed by expression profiling, to detect tumour-induced phenotypic changes
induced in endothelial cells upon contact with tumour cells. Our microarray data showed
that contact between T lymphoma cells and EC induced the upregulation of several
member of the immediate-early gene family that include c-fos, c-jun, and egr-1. We
found that the most prominent change, however, was the upregulation of egr-1. EGR-1
(also known as krox-24, ZIF268, and TIS8) is a zinc-finger transcription factor that

belongs to a multigene family that includes Egr-2, Egr-3, Egr-4, and WT-1 2, Its
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expression is rapidly and transiently induced by a large number of growth factors and
cytokines?'. In EC, it has been shown to be increased in response to fluid shear stress
22 wound healing 2, following exposure to thrombin 2* or to basic and acidic fibroblast
growth factor (aFGF and bFGF) 2*%. A previous study has also reported that EGR-1 can
be induced by EGF in HUVEC %. But to our knowledge, this is the first report showing
that PDGF-BB and adhesion to normal and transformed lymphocytes can induce EGR-1
in EC.

The interface between the cell surface receptors and the downstream signaling
pathways, including the activation of the mitogen-activated protein (MAP) kinase
pathway via Ras, the activation of signal transducers and activators of transcription
(STAT), or the activation of phospholipase Cy, that triggers the upregulation of EGR-1
via the EGF or PDGF receptors are currently not known but is likely to involve the
activation of Ras/ERK signaling pathway since previous studies in keratinocytes and EC
have shown, for instance, that EGF induces EGR-1 via the phosphorylation and
activation of ERK and is inhibited by specific MAP kinase inhibitor 262°, However, it is
likely that the downstream signal transduction networks may be modified at different
rates depending on the stimulus and in different types of endothelial cells. Regardless of
the underlying signaling pathway involved in the triggering of EGR-1, our findings have
wide implications for the interpretation of intercellular contact between lymphoma cells
(and possibly normal lymphocytes and other tumour cell types) and EC. EGR-1 does
indeed controls the expression of a wide variety of pathogenesis relevant genes,
including growth factors, cytokines, adhesion molecules, and extracellular proteases,
many of which play an important role in tumorigenesis and angiogenesis .
Nevertheless, in the case of cancer, the role of EGR-1 is complicated. Some reports
have shown that EGR-1 induces cell arrest against tumor transformation 3°%'. Others
have shown that EGR-1 inhibits apoptosis and increases during tumor growth 323,
Moreover, prostate and breast cancer progression are significantly impaired in EGR-1-

deficient mice and by EGR-1 DNAzymes respectively *3¢. More recently, Lucerna et
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al.,*” have shown that sustained expression of EGR-1 in EC blocks angiogenesis and
repress tumor growth, most likely since excessive activation of some of the genes
induced by EGR-1, which may be proangiogenic when transiently expressed, are
antiangiogenic after sustained expression. An important goal for future studies will thus
be to characterize the nature and the consequences of functional interaction occurring
between lymphoma cells and EC via egr-1, most notably with regards to the genes that
are subsequently induced and the physiological consequences of these activated

pathways.

Our in vitro model system was useful to demonstrate that EGR-1 was increased
in endothelial cells upon contact with lymphoma cells. We also find an increased egr-1
gene expression in liver lymphoid tumor tissues collected from mice injected with T-
lymphoma cells, as compared with normal liver tissues. These data are consistent with
previous studies showing that systemic administration of EGF to mice results in the
upregulation of EGR-1 in EC in many tissues, although to a lower extent in the liver
where EGF induces EGR-1 in hepatocytes . Therefore, we cannot rule out the
possibility that other cell types, including the hepatocytes, may also contribute to the
upregulation of EGR-1 observed in the liver lymphoid tumors. Indeed, previous studies
have shown that EGR-1 can be expressed by many cell types 3**°. Moreover, we have
shown here that intercellular contact and EGF can induce EGR-1 in other cell types such
as COS-7 and 293 cells. It is also possible that while administration of EGF has not
been shown to induce EGR-1 in EC in the liver, the presence of lymphoma cells and
PDGF-BB can do so. Finally, recent data published by Kim et al.,*' showing that latent
membrane protein 1 (LMP1) encoded from the Epstein-Barr virus (EBV) can increase
the expression of EGR-1 in tumour cells, most notably in human T lymphoma cells, also
raise the possibility that increased EGR-1 may reflect at least a partial contribution by
lymphoma cells. Future experiments using transgenic approach will be a valuable
alternative to distinguish between the host and the tumour cells as being the main the

source of this upregulation of EGR-1 in lymphoid tumors.
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Tableau et figures

Table 1
Gene expression in bEnd.3
Accession
Genes number Control +Thymocytes + 164T2 +164T2S819
Up-regulated genes
Basic fibroblast growth factor receptor 1
(BFGFR1) M28998 1 9030 11 519 14 307
Ezrin X60671 24 152 32914 35856 51538
Dystroglycan (DAG1) U43512 12 499 17 499 23 768 28253
Tyrosine kinase c-abl L10656 7678 13 220 22 052 25333
Early growth response protein 1 (EGR-1) M20157 20 839 223 565 212 240 85021
c-jun J04115 13 749 59 087 42 905 26318
c-fos V00727 1 26 197 19 031 8334
fos-related antigen-2 X83971 11672 19 457 10 339 33390
Src homology 2 domain-containing
transforming protein C1 (Shel) U15784 15514 14 466 16 510 31240
E47 interaction protein 1 (EIP1) Y07836 11071 13 766 27 965 35795
Down-regulated genes
Calcyclin binding protein U97327 29 845 16 105 21630 9408
WSBI protein AF033186 10 111 1 3476 5731
WSB2 protein AF033188 12 751 5825 3605 4785
Proteasome alpha7/C8 subunit AF055983 20 360 6 095 7108 5256
Eph-related receptor tyrosine kinase M68513 8 100 4915 2280 1 689
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Legends to tables and figures

Table 1: Genes differentially expressed in endothelial cells following contact with

thymocytes or T lymphoma cells.

Figure 1: Identification of differentially expressed genes in bEnd.3 endothelial cell
line following contact with 164T2 T lymphoma cells. (A) Gene expression profiling
was performed using RNA isolated from bEnd.3 cells cultured alone (control, left panel)
and bEnd.3 cells after contact with 164T2 T-lymphoma cell line (right panel). [33P]-
labelled cDNAs were synthesized by RT of total RNAs isolated from bEnd.3 and
hybridized with Clontech Atlas Mouse 1.2 cDNA expression arrays. (B) Scatter plot
analysis of densitometric quantification of expression data. Each point represents one of
the 1176 genes on the array and the location of each point on the scatter plot is
determined by the gene expression level in bEnd.3 cells, represented on the x-axis, and
the gene expression level in bEnd.3 cells after contact with lymphoma cells, represented

in the y-axis. The location of EGR-1 is indicated by the arrow.

Figure 2: EGR-1-induced expression in endothelial cell lines following contact
with T lymphoma cells. (A) Following in vitro contact with freshly isolated murine
thymocytes, 164T2 or 164T2S11 T-lymphoma cell lines, bEnd.3 endothelial cells were
harvested, purified and processed to isolate RNA and analyse egr-7 and B-actin gene
expression by RT-PCR. (C) Expression of L-selectin in bEnd.3 cells following contact
with 164T2 T lymphoma cells as a control of bEnd.3 purity following sorting. No
expression of L-selectin is detectable in EC or after third purification following co-culture
with T lymphoma cells. The 164T2 cells were used as a positive control for L-selectin
gene expression. B-actin amplification was used as loading control of RNA. In both
above experiments, the control includes EC cells incubated without lymphoid cells in the

same culture conditions.
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Figure 3: Intercelullar contact between tumor cells and EC induces the
transcriptional activation of EGR-1 promoter. Luciferase reporter vectors were
constructed using pGL3-Basic Vector (Promega) and the 5'-flanking promoter region of
the egr-1 gene. COS-7 cells were transiently transfected with the vector and reporter
activity was detected by measuring the luciferase activity following co-culture with (A)
the murine 164T2 and the human Burkitt RAJI B lymphoma cells or (B) the human
(MDA-MB-231) breast carcinoma cells. In (C), co-cultures between COS-7 (bottom) cells
transfected with the egr-1 reporter vector and the lymphoma or breast cancer cell lines
(upper chambers) was carried out in presence of a physical membrane using a
Transwell system with 164T2S11 T-cell lymphoma, Raiji B-cell lymphoma and MDA-MB-

231 breast cancer cell lines.

Figure 4: PDGF-B induces the expression of EGR-1 in endothelial cells. (A) PDGF-
B expression by lymphoma cell lines. RNA from 164T2, 164T2S11 and 267 murine T
lymphoma cell lines was extracted and submitted to RT-PCR analysis using specific
PDGF- B primers. (B) EGR-1 expression following treatment with recombinant PDGF- B.
15 ng/ml recombinant PDGF- B was added to confluent bEnd.3 cells for 30 min, 1h,
1h30 and 2h. Positive control consisted of bEnd.3 cells incubated with 50ng/ml of PMA
for one hour. Following incubation, RNA was extracted and submitted to RT-PCR
analysis of EGR-1 expression. GAPDH amplification was used as loading control of
RNA

Figure 5: Activation of EGR-1 by EGF. (A) Constitutive expression of EGF in human
lymphoma and breast cancer cell lines, as shown by RT-PCR analysis. (B) Ability of
human recombinant EGF to activate EGR-1 promoter in COS-7 cells transfected with
the EGR-1 reporter vector. (C) Similar results were obtained using the human 293 cells
using different doses of human recombinant EGF. (D) Ability of recombinant EGF to
induce EGR-1 in primary human endothelial cells (HUVECs) following exposure to 100

ng/ml EGF. Results are representative of at least two independent experiments.
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Figure 6: EGR-1 gene expression in lymphoid tumors in vivo. 10° 267 and S11 T-
lymphoma cells were injected intravenously to C57BL/6 mice. Following lymphoma
development, RNA was extracted from liver and RT-PCR carried out for egr-1
expression analysis, using liver from healthy mice as control. PCR amplicons were size

separated by agarose gel electrophoresis and band intensity analyzed by densitometry.
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Discussion générale et conclusion

4.1 Rappel des objectifs de recherche

Bien connues pour leur réle dans la migration leucocytaire, les sélectines font
maintenant l'objet d'un intérét accru quant a leur implication dans la dissémination des
cellules cancéreuses et ce, particuliérement pour les cancers colorectaux. De
nombreuses molécules sont ligands reconnus, certaines d'entre-elles étant exprimées a
la surface des cellules cancéreuses. Cependant, il y a peu de données disponibles
quant au réle spécifique de chacune des sélectines dans la dissémination du lymphome
et encore moins quant a leur implication dans la croissance localisée au niveau
d'organes cibles, tel que le thymus. De plus, des travaux récents ont démontré que lors
du processus métastatique, les contacts intercellulaires entre les cellules tumorales et
I'endothélium vasculaire supportés par la présence de ces différentes molécules
d'adhesion pourraient a leur tour moduler I'expression génique des différentes cellules
stromales, notamment les cellules de I'endothélium vasculaire. Les travaux de la
présente thése visaient donc a étudier le réle de cette famille de molécules d’adhésion
intercellulaire dans le développement et la dissémination du lymphome et d’'analyser la
modulation de I'expression génique de I'endothélium lors des contacts intercellulaires
entre les cellules de lymphome et les cellules endothéliales vasculaires, une étape
critique du processus métastatique. Nos travaux ont démontré que : 1) Les sélectines ne
sont pas essentielles au développement d'un lymphome thymique induit par irradiation;
2) la L-sélectine joue un role majeur dans la croissance du lymphome au niveau du
thymus; 3) les trois membres de la famille des sélectines participent activement a la
dissémination du lymphome vers les organes périphériques, et 4) les cellules de
lymphome possédent la capacité de moduler I'expression génique de I'endothélium,
notamment celle du facteur de transcription EGR-1, ce qui pourrait faciliter le processus

métastatique.
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4.2 Implication des sélectines dans le développement du lymphome thymique

Dans la premiére partie de nos travaux, nous avons observé que I'absence des
sélectines chez I'hdte n'affecte en rien le développement du lymphome T induit par
irradiation selon le modéle de Kaplan présenté dans la revue de littérature 2*°. Les
souris deficientes en L-, E-, ou P-sélectine développent un lymphome thymique au
méme rythme et a une fréquence similaire aux souris normales (Résultats présentés a
I'annexe 1). L'absence de L-sélectine sur les cellules pré-lymphomateuses de la moelle
osseuse ou de E- et P-sélectine sur I'endothélium vasculaire ne semble donc pas
empécher les cellules préleucémiques (PLCs) de migrer vers le thymus ou elles
acquierent leurs propriétés agressives et engendrent la formation d'un lymphome
thymique suite & des interactions intercellulaires avec les différents éléments du stroma

4,36

thymiques L'expression de L-sélectine et de ligands de E- et P-sélectine a la

surface des PLCs 246-248

et leur r6le dans la migration des leukocytes, notamment dans
celui des lymphocytes T laissaient envisager la possibilité que les sélectines puissent
jouer un réle dans le développement de lymphome T, notamment lors du processus de
migration des PLCs de la moelle osseuse vers le thymus. Des travaux ont d'ailleurs
permis de mettre en évidence l'expression de P-sélectine a la surface de I'endothélium
thymique et un réle de la P-sélectine et de son ligand PSGL-1 dans le recrutement de
précurseurs de la moelle osseuse vers le thymus %*°, |l est bien entendu possible que
des mécanismes d’adhésion alternatifs puissent expliquer I'absence d'effet de I'ablation
génetique des sélectines de fagon individuelle et que seule I'ablation génétique des trois
membres de cette famille de molécules impliquées dans les étapes précoces de
ladhésion puissent inhiber de fagon significative le processus. Néanmoins, nos
résultats antérieurs démontrant que l'absence d'ICAM-1, une molécule d’adhésion
impliquée dans l'adhésion ferme (étape tardive), n'affecte en rien le développement du
lymphome laisse plutdt supposer que les mécanismes de migration des cellules
normales et des cellules tumorales sont différents. Dans ce contexte, il serait
interessant d'analyser [l'implication des sélectines dans le développement d'un

lymphome B. D'une part étant donné que les précurseur de lymphocytes B et
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conséquemment des lymphomes B, expriment également L-sélectine et sLe* 246247250
et d’autre part étant donné que certains travaux ont démontré que les sélectines et leurs
ligands aidaient & créer I'architecture spécialisée du microenvironnement de la moelle

osseuse %2, d'ou leur implication possible dans le développement du lymphome B.

4.3 Implication de L-sélectine dans la croissance localisée du lymphome thymique

Par ailleurs, le développement de lymphome T dans les souris déficientes en L-
sélectine nous a donné l'opportunité d’établir en culture des lignées de cellules de
lymphome T déficientes en L-sélectine. Ces lignées s'avérent des outis intéressants
pour étudier, par exemple, le rle de cette molécule d’adhésion dans la croissance au
niveau du thymus et la dissémination des cellules de lymphome. Comme nous I'avons
démontré, l'absence de L-sélectine sur les cellules de lymphome T empéche la
formation d'un lymphome thymique induit par voie intrathymique chez des souris

normales 2.

Alors que les cellules stromales thymiques expriment les ligands de L-
sélectine, dont PSGL-1, on peut donc conclure que la présence de L-sélectine a la
surface du lymphome est nécessaire a la croissance des celiules lymphomateuses, du
moins dans le contexte d’'un microenvironnement thymique normal. En effet,
lorsqu'injectées individuellement, seules les lignées de lymphomes exprimant L-
sélectine pouvaient se développer dans les souris normales. Par contre, des résultats
plus récents non publiés nous ont permis de démontrer que si on injecte par voie
intrathymique simultanément une lignée de lymphome exprimant la L-sélectine et une
lignée de lymphome L-sélectine-déficiente, on observe lors du prélévement du
lymphome thymique que la tumeur est constituée des deux lignées de lymphomes
(Annexe 2), ce qui indique que les deux lignées, incluant celle n’exprimant pas la L-
sélectine, se sont développées de fagon similaire dans un environnement normal. Ces
résultats suggérent que la présence de L-sélectine a la surface des lymphomes induit
possiblement la production de facteurs essentiels a leur croissance, facteurs qui ont
permis dans ce cas-ci de permettre la croissance des deux lignées de lymphomes et de

combler 'absence de L-sélectine a la surface d’'une des deux lignées. Le fait que les
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lymphomes L-sélectine” ne se développent que dans les souris L-sélectine déficientes,
et ce notamment dans les modéles chimériques, laisse supposer que I'absence de L-
sélectine crée une architecture thymique anormale plus favorable au développement de
lymphomes T. On pourrait donc envisager que la présence de L-sélectine est
importante non seulement pour maintenir lintégrité fonctionnelle du thymus, mais
également afin d'établir un mécanisme de protection contre le développement de
lymphomes. Quel est ce mécanisme? Ces résultats suscitent plusieurs hypothéses et
soulignent pour la premiére fois l'importance de I'axe L-sélectine dans la croissance au
niveau du thymus, du moins en ce qui concemne la formation de tumeurs lymphoides
alors qu'aucune donnée n’était disponible jusqu'a maintenant quant au réle potentiel de
L-sélectine dans le maintien de l'architecture thymique. Par I'utilisation de matrices
d'ADN complémentaire, il serait également intéressant d'analyser le transcriptome d'un
lymphome thymique induit par linjection d'un lymphome déficient en L-sélectine pour
verifier si des génes, outre L-sélectine, sont différentiellement modulés par rapport a un
lymphome normal, génes qui constituraient des candidats intéressants et qui pourraient

permettre de mieux comprendre les différences observées dans notre modéle.

4.4 Implication des sélectines dans la dissémination du lymphome T

4.4.1 Réle de L-sélectine exprimée sur le lymphome

Des résultats préliminaires suggérent que I'absence de L-sélectine a la surface
des cellules de lymphome n‘empéche pas la dissémination suite a l'injection par voie
intraveineuse. Lorsqu'injectée a des souris normales, la lignée de cellules déficientes
en L-sélectine provoque le développement de métastases avec un temps de survie
similaire aux lignées de cellules de lymphome exprimant L-sélectine. Ces résultats ne
sont pas reellement surprenants puisque bien que pouvant étre impliquée dans la
migration des leucocytes dans le systéme vasculaire lors de linflammation ', le réle
primordial de L-sélectine exprimée sur les lymphocytes réside plutét dans la migration
au sein du systéme lymphatique et l'arrét aux ganglions **2%2% || serait donc

intéressant d'utiliser le modéle de lignées de cellules de lymphome L-sélectine”™ pour
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verifier son implication dans la migration des cellules cancéreuses vers ces ganglions
lymphatiques. La majorité des études visant a élucider les mécanismes régulant le
processus métastatique se sont surtout portées sur la dissémination via le systéme
circulatoire sanguin, mais ont négligé le systéme lymphatique. En réalité, les systémes
lymphatique et sanguin possédent de nombreuses anastomoses qui permettent aux
cellules cancéreuses de circuler rapidement d’un systéme a l'autre 2. |1l est connu
depuis longtemps que la sécrétion de molécules pro-angiogéniques, tel le VEGF,
favorise la formation de nouveaux vaisseaux sanguins qui irrigueront la tumeur et
faciliteront la migration subséquente des cellules cancéreuses vers les organes cibles
257,258

périphériques Plus récemment, il a été démontré que la sécrétion de VEGF-C

par les cellules tumorales engendre également la formation de nouveaux vaisseaux

lymphatiques 259250,

Cette lymphangiogenése facilite la dissémination des cellules
cancéreuses et la formation de métastases dans les ganglions lymphatiques. Comme
ces etudes ont été effectuées dans un modéle de mélanome, elles pourraient d’autant
plus s’appliquer & notre modéle de lymphome murin, qui exprime Iui aussi les molécules
d’adhésion utilisées par les leucocytes lors de la migration lymphatique, telle la L-
sélectine. Ainsi, on pourrait envisager l'utilisation de lymphomes déficients en L-
sélectine générés dans le cadre du projet pour déterminer l'importance de cette
molécule dans la dissémination via les vaisseaux lymphatiques. Par contre, lors de
telles études, il faudrait prendre en considération la migration des différents leucocytes
dans le systéme lymphatique dépendante de L-sélectine. L'absence de L-sélectine
pourrait diminuer la migration vers les ganglions lymphatiques dans une souris L-
sélectine-déficiente, mais également affecter la migration des cellules effectrices
contrdlant le développement tumoral. Des travaux récents utilisant des modéles de
souris deficientes en L-sélectine présentent des résultats en ce sens, alors que la
migration de cellules NK vers les ganglions lymphatiques dépend de L-sélectine et que
les cellules NK permettent de supprimer la formation de métastases au niveau des

1

ganglions %®'. [l serait nécessaire d'utiliser un outil tel qu'un lymphome déficient en L-

sélectine ou encore un modéle ou I'expression de L-sélectine a été inhibée pour cibler
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précisémment le role de L-sélectine exprimée par le lymphome. A cet égard, 'équipe de
Zhang a d'ailleurs observé que l'inhibition de I'expression de L-sélectine par siRNA

pouvait atténuer la métastasie d’un lymphome murin vers les ganglions préiphériques
262

4.4.2 Réle des sélectines exprimées par I'hdte

Nous avons observé que I'absence d’une seule des sélectines, soit la L-, E- ou P-
sélectine, est suffisante pour ralentir la dissémination qui suit Iinjection par voie
intraveineuse de cellules de lymphome murin. Par contre, dans aucun cas, ce défaut
d’expression d'une sélectine n'est suffisant pour inhiber complétement la formation des
métastases, l'effet observé concernant uniquement le temps de latence pour la
formation de tumeurs macroscopiques dans les organes cibles comme le foie, les reins
et la rate. Ces observations s'expliquent en partie du fait que les fonctions de P- et E-
sélectine peuvent se chevaucher puisqulils partagent des récepteurs communs, tel
PSGL-1, a la surface des cellules de lymphome. Cette hypothése pourrait étre vérifiée
par l'utilisation de souris comportant des abalations génétiques muitiples au niveau des
génes des sélectines, soit des doubles et triples déficiences *''%3. Dans nos études, il
est permis de croire que I'absence d'une seule sélectine diminue le nombre de cellules
de lymphome pouvant migrer vers les organes cibles mais est insuffisante pour
empécher la dissémination de toutes les cellules de lymphome et prévenir la formation
de métastases. Puisque moins de cellules sont aptes a franchir la barriére endothéliale,
le temps de développement d'une masse tumorale détectable s'allonge. Tel que discuté
dans la revue de littérature, L-sélectine peut permettre I'arrét des cellules cancéreuses
par un mecanisme différent du traditionnel culbutage précédant 'adhésion ferme qui est
décrite en détail pour la migration leucocytaire . En favorisant la formation d’agrégats
entre les cellules cancéreuses et les leucocytes circulants, L-sélectine pourrait permettre
un ralentissement de ces agrégats par contrainte de taille dans les petits vaisseaux
sanguins. Des études ultérieures employant un systéme de microscopie intravitale tel

qu'utilisé par Chambers et al. et Ding et al. pourraient permettre de confirmer cette
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hypothése %9233,

Par contre, ce mécanisme n'est qu'un exemple parmis tant d'autres,
pour supporter l'arrét de la circulation des cellules de lymphome, d'ou la différence
observée au niveau du temps nécessaire a son développement, mais sans altération du
résultat final, & savoir le développement de métastases amenant au sacrifice des souris

injectées.

4.4.3 Implication des leucocytes dans le processus métastatique

Un lien étroit entre I'inflammation et le cancer fut établi par Virchow en 1893 et
plusieurs preuves récentes supportent ces observations . Bien que la majorité des
études portant sur le réle des molécules d'adhésion dans le processus tumoral visent a
étudier la dissémination des cellules cancéreuses, leur implication dans la migration des
leucocytes au site tumoral pour faciliter la métastasie a également été envisagée. A
premiére vue, le systtme immunitaire est réputé combattre la progression tumorale,
mais tel que souligné plus t6t, plusieurs travaux, dont ceux de I'équipe de Werb,
suggérent que les leucocytes au site tumoral favorisent la progression tumorale 8, La
secrétion d'enzymes protéolytiques et de cytokines par les leucocytes faciliterait
linvasion et la croissance des cellules cancéreuses. Le pouvoir anti-métastatique
d'agents bloquant I'adhérence via les sélectines, telle que I'héparine, pourrait jouer un
réle pour la migration des cellules cancéreuses et des leucocytes. Dans cette optique,
l'effet anticoagulant de I'héparine, qui diminue l'arrét des cellules cancéreuses dans
circulation, n'est peut-étre pas le seul mécanisme d'action de ce traitement. Les
travaux de Borsig et al. ont démontré que la P-sélectine est nécessaire a la formation
d'agrégats entre les cellules cancéreuses et les plaquettes ce qui facilite le blocage de
la circulation 2%, Par contre, le rdle de la L-sélectine ne consiste pas exclusivement en
la formation d'agrégats entre les cellules cancéreuses et les leucocytes circulants; il
favorise aussi la migration des leucocytes au site d’embolie 2%, Suite a la formation
d'embolie via P-sélectine, I'afflux des leucocytes a ce site pourrait faciliter la
dissémination des cellules tumorales dans I'organe cible. L'effet de L-sélectine a été

observe méme chez des souris déficientes en cellules B et T, suggérant que les
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neutrophiles, les granulocytes et/ou les monocytes en seraient responsables. Dans
une étude plus récente, I'équipe de Borsig démontra que cet effet de L-sélectine est en
partie causé par l'action protectrice des leucocytes présents au site d’embolie; en effet,
chez les souris L-sélectine”, le défaut d'association des leucocytes aux cellules
tumorales retarde l'apparition des métastases 2°. lIs ont observé que [l'inhibition
temporaire de la L-sélectine par I'utilisation d'anticorps pouvait réduire la métastasie. lls
notérent également une augmentation de I'expression des ligands de L-sélectine prés
des embolies tumorales en présence des leucocytes. La métastasie était réduite chez
les souris déficientes en fucosyltransférase-7 qui n'expriment pas ces ligands.
L'implication de L-sélectine de I'hdte dans le processus métastatique implique donc les
interactions leucocytes-endothélium au site d’arrét intravasculaire des cellules
tumorales, le tout supporté par [linduction de ligands de L-sélectine via la
fucosyltransférase-7. De plus, des travaux récents utilisant des variants d’héparine
sans effet sur la coagulation mais agissant spécifiquement sur les liaisons via les
sélectines permettent d'observer une diminution du potentiel métastatique des cellules
de carcinome, sans effet additionnel chez les souris déficientes en L- et P-sélectine,

confirmant l'implication de ces molécules dans le phénomeéne 2%,

4.4 .4 Thérapies anti-sélectines

Tel que présenté, I'héparine, entre autres par son inhibition de I'adhérence
impliquant les sélectines, posséde un effet thérapeutique sur le processus métastatique.
Plusieurs autres stratégies ont été proposées pour bloguer I'adhérence des cellules
cancéreuses a l'endothélium via les sélectines, incluant des anticorps contre sLe®*, des
composés mimant les déterminants sLe®*, et des oligonucléotides antisens contre les
enzymes impliquées dans la synthése de ces ligands. Par exemple, des anticorps
monoclonaux contre sLe®* réduisent la formation des métastases dans des modéles de
cancer pancréatique et gastrique chez des souris nues 2222% | 'ttilisation d'un peptide
mimant sLe® généré par criblage aléatoire a permis d'inhiber la colonisation par des

cellules tumorales exprimant sLe? 2. L'utilisation d'antisens, et plus récemment d'ARN
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inhibiteurs (ARNi) représentent des avenues prometteuses %’. Des antisens contre le
géne FUT7, codant pour une fucosyltransférase impliquée dans la synthése des ligands
des sélectines, démontrent une inhibition significative de I'expression de sLe* et de

l'adhésion de cellules leucémiques 2%,

La méme stratégie appliquée contre les
fucosyltransférases [11/VI prévient la dissémination des cellules de cancer colorectal 2%°.
D'autres agents pharmaceutiques conventionnels ont démontré une certaine efficacité
dans linhibition de l'adhérence des cellules cancéreuses via les sélectines. La
cyclooxygénase-2 (COX-2), par exemple, participe a la progression de cancers
colorectaux. L'inhibiteur de COX-2 Celecoxib réduit I'expression de sLe? et supprime la
métastasie au foie par les cellules de cancer du célon 2°. La cimetidine, un bloqueur du
récepteur de type 2 de I'histamine, prescrit habituellement pour le traitement d'ulcéres
gastroduodénaux, ameliore la survie post-opératoire de patients atteints de cancers

gastriques et colorectaux 27",

Une amélioration notable de 48,8% & 84,6% dans la
survie & 10 ans suite a l'opération fut reportée. Lorsque les cellules cancéreuses
expriment fortement sLe®, l'effet bénéfique de la cimetidine est encore plus marqué
puisque que le taux de survie passe de 20,1% a 90,9%, alors qu'aucun effet n'est
observé lorsque les cellules cancéreuses expriment peu ou pas de sLe? 77!, Cet effet
prophylactique de la cimetidine a par la suite été associé a une inhibition de I'expression
de E-sélectine a la surface des cellules vasculaires endothéliales 272. L'utilisation de
cocktails thérapeutiques ciblant a la fois les trois sélectines pourrait ainsi s'avérer

prometteuse pour inhiber le processus métastatique.

On constate donc que le processus inflammatoire permet le recrutement de
leucocytes au site tumoral. De méme, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
pourrait faciliter le processus métastatique. Tel que démontré dans cette thése, les
sélectines endothéliales, E- et P-sélectine, sont impliquées dans la dissémination des
cellules de lymphome aux organes périphériques suite & leur injection par voie
intraveineuse. Il est déja bien connu que I'expression de ces molécules est stimulée par

des cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-1 et le TNF-a. Des travaux antérieurs
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ont demontré que les cellules cancéreuses possédent la capacité de stimuler
I'expression de E-sélectine a la surface de I'endothélium, entre autres via I'expression

de ces cytokines 273275,

D'autres études ont permis de vérifier la capacité des
molécules d'adhésion exprimées a la surface des cellules cancéreuses a stimuler
I'expression de cytokines par les cellules endothéliales des sinusoides hépatiques. Par
exemple, le récepteur du mannose exprimé sur le mélanome B16 stimule la production
d'lL-1B et 'adhérence via VCAM-1 des cellules cancéreuses a I'endothélium et facilite la

6

formation de métastases au foie ?’°. De fagon similaire, on observa qu'une lignée de

cellules de cancer colorectal pouvait stimuler I'expression d'IL-1B, d'IL-6 et de TNF-a par

les cellules Kupffer des sinusoides hépatiques 27".

Les cytokines produites par ces
cellules Kupffer étaient induisaient I'expression d'lCAM-1 par les cellules endothéliales.
Dans une autre étude, la production de TNF-a et d'IL-1, qui peut étre détectée in vivo
dans les 30 & 60 minutes suivant l'injection de cellules cancéreuses dans le systéme
veineux porte, provoque l'expression de E-sélectine hépatique pour une période de 2 a

24 heures 278,

Ces différents travaux démontrent donc la capacité des cellules
cancéreuses en circulation a induire I'expression de différentes molécules d'adhésion a
la surface de I'endothélium, et ainsi faciliter la colonisation des organes cibles par ces
cellules. Pour ajouter a l'effet des cellules cancéreuses, il nous est permis de croire que
le processus inflammatoire, par I'expression importante de cytokines pro-inflammatoires,
pourrait favoriser la métastasie en haussant I'expression des sélectines a la surface de
I'endothélium. Les travaux de I'équipe de Orr ont souligné le réle important joué par la
production exogéne de cytokines dans le processus métastatique. Les cellules de
meélanome B16 injectées s'arrétent dans les sinusoides hépatiques par restriction de
taille, tel que démontré par I'¢quipe de Chambers 9¢'2%_ Par contre, lorsqu'ils injectent
prealablement 1,5ug d'IL-1, les cellules ne parviennent pas aux sinusoides mais arrétent
en amont par un mécanisme similaire au roulement des leucocytes %*. De plus, la
rétention des cellules B16 dans le foie des souris traitées a IlL-1 était deux fois plus
importante immeédiatement aprés linjection et 7 fois plus grande 24 heures post-

injection.  lls observérent également 3 fois plus de cellules adhérées a la

124



microcirculation hépatique des souris traitées. Cette adhérence pouvait étre bloquée
par ['utilisation d'anticorps contre E-sélectine, ICAM-1, VCAM-1 et la sous-unité
d'integrine av, corroborant 'hypothése qu'une muitiplicité de molécules d'adhésion peut

étre impliquée dans le processus métastatique 2.

I devient donc important de remettre en question I'utilisation de cytokines dans le
traitement du cancer, puisque par leur capacité a augmenter I'expression des différentes
molécules d'adhésion elles pourraient aussi favoriser la dissémination des cellules
cancéreuses. |l a déja été démontré qu'une thérapie systémique avec le TNF-a était
associée a l'induction de E-sélectine, ICAM-1 et VCAM-1, alors qu'étaient détectées ces
molécules d'adhésion solubles dans le sang 2’°. Par contre, de nouvelles molécules ont
recemment été générées pour contrer l'effet du TNF-a sur la modulation de E-sélectine
2%, Ces chitooligosaccharides N-acétylés présentent donc non seulement un potentiel

anti-inflammatoire mais également un effet inhibiteur du processus métastatique.

4.4.5 Role de la signalisation via les sélectines

En plus de leur role d'adhésion dans l'arrét des cellules cancéreuses de la
circulation, plusieurs travaux indiquent que la signalisation via les sélectines permettrait
de moduler l'activité d'autres molécules d'adhésion telles les intégrines et ainsi favoriser
indirectement le processus métastatique. Il est déja connu que L-sélectine permet
I'activation de l'intégrine-B2 . Elle pourrait donc en plus de favoriser la formation
d’agregats entre les cellules de lymphome et les leucocytes et plaquettes circulants,
permettre indirectement l'arrét de la circulation vers les organes cibles en activant
differentes molécules d’adhésion nécessaires a l'adhésion ferme des cellules
cancéreuses a l'endothélium vasculaire. Il a également déja été observé que la
stimulation via PSGL-1, un ligand des sélectines active lintégrine-B2 et I'adhésion a
ICAM-1 2", Des travaux récents ont démontré que ['activation des intégrines
leucocytaires par PSGL-1 impliquait la formation d'un complexe avec la queue

cytoplasmique de PSGL-1 et Nef-associated factor 1 et la phosphorylation par les
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kinases Src ?®2. Dans le méme ordre d'idées, le culbutage des neutrophiles sur E-
sélectine active l'intégrine B2 et la liaison a ICAM-1, via un mécanisme de signalisation
dépendant des MAPK 28, Cette adhésion ferme modulée par linteraction entre les
intégrines B2 et ICAM-1 est déja reconnue comme étant essentielle a la formation de
métastases par les cellules de lymphome, tel que démontré antérieurement dans le

laboratoire du Dr. St-Pierre 160198,

Comme dans le cas des sélectines, dont les
propriétés de signalisation ont été présentées dans la revue de littérature, cette
interaction pourrait jouer non seulement un réle mécanique pour 'adhésion des cellules
cancéreuses aux cellules endothéliales, mais aussi stimuler la cascade de signalisation
favorisant le processus métastatique. Cette hypothése est soutenue par les études de
migration in vivo réalisées a la fois dans les modéles de souris déficientes en sélectines,
présenté dans le chapitre Il, et dans les souris déficientes en ICAM-1 60245 Ceg
expériences ont permis de constater que malgré une différence significative dans la
formation de métastases, la migration vers les organes cibles était similaire en dépit de
I'absence de ces différentes molécules d'adhésion. A ce propos, des études utilisant
des technologies plus modernes telles que des systémes d'imagerie intravitale
pemmettraient de visualiser concrétement l'implication des sélectines lors de la migration.
De tels travaux de recherche ont permis a Ding et al. > d'observer directement que
chez des souris déficientes en P-sélectine, un nombre réduit de cellules de lymphome
s'immobilisent & la surface de I'endothélium. Tout comme dans nos travaux, cette
absence de P-sélectine résultait essentiellement & un allongement du temps de latence
avant l'apparition de métastases. Nos études de migration in vivo nous permettent tout
de méme de suggérer que les différentes molécules d'adhésion exprimées sur
I'endothélium telles que E-sélectine, P-sélectine et ICAM-1 joueraient dans le processus
métastatique un réle subséquent a la migration vers les organes cibles, soulignant
encore une fois l'importance des capacités de signalisation de ces molécules. |l a
d'ailleurs déja été observé que la migration transendothéliale de cellules de cancer du
cblon nécessitait la liaison a E-sélectine exprimée sur I'endothélium et I'activation de

SAPK?2 (stress-activated protein kinase-2) dans les cellules tumorales 2%, Cette méme
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équipe démontra plus récemment que cette liaison de cellules cancéreuses 32
'endothélium via E-sélectine augmentait lactivitt de ERK et p38, causant une
modification de l'intégrité des jonctions endothéliales et facilitant ainsi la transmigration

des cellules cancéreuses .

Tel que présenté plus t6t, l'interaction entre les cellules
cancereuses et endothéliales permet l'arrét de la circulation, mais également la
production de différents facteurs pro-métastatiques. Cette interaction peut étre
dépendante des molécules d'adhésion exprimées a la fois sur les cellules cancéreuses
et les cellules endothéliales. Les propriétés de signalisation des molécules d'adhésion
en font de bons candidats pour la propagation d'une cascade de signalisation menant &
la production de facteurs pro-métastatique. En plus de la signalisation directe induite
par les sélectines, elles peuvent revétir des fonctions de co-stimulation des cellules
endothéliales, en collaboration avec d’'autres molécules d’adhésion, ou encore avec des

facteurs solubles comme les chimiokines 78:281:285

4.5 Modulation génique de I'endothélium suite au contact avec le lymphome T.

Le deuxiéme objectif principal du projet visait & mieux caractériser a I'échelon
moléculaire les interactions entre le lymphome et I'endothélium vasculaire suite aux
contacts intercellulaire déployés lors du processus métastatiques. Pour ce faire, nous
avons utilisé un modele in vitro d'analyse cellules-cellules pour vérifier la capacité des
cellules de lymphome a moduler I'expression génique de I'endothélium. A cette fin, suite
a l'adhérence de cellules de lymphome T, le transcriptome des cellules endothéliales fat
soumis a une matrice d'ADN complémentaire qui a permis l'analyse de I'expression de
1153 genes différents. Parmi ceux-ci, celui pour lequel la modulation était la plus
importante est le facteur de transcription EGR-1(early growth response protein 1 ) dont
I'expression était augmentée suite a l'interaction avec les cellules de lymphome. Nous
avons également observé que méme si le contact direct provoque une plus forte
expression d'EGR-1, la sécrétion de molécules solubles suffisait a stimuler I'expression

de ce facteur. Parmi ces molécules, PDGF et EGF, produits de fagon constitutive
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respectivement par le lymphome et par les cellules de cancer du sein, pouvaient

augmenter |'expression d'EGR-1.

EGR-1 2%, également connu sous le nom de ZIF-268, NGFI-A (nerve growth
factor induced-A), Krox24 et TIS8, est une protéine de 80- a 82-kd constituée de 533
acides aminés. C'est un facteur de transcription en doigt de zinc typique, appartenant a
la méme famille que EGR-2 %, EGR-3 *®, EGR-4 2, TIEG/EGR-a 2 et WT-1 (Wilms
tumor suppresor protein 1) 2. Son domaine de liaison a I'ADN conservé consiste en
trois domaines en forme de doigts de zinc situés entre les acides aminés 332 et 416 qui
lie des séquences d'ADN riches en GC présentant la séquence consensus 5'-
GCG(T/G)GGGCG-3'. Une fois lié a I'ADN, EGR-1 modifie I'expression génique par des
mecanismes reposant & la fois sur des co-activateurs et des co-répresseurs.
L'expression de différents génes via EGR-1 implique différentes MAPKs (mitogen-
activated protein kinases), incluant les voies ERK (extracellular signal-regulated kinase),
JINK (c-Jun NH-terminal kinase) et p38 2%22%, EGR-1 est exprimé de fagon inductible
dans une multitude de types cellulaires, comme les cellules endothéliales, les cellules
musculaires lisses, les fibroblastes et les leucocytes. Son induction trés rapide est
observée suite a la stimulation par une panoplie de facteurs de croissance et de

cytokines tout comme lors de stress mécaniques et de dommages vasculaires.

EGR-1 est reconnu pour son réle dans la différenciation et la prolifération
cellulaire. EGR-1 établit un lien entre les signaux extra-cellulaires et les réponses a long
terme en modifiant I'expression de génes cibles, responsables de plusieurs actions
physiologiques. Suite a l'activation des cellules endothéliales, EGR-1 est exprimé dans
le noyau des cellules ou il contréle I'expression de plusieurs génes impliqués dans
divers processus physiologiques dont I'angiogenése 2°¢%°®,  Parmi les molécules
placées sous le contrile d'EGR-1, on retrouve PDGF-A (platelet derived growth factor)
29830 pPDGF-B %7, FGF-2 (fibroblast growth factor) *', apolipoprotéine A1 32, M-CSF

(macrophage colony-stimulating factor) *®, TNF-a (tumor necrosis factor) 3%, tissue
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factor 3%

, u-PA (urokinase-type plasminogen activator) 3%, IL-2 (interleukine-2) 3%,
ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1) ¥, CD44 3%° gt MT1-MMP 3'°. Plusieurs de
ces molécules produites peuvent également stimuler I'expression d'EGR-1, amenant la
possibilité de boucles d’activation autocrines et paracrines. PDGF et FGF peuvent eux-
mémes augmenter I'expression d'/EGR-1, tel que nous I'avons observé avec PDGF, qui
a son tour active la transcription de PDGF et FGF, complétant la boucle d’'amplification
300311312 | ors de nos travaux, nous avons observé que la modulation de I'expression
d'EGR-1 pouvait également étre observée dans les études de co-culture en transwell,
suggerant l'implication de molécules solubles. Parmi celles-ci, nous avons démontré la
capacitt de PDGF-B et EGF a moduler l'expression d'EGR-1 dans les cellules
endothéliales murines et humaines, respectivement. Par contre, I'expression d'EGR-1
observée lors des études de co-culture en transwell, qui ne permettent pas le contact
direct, était moins importante que suite & linteraction directe entre les cellules
cancereuses et stromales, suggérant une co-stimulation via les molécules d'adhésion,
ou encore la formation d'une synapse immunologique au site de contact, favorisant un
effet plus important des cytokines produites. Ces résultats sont conformes a ceux que
nous avons obtenus lors des interactions bi-directionnelles entre les lymphomes T et
l'endothélium vasculaire menant & l'expression de MMP-9 dans les deux types
cellulaires et que nous avons démontré comme étant favorisées par le contact d'ICAM-1
"%, Il serait donc intéressant dans des travaux ultérieurs de déterminer si l'induction
d’'EGR-1 lors du contact est elle-méme favorisée par des molécules d’adhésion
specifiques telles qu'ICAM-1 ou encore par les sélectines. De plus, il serait intéressant,
dans une perspective a long terme, de déterminer les voies de signalisation empruntées
pour la modulation de I'expression de EGR-1 suite a la stimulation par PDGF et EGF.
Des travaux sont présentement en cours dans notre laboratoire a cette fin. Des études
antérieures laissent présager 'activation de la voie Ras/Erk puisque que la stimulation
de EGR-1 par EGF dans les cellules endothéliales et les kératinocytes induisent la

phosphorylation de ERK et est inhibée par des inhbiteurs des MAP kinases 31334,
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L’implication de nos résultats pourrait avoir une portée significative pour ce qui
concerne l'angiogénése. Pour étudier le réle 'EGR-1 dans I'angiogenése, Fahmy et al.
313 ont utilisé des DNAzymes pour en inhiber I'expression. Les DNAzymes sont des
enzymes dépendantes de cations composées entierement d’ADN et construites pour
cliver TARN messager de génes spécifiques. Ces DNAzymes ont permis d’inhiber
I'expression protéique d'EGR-1, la réplication et la migration de cellules endothéliales
vasculaires et la formation de microtubules dans des matrices formées de membrane
basale. L'inhibition d'EGR-1 a également bloqué I'angiogenése dans des bouchons de
matrigel implantés par voie sous-cutanée chez la souris, résultats confirmés chez des
souris déficientes en EGR-1. De plus, l'utilisation de ces DNAzymes a permis de
supprimer la croissance in vivo de carcinome mammaire humain MCF-7 chez des souris
nues. Ces agents ont également permis d'observer une diminution de I'expression de
FGF-2, un facteur proangiogénique en aval d'EGR-1. Fahmy et al/ ont également
démontré dans cette étude la capacité des DNAzymes spécifiques a EGR-1 de diminuer
la néovascularisation de la cornée chez des rats. Dans une autre étude, Borden et ses
collégues 3'® ont démontré lmplication de HGF (hepatocyte growth factor) a réguler
I'expression des facteurs angiogéniques PDGF et VEGF (vascular endothelial growth
factor) en induisant I'expression d'EGR-1. EGR-1 est également connu pour augmenter
I'expression de plusieurs génes impliqués dans la tumorigénicité, incluant IGF-II (insulin-
like growth factor-Il) et VEGF 373" Ainsi, 'augmentation de son expression par les
cellules endothéliales et autres cellules stromales comme les fibroblastes suite au
contact avec les cellules de lymphome, tel que nous I'avons mis en évidence, pourrait
jouer un réle considérable dans le processus métastatique. Il pourrait étre impliqué
dans la néovascularisation des métastases par cette modulation de l'expression de
VEGF. Il est bien connu que la croissance des tumeurs primaires, mais également des
métastases, est dépendante de I'angiogenése *%°. L'absence de facteurs angiogéniques
est associée a la dormance tumorale, qui a son tour favorise I'apoptose des cellules

321

cancéreuses Les premiers stades du développement vasculaire incluent la

différenciation et I'expansion de cellules endothéliales précurseurs provenant du réseau
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vasculaire existant. Par la suite, lors du processus angiogénique, la ramification de
nouveaux vaisseaux sanguins s'observe de concert avec le recrutement de cellules
musculaires lisses et de péricytes capables de supporter ces vaisseaux sanguins

nouvellement formés 322323,

Plusieurs facteurs produits par les cellules tumorales ont
déja été identifiés comme régulateur de cette néo-vascularisation. En lien avec ces
travaux, nos résultats suggérent que les cellules endothéliales elles-mémes peuvent
étre responsables de la production de VEGF et d’autres facteurs pro-angiogiénique
élaborés au contact des cellules cancéreuses. L'augmentation d'EGR-1 dans les
cellules endothéliales, un modulateur de VEGF, tout comme de VEGF lui-méme, suite
au contact avec les cellules de lymphome, tel que présenté dans le chapitre I,
supportent cette hypothése. Des travaux démontrent également que I'adhérence via les
sélectines et sLe®” est impliquée de facon significative dans I'angiogenése tumorale,
démontrant encore une fois l'importance des interactions cellulaires dans ce processus
324 tant via les différentes molécules d'adhésion que par la sécrétion de facteurs

solubles ammenant une activation des cellules stromales.

Finalement, nous avons également observé I'augmentation d'EGR-1 in vivo dans
des tumeurs lymphoides du foie s'étant développées en réponse a linjection d'un
lymphome T par voie intra-veineuse. Les résultats in vitro portent a croire que
l'augmentation du niveau d'expression d'/EGR-1 dans ces tumeurs peut résulter de la
stimulation des cellules stromales par les cellules de lymphome. Mais, nous ne pouvons
exclure la contribution intrinséque, a tout le moins en partie, des cellules de lymphome
pour l'augmentation d’'EGR-1. Des travaux récents démontrant que LMP1 (latent
membrane protein 1) d’EBV, souvent associé aux lymphomes T, peut induire
l'expression de EGR-1 et que cette expression augmente la survie de cellules

cancéreuse supportent cette idée 32°.

Il serait donc intéressant d'inhiber I'expression
d'EGR-1 dans les cellules de lymphome avant leur injection et vérifier le développement
tumoral et I'expression d'EGR-1 au sein de la tumeur pour déterminer la source de cette

augmentation.
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4.4 Conclusion

Nous avons démontré pour la premiére fois un réle clé de L-sélectine dans le
développement du lymphome thymique. De plus, nos travaux indiquent que les
sélectines jouent un réle significatif dans le processus métastatique du lymphome non-
hodgkinien, alors que ce processus est retardé chez les souris présentant une
deficience en L-, E-, ou P-sélectine. Finalement, nos travaux démontrent que
linteraction entre les cellules de lymphome et I'endothélium est beaucoup plus
complexe que celle d'abord envisagée puisque les cellules cancéreuse peuvent moduler
I'expression génique de I'endothélium. Parmi les génes dont I'expression est influencée
par les cellules de lymphome, on retrouve EGR-1, un facteur de transcription contrélant

differents facteurs ayant un réle dans le développement tumoral.

Il est possible que les molécules d'adhésion et les mécanismes d'adhérence et de
signalisation employés par les cellules cancéreuses lors du processus métastatique
pourraient constituer des cibles potentielles pour le développement de nouvelles
thérapies. Les patients susceptibles de bénéficier d'un tel traitement sont
particulierement ceux n'ayant pas encore développé de métastases. Ce type de
thérapie pourrait également étre utilisé lors de la chirurgie pour prévenir la colonisation

des organes périphériques qui pourrait survenir lors de l'intervention.
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Figure 1. Modéle d'interaction lympho-stromale lors de la métastasie. Lors de la
migration dans les vaisseaux sanguins, les sélectines permettent l'interaction entre les
cellules lymphomateuses circulantes et I'endothélium. Cette interaction n'est pas
seulement mécanique car elle permet également da'ctiver la signalisation dans
I'endothélium. De plus, cette interaction permet de créer une synapse immunologique
qui amplifie le signal déclenché au niveau de I'endothélium par les molécules solubles
secretées par les cellules de lymphome. Ces différents stimuli modulent I'expression de
differents génes des cellules endothéliales dont le facteur de transcription EGR-1 qui
peut secondairement contriler I'expression de différents facteurs favorisant la
progression tumorale. Finalement, une fois dans l'organe cible, les cellules de
lymphome peuvent également interagir avec différentes cellules stromales tel que les
fibroblastes, pour stimuler a nouveau lexpression d'EGR-1, favorisant ainsi le
développement de la tumeur dans les organes périphériques et linstauration du

processus angiogenique.
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Annexe 1

Souris Fréquence Temps moyen de
survie
C57BL/6 24/30 (80%) 142 + 23
C57BL/6-L-sel” 20/26 (77%) 143 + 33
C57BL/6-E-sel” 4/4 (100%) 120+ 12
C57BL/6-P-sel” 4/4 (100%) 129 + 27

Fréquence de développement de lymphome T au niveau du thymus suite a
Pirradiation de souris déficientes en L-, E-, ou P-sélectine. Des souris C57BL/6
normales ou déficientes en L-, E- ou P-sélectine 4gées de 4 a 8 semaines ont été
exposées a 4 doses hebdomadaires d'irradiation (4 x 1.75Gy). Les souris étaient
observées périodiquement et sacrifiées lors de manifestations des signes cliniques du
développement de lymphome thymique (dyspnée, poil hérissé, amaigrissement, etc).

La présence de lymphome thymique était confirmée lors de la nécropsie.
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Annexe 2
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Développement d'un lymphome T déficient en L-sélectine lorsque injecté
simultanément avec un lymphome normal. Des souris C57BL/6 et C57BL/Kathy
(Thy1.2 négatives) furent injectées par voie intrathymique simultanément avec 10%
cellules de lymphome déficientes en L-sélectine (1682) et exprimant L-sélectine (1681).
Suite au développement, le lymphome thymique fut prévelé, les cellules en ont été
extraites puis marquées avec un anticorps anti-L-sélectine et analysées par cytométrie
en flux pour déterminer la population de cellules de lymphome s'étant développées. Les
cellules de lymphome étaient tout d’abord discriminées des cellules thymiques de I'héte
par leur taille et leur granularité. De plus, un marquage anti-Thy1.2, spécifique aux
cellules de lymphomes injectées aux souris C57BL/Kathy (Thy1.2 négatives) a permis
de confirmer l'origine des cellules analysées. On remarque que les cellules L-sélectine
déficientes se sont développées et ont généré un lymphome thymique alors que lorsque
injectées seules, aucun lymphome ne se développe. La figure est représentative de

résultats obtenus avec 4 souris.
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Towards a better understanding of the role cell
adhesion molecules play in the dissemination of
T lymphoma using genetically-engineered mouse

models

Simon D. Bélanger and Yves St-Pierre*

INRS-Institut Armand-Frappier, Université du Québec, Laval, Québec, Canada

Abstract

Since lymphoma cells often express the same cell adhesion molecules (CAM) as their normal
counterparts, it has been postulated that CAMs could function in a similar way in both cases. Thus, in
the dissemination of lymphoma cells to target organs, they could play a crucial role in the late stages of
the metastatic process by mediating cell-cell contact to arrest them in the circulation, as they do in the
case of normal leukocytes. Powerful experimental models using genetically-engineered animals or
tumor cells deficient for specific adhesion molecules has led to fundainental advances in understanding
the complex processes associated with dissemination of lymphoma cells. This review highlights the
progress generated by these experimental models and their significance in the context of the
development of anti-adhesion therapy in the contro) of lymphoma dissemination.

Introduction

During inflammation, the recruitment of
leukocytes to an extravascular destination
requires intercellular communication between
stromal cells and leukocytes. Leukocytes must
be able to resist blood flow by adhering to
vascular endothelium before entering target
organs. This adhesion involves the orchestrated

*Corresponding author address. INRS-Institut Annand-Frappier. 531 Boul

des Prairies, Laval, QC, H7V [B7, Canada,
E-mail;  yves.st-pierre@nrs-af uquebec.ca

expression of leukocyte and vascular adhesion
molecules. (1, 2). Briefly, in an initial step
well known as leukocyte rolling, selectins are
implicated in slowing the leukocytes by a
transient adhesion to the endothelium (3).
Following this, leukocytes adhere firmly to the
endothelium through the interaction between
integrins and members of the immunoglobulin
superfamily (4, 5). The final steps consist of
extravasation into the extravascular space and
migration of the inflammatory cells through the
stroma, towards the inflammatory site (1, 6).
As lymphoma cells express the same pattern of
adhesion molecules as their normal
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counterparts, it had been postulated that
lymphoma metastasis could use a similar
mechanism as lymphocyte recruitment (7, 8).
Experimental models, using  blocking
antibodies have failed, however, to clearly
establish whether adhesion molecules indeed
play a role in the homing of tumor cells to
target organs, or whether they are required at all
for tumor growth (9, 10). The effects observed
were often attributed to the specificity of the
antibody used, the injection route or regimen
(11, 12). The generation of genetically-
engineered adhesion-deficient mice, which had
proven very useful to establish in vivo the
multistep model of leukocyte recruitment that
had been predicted from in vitro data (13-17),
was finally been put to contribution to test if
indeed adhesion molecules were similarly
involved in the dissemination of lymphoma
cells. This brief review will focus on data
obtained from studies made using mice
deficient in adhesion molecules as well as from
some studies using gene-targeted adhesion
molecules mutant cell lines.

Integrins and immunoglobulin superfamily.

Firm adhesion of leukocytes to vascular

endothelium is nearly exclusively mediated by
integrin receptors. Recent studies suggest that
specialized integrins support reversible cell-cell
interaction (“tethering”) that slow down
selectin-initiated rolling of leukocytes prior to
their arrest. In this case, integrins act as the
"ultimate brakes" for circulating leukocytes,
definitively arresting rolling cells on the surface
of endothelial cell; and contribute to the
selectivity of leukocyte/endothelial  cell
interactions and hence leukocyte recruitment.
Integrins are heterodimers composed of
an alpha and a beta subunit bound
noncovalently to each other. The alpha chain
contains a large N-terminal extracellular
domain with 7 conserved repeats of pwative
metal binding domains, a transmembrane
domain, and a short C-terminal cytoplasmic
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tail. Some alpha integrins also contain an
insertion (I) demain of approximately 200-

amino acids, some of which undergo
proteolytic cleavage near the transmembrane
domain. The beta chain contains an N-terminal
signal peptide, a large extracellular domain that
includes 4  cysteine-rich repeats, a
transmembrane domain, and a short C-terminal
tail. Although integrins are widely expressed
and highly versatile transmembrane receptors,
leukocyte arrest is almost exclusively mediated
by the leukocyte B2 integrins LFA-1 (oyfs,
CD112/CD18) and Mac-1 (ampB2,
CD11b/CD18), as well as VLA-4 (a4fi,
CD49d/CD29) and its related integrin «4p7
(LPAM-1). These integrins mediate the
intercellular adhesion through specific binding
to members of the immunoglobulin superfamily
(1gSF). Members of the IgSF share structural
and genetic features with immunoglobulin
molecules and contain at least one
immunoglobulin domain (18). Among the
members of this family expressed on vascular
endothelial cells, and which are implicated in
leukocyte recruitment via the integrin receptors,
we found intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1, CD54), ICAM-2 (CD102), vascular
cell adhesion molecule-1 (VCAM-1, CD106),
and the mucosal addressin cell adhesion
molecule 1 (MAdCAM-1). The Ilatter is
specifically expressed on mucosal endothelium
of the Peyer's patches, and is thus implicated in
lymphocyte homing to the intestinal mucosa.
Just like leukocyte recruitment, cancer
metastasis is a multistep process in which
adhesion molecules play an important role.
While evading the immune system, cancer cells
must first detach from the primary tumor, enter
the vascular circulation, home to the target
organs, extravasate through the endothelium
and the basement membrane, and proliferate to
form secondary tumors. The arrest from the
blood circulation by interaction with the
endothelium is thus a rate-limiting step in the
metastasis process (19). In order to study the
role of adhesion molecules in the multistep
process of dissemination of lymphoma cells, we
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have combined the use of genetically-
engineered ICAM-1-deficient mice and
tumorigenic lymphoma cell lines of T-cell

origin that we derived from radiation-induced
thymic lymphomas; a model based on the
studies described by the group of Henry S.
Kaplan. The expression of CD3¢ confirmed the
T-cell origin of these lymphoma cells as well as
the expression of adhesion molecules ICAM-1,
ICAM-2, CD31, CD62L and, most importantly,
LFA-1, the ICAM-1 counter receptor. This
repertoire of adhesion molecules is similar to
that normally found on the surface of T cells.
When injected intrathymically to syngeneic
mice, these lymphoma cells can induce the
formation of a thymic lymphoma that rarely
disseminates to other organs, allowing to
selectively study the role of specific
interactions between T lymphoma cells and
their peritumoral environment on tumor growth
(20). In contrast, intravenous injection of
lymphoma cells can be used as model of
experimental metastasis, as lymphoma cells can
spread in different lymphoid and non-lymphoid
organs and form lymphoid tumors in various
organs, most notably in the spleen, lymph
nodes, kidneys and liver.

Among adhesion molecules that could
be implicated in lymphoma dissemination,
ICAM-1 represents a good candidate. The
expression of LFA-1 on lymphoma cells is
believed to mediate binding of lymphoid tumor
cells to the ICAM-Il-expressing vascular
endothelium, thereby initiating the
dissemination process of tumor cells to
secondary target organs. This hypothesis was
based on studies showing a correlation between
the levels of LFA-1 expression on tumour cells
and their metastatic capacity (21). As our
lymphoma cells express LFA-1 and disseminate
to peripheral organs following intravenous
injection, we tested if the absence of ICAM-1
in these mice could reduce the dissemination of
lymphoma in target organs. Two independently
derived ICAM-1-deficient mice strains were
used to test this hypothesis. The first strain
(ICAM-1"Y°®") was generated by inserting a
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mutation in the fourth exon of the ICAM-1
gene while the second strain (ICAM-1"™2%)
was obtained by inserting a similar mutation in
the fifth exon (22, 23). When we injected
intravenously 164T2 T lymphoma cells to

normal mice, we observed the development of
solid tumors in kidneys and spleen in 50 to 70
% of mice within 8 to 10 weeks. However,
when the same treatment was applied to ICAM-
1-deficient mice, we found that no tumor
developed, indicating that these mice were
completely resistant to lymphoma development
(20). The absence of organ infiltration by
lymphoma cells was confirmed using
histological studies. The resistance was neither
dose nor time dependent as the injection of
higher concentrations of lymphoma cells failed
to produce tumors in ICAM-1-deficient mice
for up to 24 weeks post-injection. These results
were similar in both ICAM-1-deficient mice
strains, confirming the implication of ICAM-1
in the dissemination of T-cell lymphoma to
target organs. Since ICAM-1 is implicated in
leukocyte recruitment, the ability of 164T2
lymphoma cells to home to the target organs
(spleen, liver, kidneys, etc) was tested. For
this  purpose, lymphoma cells were
radiolabelled with indium and the homing
kinetics compared in both normal and ICAM-1-
deficient mice at different times post-injection
(20). Surprisingly, we found that lymphoma
cells migrated with the same kinetic in both
normal and ICAM-1-deficient mice. While
these results firmly established for the first time
the role of ICAM-1 in the dissemination of T-
cell lymphoma, they further suggested that this
molecule was most likely involved in the post-
homing events rather than in the recruitment of
lymphoma cells to the target site. More
specifically, it suggested that ICAM-1 and
LFA-1 were possibly involved in bi-directional
signaling processes that lead to the expression
of key molecules necessary not for homing but
for extravasation and tumor growth. While the
concept of outside-in signaling has been well
established for integrins, most notably for LFA-
1 during leukocyte recruitment, the ability of
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ICAM-1 to generate intracellular signals is less
well known. Some studies however, had shown
that ICAM-1 could indeed generate such
signals, most notably when expressed at the
surface of vascular endothelial cells (24, 25).
Using an experimental in vitro system,
we thus tested the hypothesis that the

interaction between LFA-1 and ICAM-1 was
essential for the regulation of specific
metastatic genes in both endothelial and
lymphoma cells. Among the candidate genes,
we examined those encoding the matrix
metalloproteinases (MMPs), which have been
associated with the aggressiveness of several
types of cancer, notably malignant lymphomas
(26, 27). In fact, integrins had been shown in
previous studies to modulate the expression of
MMPs in various cell types, including T cells
(28). Using an experimental in vitro system,
we indeed found MMP-9 expression in both
lymphoma cells and endothelial cells following
cell-cell contact (29). Most importantly, we
found that activation of MMP-9 gene
expression in lymphoma cells was dependent
on the adhesion to ICAM-1, as antibodies
specific for LFA-1 and ICAM-1, but not for
ICAM-2, completely ©olocked MMP-9
induction. However, the inducing signal in
endothelial cells was distinct as anti-LFA-1 and
anti-ICAM-1 failed to block the induction of
MMP-9. These results bring support to the
hypothesis that intercellular contact via
adhesion molecules controls the expression of
genes involved in post-homing events.

Since the interaction mediated by LFA-
1/ICAM-1 increased the aggressiveness of
lymphoma cells by controlling the expression
of metastatic genes, one could therefore use this
model to isolate new metastatic genes that are
associated with lymphoma dissemination. For
this purpose, we next tested whether more
aggressive lymphoma cell lines, each
expressing a distinct repertoire of genes, could
overcome the resistance of ICAM-1-deficient
mice. To obtain such aggressive lymphomas,
we carried out in vivo passages of the 164T2
lymphoma cell line in young C57BL/6 mice
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using the spleen as the organ from which
lymphoma cells were recovered after each
passage. Aggressive lymphoma clones,
164T2S11 and 164T2S19, were established
after 11 and 19 passages respectively. Whereas
164T2 lymphoma cells induced lymphoid
tumors in 50 % of injected mice after a period
of approximately 60 days, the aggressive
164T2S11 (S11) and 164T2S19 (S19) clones

induced tumors in 100% of injected mice after
less than 20 days (30). The aggressive
phenotype of the lymphoma celis was further
confirmed by its ability to constitutively
express MMP-9, a gene associated with
aggressive non-Hodgkin’s lymphomas. We
then tested if these aggressive clones could
overcome resistance of ICAM-1-deficient mice
to lymphoma dissemination. We found that
both S11 and S19 were able to ‘overcome the
resistance of ICAM-1-deficient mice. Again,
we found that the homing Kkinetics were
identical for both aggressive and non-
aggressive lymphoma cells, a finding consistent
with the hypothesis that the critical step of
lymphoma dissemination is manifested after
homing. Interestingly, we found no difference
in the repertoire of adhesion molecules at the
surface of parental cells and the aggressive
variants. However. genomic aralysis of the
transcriptome of these lymphoma cells allowed
us to identify a number of other genes that are
specifically  associated with lymphoma
development (31). Thus, the use of genetically
engineered adhesion-deficient mice is a
valuable tool to dissect the role of specific
adhesion molecules in metastasis and identify
new genes associated with the dissemination of
lymphoid cells.

Our results with ICAM-1-deficient mice
are consistent with those obtained with
genetically engineered LFA-1-deficient
lymphoma cell lines. Using chemically induced
lymphoma mutants, deficient in LFA-1 cell
surface expression, Roossien ef al. (32) showed
that LFA-1-deficient lyniphoma cells express a
diminished invasive potential in both
hepatocyte and fibroblast cultures compared
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with the parental cells. Moreover, when testing
the in vivo metastatic capacity by intravenous
injection, the parental lymphoma TAM2D2
produced metastases in 130% of mice in 17 to
22 days while the LFA-1 mutants only induces
metastases in around 10 % of mice in 37-46
days. They further showed that Bl integrin
double knockout (DKO) mutants of the highly
metastatic ESb murine T lymphoma cell line
have a reduced metastatic potential (33).
Indeed, while intiavenous injection of the
parental lymphoma cells ESb and of single-
knockout cells induces lymphoid tumors in all
animals within 9-11 days, only 50 % of mice
injected with double knockout cells developed
such tumors, and this after a period of 20-60
days post-injection. This mutation was shown
to abrogate the expression of the integrin o,
(VLA-4), which normally binds VCAM-1 and
fibronectin, and of the integrin asB; (VLA-6),
which binds laminir: (5). Interestingly, the in
vivo growth of these cells following intra-
peritoneal injection was not altered. Metastatic
capacity of DKO cells could be restored
following transfection with f; cDNA, proving
the implication of B; integrin in lymphoma
metastasis. Using these DKO cells, they
transfected PB; mutants in different domains
(54). These lymphoma cell lines allowed them
to conclude that the five C-terminal residues
implicated in cell signaling by the B, integrin
were essential for lymphoma metastasis to liver
and spleen. In contrast, mutations in the
cytoplasmic domain that are required for stable
adhesion had no effect on P,;-dependant
metastasis formation. In view of these studies
on the implication of integrins and IgSF of
adhesion molecules, it appears that these
molecules are clearly implicated in lymphome
dissemination. However, this implication does
not- seem to be restricted to adhesion between
lymphoma cells and the endothelium but also
applies to cell signaling for the regulation of
other genes that could participate in metastasis.
It is conceivable that another group of adhesion
molecules, the selectins, is responsible for
lymphoma arrest in the blood vessels and
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adhesion to vascular endothelium, which does
not exclude their possible role in cell signaling.

The availability of ICAM-1-deficient
mice and the ability to generate cell lines from
different tissues has allowed to further test
specific aspects of their role on lymphoma
development as well. Reiss and Engelhardt
have established the ICAM-1-deficient
endothelioma cell line bEndil.1 by
transformation of endothelial cells purified
from ICAM-1-deficient mice (35). Using this
model, they showed that the adhesion of T

lymphoma cell line TK-1 to endothelial cells
was significantly reduced in the absence of
ICAM-1. Moreover, using a transmigration
assay, they showed the major implication of
ICAM-1 in the transmigration of T lymphoma
cells across endothelium. This reduced
extravasation in [CAM-1-deficient -endothelium
is in accordance with the resistance of ICAM-1-
deficient mice to T Ilymphoma that we
observed, despite their similar homing. Using
mADb against ICAM-2 these authors showed
that this molecule interferes with the adhesion
and, to a larger extend, with the transmigration
of the T lymphoma cells TK-1, but exclusively
on the ICAM-1-deficient bEndI1.1 cell line,
showing a possible redundancy in their
functions. This implication of ICAM-2 was
however not observed when they analyzed
adhesion of thymocytes or of memory T-cells
to bEnd1.1. As these three cell lines express
similar levels of LFA-I, the activation of LFA-
1 in lymphoma should be at a different stage
that allows interaction with ICAM-2.
Moreover, the fact that ICAM-2-mediated
adhesion should only be observed in the
absence of ICAM-1 shows the minor role
played by ICAM-2 in the adhesion and
transmigration of T lymphoma cells. This
implication of ICAM-2 in adhesion and more
importantly in extravasation could also be one
of the reasons why aggressive lymphoma
overcomes the metastasis resistance of ICAM-
1-deficient mice in our model. However, other
adhesion molecules participating in the
adhesion cascade should explain this
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observation, such as selectins, which will be
discussed below.

Since ICAM-1 is also expressed on
circulating lymphocytes (and T lymphoma
cells), and since the level of expression of
ICAM-1 at the cell surface of tumor cells has
been shown to be an important factor in tumor
development, most notably by playing a role in
tumnor recognition by the immune cells, we used
ICAM-1-deficient mice to generate T
lymphoma cells deficient for ICAM-1-
expression and test whether the level of ICAM-
1 on the surface of lymphoma cells influenced
lymphoma development. We first established

that ICAM-1 deficiency had no effect on the
triggering of radiation-induced  thymic
lymphoma, as tumor incidence in normal and in
ICAM-1-deficient mice after exposure to a
leukemogenic regimen of X-ray was identical
(St-Pierre et al., manuscript in preparation).
Such a regimen (4 weekly doses of 175 rads)
results in thymic lymphomas in most of the
animals after a latency period varying between
3 and 6 months. By comparing tumor growth in
animals  injected intrathymically  with
suboptimal doses of 164T2 and 267 lymphoma
cells (103 to 106 cells/lobe) in normal and
ICAM-1-deficient mice, we further established
that ICAM-1 expression by thymic stromal
cells (such as thymic epithelial cells,
fibroblasts, thymic nurse cells, etc) did not
influence the final stage of the disease, i.e.
growth of thymic lymphoma. Normal C57BL/6
mice injected intrathymically with these
lymphoma cells develop thymic lymphoma
within 2-6 weeks, depending of the number of
cells injected

Since ICAM-1-deficient mice developed
radiation-induced thymic lymphoma, we took
advantage of this opportunity to generate
ICAM-1-deficient lymphoma cell lines, as
previously described (36). As a control, we
transfected in these cells the cDNA encoding
the wild-type form of ICAM-1 and tested
whether the levels of ICAM-1 influenced a)
lymphoma dissemination, and b) lymphoma
growth. Our results showed that absence of
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ICAM-1 on lymphoma cells does not alter the
ability of lymphoma cells to grow, nor does it
confer to these «cells an increased
tumorigenicity (St-Pierre et al., manuscript in
preparation).

Selectins

Although metastasis manifests itself after
homing to the target organ, it appears that
dissemination of tumor cells first requires
contact with endotheliai cells via CAMs . The
latter point was demonstrated by the results
obtained with ICAM-1-deficient mice and
LFA-1-deficient cell lines, as well as data

showing that contact of lymphoma cells with
EC induces bi-directional activation of both cell
types. The implication of selectins in metastasis
has therefore received much attention recently
as genetically-engineered selectin-deficient
mice uncovered their role in the recruitment of
normal leukocytes to inflammatory sites (37-
42). Selectins is another family of adhesion
molecules implicated in intercellular interaction
with three members: E-, P-, and L-selectin. The
genes for all three selectins are found in a gene
cluster on chromosome 1 (43). Selectins are
transmembrane glycoproteins that bind to
sialylated carbohydrates on target proteins
namely Sialyl Lewis X (sLe*) and Sialyl Lewis
A (sLe®) (44). Selectins are structurally very
similar to their lectin domain in the N-terminus,
which is responsible for ligand binding (45).
The lectin domain is followed by a domain
related to a repeat found in the epidermal
growth factor called the EGF-like domain, and
a varying number of consensus repeat (CR)
domains. E-selectin (CD62E) is expressed on
endothelial cells following stimulation by
cytokines such as TNF-a or IL-1 (46). P-
selectin (CD62P) is expressed in both blood
platelets and endothelial cells (47, 48). P-
selectin is constitutively expressed in Weibel-
Palade bodies of endothelial cells and o-
granules of platelets. These granules allow
expression of P-selectin at the cell surface
within minutes following stimulation (49). L-
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selectin is constitutively expressed on most
leukocytes, including neutrophils, monocytes,
basophils, eosinophils and most T- and B-cells
(50, 51).

One of the most studied selectin ligands
is the P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-
1). which is express on most leukocytes (52).
Originally described as specific for P-selectin,
PSGL-1 has later been shown to bind to E- and
L-selectin (53, 54). P-selectin can also mediate
intercellular interaction upon binding to CD24
(45), while E-selectin can bind to E-selectin
glycoprotein ligand 1 (ESGL-1), cutaneous
lymphocyte antigen (CLA), and L-selectin (54-
57). In the case of L-selectin, its ligands
include CD34, GlyCAM-1 and MadCAM-1,
identified from high endothelial venules of the

lymph nodes, all of which contains sLe* or sLe®
(58-60). The redundancy among selectin
ligands has been well characterized by
examining the phenotype of selectin-deficient
mice, most notably in the case of E- and P-
selectins which share the same receptors on the
surface of leukocytes. As reviewed by Kubes
(61), platelets could also play the role of a
bridge between leukocytes and endothelium
since platelets express more P-selectin than the
endothelium, to which they can bind via
selectin  dependent  and independent
mechanisms.

Our laboratory has recently initiated a
series of experiments to elucidate the role of
selectins in lymphoma metastasis. We studied
experimental metastasis of lymphoma by
injecting intravenously 164T2 T lymphoma
cells to E- and P-selectin-deficient mice. Our
preliminary data show that the lack of one of
these selectins could not block metastasis to
peripheral organs but increase the latency time
(Bélanger et al., manuscript in preparation).
As E- and P- selectins shares common ligands,
this could explain why lymphoma cells could
continue to disseminate to target organs in spite
of the absence of one of these molecules.
However, the increased survival time of mice
deficient in E- or P-selectin could be explained
by the fact that the lack of one of the~=
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adhesion molecules could reduce the number of
lymphoma cells that are arrested in the blood
circulation and that will extravasate and form
tumors in target organs. This would extend the
time required for a tumor to grow to a
detectable size. These preliminary results are in
agreement with those of Ding et al. who used
intravital videomicroscopy (IVVM) to study the
role of P-selectin in lymphoma dissemination
(62). Using IVVM, they showed that colon
adenocarcinoma cells C26 arrested abruptly in
the liver when they encountered blood vessels
smaller in diameter than their own size and
there was no sign of rolling before their arrest.
These cells were then arrested immediately by
entrapment when entering the sinusoids. These
results are in agreement with those of
Chambers et al. who showed that melanoma
cells are arrested by size restriction in blood

vessels  (63-65). These studies clearly
demonstrated that in some type of tumors,
metastasis implicates mechanical arrest due to
size restriction instead of rolling and firm
adhesion like leukocytes. But this phenomenon
may not account for all cancers. When Ding et
al. injected lymphoma cells EL-4, which are
smaller than colon adenocarcinoma cells, they
were not arrested by entrapment. Using [IVVM,
they showed that EL-4 cells adhere to the walls
of the blood vessels while the blood in the
lumen kept circulating. When they injected the
same lymphoma cell line into P-selectin-
deficient mice, they observed by IVVM that the
number of cells arrested in the blood vessels of
the liver was significantly reduced compared to
the number in normal mice. However, the
injection of lymphoma cells resulted in liver
metastases in either normal or P-selectin-
deficient mice although the liver weight at 14
days post-injection was significantly greater in
normal mice showing a difference in the total
metastatic burden between the two groups.
These observations could be explained by the
fact that P-selectin function can be in part
accomplished by E-selectin as they share
common receptors on lymphoma cells. Thus,
the P-selectin deficiency diminished the



58

Simon D. Bélanger & Yves St-Pierre

number of lymphoma cells arrested in the blood
vessels but is not sufficient to avoid arrest and
formation of metastases of all lymphoma cells
as we observed in our studies.

When studying the impact of these
adhesion molecules in lymphoma
dissemination, we must not forget that most of
them are not constitutively expressed on the
endothelium. Orr et al. thus showed by IVVM
that when injecting B16 melanoma, cells
stopped by mechanical arrest in the sinusoids of
the liver (19, 66). They then injected IL-1 4 hrs
prior to B16 injection and observed that cancer
cells arrested by adhesive interaction
(analogous to "rolling") in portal vein branches,
up-stream of sinusoids. Seven days later, mice
who had been injected with IL-1 developed 10-
to 20-fold more hepatic metastases than control.
These results could be explained by the up-
regulated expression of endothelial adhesion
molecules E-selectin, ICAM-]1 and VCAM-1

following IL-1 stimulation. These results could
probably be transposed in the lymphoma
dissemination model, as, like their normal
counterpart, they require these adhesion
molecules for appropriate arrest on the
endothelium. New concepts of leukocyte
recruitment by aggregation with platelets and
other leukocytes also need a special attention
and could be part of the Ilymphoma
dissemination model (61). Indeed, Borsig et

al. showed that carcinoma cells mediate
aggregation with platelets via P-selectin and
with leukocytes via L-selectin, thereby
facilitating metastatic spreading (42, 67).

Conclusion

The use of genetically-engineered adhesion-
deficient mice and lymphoma cell lines has
allowed to firmly establish the role of adhesion
molecules in lymphoma dissemination. We
propose that selectins could play an important
role in arresting lymphoma cells from the blood
flow while the interaction between integrins
and IgSF molecules seems to play an important
role in cell signaling in both lymphoma and
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stromal cells. We cannot, however, rule out the
possibility that selectin-mediated signaling are
also involved in, or even essential for, the
development of lymphoma, most notably in the
post-homing stages. Their.ability to mediate
interaction with circulating cells and the
vascular endothelium must be taken into
consideration when comparisons between their
role in leukocyte recruitment and dissemination
of tumor cells are made.
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