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Interactions entre les cellules tumorales
et le microenvironnement tissulaire :

« Quand le dialogue remplace

le monologue »

P-M. Martin et UH. Quafik

Des 1970, le cancer du sein a été une des premieres pathologies tumorales a
bénéficier d’une approche analytique biologique a application clinique
promue par le groupe du Pr W.L. McGuire. Le plan cancer décidé par le
Président R. Nixon a permis le développement de programmes de recherche
qui se sont concrétisés par des progres rapides dans la compréhension des pro-
cessus de cancérogenese et tumorigenese.

Nous développons un second aspect de la pathologie tumorale, montrant
I'importance a ce stade de la pathologie des interactions entre les cellules tumo-
rales et leur microenvironnement tissulaire. Ces interactions présentent deux
phases caractéristiques :

— une ol le microenvironnement est non permissif, les cellules tumorales
sont contenues et contraintes dans leur développement a une prolifération
minimale 77 situ;

— la seconde est une phase de bascule ol le microenvironnement devient
permissif et coopérateur. Le développement tumoral devient rapide, invasif,
métastatique.

Cet aspect fondamental d’interaction tumeur/microenvironnement a été
résumé par R.A. Weinberg « Quand le dialogue remplace le monologue ».

Généeéralites

Depuis 1970, nos connaissances sur la biologie du cancer ont progressé de
fagon extrémement importante grice a une approche analytique moléculaire
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de plus en plus performante et le développement des techniques permettant
des analyses a haute densité multiparamétriques, avec, dans un premier temps,
la mise en évidence des genes appelés oncogenes, genes suppresseurs, puis le
décryptage progressif des voies associées aux réceptivités cellulaires activées,
voies transmettant en cascade un signal a I'intérieur de la cellule pour déclen-
cher au niveau du noyau une réponse spécifique aux stimulus extérieurs. Mais
ceci sest accompagné d’'une vue réductionniste du phénomene cancéreux,
validée sur des modeles cellulaires in vitro, & savoir qu'une dérégulation de
genes spéeifiques (en perte de gain de fonction) se traduit dans une compo-
sante cellulaire épithéliale proliférative et invasive. Cependant, depuis 1970
en parallele, sest développé un concept plus complexe d’interaction hétéro-
typique épithélium/stroma environnant sur le plan physiologique, puis sur
le plan pathologique. Moins mis en exergue, ce concept a débuté dans
quelques équipes, celle de Cunha en 1971-72 (1), puis le groupe de Bissell
en 1981-82 (2). Il a été repris et développé progressivement dans d’autres
groupes. Dans le méme temps, parmi les interactions spécifiques tumeur-
microenvironnement émergeait le concept de néo-angiogenése comme
élément fondamental et indispensable au développement tumoral. Le champ
de I'angiogenese tumorale a été ouvert a I'étude expérimentale dans les années
1970 par les travaux de Gullino au NCI a Frederick puis Folkman au Harvard
Medical School (3-4).

Dés 1973, Cunha montre que la composante cellulaire embryonnaire plu-
ripotente est, en fin de migration, différenciée et spécialisée en fonction du
stroma du site de colonisation et de localisation définitive (5, 6). Ainsi, la
composante embryonnaire migrante de la créte neurale simmobilisant dans
un stroma de la chaine mammaire va donner naissance au bourgeon
embryonnaire épithélial mammaire puis a la glande mammaire. Cette méme
composante épithéliale expérimentale mise en contact avec un stroma de loca-
lisation urogénital prostatique ou un stroma de localisation vésicale donnera
soit un bourgeon embryonnaire et le développement d’une glande prosta-
tique, soit un bourgeon embryonnaire et le développement d’un épithélium
vésical. Le groupe de Cunha, étudiant avec des modeles in vitro, in vivo le
développement et la fonction de la glande prostatique met en évidence le
role fondamental de la matrice extracellulaire et du stroma dans la différen-
ciation fonctionnelle tissulaire et la réponse a la stimulation androgénique (7).
Un travail identique sur la glande mammaire a été fait par le groupe de
Bissell (8, 9). Ce groupe montre le role de la matrice extracellulaire dans la
polarisation et la fonction différenciée de I'épithélium. Dans des modeles de
cultures tridimensionnelles par ailleurs, ils mettent en évidence la possibilité
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de modulation de la différenciation induite par la modification des compo-
santes de la matrice extracellulaire. Ces travaux ont été confirmés indépen-
damment par d'autres groupes, sur des modeles de cellules tumorales
humaines hormonosensibles (10), avec la mise en évidence que les facteurs
régulant la différenciation des cellules épithéliales (activine/inhibine) sont
modulés par les interactions stroma épithélium (11). Létude des modeles
expérimentaux iz vivo démontre que les interactions hétérotypiques sont a
double sens (12), soit une molécule informative sécrétée par I'épithélium
normal ou pathologique (tel le PDGF) a pour cible dans le compartiment
stromal, les cellules fibroblastiques, myofibroblastiques, macrophages qui
expriment le récepteur spécifique a ce facteur (PDGF); soit en sens inverse
les cellules stromales peuvent émettre des facteurs dont les cibles sont les cel-
lules épithéliales. Ainsi, les facteurs IGF-1 et -2, sécrétés par les cellules stro-
males ciblent les cellules épithéliales qui seules expriment les récepteurs spé-
cifiques de ces facteurs. Les facteurs IGF-1 et -2 jouent un role extrémement
important de survie et trophicité, dans les zones et les périodes d’hypoxie
cellulaire et tissulaire. Dans ces interactions intervient le role de la matrice
extracellulaire (EMC), celle-ci est un réseau complexe formé de différents
composants de type collagénique (I, IV...), macromoléculaire (laminine,
fibronectine, vitronectine), mais également heparanglycanes/protéogly-
canes (13). Ces différentes macromolécules jouent un rdle dans I'attachement,
la polarisation des cellules épithéliales et leur différenciation. De plus, les hepa-
ranglycanes/protéoglycanes jouent un réle de compartiment de stockage grace
a leur forte polarité. Cette caractéristique leur permet de trapper des molé-
cules de charge complémentaire. De ce fait, les facteurs de croissance sécrétés
par la composante épithéliale ou stromale sont séquestrés sous forme de pro-
molécules ou de molécules actives. Les facteurs séquestrés peuvent jouer secon-
dairement un réle avec une biodisponibilité rapide en cas de lésion tissulaire,
leur libération étant consécutive a la destruction ou remodelages des consti-
tuants de la matrice extracellulaire par des protéases/héparinase. Ces facteurs
de croissance jouent un rdle extrémement important dans la réparation phy-
siologique tissulaire post-traumatique, qui se déroule selon trois processus et
une durée limitée dans le temps, 10 a 21 jours :

— le premier processus est le phénomene physiologique de réparation tis-
sulaire post-traumatique;

— le second est le processus de cicatrisation qui intervient au terme de la
réparation tissulaire avec la reconstruction de la continuité épithéliale;

— le troisitme processus est la réparation de capillaires 1ésés par le développe-
ment de la néo-angiogenése et rétablissement d’une vascularisation fonctionnelle.
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Ainsi, les cellules stromales, tels les fibroblastes, macrophages, cellules endo-
théliales quiescentes, dans les tissus normaux différenciés, sont activées et
jouent un role capital dans ces trois processus physiologiques.

Si, dans un premier temps, les interactions hétérotypiques, épithé-
lium/microenvironnement, ont été étudiées par les groupes de Cuhna et
Bissell, dans le développement physiologique et la fonction différenciée tis-
sulaire, ces mémes groupes ont démontré secondairement que ces mémes
interactions hétérotypiques sont, certes, modifiées, réduites mais restent pré-
sentes dans le développement tumoral. Ils démontrent que quand bien
méme la cellule cancéreuse acquiert des caractéristiques d’indépendance a
la signalisation de régulation externe, une indépendance a I'ancrage cellu-
laire et perte de polarisation, la cellule épithéliale tumorale reste cependant
dépendante de ses interactions avec le stroma (14-25). Les processus phy-
siologiques complexes associés a ces interactions hétérotypiques ne sont pas
éliminés mais détournés de leur finalité physiologique au profit de la crois-
sance tumorale.

La complexité des interactions hétérotypiques, épithélium/stroma mise en
évidence dans les processus pathologiques tumoraux posent deux questions :

— est-ce que cette signalisation complexe hétérotypique se construit ou
émerge petit a petit « de novo » durant la tumorigenese avec une complexité
progressive lors du passage du statut de cellule normale a cellule transformée,
de cellule transformée a cellule en prolifération autonome 77 situ puis en pro-
lifération invasive et métastatique ?

— ou est-ce que la cellule tumorale exploite des programmes biologiques
physiologiques normaux préexistants en les détournant a son avantage?

Il semble que ce soit cette hypothese qui soit la plus vraisemblable (26-28).

Réparation tissulaire :
fibroblastes/myofibroblastes

En 1986, Dvorak montre que le processus de réparation tissulaire pouvait
étre similaire & certaines interactions observées entre tumeurs et microenvi-
ronnement. Si le processus physiologique de réparation tissulaire est limité
dans le temps, le processus pathologique peut perdurer plusieurs années avec
le développement tumoral. Dvorak le résume en ces termes : « la tumeur est
un processus de réparation tissulaire qui ne cicatrise pas... » (29).



Interactions entre les cellules tumorales et le microenvironnement tissulaire 101

Réparation tissulaire physiologique

Pour mieux comprendre la similitude entre interactions hétérotypiques pré-
sentes dans le développement d’un processus tumoral iz situ puis invasif et
le processus de réparation tissulaire post-traumatique, deux aspects sont a
prendre en compte :

1. le role de la composante stromale;

2. le réle de la composante épithéliale comme acteur et cible.

Au niveau du stroma, le traumatisme tissulaire entraine une lésion avec
discontinuité des capillaires, et une réaction instantanée physiologique d’agré-
gation plaquettaire, suivie d’'une dégranulation des plaquettes avec relarguage
de facteurs tels : PDGE TGF-B1, associé¢ & un phénomene vasoactif impor-
tant avec une perméabilité capillaire accrue entrainant une exudation et une
séquestration locale du fibrinogene.

Le PDGEF relargué des plaquettes est un facteur attractant et d’activation
des fibroblastes du stroma les transformant en cellules activées ou myofi-
broblastes. Le TGF-B1 stimule la synthese et la sécrétion de facteurs par les
myofibroblastes, amplifiant par ailleurs le phénomene d’activation induit par
le PDGE. Lactivation du fibroblaste en myofibroblaste se traduit par un chan-
gement du phénotype cellulaire avec sécrétion de collagene de type III, de
fibronectine, de protéoglycane, de glycoaminoglycane (30). Ces marqueurs
peuvent étre mis en évidence a 'examen anatomopathologique, on recouvre
ce processus sous le terme de desmoplasie du stroma. Le phénomene phy-
siologique de réparation tissulaire post-traumatique dure quelques jours
(environ 10 a 21 jours), par contre, une réaction similaire desmoplasique est
présente dans le stroma tumoral plusieurs mois voire plusieurs années dans
la lente progression du phénomene tumoral (31).

Lactivation des myofibroblastes induit la sécrétion de pro-activateur du plas-
minogene type urokinase, (pro uPA) qui, activé en uPA, transforme le plasmi-
nogene (proenzyme a diffusion ubiquitaire dans le stroma), en enzyme protéo-
lytique active, la plasmine (32). En cascade, la plasmine est capable d’activer par
clivage toutes les autres proprotéases, entre autres métalloprotéases sécrétées et/ou
séquestrées dans la matrice extracellulaire (EMC). Cette activation en cascade
permet lors de la destruction et remodelage de la matrice extracellulaire une libé-
ration et une biodisponibilité rapide de facteurs attractants et de croissance, néces-
saire 2 la réparation tissulaire et cicatrisations. Ainsi les myofibroblastes sécre-
tent en plus de la pro-uPA des métalloprotéases (MMP9, MMP5) mises en jeu
dans la fibrinolyse, le remodelage de la matrice extracellulaire. Un des premiers
impacts des MMP5 sécrétées et activées est de libérer a partir du fibrinogene
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transsudé et séquestré dans le stroma des fibrinopeptides, ceux-ci possedent un
pouvoir attractant pour les fibroblastes, mais également pour les monocytes
macrophages, cellules immunitaires, éosinophiles, lymphocytes.

Réaction stroma associé au cancer/similitude
avec la réparation tissulaire

Ce phénomene détourné dans linteraction des cellules tumorales avec leur
microenvironnement permet la croissance tumorale avec 'induction d’une néo-
angiogenese tumorale et I'invasivité tumorale (33-34). Dans les modeles expé-
rimentaux 7z vivo de xénogreffes, le recrutement des fibroblastes de I'animal
hate leur activation en myofibroblaste est essentiellement sous la dépendance
du PDGF et TGFB1 relargués par la composante épithéliale tumorale.

Le recrutement de cellules stromales, dans la réparation tissulaire physiolo-
gique, peut étre régulé par le TGF-2. Par contre, dans le stroma tumoral les
cellules stromales activées ne répondent plus a cette régulation par le TGF-32.
Il en est de méme dans le stroma associé¢ aux foyers d’hyperplasie épithéliale,
qui vont évoluer 4 terme dans les modeles expérimentaux vers un carcinome.

Les fibroblastes associés au cancer sont une population mixte de fibroblastes
et de myofibroblastes. Les analyses globales du transcriptome de cette popula-
tion cellulaire mixte isolée par microdissection/capture laser, montrent une simi-
litude étroite entre les fibroblastes/myofibroblastes associés au cancer, et les fibro-
blastes/myofibroblastes présents dans le phénomene de réparation tissulaire
post-traumatique (35). Létude du transcriptome des myofibroblastes de répa-
ration tissulaire met en évidence deux types d’expressions, a savoir : un ensemble
de genes associés au cycle cellulaire et un autre ensemble de genes ne variant
pas avec le cycle cellulaire (genes soit activés, soit réprimés). Lanalyse des myo-
fibroblastes/fibroblastes du stroma tumoral met en évidence I'expression de ces
genes invariant avec le cycle cellulaire, au sein desquels I'activateur du plasmi-
nogene type urokinase joue un role extrémement important, confronté a 'évo-
lution clinique, ils se révelent étre des facteurs cliniques pronostiques. Utilisant
ces mémes techniques de microdissection/laser capture, le groupe de Eng (36),
analysant les tissus humains apres dissociation des composantes épithéliales et
stromales, a développé I'analyse combinée des pertes d’hétérozygotie sur la tota-
lit¢ du génome, soit dans la composante épithéliale isolée, soit dans la compo-
sante stromale isolé, ces analyses mettent en évidence de multiples pertes d’hé-
térozygotie dans la composante stromale, ainsi que la présence de mutations du
geéne codant pour P53 ou la phosphatase PTEN dans la composante stromale.
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Les modeles expérimentaux iz vivo permettent de mettre en évidence une
autre particularité des fibroblastes activés, a savoir leur réle capital pour une
forte promotion des cellules épithéliales humaines immortalisées mais en elle-
méme faiblement tumorigenes. Ainsi, 'implantation en xénogreffes de cel-
lules épithéliales humaines immortalisées par le SV40 induit chez 50 % des
animaux des tumeurs avec un délai long de plus de deux mois environ. Si
Pon implante ces mémes cellules épithéliales associées a une matrice artifi-
cielle (type Matrigel), il se fait alors un recrutement lent des fibroblastes de
'héte avec une croissance tumorale toujours lente et progressive, mais une
prise dans 100 % des animaux. Si en revanche on implante ces mémes cel-
lules humaines immortalisées avec des myofibroblastes isolés du stroma de
tumeurs humaines, on observe un développement de tumeurs dans 100 %
des animaux associé 2 une croissance tumorale deux fois plus rapide (37).

Ces expériences qui montrent la participation importante de la composante
stromale activée dans la promotion de tumeurs épithéliales sont a rapprocher
des travaux d’expérimentation du groupe de Sonnenschein (38). Ce groupe
démontre, dans la carcinogenese chimique induite, que la cible premiére est le
stroma, celui-ci est indispensable  la transformation secondaire de I'épithélium.
Ainsi, dans leur modele de xénogreffes, un stroma normal différencié ne permet
qu’une transformation faible d’un épithélium normal par un carcinogene chi-
mique, soit un contrdle négatif de la prolifération de cellules épithéliales déja
transformées par un carcinogene chimique. En revanche, dans ces mémes
modeles, un stroma anormal soit extrait de tumeur, soit modifié au préalable
par irradiation ou mise en contact avec un carcinogene, permet une plus haute
fréquence d’'induction de la cancérogenese chimio-induite dans la composante
épithéliale normale. Enfin, un stroma anormal ou modifié ceuvre en synergie
avec un épithélium déja transformé pour le développement tumoral.

Processus de cicatrisation : macrophages et
phénomeéne de transition phénotypique
épithélium mésenchyme (EMT)

Second processus physiologique

Un second processus physiologique, la cicatrisation tissulaire, intervient en
fin de réparation tissulaire avec la reconstitution de la continuité épithéliale.
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Ce processus est associé au recrutement et a I'activation d’une composante
cellulaire stromale : les macrophages (38-40, 58).

Les macrophages recrutés par la premiere phase de réparation tissulaire sont
capables de répondre dans un contexte hypoxique, par la sécrétion de trois
types de facteurs : des facteurs type hereguline (HER1/EGF), protéases
(MMP5-MMP9), et des facteurs angiogéniques (VEGF-interleukine 8). La
premiere boucle d’interaction mettant en jeu HERI/EGF a pour cible la
cellule épithéliale qui exprime le récepteur spécifique @ HER1 (REGF) en
augmentant sa prolifération. La sécrétion de MMP5-MMP9 peut avoir plu-
sieurs impacts : le clivage de la protéine sérique de transfert IGFBP2, la des-
truction des matrices extracellulaires. Le clivage de la protéine IGFBP2 libere
les facteurs IGF-1 et -2 qui ont également pour cible la cellule épithéliale
tumorale qui exprime les récepteurs spécifiques a ces facteurs de survie et pro-
lifération. Les métalloprotéases MMP5-MMP9 sont associées a uPA et a la
boucle plasminogene/plasmine, déja présentée, qui intervient dans la des-
truction des différentes composantes de la matrice extracellulaire, la libéra-
tion et 'activation des pro-facteurs de croissance. Parmi ceux-ci, sont activés
des facteurs de croissance dont la cible est la cellule tumorale mais également
d’autres facteurs de croissance a potentialité angiogénique dont la cible est
la cellule endothéliale. Dans le stroma tumoral, on retrouve des facteurs direc-
tement sécrétés par les macrophages en réponse a 'hypoxie (type VEGF-inter-
leukine 8...), facteurs sous dépendance du facteur de transcription spécifi-
quement activé (stabilisé) sous hypoxie, le facteur HIFa (41).

Limpact des facteurs sécrétés et activés par les macrophages actifs associés a
la réparation et la cicatrisation tissulaire permet la modification de la cellule épi-
théliale en cellule de transition épithéliale/mésenchymateuse. Ce processus phy-
siologique (EMT) indispensable a la cicatrisation permet 2 la cellule épithéliale
de redevenir mobilisable avec perte du phénotype épithélial différencié et pola-
risé (42). Lacquisition de ce phénotype particulier « mésenchyme-like » EMT
exprimé par les cellules épithéliales situées dans les berges des sites de répara-
tion tissulaire permet la restauration de la continuité épithéliale. Le phénotype
EMT se traduit par une modification de la relation de la cellule activée avec les
constituants de la membrane extracellulaire : perte de la polarisation, modifi-
cation d’expression de molécule membranaire. Ainsi, les molécules d’adhésion
cellulaire, la N-cadhérine est exprimée par la cellule EMT alors que I'expression
de la E-cadhérine est réprimée dans son expression. La cellule épithéliale EMT
exprime également de nouveaux récepteurs membranaires dont HGF récepteur,
et le récepteur a l'urokinase. Le récepteur 3 HGF rend la cellule sensible 2 la
stimulation par HGF/SF facteur sécréié par les myofibroblastes et macrophages
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activés, facteur induisant la migration cellulaire et le récepteur de I'urokinase,
ce dernier récepteur participe également au phénomene de migration cellulaire,
par un mécanisme que nous détaillerons ultérieurement.

Macrophages associés aux tumeurs

Depuis longtemps observés par les anatomo-pathologistes, ils sont 'objet d’'un
paradoxe apparent. Théoriquement, les macrophages, éléments du systeme
immunitaire, devraient étre adaptés pour contréler ou détruire des cellules
anormales de type tumoral. Or, les macrophages associés aux tumeurs sont
corrélés 4 une évolution tumorale péjorative sur le plan expérimental et cli-
nique. Dans les modeles expérimentaux, plusieurs interactions hétérotypiques
macrophage-tumeur ont pu étre démontrées. La cellule tumorale sécrete des
facteurs : PDGE, CSFlet MCP1 (40), qui sont des facteurs attractants des
monocytes circulants, qui deviennent associés et activés en macrophages dans
Penvironnement tumoral. Les phénomenes physiologiques mis en jeu pour
la cicatrisation dans le processus de réparation tissulaire sont détournés par
la cellule tumorale dans le phénomene de prolifération et d’invasivité tissu-
laire qui se déroule en plusieurs temps (43, 44).

Les structures épithéliales conservent dans un premier temps leur matrice extra-
cellulaire, présentent une phase d’hyperplasie/prolifération iz situ, mais la com-
posante cellulaire épithéliale basale (cellule myoépithéliale) disparait progressive-
ment, traduisant entre autre la perte de réponse au TGF2 (43, 44). La cellule
myoépithéliale est indispensable pour la synthese et la structuration normale des
matrices extracellulaires différenciées, elle est aussi la composante cellulaire épi-
théliale a partir duquel se fait le renouvellement lent du comportement épithé-
lial. Sur le plan morphologique, la disparition sans apoptose traduit un change-
ment phénotypique cellulaire, la cellule myoépithéliale perd sa différenciation
spécifique et participe au phénomene de transition phénotypique EMT. Cette
phase amorce la dégradation de la matrice extracellulaire permettant des zones
micro-invasives puis invasives de la composante cellulaire tumorale (45-47).

Phénomeéne inflammatoire associé au processus
d’activation, réparation, cicatrisation

Durant les étapes d’activation des cellules stromales (myofibroblastes, macro-
phage, cellule endothéliale) mais également durant le processus EMT des cel-
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lules épithéliales, on met en évidence un changement majeur dans les voies
métaboliques de I'acide arachidonique et linoléique membranaires avec répres-
sion de la voie des lipoxygénases (Lox 1/2) et induction de la voie des cyclo-
oxygénases (Cox 1,2).

La répression des voies lipoxygénases Lox 1/2 entraine une disparition des
produits métaboliques ISHETE de I'acide arachidonique 13HODE de Iacide
linoléique qui sont associés a la différenciation cellulaire et sensibilité a I'in-
duction de 'apoptose. Linduction de la voie des cyclo-oxygénases (Cox 1,2)
entraine en cascade I'activation des enzymes peroxydases et prostaglandines
synthétases aboutissant a4 une surproduction de prostaglandine PGE,. Ce
changement métabolique majeur démontré dans les cancers du sein dés 1980
(48) est observable dans toutes les pathologies. La surproduction de prosta-
glandines PGE, se traduit par un phénomene global de type inflammatoire
et sur le plan cellulaire par une perte de I'inhibition de contact, prolifération
cellulaire indépendante de l'attachement, répression de 'expression de la
E-cadhérine et stimulation de la prolifération par induction synthese
BFGF/amphirégulline/EGF/protéases (49, 50). Ce changement métabolique
est observable dans toutes les pathologies dans le comportement stromal
activé, puis épithélial (51). Cependant dans certaines pathologies, tel le cancer
du sein, ce changement métabolique intervient tres précocement et de fagon
prévalente dans le comportement épithélial (48-52).

Hypoxie, P53, switch angiogénique

La croissance épithéliale « 77 situ » est limitée a ’hypoxie centrale des foyers
d’hyperplasie lorsque le diametre est supérieur 2 0,4 mm, distance au-dela
de laquelle la diffusion passive a partir des capillaires préexistants de I'oxy-
gene n'est plus efficace. Une fois cette limite atteinte et dépassée, 'hypoxie
entraine un arrét de la prolifération avec zone d’apoptose et de nécrose cen-
trale en cas de non-établissement d’une néo-angiogenese fonctionnelle.

Le groupe de Folkman a développé un modele d’évolution spontanée de
foyers d’hyperplasie, tumeurs pancréatiques a partir d’ilots langerhansiens de
cellules B (53-54) (modele Rip tag modele). Ce modele est spontanément
évolutif en fonction de I'age de la souris. En dessous de 5 semaines, les ilots
de Langerhans sont morphologiquement normaux. Entre 5 & 7 semaines,
50 % des ilots deviennent hyperplasiques avec un diametre de 0,1 2 0,2 mm.
De 7 a 12 semaines, 10 % des ilots hyperplasiques deviennent angiogéniques,
ce que Folkman décrit comme le « switch angiogénique ». Enfin, entre 12
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et 14 semaines, 2 % des ilots hyperplasiques et angiogéniques deviennent des
tumeurs invasives.

Ce modele met en évidence I'importance de la réponse a lhypoxie avec la
possibilité de tumeurs latentes, d’'un diametre maximum de 0,4 mm, contro-
lées dans leur prolifération par lhypoxie en cas de non-réduction de celle-ci
par le développement du processus de néo-angiogenese.

LChypoxie cellulaire consécutive a un apport inadéquat en oxygene et nutri-
ments entraine un taux élevé en dioxyde de carbone, des dérivés métabo-
liques dont une accumulation d’acide lactique qui acidifie le pH cellulaire et
péricellulaire. Cette hypoxie non contrélée enclenche le processus d’apoptose

p53 dépendant stimulé par TSP1.

En 1996, Kinzler et Vogelstein (55), étudiant les événements moléculaires
intervenant dans la croissance tumorale, démontrent une haute fréquence
d’induction de mutation de P53 dans les zones hypoxiques. Les mutations
de p53 permettent aux cellules de résister a 'arrét du cycle et a I'induction
de I'apoptose p53 dépendante. Les cellules ayant muté et acquis un avantage
de croissance et de résistance a hypoxie deviennent peu a peu prédominantes
dans la tumeur. Lautre alternative a la reprise de la croissance tumorale est
le déclenchement d’un processus de néo-angiogenese tumorale fonctionnelle
ou « switch angiogénique ».

Ceci est possible par induction d’une interaction entre foyer épithélial
hyperplasique et les cellules du stroma qui sont attirées et activées dans I'en-
vironnement immédiat du foyer épithélial, prolifératif.

1. Les cellules monocytaires/macrophages sont recrutées via la sécrétion
par les cellules épithéliales prolifératives du CSF1 (40, 56). Les macrophages
activés sécretent, entre autres, les protéases MMP5, MMP9 (57, 58), parti-
cipent 4 la destruction de la matrice extracellulaire avec libération de facteur
angiogénique séquestré type VEGF (58-60) avec I'activation de la plasmine
par uPA, lactivation en cascade de nombreuses protéases, que nous avons
décrite avec la destruction de la matrice extracellulaire, la libération et acti-
vation de facteurs a potentialité angiogénique tels FGF basique, TGFB1,
PDGF herégulines dont EGFs, heparin binding EGF, IFNY.

2. Les fibroblastes activés en myofibroblastes jouent un réle important éga-
lement en sécrétant MMP5, MMP9 mais également un facteur attractant
pour la cellule endothéliale la chémokine SDF1/CXCL12 (61).

Létude morphologique microscopique met en évidence ces phénomenes
d’attraction et activation cellulaire dans le stroma péritumoral. En 2005, une
étude intéressante (62) montre ’étroite corrélation entre recrutement et acti-
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vation des cellules stromales (dont les macrophages) et le développement de
microvaisseaux péritumoraux.

Néo-angiogenése/
cellules endothéliales/péricytes

Le troisieme processus mettant en jeu des interactions entre la tumeur et son
microenvironnement est la néo-angiogenese tumorale. Ceci a été mis en évi-
dence par Folkman deés 1970 (3, 4, 63, 64). Une publication de synthese de
Folkman pointait des 1990 ce processus comme étant une clef du dévelop-
pement tumoral et une cible thérapeutique majeure (65). Le ciblage théra-
peutique devenait possible par la découverte en 1989 par quatre groupes, ce
de facon indépendante du facteur majeur de la vasculogenése et angiogenese
le VEGF (66-70). Deux notions importantes sont a rappeler.

Vasculogenése

La vasculogenese recouvre le développement de I'arbre vasculaire dans les
étapes précoces de 'embryogenese a partir d’ilots (71) cellulaires spécifiques
pluripotents composés de cellules précurseurs du systeme endothélial et héma-
topoiétique. Ces précurseurs peuvent étre identifiés par des antigenes de mem-
brane CD spécifique et communs. Durant toute I'embryogenese, le déve-
loppement de la vascularisation a partir d’ilots cellulaires précurseurs peut
étre observé. Ce phénomene est sous la totale dépendance du VEGE Ainsi,
dans les modeles « knock-out », 'absence d’expression des génes VEGF A et
B ou de ces récepteurs VEGFR1/VEGFR2 est létale et ne peut étre remplacée
par aucun autre substrat pour le développement princeps de la vascularisa-
tion embryonnaire organisée (72-75).

Labsence de VEGF et de toute expression du récepteur VEGFR2/
flk1/KDR ne permet pas la premiere étape indispensable avec le développe-
ment des ilots primaires de cellules précurseurs pluripotentes endothé-
liales (74). En revanche, 'absence du second récepteur VEGFR1/flt-1 permet
cette premicre étape mais non le développement secondaire, a partir de ces
flots de cellules différenciés, précurseurs endothéliaux, d’une vascularisation

organisée (75).
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Le développement, a partir d’ilots de cellules précurseurs, d’une vasculari-
sation tissulaire sobserve durant I'embryogenese mais jamais dans les tissus
différenciés adultes. Dans I'analyse du développement du processus tumoral,
des arguments de plus en plus nombreux, expérimentaux et cliniques, démon-
trent la reprise possible de ce processus de recrutement de cellules précurseurs
pluripotents d’origine médullaire comme complément ou alternative au déve-
loppement de la néo-angiogenese tumorale a partir des capillaires préexistants.

Angiogenése physiologique

Langiogenese physmloglque, quant & elle, recouvre le développement de nou-
veaux capillaires sanguins a partir des capillaires pré-existants. Ce processus phy-
siologique existe durant 'embryogenese en complément de la vasculogenese ou
indépendamment selon les tissus (76) mais C’est par contre le processus de déve-
loppement et renouvellement qui sobserve seul dans I'organisme adulte :

— un marqueur spécifique de I'angiogenese est 'expression par les cellules
endothéliales des intégrines avB3 (77);

— la non-expression de avB3 (knock-out) bloque tout développement de
'angiogenese ;

— chez I'adulte, 'angiogenése est un processus physiologique qui fait partie
de la réparation tissulaire post-traumatique mais joue également un réle impor-
tant dans la reproduction. Langiogenese physiologique vasculaire fait appel
aux différents isoformes du VEGF A/B, leur récepteur spécifique VEGFR1R2,
mais également 2 de nombreux facteurs angiogéniques FGFB, PDGE heré-
gulines, amphiréguline entre autre, et leurs récepteurs cellulaires spécifiques.
Langiogenese est controlée par des facteurs inhibiteurs physiologiques dont
les premiers ont été mis en évidence par Folkman. La vascularisation capil-
laire stable a partir de laquelle va se développer la néo-angiogenese est carac-
térisée par des structures capillaires ot les cellules endothéliales interagissent
avec les péricytes pour la synthese des éléments de la matrice extracellulaire
et le maintien d’une structure fonctionnelle. Les cellules endothéliales expri-
ment 2 la surface de leur membrane externe le récepteur Tie2 récepteur spé-
cifique des angiopoiétines. Le facteur stabilisant, 'angiopoiétine 1, est sécrété
par les cellules endothéliales différenciées et agit en boucle autocrine. La liaison
angiopoiétine 1/Tie2 se traduit par I'expression de molécule d’adhésion cel-
lulaire permettant I'association cellule endothéliale-péricytes, par ailleurs, les
cellules endothéliales, différenciées et stables n’expriment pas le récepteur au

VEGEF (78).
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Néo-angiogenése tumorale

Aspect morphologique

Sur le plan morphologique, celle-ci aboutit 4 une angiogenese différente de
'angiogenese physiologique. Les néo-capillaires tumoraux ont un diametre
trois fois plus important que ceux observés dans les tissus différenciés. Ils ont
de plus une perméabilité a la fibrine dix fois plus importante que celle
observée dans les capillaires physiologiques. Ces néo-capillaires tumoraux
comportent par ailleurs des espaces intercellulaires fréquents et la participa-
tion des cellules tumorales 4 cette fraction des parois de pseudo-capillaires
(vasculomimicrie) (23).

La discontinuité des néo-capillaires et la perméabilité accrue se traduisent
sur le plan macroscopique par des dépdts de fibrine péricapillaire et intra-
tumoral. Une organisation chaotique s'observe également au niveau des néo-
lymphatiques tumoraux et péritumoraux, leur développement met en jeu
les VEGE C et D et le récepteur VEGFR3 exprimé sur les cellules consti-
tutives des capillaires lymphatiques. La structure de ces néocapillaires non
associée 2 une membrane basale est faiblement efficace car facilement écrasée
par la pression intratumorale élevée qui augmente régulierement.
Laugmentation de pression intratumorale est consécutive au non-drainage
lymphatique efficace associé & une forte perméabilité des néo-capillaires san-
guins qui, eux, résistent mieux a la pression intra- et péritumorale, du fait
de leur structuration plus complexe avec cellules endothéliales péricytes,
matrice extracellulaire.

Développement dynamique de la néo-angiogenése

Le développement de la néo-angiogenese tumorale se fait schématiquement
en trois phases.

— Une phase de déstabilisation et activation des cellules endothéliales quies-
centes stables induite par I'’hypoxie tumorale. Les protéases et les facteurs de
croissance libérés par les cellules stromales activées et les cellules tumorales
hypoxiques induisent la sécrétion d’angiopoiétine 2. Langiopoiétine 2 entre
en compétition avec I'angiopoiétine 1 sur le récepteur Tie2 des cellules endo-
théliales. La liaison angiopoiétine 2/Tie2 a pour conséquence de déstabiliser
les structures capillaires avec perte des interactions fortes cellulaires (cellule
endothéliale/péricytes) et expression des récepteurs VEGF de type R1 par les
cellules endothéliales activées.
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— Les phases ultérieures sont les phases de prolifération et migration.

— La troisitme phase est la croissance, migration, stabilisation transitoire
des cellules endothéliales déstabilisées. La prolifération des cellules endothé-
liales est secondaire a la stimulation par les facteurs de croissance angiogé-
nique dont le VEGF (si ceux-ci sont absents, les cellules endothéliales acti-
vées déstabilisées entrent en apoptose). Les facteurs de croissance angiogénique
(FCA) sont sécrétés par les cellules tumorales mises en hypoxie du fait de la
croissance de la masse tumorale rapide autonome. Comme nous I'avons vu,
les cellules tumorales sécretent également des facteurs activant les macrophages
péritumoraux, ceux-ci, en réponse, produisent d’autres facteurs angiogéniques
et attractants pour les cellules endothéliales activées déstabilisées. Enfin, les
protéases et héparinases sécrétées par les cellules tumorales et stromales par-
ticipent a la dégradation des constituants des membranes basales, permettant
la libération et l'activation par d’autres protéases des facteurs de croissance
angiogéniques séquestrés.

La migration cellulaire est un phénomene complexe avec projection de
lamellipodes en expansion frontale de la cellule endothéliale, d’attache-
ment-détachement de la cellule migrante sous stimulation de facteurs
attractants. Les intégrines ov3 jouent un réle important que nous décri-
vons plus loin. Au terme de cette migration, les cellules endothéliales s’as-
socient en néotubule, se stabilisent par interactions avec des cellules pré-
sentant une différenciation en péricyte. Lensemble cellules
endothéliales/péricytes sécrete les différents constituants de la matrice extra-
cellulaire et permet aux néocapillaires transitoirement stabilisés, d’étre fonc-
tionnels.

La néoangiogenese tumorale est un phénomene dynamique en perpé-
tuel remaniement déstabilisation/stabilisation dans un environnement
riche en protéases. La sécrétion d’inhibiteurs PAI1-TIMP et d’angio-
poiétine 1 permet une stabilisation temporaire des cellules endothéliales
et péricytaires stromales. Ladrénomédulline, peptide amidé dont Iex-
pression est régulée par ’hypoxie, joue un role majeur dans la stabilisa-
tion des complexes cellules endothéliales/péricytes et la fonctionnalité de
la néo-angiogenese.

La prise en compte de la néo-angiogenese est sa quantification, ou celle
de facteurs spécifiques intervenant dans son développement (protéases, fac-
teurs angiogéniques...). Ce sont des facteurs pronostiques majeurs pour les
tumeurs invasives non cliniquement métastatiques (79).
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Points communs dans la réponse
a I'hypoxie cellulaire post-traumatique
ou hypoxie tissulaire tumorale

Ils recouvrent deux choses : la stabilisation de HIF1a: et les protéases acti-
vées par uPA.

HIF1o

HIF1a est un facteur fondamental mis en jeu dans la réponse a hypoxie et
régulation de la transcription de genes nécessaires au développement d’une
néo-angiogenese, a un apport accru d’oxygene et la mise en route de voies
et processus métaboliques nécessaires a la survie cellulaire dans une phase d’hy-
poxie transitoire (80). HIFot/B est une molécule agissant comme facteur de
transcription apres dimérisation et fixation sur I'élément de réponse HRE, il
existe deux isoformes isolées HIF1, HIF2 avec deux sous-unités o et 3. HIF
est en fait synthétisé de fagon continue par les cellules mais en cas de nor-
moxie cette molécule cytoplasmique est instable car hydroxylée sur les résidus
proline p402 et p564 par la propylhydroxylase (PMD 1.23). HIF hydroxylé
se couple a la protéine de van Hippel Lindau qui joue le réle de protéine de
transport et d’adressage, de ce fait HIF1ot hydroxylé est dégradé dans le pro-
téasome. En cas d’hypoxie, HIF non hydroxylé est stabilisé, aprés une trans-
location dans le noyau, dimérisation, il s'associe 4 I'élément de réponse HRE.
Certains facteurs induisent une augmentation de la transcription de base de
HIE & savoir les facteurs de croissance mettant en jeu des récepteurs mem-
branaires a activité tyrosine kinase. Tels IGFR, HER1, HER2, CCR-abl, les
voies de transmission du signal AKT mTOR, les prostaglandines PGE,, ces
dernieres facilitent par ailleurs la translocation des HIF non hydroxylés/sta-
bilisés dans le compartiment nucléaire.

La dimérisation HIFo B3 et la liaison au HRE induisent la transcription
de plusieurs dizaines de facteurs (80-82). Globalement, HIFla induit la
transcription :

— de facteurs mis en jeu dans I'angiogenése tels les facteurs angiogéniques,
(VEGE, ANG1, PDGEF, adrénomédulline, endothéline 1), et les protéases
uPA, Cat D, MMP2, UPAR PAIT;

— de facteurs mis en jeu dans le transport d’oxygene telle I'érythropoiétine

(EPO);
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— de facteurs permettant la survie dans un contexte de stress
hypoxique telles IGF2/EPO qui inhibent 'apoptose induite par le stress
hypoxique;

— de facteurs impliqués dans le métabolisme du glucose en condition d’aci-
dose hypoxique, avec entre autre I'induction des enzymes GLUT1 et GLUT3,
la répression de GLUT2 et augmentation des transporteurs du glucose.

De nombreux facteurs mis en jeu dans les processus physiologiques de répa-
ration/cicatrisation et néo-angiogenese de réparation sont sous dépendance
de HIF et agissent en synergie (80).

Protéases activées par uPA

La néo-angiogenese et I'invasivité tumorale locale mettent en jeu une coopé-
ration entre tumeur et microenvironnement dans laquelle de multiples pro-
téases jouent un role important. Trois classes de protéases prédominent : les
sérines protéases avec l'activateur du plasminogene type urokinase uPA, les
métalloprotéases MMP2, MMP5, MMP9 (collagénases) ou MMP10, MMP7
(stromélysines) et les cathepsines (BDL).

Toutes ces protéases sont en fait sécrétées par les cellules tumorales ou les
cellules de I'environnement tumoral sous forme de proenzyme inactive.

Différents systémes interagissent dans un but d’activation en cascade de
proenzymes en enzymes actives. Chaque protéase cible des séquences spéci-
fiques présentes dans les macromolécules constitutives des MEC et stroma
fibrillaire (14-18) mais également des macromolécules tels les facteurs de
croissance. Le syst¢tme d’activation du plasminogene est un systeme pro-
téolytique complexe capable de produire de grandes quantités de plasmine
(enzymes actives a partir de son précurseur le plasminogene). Le plasmino-
geéne est une prosérine protéase de 90 kDa produite par le foie et sécrétée
dans le systeme vasculaire a tres haute concentration (1,5 2 2 mM). Le plas-
minogene peut également étre trappé dans les compartiments extravascu-
laires (83, 84). De ce fait, cette proenzyme plasmatique et tissulaire est dis-
ponible de fagon importante et ubiquitaire pour une activation par des
systemes spécifiques. Lactivation du plasminogene est catalysée par deux
types d’activateurs différents, les activateurs de type urokinase (uPA) et de
type tissulaire (tPA). Récemment, il a également été montré que le facteur
Xlla était également un activateur physiologique du plasminogene (85).
Lactivation du plasminogene par uPA libere la plasmine, protéase relative-
ment polyvalente et peu spécifique. La plasmine peut, directement ou en
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cascade a travers sa capacité d’activer des prometalloprotéases, dégrader la
plupart des constituants de la matrice extracellulaire (86-89). De plus, la
plasmine active diverses macromolécules tels que les profacteurs de crois-
sance (a titre d’exemple, le TGFB) (90-91) qui, comme nous l'avons vu,
modulent les interactions intervenant entre tumeur et environnement (92-
95). Parmi les produits de la protéolyse il a été mis en évidence que la néo-
angiogenese pouvait étre inhibée par un fragment du plasminogene (I'an-
giotensine) (96-97).

De trés nombreux arguments suggerent un role majeur de Iactivation
du plasminogene par uPA durant 'invasivité tumorale et I'établissement
de la néo-angiogenese tumorale. Les études par immunohistochimie et
hybridation 77 situ des modeles expérimentaux ou des tumeurs humaines
ont montré que I'uPA et uPAR et PAI1 sont exprimés dans le comparti-
ment épithélial tumoral mais également dans le compartiment stromal,
dans et autour des foyers tumoraux invasifs associés a une forte angioge-
nese (98, 99). Plusieurs modeles expérimentaux ont montré un retard 2
la croissance, que ce soit des tumeurs primitives ou des métastases, lorsque
lactivité uPA est inhibée (100-103). Enfin, dans un modele de souris trans-
génique uPA-/-, il a été montré que la transformation cellulaire maligne
et la croissance des tumeurs chimiquement induites étaient fortement
réduites (104).

Réle de uPA

Le role de uPA dans la croissance tumorale et I'invasivité couvre deux aspects
différents :

— lun, protéolytique, est décrit ci-dessus;

— lautre est la migration cellulaire. uPA via sa liaison a son récepteur
membranaire UPAR présent sur les cellules tumorales, et endothéliales
activées, participe a la migration cellulaire. Le récepteur uPAR étant exter-
nalisé a I'extrémité des lamellipodes au péle cellulaire antérieur, uPA
associé A son récepteur spécifique se lie sans protéolyse a la vitronec-
tine/fibronectine. Cette liaison en association avec les intégrines 0tvB3 et
le cytosquelette déclenche un capping postérieur. Au péle cellulaire pos-
térieur, il y a dissociation du complexe vitronectine uPA/uPAR et inter-
nalisation d’'uPAR. Apres trafic intracellulaire, une réexternalisation de
uPAR se fait au nouveau pdle antérieur des lamellipodes cellulaires
rendant possible une nouvelle interaction avec la vitronectine et le dépla-
cement cellulaire.
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Réle de PAI1

Le role de PAI1 dans le développement tumoral est complexe. 1l joue pro-
bablement des réles différents. Plusieurs voies d’action peuvent étre propo-
sées quant au role de PAI1 dans la progression tumorale.

1. PAIT est lié a la néo-angiogenese. Exprimé dans les capillaires borgnes,
il est de ce fait un marqueur de l'intensité de la pénétration de la néo-vas-
cularisation dans la tumeur.

2. PAIl joue un rdle dans Iétablissement de I'invasivité et la dissémina-
tion des cellules tumorales et endothéliales, en réduisant I’adhésion cellulaire
par une dissociation par compétition d’'UPA/UPAR de son interaction avec
la vitronectine, PAI1 ayant une affinité plus grande pour la séquence de vitro-
nectine que UPA.

3. PAI1 protege 'ensemble du stroma tumoral de 'autodégradation secon-
daire a la plasmine activée par 'uPA, ce qui est important dans la réparation
tissulaire, mais outrepasse dans la croissance et I'invasivité tumorale.

4. PAI1Il joue un réle important dans la stabilisation définitive de la
néovascularisation de la réparation tissulaire. Mais il joue un réle tempo-
raire dans la stabilisation de la néo-angiogenese tumorale permettant sa
fonctionnalité transitoire apres établissement d’une interaction cellules
endothéliales/péricytes et formation d’une matrice extracellulaire élémen-
taire. Cette stabilisation est temporaire dans un contexte stromal péritu-
moral riche en protéases et modulé par 'hypoxie cellulaire qui entraine
un phénomene dynamique perpétuel de remodelage de la vascularisation
tumorale.

Cibles du stroma et du systeme angiogénique

Indispensable a la croissance tumorale, la néo-angiogenese tumorale est un pro-
cessus dynamique en remodelage constant alternant phase de déstabilisation,
expansion et stabilisation transitoire. Dans ce processus, le VEGF joue un réle
important dans la phase d’initiation mais peu 2 peu un nombre de plus en
plus important de facteurs angiogéniques accompagne le développement
tumoral, particulierement lors des phases d’échappement thérapeutique (60).

Parmi cette mixture angiogénique de plus en plus complexe, un facteur,
Padrénomédulline (AM) fait I'objet depuis 1998 d’une attention croissante
et de nombreux travaux (110, 111).



116 P-M. Martin et UH. Ouafik

Adrénomédulline

Depuis les premieres publications (111), plusieurs travaux (112-115) ont
démontré et confirmé le réle de TAM dans la croissance tumorale par I'in-
duction d’une néovascularisation fonctionnelle consécutive au recrutement
de toutes les cellules du stroma et leur activation ainsi qu'un recrutement de
précurseurs.

Les modeles murins « knock-out » du gene de 'AM démontrent le role
essentiel de 'AM dans la vasculogenése embryonnaire et la revascularisation
post-ischémique. Lexpression de 'AM est stimulée par 'hypoxie (via
HIF10a/HRE) dans les tumeurs solides humaines et joue un réle dans le recru-
tement et activation des différents partenaires cellulaires du stroma mis en
jeu dans les différents processus que nous avons décrits dans le développe-
ment de la tumorigenese et 'angiogenese.

Les mécanismes moléculaires identifiés mis en jeu dans les interactions
hétérotypiques entre la tumeur et son micro-environnement ayant pour
conséquence le recrutement et I'activation dans le stroma péritumoral des
fibroblastes-macrophages, la cellule endothéliale et les précurseurs partici-
pant au développement dynamique d’une néo-angiogenese sont proposés
comme ¢étant les cibles a privilégier dans le développement des « thérapeu-
tiques ciblées » (115, 116).
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Annexe. Abréviations communes usitées dans ce chapitre.

AM

EGF

FGF

IGF

PAI

TGF
TGF

UPA
UPA

CSF1
ECM

EGFR
EMT

HGF/SF
HIF1/200
HRE

IGFBP
MCP1
MEC
MMP

PDGF
TAM

o

B1

TP/PDECGF

R

VEGF
VEGFR

Adrenomedullin
Colony Stimulating Factor 1
Extra Cellular Matrix
Epidermal Growth Factor (HER1 = Hereguline 1)
Epidermal Growth Factor (HER1) Receptor
Epithelial Mesenchyme Transition
Fibroblast Growth Factor (Type 1-2)
Hepatocytes Growth Factor/Scattering Factor
Hypoxia Induced Factor o (Type 1-2 o B)
Hypoxia Responsive Element
Insuline « like » Growth Factor (type 1-2)

Insuline Growth Factor Binding Protein
Monocytes Chemo attractive Proteins 1

Matrice extracellulaire
Metalloproteases
Plasminogen Inhibitor (type 1)
Plaquette Derived Growth Factor
Tumor Associated Macrophage
Tumor Growth Factor Type o
Tumor Growth Factor (type 1-2)

Thymidine Phosphatase/Plaquette Derived Endothelium

Cell Growth Factors.
Urokinase Plasminogen Activator
Urokinase Plasminogen Activator Receptor

Vascular Endothelium Growth Factor (4 types : A, B, C, D)
Vascular Endothelium Growth Factor Receptor (3 types :

R1, R2, R3)
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