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> Les carcinomes sont composés, d’une part, de
cellules épithéliales malignes et, d’autre part,
du microenvironnement tumoral, encore appelé
stroma tumoral. Cette revue, non exhaustive,

se focalisera sur les événements cellulaires

et moléculaires clés impliquant les cancer-
associated fibroblasts (CAF) et la matrice
extracellulaire (MEC) dans le remodelage du
stroma au cours de I'invasion tumorale. Nous
aborderons également la place du stroma dans
la cancérologie d’aujourd’hui, les avancées
récentes qui ont été faites et les retombées
thérapeutiques potentielles qui en découlent. <

Les protagonistes du dialogue entre les cellules
épithéliales et le stroma

Les organes adultes sont composés de deux compar-
timents, 'un épithélial et I'autre conjonctif, encore
appelé stroma. Ces deux compartiments établissent des
interactions/dialogues réciproques strictement régulés
par des signaux de différentes natures (mécaniques,
moléculaires), de facon & maintenir I"architecture et
la taille de I'organe, et a en assurer la fonction propre
[1-3]. Ces deux compartiments sont délimités par une
sorte de barriere appelée membrane ou lame basale.
Ainsi, dans des conditions normales, les cellules épi-
théliales ne sont tolérées dans les tissus conjonctifs
périphériques que de fagon transitoire, au cours de
processus biologiques assurant la morphogenése/
croissance tissulaire (par exemple pendant le déve-
loppement postnatal de la glande mammaire), ou dans
des processus de réparation/reconstruction tissulaire
(blessures, involution de I'utérus aprés la parturition
et du sein apres la lactation). Au terme de ces proces-
sus, les cellules épithéliales résiduelles qui persistent
de fagon aberrante dans le compartiment conjonctif
sont alors éliminées par une apoptose de type anoikis,
assurant ainsi I"homéostasie tissulaire. Il existe donc
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un mécanisme qui fait intervenir des signaux forts en provenance des
tissus environnants, et limite, voire empéche, la survie/implantation
de cellules épithéliales. Dans un contexte normal, le stroma régule
négativement le phénotype malin, ce qui explique I’existence relati-
vement fréquente de tumeurs dormantes (occultes) [4]. On peut donc
dire qu’il existe une sorte de « dominance » du compartiment stromal
sur le compartiment épithélial.

Dans ce contexte, le développement d’un carcinome invasif, c’est-a-
dire de cellules épithéliales malignes, dans les tissus environnants,
n’aura lieu que si les signaux d’origine stromale sont modifiés. Les
cellules cancéreuses invasives vont ceuvrer dans ce sens. Non seu-
lement elles s’adaptent elles-mémes pour circonvenir les signaux de
mort venant des tissus périphériques normaux, mais elles stimulent
aussi les cellules normales résidentes de ces tissus, et induisent
des signaux permettant leur survie dans ce milieu hostile. Ceci se
traduit par un remodelage tissulaire, encore appelé desmoplasie,
qui commence dés les premiéres étapes d’invasion locale et conduit
a une déstructuration sévere du tissu. Il y a altération/activation
de certaines cellules et de la matrice extracellulaire (MEC), et for-
mation d’un stroma constitué, favorable a la progression tumorale
puis a la colonisation de IYindividu dans sa globalité. Ainsi, la cel-
lule cancéreuse, bien qu’issue du méme individu, va se comporter
comme un parasite, en ce sens qu’elle va vivre
aux dépens du stroma qui représente I’« hote »
[31, 32] (=»).

Dans cette revue, nous nous focaliserons, d’une

(=») Voir les Synthéses
de W.H. Fridman et

C. Sautés-Fridman,

et de V. Provot,

pages 359 et 366

part, sur le stroma tumoral présent au niveau de ce numéro

des tumeurs solides primaires et, d’autre part,
sur les fibroblastes responsables en grande par-
tie de la formation de ce stroma, et, enfin, sur
leurs fonctions respectives [33] (=P).

(=») Voir la Synthése
de ). Albrengues et al.,
page 391 de ce numéro
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Tissu adipeux Front d’invasion Centre de la tumeur

Figure 1. Changement de l'organisation tissulaire globale en fonction du stade de
la tumeur. A. Histologie d’une coupe de cancer du sein illustrant le remodelage
tissulaire au cours de la progression tumorale. 'image peut étre sous-divisée
arbitrairement en trois parties : le tissu adipeux d’origine, le front d’invasion de
la tumeur et le centre de la tumeur. I s’agit d’un processus dynamique commen-
cant dés les premiers événements invasifs au front d’invasion. La désorganisation
s’accentue ensuite avec la progression tumorale, I’architecture tissulaire montrant
de moins en moins de ressemblance avec celle du tissu de départ. D’un tissu
dominé par les adipocytes (Ad), on passe par un front d’invasion contenant des
cellules mésenchymateuses variées (dont des CAA [cancer associated adipocytes]
[#1) pour aboutir au centre de la tumeur a un stroma constitué ol prédominent
de larges travées de stroma (fléches blanches) constituées de MEC et de CAF.
Barre d’échelle : 100 pm. B. Marquage immunohistochimique de CAF présents au
centre de la tumeur a 'aide d’un anticorps dirigé contre la MMP11. La MMP11 est
surexprimée par des CAF (fléches brunes) présents en périphérie d’flots de cellules
cancéreuses (astérisques). Les noyaux des cellules sont colorés en bleu. Barre
d’échelle : 50 pm. C. Co-marquage immunohistochimique permettant de visualiser
simultanément deux types de CAF, I'un en rouge correspondant a des myofibro-
blastes exprimant I'o.-SMA (alpha smooth muscle actin ; fleches rouges) et I'autre
marqué en brun exprimant la MMP11 (fleches brunes). Barre d’échelle : 50 pm.

Constitution du stroma tumoral

Le stroma ou microenvironnement tumoral est constitué de populations
diverses de cellules normales d’origine mésenchymateuse, incluant
des fibroblastes, des cellules endothéliales, des cellules inflamma-
toires (macrophages, neutrophiles, lymphocytes), des cellules souches
mésenchymateuses et des préadipocytes/adipocytes qui sont inclus
dans une MEC [1-3, 34] (=»). Le stroma tumoral
differe du tissu conjonctif normal. &n effet, d’une
part, les compartiments épithélial et conjonctif
ne sont plus délimités par une membrane basale
intacte et, d’autre part, il posséde une composition propre (Figure 1).

(=) Voir la Synthése
de S. Le Guellec et al.,
page 372 de ce numéro
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La nature du microenvironnement tumoral est dépen-
dante de la composition d’origine de I’organe dans
lequel se développe la tumeur (sein, cdlon, pros-
tate, etc.) et d’événements dépendants de la tumeur
conduisant a son altération. De plus, I’intensité des
réactions stromales varie d’un organe a Iautre. Ces
réactions stromales sont notamment trés importantes
dans les cancers touchant le sein, le pancréas et le
cblon [32-34].

Enfin, le stroma tumoral est sujet a une certaine dyna-
mique puisque, pour une méme tumeur, il variera énor-
mément au cours des différentes étapes du processus
tumoral, conduisant ainsi a son adaptation au bon
vouloir de la cellule cancéreuse : (1) adaptation dans le
temps, entre les phases précoces d’invasion locale pen-
dant lesquelles des cellules cancéreuses « pionniéres »
vont rencontrer les cellules normales résidentes de
proximité et initier les premiéres réactions stromales,
et les phases de croissance des tumeurs primaires,
quand les phénomenes de desmoplasie sont déja bien
avancés ; (2) adaptation dans I'espace, entre invasion
locale et invasion a distance selon le lieu de dévelop-
pement des métastases (poumon, cerveau ou autres
organes ; niches prémétastatiques) [1-3].

Activation de cellules normales de I’hote
par les cellules cancéreuses

La desmoplasie se traduit tout d’abord par I’activation
de cellules normales résidentes de I'organe touché.
Plusieurs événements s’averent décisifs pour I’avenir
des cellules cancéreuses. Ainsi, un systéme vascu-
laire se développe de fagon @ subvenir aux besoins
en nutriments des cellules cancéreuses et permettre
la croissance tumorale au-dela d’une certaine taille.
C’est ce que I’on appelle I'angio-
genése tumorale [5, 35, 36] (=P).
€n présence de tissus adipeux, un
autre fait marquant est la quasi
disparition des adipocytes au contact des cellules

(=) Voir la Syntheése
de S. Azzi et ). Gavard,
page 408 de ce numéro

cancéreuses invasives au profit d’adipocytes de taille
réduite, les CAA (cancer associa-
ted adipocytes) [37] (=¥) et de
CAF (cancer-associated fibroblast)
(Figure 1A) [6-8].

Une fois le processus de desmoplasie bien engagé, les

(=) Voir la Synthese
de V. Laurent et al.,
page 398 de ce numéro

cellules stromales les plus fréquentes sont des cellules
de type fibroblastique appelées CAF ou TAF (tumor-
associated fibroblasts) (Figure 1). Les CAF présentent
des caractéristiques différentes des fibroblastes nor-
maux, notamment un profil d’expression génique qui
leur est propre (Figure 2). Leur phénotype est dit



activé [9]. Il a été proposé que ce dernier soit acquis en deux phases :
la premiere, réversible, suivie d’'une étape irréversible. Ainsi, il y a une
sorte d’empreinte de la cellule cancéreuse sur les CAF. La présence de
mutations somatiques dans les CAF est discutée [10, 11].

Les CAF : d’ou viennent-ils, que font-ils ?

Il est actuellement bien admis que le stroma tumoral ne renferme pas
que des myofibroblastes, mais une population hétérogene de CAF, ce
qui pose la question de leur(s) origine(s) [33]. Bien que leur carac-
térisation précise reste a élucider, plusieurs données ont été acquises
dans ce domaine. Ainsi, les CAF peuvent tout d’abord provenir de la
multiplication de fibroblastes résidents. Plusieurs autres types cel-
lulaires d’origine mésenchymateuse peuvent étre mis a contribution,
dont notamment les péricytes, les préadipocytes voire les adipocytes,
les fibroblastes sénescents, des cellules souches, ou encore des
cellules issues de la moelle osseuse [8, 11, 12]. Ces différentes pro-
venances pourraient expliquer les variations phénotypiques du profil
moléculaire des CAF. &n effet, de nombreux facteurs sont exprimés
différentiellement dans les CAF par rapport aux fibroblastes des tissus
normaux, et jouent un réle dans la progression tumorale (Figure 2)
[11,12].

D’un point de vue fonctionnel, les CAF influencent le devenir des cel-
lules cancéreuses [1-3]. lls peuvent émettre des signaux agissant
de facon autocrine ou paracrine, voire endocrine. Ils synthétisent
notamment de nombreuses cytokines/chémokines, des facteurs de
croissance, des protéines du cytosquelette, des protéines de la MEC
et des enzymes. U'impact du stroma sur la progression tumorale a
été appréhendé a I'aide de modeéles murins. La co-injection de fibro-
blastes et de cellules cancéreuses favorise la progression tumorale
[9]. Ainsi, nous avons montré chez ’lhomme que I’expression ectopique
de la métalloprotéase matricielle 11 (MMP11 ou stromélysine-3) dans
les CAF (Figures 1B-C) était associée & un pronostic péjoratif [13]. Un
argument de poids est aussi apporté par I’observation que les fibro-
blastes issus de souris déficientes en MMP11 perdent leur capacité a
promouvoir le développement de tumeurs [14].

La matrice extracellulaire

La MEC est la composante non cellulaire du stroma. €lle est consti-
tuée principalement d’un grand nombre de protéines de grandes
tailles, telles que les collagenes, les laminines, les fibronectines et
les protéoglycanes qui forment un réseau dense. Normalement, les
fibroblastes sont les pourvoyeurs principaux de la MEC. De trés bonnes
revues détaillées répertoriant la nature des différents composants de
la MEC existent déja dans la littérature [15] ; cet aspect ne sera donc
pas abordé ici. La mise en place de la MEC se fait par étapes. Ainsi,
ses composants comme les collagenes sont synthétisés, sécrétés,
déposés, assemblés et/ou remodelés en fonction des besoins. La MEC a
une fonction de maintien de la structure tissulaire via des contraintes
physiques, qui facilitent les communications entre cellules et servent
de support pour I"attachement des cellules et leur migration. Dans un
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contexte tumoral, les CAF sont responsables de la sur-
production de composants matriciels qui modifie son
architecture et les contraintes mécaniques [16, 17].
Ainsi, le tissu a proximité de la tumeur est «rigide »
comparé au tissu non tumoral ; cela est dii au dépot de
grandes quantités de collagéne par les CAF [18]. Les
modifications de forces/tensions entrainent des réac-
tions mécaniques se traduisant ensuite en fonctions
biologiques [33]. De plus, les CAF affectent le micro-
environnement tumoral par la synthese et la sécrétion
de protéases, certaines spécialisées dans la dégrada-
tion de la MEC, dont notamment les MMP. Ainsi, la MEC
est une structure non statique, dont le paysage et la
fonction varient en regard des zones d’invasion.

La MEC présente de nombreuses autres fonctions.
Elle sert de réservoir a un certain nombre de facteurs
solubles, souvent sous forme de profacteurs (pro-TGFf3
[pro-transforming growth factor 31, IGFBP1 [insu-
lin-like growth factor binding protein 1]). De telles
molécules, une fois activées, sont capables d’induire
en aval une ou plusieurs voies de signalisation par le
biais d’interactions avec d’autres protéines, le plus
souvent des récepteurs membranaires. Cela conduit in
fine a des modifications transcriptionnelles au sein des
cellules cibles stromales et/ou tumorales. Les protéines
nouvellement formées peuvent, a leur tour, envoyer des
signaux vers ces mémes cellules [1-3].

Les métalloprotéases matricielles

Autrefois, il était admis que les MMP étaient produites
par les cellules cancéreuses elles-mémes, qui, de cette
facon, se frayaient un chemin dans le tissu environnant
et les colonisaient. Cependant, a la fin des années
1980, des études réalisées sur des tumeurs humaines
ont montré que certaines MMP étaient restreintes au
stroma, comme par exemple la MMP11 (Figures 1B-C)
[13]. Un nouveau concept a alors émergé proposant
que les MMP soient au contraire produites par les cel-
lules normales périphériques de type fibroblastique
[13]. Il est maintenant bien établi que les fibroblastes
- et les CAF en particulier - sont la source majeure de
la plupart des MMP, renforgant la notion de collabo-
ration/dialogue entre cellules cancéreuses et cellules
stromales.

Ces enzymes ont une fonction majeure dans le remode-
lage de la MEC et sont capables de dégrader au moins
un composant de la MEC. Elles sont inhibées par leurs
inhibiteurs naturels, les TIMP (inhibiteurs tissulaires de
MMP). De plus, ces clivages contribuent au relargage de
fragments cryptiques qui peuvent étre doués d’activité
biologique, et peuvent soit favoriser, soit freiner, le
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Modifications d'expression dans les CAF :
- cytokines/chémokines, facteurs de croissance

Augmentation de I’agressivité tumorale :
« cellules cancéreuses : prolifération,survie,
implantation, migration, invasion,
« MEC : surproduction, altération, angiogenése

Desmoplasie

Cellules cancéreuses q .
. . Remodelage tissulaire

invasives

- protéines du cytosquelette
- protéines de la MEC, protéases

A

Interactions/dialogues
hétérotypiques

adipocytes, pré-adipocytes,
cellules souches
- recrutées de la moelle osseuse

Cellules mésenchymateuses normales :
- résidentes : fibroblastes, péricytes,

Figure 2. Schéma réca-
pitulant les effets réci-
proques entre cellules
cancéreuses invasives
et cellules mésenchy-
mateuses normales.
U'interaction/dialogue
hétérotypique qui s’éta-
blit entre cellules épi-
théliales cancéreuses

et cellules stromales

normales est a I’origine

Activation, accumulation des phénomenes de

de CAF

remodelage tissulaire/

desmoplasie. Des cel-
lules stromales normales
résidentes, ou recrutées
a partir de la moelle
osseuse, sont a 'origine
de la formation et de
Iaccumulation de CAF.
Ces derniers présentent
des phénotypes molé-
culaires activés carac-
térisés par des modifi-

cations d’expression de

nombreux facteurs. Les CAF vont, a leur tour, favoriser la progression tumorale par différents mécanismes biologiques touchant, d’une part, les

cellules cancéreuses et, d’autre part, le stroma.

développement tumoral. Il existe des récepteurs pour certains de ces
fragments a la surface des cellules cancéreuses. Ainsi, la lumcorine,
un fragment actif du lumican (un protéoglycane & kératane sulfate),
est capable d’inhiber la migration de cellules de mélanomes [19]. A
I’inverse, I’endotrophine, un fragment du collagene de type VI, possede
des propriétés procancéreuses dans les cancers du sein [20].

La spécificité de substrats des MMP n’est pas limitée aux composants
de la MEC. Certaines de ces enzymes peuvent cliver un nombre incalcu-
lable de substrats et avoir des fonctions variées. Elles peuvent notam-
ment activer des pro-MMP (pro-MMP2, pro-MMP13, etc.), hydrolyser
des protéines & la surface des cellules cancéreuses (E-cadhérine, inté-
grines, etc.), ou encore libérer des facteurs de croissance séquestrés
dans la MEC (IGF1 [insulin-like growth factor 1]) [21].

Le stroma tumoral : un marqueur pronostique/diagnostique ?

Des études cliniques ont montré que la nature/intensité de la réaction
stromale est corrélée a certains facteurs pronostiques classiques. Une
forte réaction stromale est associée a une moins bonne survie des
patients [22]. Ainsi, des analyses & haut débit ont mis en évidence une
signature stromale qui est associée @ un mauvais pronostic dans les
cancers du sein [23]. Lintérét d’inclure certaines molécules stromales
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dans des tests pronostiques est actuellement en cours
d’évaluation dans des études cliniques sur les cancers
du sein. Par exemple, la MMP11 et la cathepsine L2
(CTSL2) font partie du test Oncotype Dx, une signature
génomique de 16 geénes [24].

Enfin, le microenvironnement tumoral peut influencer

la réponse des cellules cancéreuses . .
(=) Voir la Synthese

de L. Borriello et
Y.A. DeClerck,
page 445 de ce numéro

a des thérapies systémiques. Ainsi,
une signature stromale prédit la
résistance a la chimiothérapie dans
les cancers du sein [25, 37] (=).

Le stroma tumoral :
une cible thérapeutique potentielle ?

Comme nous I’avons vu, le stroma doit étre considéré
non pas comme un tissu de soutien, mais comme fai-
sant partie intégrante des tumeurs solides et directe-
ment impliqué dans le développement tumoral. Dans
ce contexte, la recherche de thérapies ciblant non
plus la cellule cancéreuse, mais le stroma, apparaft
donc comme une évidence. U'effet causal de plusieurs



facteurs stromaux sur le développement des tumeurs ne fait aucun
doute, tout du moins a certaines étapes de la maladie. La possibi-
lité d’intervenir sur ces derniers, ou sur des voies de signalisation en
amont ou en aval, a donc été envisagée. En effet, les traitements
cytotoxiques ciblant I’activité métabolique/proliférative accrue des
cellules cancéreuses induisent de nombreux effets secondaires indé-
sirables, voire déléteres. Des événements de résistances acquises aux
traitements sont fréquents. Afin de remédier a cet état de fait, il a été
envisagé de cibler les cellules stromales normales, qui ne sont donc
pas accessibles a une plasticité génomique souvent impliquée dans
les phénomenes de résistance. De plus, ces thérapies dites cytosta-
tiques auraient des effets secondaires moindres. Ainsi, des inhibiteurs
d’angiogenése et des anti-inflammatoires ont déja été utilisés avec
plus ou moins de succes.

Concernant les CAF et la MEC, plusieurs pistes de développement
de thérapies moins agressives ont été explorées. C’est le cas, par
exemple, de thérapies ciblant des voies de signalisation paracrines
utilisées par les CAF pour influencer les cellules cancéreuses. De plus,
les CAF peuvent étre directement ciblés, par exemple avec une pro-
drogue activée par la FAP (fibroblast activation protein), une protéase
quils expriment [26]. Parmi les autres cibles potentielles, plusieurs
MMP sont intéressantes, et de nombreux inhibiteurs (MMPI) ont été
développés au cours de ces 20 dernieres années. Cependant, alors que
les études précliniques chez I’animal étaient plutot prometteuses, les
essais cliniques se sont révélés décevants pour la plupart [27]. Malgré
tout, I'idée de cibler les MMP en thérapie n’est pas abandonnée, et
des études sont actuellement menées pour améliorer la spécificité et
Iefficience des MMPI, ou encore pour utiliser les MMP grace a d’autres
approches (optimisation de la biodisponibilité des drogues, vaccina-
tion, ciblage du domaine hémopexine) [28].

D’une certaine maniére, la masse tumorale doit étre appréhendée
comme une entité, une sorte d’organe aberrant. Il convient alors
d’imaginer des approches thérapeutiques ciblant ses deux compo-
santes, épithéliale et stromale. Des études précliniques chez I’animal
ont montré que I"administration, simultanément a la chimiothéra-
pie, de drogues ciblant le microenvironnement tumoral facilitait la
réponse thérapeutique. Certaines associations médicamenteuses sont
actuellement en cours d’évaluation. Par exemple, I"administration
intraveineuse d’un variant de la hyaluronidase (PEGPH20) est en phase
clinique I [29].

Conclusion

Les recherches récentes en biologie des cancers ont fait émerger
un réle paracrine majeur du stroma dans la progression tumorale,
notamment dans les phases d’invasion locale, un prérequis pour la
formation des métastases. Ainsi, le concept proposé par Paget deés
la fin du xix®siecle de «la graine et du sol » associant a une cel-
lule devenue incontrGlable un terrain propice a sa survie et a son
expansion [30-32] reste tout a fait pertinent. Les données issues de
’étude du stroma permettent actuellement d’améliorer les critéeres
pronostiques et diagnostiques dans certains cancers. Cependant,
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en termes de traitement, bien qu’un certain nombre
d’études précliniques aient montré notre capacité a
développer des outils thérapeutiques efficaces ciblant
des facteurs du stroma, beaucoup reste a faire. Le défi
est de disséquer au niveau moléculaire la dynamique
réciproque qui s’établit entre les cellules épithéliales
cancéreuses et leur microenvironnement, dans le but
de faire émerger des cibles stromales potentiellement
intéressantes. En effet, malgré les avancées technolo-
giques permettant de mesurer la séquence, le nombre
de copies et 'expression de chaque gene dans un tissu
donné, la connaissance des mécanismes moléculaires et
des voies de signalisation impliqués dans I’interaction/
dialogue entre les cellules cancéreuses et les cellules
stromales, notamment via les CAF, n’en est encore qu’a
ses balbutiements. Enfin, des approches combinées,
ciblant de concert les cellules tumorales et leur micro-
environnement, devraient entrafner un bénéfice clinique
important ; le but in fine étant, d’une part, d’optimiser
et d’individualiser les thérapies et, d’autre part, d’en
réduire au maximum les effets secondaires. ¢

SUMMARY

The tumoral stroma, a breeding ground for cancer
cells

Carcinomas are constituted by malignant epithelial cells
and the tumor microenvironment also called tumoral
stroma. The present non-exhaustive review will focus
on cellular and molecular key events implicating can-
cer-associated fibroblasts (CAF) and the extracellular
matrix (ECM) in the stroma remodeling processes occu-
ring during tumor invasive steps. We will also discuss
the place of the stroma in the cancerology today, the
recent progresses done and its usefulness to design new
therapies. ¢
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