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RESUME

L’ensemble de ce travail vise a étudier les mécanismes de résistance aux thérapies anti-
angiogéniques dans le traitement du cancer du rein a cellules claires (ccRCC). Nous avons
mis en évidence que le bévacizumab (BVZ), un anticorps monoclonal humanisé anti-VEGF
utilisé en clinique, accélere la croissance de ccRCC humain chez la souris nude. Ce modele
mime la phase d’échappement souvent observée chez les patients. Le traitement BVZ induit
de la lymphangiogenése associée a une surexpression du VEGF-C. Les cellules tumorales
apres traitement possédent également des capacités d’invasion accrues. Ainsi, le traitement
BVZ pourrait faciliter la progression tumorale et la formation de métastases dans les ccRCC.
Le traitement entraine également une diminution de I’expression d’une phosphatase
membranaire, la phospho-tyrosine phosphatase récepteur kappa (PTPRx), impliquée dans le
contrdle de D’activité de récepteurs a activité tyrosine kinase, comme le récepteur de I’EGF,
du PDGF et de I’'HGF. Ces récepteurs régulent la prolifération et la migration cellulaire. Le
traitement BVZ faciliterait donc la croissance tumorale indépendante du VEGF. Enfin, le
traitement induit une augmentation de la sécrétion de cytokines angiogéniques redondantes
qui prennent le relais du VEGF, comme les cytokines CXCL7 et CXCLS, et facilitent le
développement tumoral sous traitement BVZ. En particuliers, la cytokine CXCL7 et ses
récepteurs CXCR1-2 ont un rdle central dans le développement des ccRCC. Cibler I’axe
CXCL7/CXCR1-2 réduit efficacement la croissance tumorale. Les récepteurs cibles de
PTPRk, pour lesquels des inhibiteurs sont actuellement utilisés pour le traitement d’autres
cancers, le VEGF-C et la cytokine CXCL7, pourraient donc constituer de nouveaux
marqueurs prédictifs d’efficacit¢é du BVZ et de nouvelles cibles thérapeutiques dans le
traitement des ccRCC. La résistance au BVZ pourrait également s’expliquer par 1’existence
de formes "bénéfiques" anti-angiogéniques du VEGF qui sont reconnues par le BVZ avec la
méme affinité que les formes pro-angiogéniques. Nous avons mis en évidence qu’une
immunisation prophylactique a 1’aide d’un peptide spécifique du VEGF pro-angiogénique
limite la croissance tumorale de ccRCC syngéniques de souris. De la méme fagon, en
traitement curatif, 1’utilisation d’anticorps spécifiques du VEGF pro-angiogénique bloque la
croissance de ccRCC chez la souris nude sans induire les différents mécanismes
d’échappement observés avec le BVZ. Ces résultats suggérent la pertinence du ciblage
spécifique des formes pro-angiogéniques de VEGF dans le traitement des ccRCC.

Mots clés : Angiogenese, Traitements anti-angiogénique, Résistances, ccRCC, marqueurs
prédictifs et pronostiques
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PREAMBULE

L’angiogenése : du réve d’un homme a la réalité pour les patients

Depuis le milieu des années 1900, les chercheurs ont mis en évidence que les cellules
tumorales communiquent avec les cellules de [’organisme hote. Elles sont capables de
stimuler la prolifération de nouveaux capillaires (10 a 40% des cellules de la tumeur sont des
cellules endothéliales). Ce phénomeéne est commun a un grand nombre de tumeurs et il est
indispensable pour la croissance tumorale (Algire et al., 1945). En 1968, deux équipes ont
mis en évidence dans deux modeles différents, que les cellules tumorales sont capables
d’induire la croissance de nouveaux capillaires a distance (Greenblatt et Shubik, 1968 ;
Ehrmann et Knoth, 1968). Mais [’essor de [’angiogenése tumorale a commencé en 1971 avec
le travail de Judah Folkman. Celui-ci part d’un postulat simple : une tumeur est comme
n’importe quel autre tissu, elle a besoin d’oxygene et de nutriments apportés par la
circulation sanguine. 1l fait [’hypothése qu’une tumeur ne va pas pouvoir grossir au dela de
quelques millimetres cubes si elle n’est pas vascularisée. Au dela, de cette distance, les
vaisseaux sanguins sont trop loin pour que la simple diffusion d’oxygene et des nutriments
nécessaires a la prolifération des cellules tumorales suffise. La tumeur reste dans un état de
dormance tant qu’elle sera a-vasculaire. Différents signaux, comme [’hypoxie, [’activation
d’oncogenes vont entrainer le passage a une phase vasculaire a partir de laquelle la tumeur
va pouvoir reprendre son expansion. Cet « interrupteur angiogénique » est un événement
majeur pour la tumeur qui va passer d’une phase dormante a une phase invasive. Il émet
[’hypothese simple que la croissance tumorale et la formation de métastase dépendent de
[’angiogeneése. A partir de cette simple observation va naitre le concept des thérapies anti-
angiogéniques. Ce concept original stipule que détruire les vaisseaux tumoraux privera la
tumeur de [’oxygene et des nutriments indispensables a sa croissance. Avec cette idée Judah
Folkman est le premier a parler du concept de thérapie ciblée. La cible ici sont les cellules
endothéliales, d’autant plus intéressantes qu’elles sont considérées comme génétiquement
tres stables et donc moins susceptibles de mettre en place des mutations leur permettant

d’acquérir des résistances.
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A partir de la, un nombre croissant d’équipes de recherche s’intéresse a ce concept et les
travaux valident ['importance de ce mécanisme dans la croissance tumorale avec la
découverte des facteurs de croissance angiogéniques comme le FGF-2 et surtout le VEGF.
L’inhibition de ces deux facteurs représentera une révolution thérapeutique. Dans les années
2000, la découverte de molécules inhibitrices explosent et en 2004 le réve de Folkman devient
réalité avec la mise sur le marché de la premiere thérapie anti-angiogénique pour le
traitement du cancer colorectal : le bévacizumab un anticorps monoclonal humanisé ciblant
le VEGF. Ce traitement est le premier depuis de nombreuses années a augmenter la survie

sans progression de patients atteints de cancer du colon métastatique. (Hurwitz et al., 2004).
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INTRODUCTION

PARTIE 1 : L’angiogenése tumorale : une histoire sans fin...

Comme tous les tissus normaux, les tumeurs ont besoin d’oxygene et de nutriments mais
¢galement d’évacuer les déchets métaboliques et le dioxyde de carbone pour se développer.
Ces besoins sont assurés par la néo-vascularisation tumorale formée par un processus appelé
I’angiogenese. Par définition, I’angiogenése est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins
a partir de 1’endothélium vasculaire préexistant. La formation de nouveaux vaisseaux est
critique pour les tissus en croissance et la réparation tissulaire. Il n’est donc pas surprenant
que des altérations structurales ou fonctionnelles des vaisseaux entrainent de nombreuses
pathologies. Ce réseau vasculaire permet de nourrir tous les tissus. L’angiogenése est donc

naturellement indispensable au cours du développement embryonnaire.

1. La place de I’angiogenése au cours du développement et chez I’adulte

Au cours de ’embryogenése, le développement vasculaire est initi¢ grace a 1’émergence de
précurseurs de cellules endothéliales, les angioblastes qui se regroupent pour former les
premiers vaisseaux sanguins (mécanisme appelé vasculogenése) (Swift et Weinstein, 2009).
Un bourgeonnement a partir de ces vaisseaux sanguins préexistants (mécanisme appelé
angiogenc¢se) permet de créer un réseau organisé en artéres et en veines (Adams et Alitalo,
2007). Enfin, en fonction du type de vaisseaux, le recrutement des péricytes et autres cellules
musculaires lisses favorise I’intégrité vasculaire. Il permet de stabiliser le réseau vasculaire,
de réguler le flux sanguin et la perfusion tissulaire (mécanisme appelé artériogenése) (Jain,

2003).

Chez I’adulte, les vaisseaux sanguins sont quiescent et ne nécessitent que trés rarement la
formation de nouvelles ramifications. Cependant, ils conservent la capacité de répondre a des
signaux angiogéniques. Les cellules endothéliales sont parmi les cellules a durée de vie la
plus longue, en dehors des cellules du systéme nerveux et seulement une cellule endothéliale
sur 10000 est en cours de division (Hanahan et Folkman, 1996). L’angiogenése permet
I’extension du réseau vasculaire a partir des vaisseaux préexistants (Carmeliet et Jain, 2011).
Attirées par des signaux pro-angiogéniques, les cellules endothéliales deviennent motiles et
invasives et créent des extensions (FIG1). Ces cellules appelées « tip cells » permettent de

guider la formation de nouvelles ramifications. Elles sont suivies par les cellules voisines ou
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Figure 1 : Les étapes clés et les principaux acteurs de I’angiogenése physiologique

a) La stimulation par les facteurs angiogéniques et la dégradation de la matrice extracellulaire
(MEC) permet la sélection de la « tip cell » et I'initiation du bourgeonnement vasculaire. b)
La « tip cell » migre en fonction des signaux angiogéniques et les « stalk cells » voisines
prolifeérent pour permettre I’¢longation et la formation de la lumiére. Ces cellules recrutent des
péricytes pour stabiliser les vaisseaux en formation. ¢) La jonction avec les ramifications
voisines permet le retour a un état de quiescence. Apres maturation vasculaire un flux sanguin
fonctionnel est mis en place. (D ‘aprés Carmeliet P et Jain RK, Nature Reviews, 2011)
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« stalk cells » qui proliférent pour allonger et créer la lumiére de ce nouveau vaisseau en
formation. Le recrutement des cellules murales, la mise en place de la membrane basale et
’activation de la circulation sanguine, stabilise les nouvelles connections. Quand les signaux
angiogéniques sont éteints, la formation de nouveaux vaisseaux s’arréte et 1’état de
quiescence est rétabli.

Chez I’adulte, I’angiogenese est réactivée de fagon transitoire pour répondre a des besoins
physiologiques comme la cicatrisation et les cycles menstruels chez la femme (Ferrara et al.,
2004). Bien qu’en quiescence, les vaisseaux sanguins conservent la capacité de répondre a
différents stimuli, comme par exemple I’hypoxie. L’angiogenése est un processus
extrémement régulé. Du fait de son rdle majeur, tout dysfonctionnement entraine le
développement ou I’amplification de nombreuses pathologies. Un défaut d’angiogenése
entraine une ischémie tissulaire impliquée dans des problemes cardiaques et les maladies
neuro-dégénératives. A I’inverse, une croissance vasculaire anormale et excessive est
impliquée dans les désordres inflammatoires, 1’obésité, les problémes oculaires comme la
Dégénérescence Maculaire Liée a I’Age (ou DMLA qui est la premicre cause de cécité chez

les personnes agées) et dans les cancers.

2. L’angiogenése : une marque de fabrique des tumeurs

L’angiogeneése est un processus essentiel au développement tumoral. Ce mécanisme fait parti
des caractéristiques principales des cellules cancéreuses et des tumeurs décrites par Hanahan
et Weinberg (Hanahan et Folkman, 1996; Hanahan et Weinberg, 2011). Ces caractéristiques
permettent de définir et d’organiser ce processus complexe qu’est le développement tumoral
(FIG2). Cela comprend une activation continue des signaux de prolifération, une insensibilité
aux processus inhibant la croissance cellulaire, une résistance a la mort cellulaire, une
immortalité réplicative, une activation des processus d’invasion et de formation de métastases
et donc une induction de 1’angiogenése. Sur ces mécanismes majeurs sont venus se greffer
d’autres paramétres importants comme 1’instabilité génétique et 1’inflammation. L’avancée
des connaissances en cancérologie a permis d’ajouter deux caractéristiques essentielles a la
croissance et la progression tumorale que sont la modification du métabolisme énergétique
des cellules et I’échappement a la reconnaissance par le systtme immunitaire. Au dela des
cellules tumorales, les tumeurs possedent un autre niveau de complexité. En effet, la tumeur
recrute des cellules normales qui forment le microenvironnement tumoral et favorisent la

croissance tumorale et la dissémination métastatique.
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Figure 2 : L’angiogenése, une des caractéristiques principales des cancers

Ce schéma met en évidence les capacités acquises par les cellules cancéreuses. Ces
caractéristiques des cellules tumorales sont essentielles pour favoriser la croissance et la
progression tumorale ainsi que la dissémination métastatique. Parmi ces caractéristiques,

I’induction de 1’angiogenése est un prérequis au développement tumoral.
(D ’aprés Hanahan D et Weinberg RA, Cell Review, 2011)
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3. L’angiogenése : un mécanisme essentiel

Les cellules tumorales sécrétent des facteurs de croissance qui activent la prolifération et la
migration des cellules endothéliales et permettent la morphogenése capillaire. Une tumeur ne
peut pas se développer au dela de quelques millimétres cubes si elle n’est pas vascularisée.
Elle secréte des facteurs pro-angiogéniques afin d’induire sa propre vascularisation. Cette
néo-vascularisation favorise son développement et sa dissémination (Folkman, 1971, 1995;
Holash et al., 1999a; Holash et al., 1999b). L’angiogenése est donc un processus essentiel a la
progression tumorale. Dans plusieurs cancers, la densité¢ de vaisseaux intra-tumoraux est
associée a la formation de métastases et a la survie des patients (Bigler et al., 1993; Horak et
al., 1992; Macchiarini et al., 1992; Wakui et al., 1992). L’angiogenése tumorale est orchestrée
par une grande variété d’activateurs et d’inhibiteurs. Un déséquilibre de cette balance en
faveur des facteurs pro-angiogéniques est indispensable pour passer d’un état de quiescence a
un état angiogénique. C’est le « switch angiogénique » (FIG3). Dans ces conditions, de
nouveaux vaisseaux sanguins se développent. Ils ont des caractéristiques uniques et sont
complétement différents des vaisseaux sanguins normaux. Les nouveaux vaisseaux formés
permettent ’apport en oxygeéne et nutriments au sein de la tumeur et favorisent le
développement tumoral. Cependant, les vaisseaux tumoraux sont trés différents des vaisseaux
normaux. Ces néo-vaisseaux ont une structure et une fonction anormale (Carmeliet et Jain,
2000). La vascularisation est complétement désorganisée. Les vaisseaux sont dilatés, tortueux
et tres souvent hémorragiques. Leur diamétre est irrégulier. Ils sont caractérisés par des
branchements et des dérivations excessifs. Cette structure anarchique est responsable d’un
flux sanguin variable et chaotique (Baish et Jain, 2000). Ces vaisseaux présentent ¢galement
un défaut de maturation. La paroi possede des fenestrations avec des jonctions inter-
cellulaires trés laches. La membrane basale est souvent discontinue ou absente. Le
recouvrement des vaisseaux par les péricytes n’est pas optimal (Benjamin et al., 1999). Cette
vascularisation anormale et perméable entraine 1’apparition d’une hypertension interstitielle.
Elle favorise également 1’apparition de zones hypoxiques et une acidification de la tumeur.
Enfin, I’ensemble de ces caractéristiques implique un défaut de perfusion de la tumeur qui
limite la délivrance des molécules thérapeutiques (Carmeliet et Jain, 2000). La tumeur reste
hypoxique malgré cette néo-vascularisation. Ce maintien de I’hypoxie entraine une
surproduction continue du facteur de croissance des cellules endothéliales, le VEGF (pour
« Vascular Endothélial Growth Factor »). Ces conditions favorisent une aggravation

persistante du phénotype anormal des vaisseaux tumoraux. L hypoxie et le VEGF entrainent
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Figure 3 : Les principales étapes du « Switch Angiogénique »

Le « switch angiogénique » est une étape clé du développement tumoral qui dépend de la
nature de la tumeur et du microenvironnement. La plupart des tumeur débute leur croissance
de fagon a-vasculaire avant d’atteindre un état de dormance (1) caractéris€¢ par un équilibre
entre prolifération et apoptose. Le « switch angiogénique » doit alors se produire pour
permettre la croissance exponentielle de la tumeur. L’angiogenése débute par la dilatation des
vaisseaux (2) puis le bourgeonnement vasculaire (3) et enfin la formation et la maturation de
nouveaux vaisseaux (4). L’angiogenése se poursuit tout au long de la croissance tumorale afin
d’assurer un apport correct en oxygeéne et nutriments (5). (D ‘apres Bergers G et Benjamin LE,
Nature Reviews Cancer, 2003)
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des modifications majeures de la structure vasculaire. La diminution de I’intégrité vasculaire
facilite 1’invasion des cellules tumorales (Stoletov et al., 2010) et favorise la dissémination
métastatique. L’apparition des métastases est un des plus importants facteurs de mauvais
pronostic chez les patients. Plus de 90% des déces des suites d’un cancer surviennent apres
I’apparition des métastases. Le défaut en oxygene favorise également 1’apparition de
résistances a la radiothérapie (Jain, 2005) et la sélection de cellules plus agressives résistantes
a ’hypoxie. Cette néo-vascularisation favorise la progression tumorale et limite 1’efficacité de
certains traitements anti-tumoraux. Différents signaux entrainent ce «switch angiogéniquey;
un stress métabolique, I’hypoxie, une baisse du pH, I’inflammation, une chute de la glycémie
ou I’activation d’oncogenes (Carmeliet et Collen, 1999; Kerbel, 2000, 2008; Milanini et al.,
1998) (F1IG4). Dans des conditions physiologiques, il existe un équilibre entre les facteurs
pro- et anti-angiogéniques. Au sein d’une tumeur cet état d’équilibre est perdu. Les vaisseaux
sanguins sont en remodelage constant pour répondre a la croissance tumorale rapide. La
formation de nouveaux vaisseaux sanguins est indispensable au développement tumoral. En
absence de néo-vascularisation, une nécrose (Brem et al., 1976) ou une apoptose (Holmgren

et al., 1995) des cellules tumorales est observée.

4. Les inhibiteurs endogénes de I’angiogenese : Une barriere naturelle a la
croissance tumorale
Des inhibiteurs naturels de [’angiogenése ont ¢été découverts deés les années 90; la
thrombospondine-1 (TSP-1), I’angiostatine et 1’endostatine (Kalluri, 2003). Durant ces dix
derniéres années, des dizaines d’autres molécules ont été identifiées (Folkman, 2006; Ribatti,
2009a). L’angiostatine et 1’endostatine inhibent la prolifération et la migration des cellules
endothéliales in vitro et la croissance tumorale de carcinomes du poumon, de fibrosarcomes et
de mélanomes in vivo (Boehm et al., 1997; Gorski et al., 1998; Mauceri et al., 1998; O'Reilly
et al., 1997). Les thrombospondines 1 et 2 (TSP-1 et TSP-2), possédent également des
propriétés anti-angiogéniques (Bornstein, 2009; de Fraipont et al., 2000). TSP-1 inhibe la
prolifération et la migration des cellules endothéliales in vitro et inhibe la néo-vascularisation
in vivo (Streit et al., 2000). TSP-2 contrdle la vascularisation des organes (Kyriakides et al.,
1998). L’expression de ces inhibiteurs est détectée dans la circulation de souris et de
personnes saines. Inhiber I’expression de ces facteurs favorise la croissance des tumeurs chez
la souris et a I’inverse, si leur expression est augmentée, la croissance tumorale est bloquée
(Nyberg et al., 2005; Ribatti, 2009b). La cicatrisation et le dépot de graisses sont ¢galement

altérés lorsque 1’expression de ces protéines est modifiée (Cao, 2010; Seppinen et al., 2008).
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Ces résultats suggerent que dans des conditions normales, ces inhibiteurs servent de
régulateurs physiologiques modulant I’angiogenese de fagon transitoire, par exemple, lors de
la réparation tissulaire et de la cicatrisation. Ils jouent également un rdle de barriére naturelle

a I’induction ou la persistance de I’angiogenése au cours du développement tumoral.

5. Les facteurs pro-angiogéniques

L’angiogenese est dépendante de la production par les cellules tumorales de facteurs pro-
angiogéniques. Les cellules du microenvironnement tumoral, favorisent 1’angiogenese et le
développement tumoral. Les cellules impliquées dans ce mécanisme sont les cellules
immunitaires, les cellules musculaires et les cellules stromales. Par exemple, le recrutement
de macrophages au cours des étapes précoces du développement tumoral favorise le « switch
angiogénique » dans le cancer du sein (Lin et Pollard, 2007). Les facteurs pro-angiogéniques
capables de stimuler la prolifération, la migration et 1’organisation tubulaire des cellules
endothéliales sont nombreux. Les plus étudiés appartiennent a la famille du VEGF
(description détaillée aux chapitres 6d et 7) et le FGF-2 qui est le premier facteur de
croissance pro-angiogénique identifi¢ (Gospodarowicz et Thakral, 1978). Le «switch
angiogénique » est une étape indispensable a la progression tumorale favorisant la croissance
tumorale et la formation de métastases (FIG4). L’angiogenéese est donc une cible de choix
dans le traitement des cancers.

Au cours de la progression tumorale, 1’angiogenése est réactivée et permet une formation
continue de nouveaux vaisseaux sanguins qui favorisent I’expansion tumorale. L’angiogenése
est induite de fagcon précoce au cours du développement tumoral aussi bien dans des modéeles
animaux que chez I’Homme mais est importante a tous les stades de la progression tumorale.
Il existe une gradation dans le «switch angiogénique ». Certaines tumeurs, mémes trés
agressives, ne sont que trés faiblement vascularisées alors que d’autres tumeurs de grade
clinique moins ¢levé sont trés angiogéniques et richement vascularisées. Ces observations
suggerent qu’apres 1’induction de 1’angiogenése tumorale, la néo-vascularisation est variable
et dépend d’une régulation fine par les cellules tumorales et le microenvironnement tumoral

(Baeriswyl et Christofori, 2009; Bergers et Benjamin, 2003).
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Figure 4 : La balance angiogénique, d’un état d’équilibre a la croissance tumorale

Les conditions hypoxiques, 1’activation de certains oncogénes et la présence de différents
facteurs de croissance favorisent la production de facteurs pro-angiogéniques et inhibent celle
des facteurs anti-angiogéniques. Le déséquilibre de cette balance en faveur des facteurs pro-
angiogéniques active de I’angiogenese et favorise la croissance tumorale et la dissémination
métastatique. (D ‘apres Bergers G et Benjamin LE, Nature Rewiews Cancer, 2003)
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a) Le role du microenvironnement tumoral

Un grand nombre de cellules dérivées de la moelle osseuse contribuent a I’angiogenése
tumorale. Les macrophages, les neutrophiles, les mastocytes et les progéniteurs myéloides
participent a I’induction de I’angiogenése et a son maintien au cours du développement
tumoral et favorisent 1’invasion tumorale (Qian et Pollard, 2010). Ces cellules protégent les
vaisseaux de D’effet des drogues ciblant les cellules endothéliales (Ferrara, 2010a) et sont
impliquées dans 1’apparition de résistances aux traitements anti-angiogéniques. Les cellules
hématopoiétiques influencent I’angiogenése tumorale. Des précurseurs hématopoiétiques
exprimant le VEGFR-1 et des monocytes exprimant Tie-2 se retrouvent proches de la tumeur
et libérent des molécules pro-angiogéniques qui favorisent 1’angiogenese (De Palma et
Naldini, 2009). Les macrophages se différencient au sein de la tumeur en macrophage de type
M2 possédant un phénotype pro-angiogénique. Ils stimulent 1’angiogenése en libérant du
PIGF qui favorise la désorganisation des vaisseaux (Rolny et al., 2011). Les cellules dérivées
de la moelle osseuse exprimant le récepteur CXCR4 sont retenues dans la tumeur via la
production de CXCL12 (ou SDF-1 pour «Stromal Cell Derived Factor 1»), le ligand du
récepteur CXCR4. Ces cellules augmentent 1’angiogenese tumorale en sécrétant des facteurs
pro-angiogéniques. Ces résultats suggerent que ces cellules favorisent l’apparition des
résistances aux traitements anti-angiogéniques (Ferrara, 2010b). Les fibroblastes infiltrant la
tumeur induisent le recrutement des cellules progénitrices endothéliales et sécrétent des

facteurs pro-angiogéniques (Crawford et Ferrara, 2009; Erez et al., 2010) (FIGS).

b) Les facteurs de croissance

Le premier facteur de croissance angiogénique a avoir été découvert est le FGF-2 pour
«Fibroblast Growth Factor 2». Il stimule la prolifération et la migration des cellules
endothéliales, la dégradation de la matrice extracellulaire et la modulation des molécules
d’adhésion. D’autres facteurs de croissance régulent la croissance et le maintien des vaisseaux
sanguins. Parmi ces facteurs, le VEGF est le plus important (Ferrara, 2009). La plupart des
thérapies anti-angiogéniques utilisées en clinique ciblent le VEGF ou ses récepteurs.
Actuellement, le ciblage d’autres membres de la famille du VEGF est en cours d’évaluation
thérapeutique. Les angiopoietines (Ang-1, Ang-2 et Ang-4) et leurs récepteurs a activité
tyrosine kinase (Tie-1 et Tie-2) deviennent des cibles thérapeutiques intéressantes. Le systéme
Ang/Tie permet le recrutement des péricytes. Il régule la maturation et la plasticité¢ des

vaisseaux sanguins (Augustin et al., 2009).
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Figure 5 : Le microenvironnement tumoral primaire

Au sein d’une tumeur primaire les cellules cancéreuses sont entourées d’un
microenvironnement tumoral complexe comprenant différentes cellules. Parmi ces cellules on
retrouve entre autres, des cellules endothéliales de la circulation sanguine et lymphatique, des
fibroblastes et des cellules dérivées de la moelle osseuse (BMDC) comme les macrophages,
les cellules my¢loides suppressives (MDSC), les monocytes exprimant Tie-2 (TEM) et les
cellules souches mésenchymateuses (MSC). Ces cellules amplifient les différentes étapes du
développement tumoral dont I’angiogenése. (D ‘apres Joyce PA et Pollard JW, Nature Review
Cancer, 2009)
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6. La grande famille du VEGF

Le VEGF stimule la prolifération, la survie et la migration des cellules endothéliales. C’est
une famille de glycoprotéines de 40 kDa comprenant plusieurs membres : le VEGF-A, B, C et
D et le PIGF pour « Placental Growth Factor ». Il existe également des formes plus rares : le
VEGF-E retrouvé chez le para-poxvirus 1 et le VEGF-F retrouvé uniquement dans le venin de
serpent. Le médiateur majeur de 1’angiogenése tumorale est le VEGF-A généralement nommé
simplement VEGF. Ce facteur de croissance a été mis en évidence par plusieurs équipes en
parallele (Connolly et al., 1989; Ferrara et Henzel, 1989; Gospodarowicz et al., 1989; Keck et
al., 1989; Leung et al., 1989; Nagy et al., 1989; Plouet et al., 1989). L activité des différentes
isoformes dépend de leur liaison a différents récepteurs a activité tyrosine kinase (FIG6). Le
VEGF est impliqué dans la régulation de ’angiogenése normale et pathologique via sa
fixation sur le récepteur VEGF-R2 ou KDR (pour « kinase- insert domain-containing
receptor »). Ce récepteur est donc considéré comme le médiateur majeur des effets mitogenes,
angiogéniques et inducteur de la perméabilité¢ vasculaire du VEGF. Cette isoforme se lie
¢galement au récepteur VEGF-R1 ou Fltl (pour « Fms-related tyrosine kinase 1 ») mais pas
au VEGFR-3. L’activité induite par le VEGF peut étre amplifiée par 1’activation de deux
corécepteurs, les neuropilines 1 et 2 (NRP-1 et NRP-2). Le VEGF est le prototype du facteur

angiogénique dans des conditions physiologiques et pathologiques (Folkman, 2007).

a) Le PIGF

Le PIGF pour « Placental Growth Factor » ne se lie qu’au récepteur VEGFR-1 et aux
neuropilines (Park et al., 1994). Son invalidation chez I’embryon n’entraine pas d’anomalies
dans le développement vasculaire. Mais le PIGF est impliqué dans I’angiogenése tumorale
(Luttun et al., 2002). Il augmente 1’angiogenese induite par le VEGF en déplagant la liaison
du récepteur VEGFR-1 vers le VEGFR-2 (Carmeliet, 2003). Mais dans certaines conditions,
il agit comme un antagoniste naturel du VEGF (Eriksson et al., 2002). L’utilisation d’un

anticorps spécifique du PIGF réduit efficacement la croissance tumorale (Fischer et al., 2007).

b) Le VEGF-B

Comme le PIGF, il ne se lie pas au récepteur VEGFR-2. Son activité¢ dépend de sa fixation au
VEGF-R1. Son invalidation n’entraine pas de défauts majeurs au cours du développement
embryonnaire. Par contre, le cceur des souris VEGF-B -/- est plus petit et présente des défauts
de vascularisation coronarienne et un échec de rétablissement apreés une ischémie cardiaque

(Bellomo et al., 2000). Cette isoforme semble impliquée dans la vasculogenése post-natale
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(Mould et al., 2005). Il posséde une forte homologie avec le VEGF et le PIGF mais il n’est
pas indispensable pour I’induction de I’angiogenése normale et pathologique. Les résultats
concernant cette isoforme sont trés variables. Certaines études suggerent une activité
angiogénique et d’autres ne démontrent aucune activité angiogénique. En réalité, le VEGF-B
serait plutot impliqué dans la survie et le maintien des vaisseaux sanguins déja formés (Zhang
et al., 2009). C’est également un facteur de survie pour des cellules non vasculaires, en

particuliers les neurones.

c) Le VEGF-C et le VEGF-D

Ils favorisent la croissance et la migration des cellules endothéliales lymphatiques. Leur
activité dépend de la fixation au VEGFR-3 exprimé a la surface des cellules endothéliales
lymphatiques (Makinen et al., 2001). Le VEGFR-3 est nécessaire pour le développement des
vaisseaux sanguins au cours de I’embryogenése précoce. Ce n’est que plus tard que son
expression est restreinte aux vaisseaux lymphatiques (Haiko et al., 2008). Ces isoformes sont
impliqués dans la régulation de la lymphangiogenése (Alitalo et al., 2005) mais régulent
¢galement I’angiogenése. Apres clivage protéolytique, des formes courtes du VEGF-C et du
VEGF-D peuvent se lier au VEGFR-2 et activer I’angiogenéese. Ces observations suggérent un
lien étroit entre la régulation de I’angiogen¢se et de la lymphangiogenese (Baldwin et al.,
2001). Le VEGF-C et le VEGF-D se fixent également au corécepteur NRP-2 pour favoriser et
moduler la lymphangiogenéese (Karpanen et al., 2006). Le VEGF-C et le VEGF-D ont des
fonctions redondantes dans la régulation de la mise en place du réseau lymphatique chez

I’embryon (Haiko et al., 2008).

d) Le VEGF

C’est I’isoforme majeure. Elle a un role prépondérant dans la mise en place de la
vascularisation normale chez I’embryon (Ferrara, 2004). La délétion d’un all¢le du géne est
1étale au cours du développement embryonnaire (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996).
Cette mortalité est associée a des défauts majeurs dans le développement vasculaire (Ferrara,
2009). En parallele, une augmentation d’expression de deux a trois fois entraine des
problémes cardiaques et une mortalité au cours du développement embryonnaire (Miquerol et
al., 2000). Ces résultats suggerent qu’une régulation fine des niveaux d’expression de ce
facteur de croissance est trés importante au cours du développement. Le VEGF est également
le facteur clé de la régulation de I’angiogenése tumorale (Ferrara, 2004). Il existe différentes

isoformes de VEGF plus ou moins actives sur les cellules endothéliales et I’angiogenese.
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Figure 6 : Représentation schématique de la famille du VEGF et de ses récepteurs

Ce schéma illustre la liaison des différentes isoformes de VEGF sur les récepteurs VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3 et le recrutement potentiel des corécepteurs NRP-1 et NRP-2. La
liaison du VEGF sur ses récepteurs induit ’activation de plusieurs voies de signalisation qui
favorisent I’angiogenese ou la lymphangiogenése ou les deux, en fonction du type de ligand et
du récepteur impliqués. (D apres Suarez SC, Cell Mol Life Sci, 2006)
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Certaines possedent une activité pro-angiogénique et d’autres une activité anti-angiogénique.
L’existence de plusieurs isoformes permet une régulation fine de son activité. La partie 7 de

cette introduction traite de manicre détaillée des formes anti-angiogéniques de VEGF.

i. Description des différentes isoformes

Le géne du VEGF est situé sur le chromosome 6 (Vincenti et al., 1996) et se compose de huit
exons séparés par sept introns (Houck et al., 1991). Un mécanisme d’épissage alternatif
génere plusieurs isoformes en fonction de 1’exclusion des exons 6 et 7. Toutes les isoformes
possédent les exons 1 a 5 et ’exon 8. Les parties protéiques codées par les exons 6 et 7 sont
responsables de I’adhésion du VEGF a la matrice extracellulaire et déterminent la
biodisponibilité des différents variants. Ces isoformes sont nommées en fonction du nombre
d’acides aminés de la protéine; le VEGF 121, 145, 165, 189 et 206. Les formes majoritaires
¢tant le VEGF121, 165 et 189. La disponibilité et I’activité de ces isoformes dépendent de
leur capacité a interagir avec les héparan sulfates (HSPGs) et leurs corécepteurs, NRP-1 et
NRP-2.

Le VEGF121 est une protéine faiblement acide qui ne contient ni I’exon 6 ni I’exon 7. Elle ne
se lie pas a I’héparine, est enticrement soluble et diffuse librement aprés sa sécrétion par les
cellules. Le VEGF165 est une glycoprotéine basique capable de se lier a I’héparine (Ferrara
et Davis-Smyth, 1997). Il posseéde une affinité modérée pour I’héparine. Apres sécrétion, 50 a
70 % du VEGEF est retenu a la surface des cellules ou dans la matrice extracellulaire alors que
le reste est sécrété. Le VEGF165 est donc le juste équilibre entre activité et réserve. C’est la
forme la plus importante de VEGF et aussi la plus étudi¢e. Le VEGF189 et le VEGF206 sont
quasi exclusivement piégés dans la matrice extracellulaire (Park et al., 1993). Ces isoformes
associées a la surface cellulaire et a la matrice extracellulaire peuvent étre libérées sous
formes actives et solubles apres clivage protéolytique par I’héparine ou la plasmine. D’autres
isoformes de VEGF existent, le VEGF145 et 206. La diversité des isoformes de VEGF et leur

activité biologique sont décrites dans la revue suivante (Woolard et al., 2009).

L’activité de ces isoformes est variable ce qui permet une réponse biologique graduelle et
contrdlée (Ferrara et Davis-Smyth, 1997). Cette différence d’affinité pour la matrice
extracellulaire permet la formation d’un gradient spatial de VEGF. Le VEGFI121 diffuse
librement et agit sur de longues distances. Le VEGF165 agit a distance et sur les cellules

voisines. Le VEGF189 li¢ a la matrice extracellulaire permet la mise en place de signaux a
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courte distance. Le ratio de ces isoformes varie au cours du développement embryonnaire et
au sein des différents organes chez I’adulte (Ng et al., 2001). Le profil d’expression des
isoformes varie également au cours du développement tumoral et selon le type de tumeur.
Dans D’angiogen¢se tumorale, les isoformes majoritaires sont les isoformes diffusibles
(Cheung et al., 1998). Le VEGF121 est considéré comme 1’isoforme la plus tumorigeéne dans
le cancer du sein (Zhang et al., 2000) et son rdle est prépondérant dans le mélanome (Yu et al.,
2002). L’expression du VEGF121 est augmentée dans les cancers du colon (Uthoff et al.,
2002) et de la prostate (Catena et al., 2007). L’augmentation du ratio VEGF121/VEGF165-
VEGF189 dans les cellules de cancer de la prostate augmente la tumorigenése in vivo
suggérant un rdole important de cette isoforme dans la croissance tumorale. Ces résultats
soulignent I’importance de 1’expression relative des différentes isoformes de VEGF dans la
régulation du développement des cancers de la prostate. De plus, le VEGF121 est capable de
promouvoir la lymphangiogenese dans le cancer du poumon via une induction du VEGF-C
(Kawai et al., 2008). Le VEGF165 est essentiel pour la croissance d’un grand nombre de
tumeurs (Folkman, 2002). Ainsi, son expression est augmentée dans de nombreux cancers
comme les cancers colorectaux, du sein, du poumon et du rein et de 1’ovaire (justifiant
I’utilisation du BVZ). Le VEGF165 induit une forte angiogenése et témoigne d’un mauvais
pronostic vital dans les ostéosarcomes (Lee et al., 1999). Le VEGF189, de par sa structure et
sa liaison a la matrice extracellulaire contribue au développement tumoral en favorisant la
croissance locale des vaisseaux sanguins. Il participe au développement du cancer du sein via
une interaction avec NRP-1 et la mise en place d’une boucle de croissance autocrine. Cette
isoforme est augmentée dans les cancers du rein (RCC pour « Renal Cell Carcinoma ») et les
carcinomes hépatocellulaires. Dans ces tumeurs, le VEGF189 joue un rdle important dans la
régulation de 1’angiogenese et de la croissance tumorale. Les niveaux d’expression sont

corrélés avec la progression tumorale.

ii. Description des différents récepteurs du VEGF

L’action du VEGF passe par une interaction avec les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Ces
deux récepteurs sont indispensables a la mise en place d’un réseau vasculaire normal au cours
du développement embryonnaire. L’invalidation de 1I’un ou I’autre de ces récepteurs entraine
la mort in utero mais avec des phénotypes différents. Ces résultats suggerent des roles
distincts de ces deux récepteurs (Fong et al., 1995; Shalaby et al., 1995). L’absence de

VEGFR-1 empéche la formation de vaisseaux sanguins normaux alors que I’inactivation de
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VEGFR-2 empéche la vasculogenése normale et entraine un défaut de développement des

cellules hématopoiétiques.

Le VEGFR-1 se retrouve a la fois sous forme soluble et sous forme transmembranaire. Son
role n’est pas tres clair. L affinité du VEGF pour ce récepteur est dix fois supérieure que pour
le VEGFR-2. Mais la transduction du signal apres liaison du VEGF est trés faible (Shibuya et
Claesson-Welsh, 2006). Il pourrait donc piéger le VEGF et empécher sa fixation sur le
VEGFR-2. Au cours du développement embryonnaire, il aurait un rdle inhibiteur de la
vasculogenése précoce. Chez ’adulte, il active I’angiogenése et la réponse inflammatoire. Il
maintient la survie des cellules endothéliales en quiescence ou en prolifération (Peters et al.,
1993). 1l régule également la migration des monocytes et des macrophages (Barleon et al.,
1996). Le VEGFR-2 est fortement exprimé a la surface des cellules endothéliales et des
progéniteurs endothéliaux circulants. La liaison du VEGF entraine la dimérisation du
récepteur. Cela permet 1’activation de différentes voies de signalisation impliquées dans la
survie, la prolifération et la migration des cellules endothéliales et favorise la perméabilité
vasculaire (Shibuya et Claesson-Welsh, 2006). Comme pour le VEGFR-1, il existe une forme
soluble qui pourrait avoir un role négatif sur I’angiogenése (Ebos et al., 2004). II est fortement
exprimé au cours du développement embryonnaire puis son expression diminue chez 1’adulte.

Il est de nouveau surexprimé lors de I’angiogenese tumorale (FIG7).

iii. L’action du VEGF sur d’autres cellules

Le VEGF agit sur les cellules endothéliales mais aussi sur d’autres cellules. Il exerce une
action paracrine sur les cellules endothéliales et entraine la fenestration de 1’endothélium
(Roberts et Palade, 1995). Il a un rdéle primordial dans I’induction de 1’angiogenése
physiologique (Ferrara, 2001; Pepper et al., 1992). Il est important dans la physiologie du foie,
du pancréas, des glandes surrénales et du rein. Dans le rein, une régulation fine des niveaux
de VEGF est importante pour établir et maintenir la barricre de filtration glomérulaire. La
délétion d’un allele du VEGF dans les podocytes entraine des maladies rénales, des
protéinuries, des endothélioses et des défauts de fenestration des capillaires. Mais le VEGF a
des effets sur d’autres cellules. En particuliers, il a un réle neuro protecteur de différents types
cellulaires du systéme nerveux (Oosthuyse et al., 2001). Il a également un réle dans la survie
et I’activité des cellules responsables du métabolisme osseux (Zelzer et al., 2004). Il inhibe la
maturation des cellules présentatrices d’antigenes (Gabrilovich et al., 1995). Ces résultats

suggerent que le VEGF faciliterait la croissance tumorale en inhibant la réponse immunitaire
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Figure 7 : Les récepteurs et les voies de signalisations impliqués dans 1’angiogenése

Ce schéma illustre les principaux récepteurs et les voies de signalisations majeures impliquées
dans la régulation de 1’angiogenése tumorale. Ces récepteurs sont présents a la surface des
cellules endothéliales et leur activation favorise la survie, la prolifération et la migration de
ces cellules. Les voies de signalisation activées en aval de ces récepteurs régulent I’expression
de génes et de protéines impliqués dans I’angiogenese. Ces récepteurs sont également
exprimés de fagon aberrante a la surface des cellules tumorales. Les cellules tumorales
secretent les ligands de ces récepteurs et activent 1’angiogenéese. (D apres Jain RK, Nature
Reviews Neuroscience, 2007)
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dirigée contre la tumeur en plus de son rdle sur I’induction de 1’angiogenéese. Le VEGF a
¢galement des effets autocrines. L’expression membranaire des récepteurs est majoritaire
mais les récepteurs du VEGF peuvent étre exprimés a I’intérieur de la cellule (Carmeliet,
2003). Cette expression favorise les effets intracrines du VEGF. Il est impliqué dans la survie
des cellules souches hématopoiétiques (Gerber et al., 2002), des cellules de cancer du sein
(Lee et al., 2007b) et des cellules endothéliales (Lee et al., 2007a). Un défaut de VEGF induit

I’apoptose des cellules endothéliales et la régression vasculaire (Bergers et Benjamin, 2003).

7. Le VEGF et ’angiogenese tumorale

a) Le role central du VEGF et des ses récepteurs

Un grand nombre de cellules cancéreuses humaines expriment le VEGF a des niveaux élevés
(Kerbel et Folkman, 2002). Différents facteurs peuvent induire 1’expression du VEGEF.
L’activation de certaines voies génétiques ou épi-génétiques favorise I’expression du VEGF.
L’hypoxie qui est caractéristique des tumeurs solides est un puissant inducteur du VEGF
(Semenza, 2003). Des mutations qui activent des oncogeénes ou inactivent des genes
suppresseurs de tumeurs induisent également I’expression du VEGF. Au sein de la tumeur les
cellules infiltrantes sont également une source importante de VEGF.

L’expression des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 et des corécepteurs NRP-1 et NRP-2
n’est pas restreinte aux cellules endothéliales. Les cellules tumorales expriment ces récepteurs
qui sont fortement impliqués dans le développement de la tumeur (Ellis, 2006; Lee et al.,
2007a; Lee et al., 2007b). Les cellules tumorales expriment a la fois les récepteurs et le ligand
pour ces récepteurs. Ces observations suggerent que le VEGF jouerait le role de facteur de
croissance autocrine sur les cellules tumorales. La fixation sur son récepteur entraine la
dimérisation, [’autophosphorylation et I’activation des voies de signalisation
RAS/RAF/MEK/ERK («Extracellular signal Regulated Kinase») et PI3K («Phosphoinositide
3 Kinase») impliquées dans la prolifération, la survie et la migration des cellules endothéliales
(FIG7). L’activation du récepteur est amplifiée par la présence a la surface des cellules des
NRPs. Ces corécepteurs ont également montré une possibilité de signalisation propre dans les
cellules cancéreuses de RCC. Dans ces cellules la liaison du VEGF permet ’activation de la
voie de signalisation AKT (Cao et al., 2008). L’expression de NRP-1 est également
augmentée a la surface des cellules tumorales. Dans un grand nombre de cancers,

I’augmentation de 1’expression du VEGF par la tumeur est considérée comme un facteur de

51



Cellules endothéliales
circulantes

o
P
v

b @ Angiopoietin 1
Q
| Q 0
~ Neuropilin Q
. VEGF O

7 @ f Q Tumeur
L% , o
,v ’ VEGFR2 Q\ é

Q “:AA MMPs @ @ o Q

| Ad
@ 0@ «—— @ POGF

(6]
. PDGFR O\o
: Endostatin “

0 & Angiopoietin 2
\ & Q@ o @

S S —bicFe \
. :
| 3 bFGFR S\ * y NS
¢ N Integrin
Xy ¥ £
‘ AN '
Q NS A a7 <
' e

&
d,, Angiogenése par
v 9 . bourgeonnement

Vaisseau sanguin

Figure 8 : Les principaux acteurs de I’angiogenése tumorale
rigure o P p glog

Les tumeurs secrétent un grand nombre de facteurs de croissance (bFGF ou FGF-2, PDGF
et VEGF). Ces facteurs angiogéniques agissent sur les cellules endothéliales des vaisseaux
sanguins proches de la tumeur. IIs stimulent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins en
activant leurs récepteurs a la surface des cellules endothéliales et en permettant le recrutement
de précurseurs circulants a partir de la moelle osseuse. Les métalloprotéases (MMPs) et le
systtme Ang/Tie sont également impliqués dans ce processus. (D apres Folkman J Nature
Rewiews Drug Discovery, 2007)
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mauvais pronostic (Kondo et al., 1994; Pathak et al., 2008; Poon et al., 2001; Salgia, 2011;
Schoenleber et al., 2009). Les taux sériques de VEGF sont trés souvent augmentés chez les
patients. L’expression du VEGF est associée a une stimulation de 1’angiogenése et a un taux
de rechute plus important dans le cancer du sein (Bando et al., 2005), le cancer gastrique
(Maeda et al., 1996) et le cancer du poumon (Farhat et al., 2012). L’angiogenése tumorale est
fortement dépendante de 1’expression du VEGF. L’administration d’un anticorps dirigé contre
le VEGF diminue la vascularisation et la croissance de différents types de tumeurs chez la
souris alors que ces anticorps n’ont aucun effet sur la prolifération cellulaire in vitro (Gerber
et Ferrara, 2005). L’inhibition du VEGFR-2 a les mémes effets (Millauer et al., 1996). A
I’inverse, la surexpression du VEGF augmente ’angiogencse et favorise la croissance

tumorale (Larcher et al., 1998).

b) La régulation de ’expression du VEGF

Dans les conditions physiologiques, 1’expression du VEGF est extrémement controlée.
L’expression anarchique des facteurs pro-angiogéniques et en particuliers le VEGF entraine la
mise en place d’un réseau vasculaire anarchique et peu fonctionnel. Différents facteurs
controlent I’expression du VEGF comme ’hypoxie, la déplétion en glucose, la diminution du
pH, les cytokines inflammatoires, les facteurs de croissance, les oncogénes, les hormones et
certaines chimiokines (Kerbel, 2008).

Méme si I’induction d’expression la plus importante est observée aprés stimulation par les
facteurs de croissance ou les oncogenes, la condition physio/pathologique d’induction de
VEGF la plus étudiée est I’hypoxie (Shweiki et al., 1992). Elle régule la transcription, la
stabilité et la traduction de I’ARNm du VEGF (Dor et al., 2001). Le VEGF posséde dans son
promoteur un élément de réponse a I’hypoxie, ¢lément HRE pour «Hypoxia Response
Element» (Forsythe et al., 1996). Cette séquence permet 1’activation de la transcription du
VEGF en réponse a I’hypoxie par la fixation du facteur de transcription HIF-1 pour «Hypoxia
Inducible Factor». HIF-1 fonctionne sous la forme d’un hétéro-dimere. Il est composé d’une
sous unité HIF-1p3 dont I’expression est constitutive et d’une sous unité HIF-la régulatrice
dont I’expression est régulée par I’hypoxie (Pugh et Ratcliffe, 2003; Semenza, 2003). En
normoxie, la demi-vie de HIF-1a est trés courte. La protéine VHL pour «von Hippel-Lindauy
possede une activité E3 ubiquitine ligase et ubiquitinyle HIF-1o. permettant sa dégradation
par le protéasome (Cockman et al., 2000). En hypoxie, la protéine VHL est inactive ce qui

entraine la stabilisation de HIF-1o. La translocation dans le noyau et I’interaction avec HIF-
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1B entraine 1’activation de la transcription du VEGF en réponse a I’hypoxie. L hydroxylation
de HIF-1a sur des résidus proline spécifiques permet la reconnaissance par la protéine VHL.
C’est un moyen de controler la stabilit¢ de la protéine en fonction de la concentration en
oxygene et de réguler ’expression du VEGF en hypoxie. Il existe trois prolyl-hydroxylases
(PHD1, 2, 3) capables d’hydroxyler HIF-1a sur les résidus responsables de I’interaction avec
la protéine VHL (Epstein et al., 2001). PHD2 semble étre le senseur majeur de la quantité
d’oxygene responsable de la régulation d’HIF-1a (Berra et al., 2003). Une mutation ou une
délétion de VHL provoque la maladie de von Hippel-Lindau. I s’agit d’un syndrome
caractéris¢ par [’apparition de multiples tumeurs bénignes ou malignes fortement
vascularisées (Richard et al., 2004). Cette inactivation de la protéine VHL est également
impliquée dans 1’apparition de cancers sporadiques (Gimenez-Bachs et al., 2007).

L’expression du VEGF en hypoxie n’est pas uniquement régulée au niveau transcriptionnel.
En hypoxie, la transcription du VEGF n’est augmentée que de 3 fois alors que les quantités
d’ARNm sont augmentées de 12 fois (Levy et al., 1995). Cette différence peut étre expliquée
par une régulation de la stabilit¢ de 'ARNm du VEGF (Levy et al., 1996a, b). Cette
régulation de la stabilité est également observée dans le cas de la réponse a une déplétion en
glucose (lida et al., 2002). L analyse du 3’UTR de ’ARNm VEGF a montré¢ qu’il est suffisant
pour déstabiliser rapidement un ARNm caractérisé par une demi-vie longue (Shima et al.,
1996). 1l possede dans sa séquence des séquences riches en AU (séquences ARE pour «AU
Rich Elementy) impliquées dans la régulation de la stabilit¢ des ARNm (Claffey et al., 1998).
La fixation de différentes protéines sur ces séquences stabilise ou déstabilise ’ARNm du
VEGF. La protéine HuR en particulier est responsable de la stabilisation de ’ARNm VEGF
sous hypoxie (Levy et al., 1998). Des sites de polyadénylation sont présents dans le 3’UTR du
VEGF. IIs permettent la polyadénylation différentielle et 1’incorporation dans le 3’UTR de
zones d’instabilités régulant la stabilit¢ de ’ARNm du VEGF. Enfin, I’expression du VEGF
est également régulée au niveau de la traduction de son ARNm. Plusieurs sites alternatifs
d’initiation de la traduction liés a la présence de séquences d’entrées internes du ribosome
(IRES) sont retrouvés dans le 5’UTR de ’ARNm du VEGF. Ces séquences sont notamment
responsable de I’initiation de traduction CAP indépendante dans des conditions d’hypoxie,
condition dans laquelle est observée une inhibition massive de la traduction des ARNm (Huez
et al., 1998). Au niveau traductionnel, I'utilisation des séquences IRES est également
responsable de la production des formes longues du VEGF. Ces formes pourront étre activées

et secrétées apres clivage protéolytique (Huez et al., 2001). Ces séquences IRES augmentent
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la traduction du VEGF dans des conditions de privation en nutriments (Akiri et al., 1998;
Huez et al.,, 1998; Stein et al., 1998). L’expression du VEGF est également régulée
indépendamment de I’hypoxie. Certains facteurs de croissances et certains oncogenes en via
la voie de signalisation ERK induisant la phosphorylation du facteur de transcription Sp-1
activent la transcription du géne VEGF (Milanini-Mongiat et al., 2002; Milanini et al., 1998).
Méme en réponse a I’hypoxie, I’expression de I’ARNm du VEGF peut étre induite

indépendamment de HIF (Arany et al., 2008).

¢) L’hypoxie, I’angiogenése et le cancer : Un trio inséparable

Les cellules tumorales comme toutes les cellules doivent étre a moins de 1 ou 2 millimeétres
de la circulation sanguine pour étre approvisionnées par simple diffusion en oxygene et en
nutriments et maintenir leur survie (Folkman, 1990). Une tumeur en croissance est fortement
confrontée a des problemes de défaut en oxygéne c’est a dire d’hypoxie. Ces zones
hypoxiques favorisent une division rapide des cellules endothéliales et une angiogenése
exacerbée. La présence de zones hypoxiques au sein de la tumeur est une des causes de
I’échec de la radiothérapie dans les tumeurs solides. Les facteurs de transcription HIFs jouent
un role central dans I’adaptation des cellules a la baisse de la quantité d’oxygene. Dans les
cancers, un exces de facteurs pro-angiogénique favorise la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins (Hanahan et Weinberg, 2011). Les facteurs de transcription HIFs activent
I’expression d’un grand nombre de facteurs pro-angiogéniques afin de favoriser I’extension
de la vascularisation et de réduire I’hypoxie intra tumorale (FIG9). Cette activation peut étre
directe si les facteurs en question possédent dans leur promoteur un site de fixation pour HIF
(comme le VEGF par exemple) ou indirecte si HIF active 1’expression d’autres facteurs de
transcription pour réguler 1’expression de ces molécules pro-angiogéniques (comme la

cytokine CXCLS8 par exemple).

i. La régulation du facteur HIF

Les facteurs de transcription HIF sont des facteurs héterodimériques composés de deux sous
unités o et . La réponse des cellules a I’hypoxie est majoritairement régulée par les facteurs
de transcriptions HIF-1 et HIF-2. Contrairement aux sous unités 3 (également nommés ARNT
pour « Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator ») dont 1’expression est constitutive,
les sous unités o sont régulées par I’hypoxie. Dans le noyau, ils régulent la transcription d’un
grand nombre de génes cibles, impliqués dans la réponse a I’hypoxie (Hu et al., 2007a). Ces

deux isoformes régulent un grand nombre de génes en commun mais possedent également des
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cibles plus spécifiques. HIF-1a induit préférentiellement des génes impliqués dans la
glycolyse (Wang et al., 2005). HIF-2a régule I’expression de geénes importants pour la
croissance tumorale, la progression dans le cycle et le maintien de la pluripotence en régulant
I’expression du proto-oncogéne c-Myc (Gordan et al., 2007a).

Le facteur HIF-1a est le membre le plus étudié¢ de la famille des facteurs de transcription HIF.
De nombreuses différences qualitatives et quantitatives existent entre HIF-1a et HIF-2a. Les
genes activés sont différents (Kaelin et Ratcliffe, 2008). En particuliers, HIF-1a va activer ou
inhiber I’activité de I’oncogene c-Myc en fonction du contexte. Dans les RCC, par exemple, il
est considéré comme un géne suppresseur de tumeurs. A 1’inverse, HIF-2a coopére avec c-
Myc pour augmenter la transformation de fibroblastes normaux et la prolifération induite par
I’oncogene. HIF-2a est considéré comme un oncogene (Gordan et al., 2007b). L’expression
de HIF-2a est augmentée dans plusieurs types de tumeurs. Quand HIF-1a est inhibé dans les
cellules souches embryonnaires humaines au profit de HIF-2a, la capacité de ces cellules a
former des tératomes in vivo augmente (Covello et al., 2005). Ces résultats suggérent un role

prépondérant de I’isoforme HIF-2a dans le développement tumoral.

La plupart des génes dont I’expression est régulée par HIF possédent dans leur promoteur une
séquence régulatrice de type HRE. L’expression de HIF-la est induite a partir d’un
pourcentage d’oxygene inférieur a 6% est elle est maximale a environ 0,5% d’oxygene. Il
existe deux types majeurs de senseurs d’oxygene responsable du contrdle de I’expression de
HIF-1a; des hydroxylases dont I’activité est régulée par I’oxygéne. PHD2 et FIH sont les plus
importantes. Dans des conditions d’oxygénation normale, I’hydroxylation de HIF-1a entraine
sa poly-ubiquitinylation par la protéine VHL pour « von Hippel-Lindau » et sa dégradation
par le protéasome. D’autres facteurs régulent 1’expression de HIF-1o. Des modifications post-
traductionnelles régulent son activité. La phosphorylation de HIF-1a par les MAPK joue un
réle important et augmente l’activité transcriptionnelle de HIF-la (Richard et al., 1999).
Certains oncogenes, 1’inhibition de p53 et de PTEN permettent 1’accumulation de HIF-1a. et
des ses genes cibles (Jeong et al., 2002; Zundel et al., 2000). Certains facteurs de croissance
régulent I’expression de HIF-1a, comme I’EGF (Jiang et al., 2001), le TGF-a (Zhong et al.,
2000), I'IGF (Krishnamachary et al., 2003) et I’'IL-1 (Jung et al., 2003).
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Figure 9 : La régulation de I’angiogenése tumorale par I’hypoxie

En normoxie, les senseurs d’oxygeéne contribuent a la destruction et a I’inactivation du facteur
de transcription HIF-1. Dans une tumeur en croissance les cellules tumorales s’¢loignent des
vaisseaux sanguins intra-tumoraux ce qui entraine la formation de zones hypoxiques ou la
pression en oxygene est tres faible. En réponse a 1’hypoxie intra-tumorale le facteur HIF-1 est
stabilisé. Cette stabilisation induit la transcription de différents geénes impliqués dans
I’angiogenese tumorale, comme le VEGF. Les cellules tumorales hypoxiques augmentent la
production de facteurs angiogéniques pour stimuler 1’angiogenése tumorale et rétablir une
oxygénation normale et favoriser la croissance tumorale. (D apres Pouyssegur J, Dayan F et

Mazure N, Nature Reviews, 2006)
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ii. L’hypoxie et la progression tumorale

Les geénes cibles de HIF-1 impliqués dans I’angiogenése tumorale sont le VEGF et ses
récepteurs VEGFR, les angiopoietines, le PDGF-f, le récepteur Tie-2 et les MMP-2 et MMP-
9 (Hickey et Simon, 2006). Parmi ces génes cibles le VEGF a un réle majeur. Sa transcription
est stimulée par [’hypoxie et par la fixation de HIF-1 au niveau de son promoteur (Forsythe et
al., 1996). Les facteurs HIF-1 et HIF-2 exercent des effets opposés sur la régulation de
I’angiogenese. Les deux isoformes augmentent 1’expression du VEGF mais régulent de facon
différentielle I’expression de la cytokine CXCLS8 également impliquée dans I’angiogenese.
HIF-1 inhibe de fagon indirecte I’expression de CXCLS8 via une diminution de 1’activité¢ du
facteur de transcription Nrf-2. A I’inverse, HIF-2 augmente de fagon indirecte I’expression de
CXCLS8 en favorisant 1’activité du facteur de transcription Sp-1 (Loboda et al., 2012). Ces
résultats démontrent les effets complexes des isoformes de HIF. Cette complexité résulte
d’une coopération avec d’autres facteurs de transcription. Ces facteurs pouvant constituer des
cibles thérapeutiques potentielles dans les traitements pro- et/ou anti-angiogéniques. Pour
clarifier le role d’HIF-la dans le développement tumoral, des cellules souches
embryonnaires HIF-1a +/+ ou HIF-1a -/-, ont été injecté en sous cutané a des souris immuno-
déficientes. Ces cellules forment des tératocarcinomes. L’équipe du Dr Carmeliet a montré
que dans les tumeurs HIF-1a -/- la densité vasculaire, le diamétre des vaisseaux, le flux
sanguin, I’oxygénation et I’expression du VEGF sont diminués par rapport aux tumeurs HIF-
la +/+. Trois fois plus de zones hypoxiques sont détectées dans les tumeurs HIF-1a -/-. De
facon surprenante, la croissance tumorale est identique dans les deux conditions voire
supérieure dans le cas des tumeurs HIF-1a -/-. Dans ces tumeurs a-vasculaires, des cellules
plus agressives sont sélectionnées et favorisent la reprise de la croissance tumorale (Carmeliet
et al., 1998). De fagon contradictoire, I’équipe du Dr Ryan a montré que les cellules HIF-1a -
/- ont une capacité réduite a former des tumeurs. Au sein de ces tumeurs 1’apoptose est
augmentée mais aucune différence significative de densité vasculaire et de flux sanguin n’est
observée (Ryan et al., 2000). Ces résultats démontrent que 1’angiogenese dépendante de HIF-
lan’est pas indispensable a la formation de tumeurs et qu’HIF-1a contrdle la croissance
tumorale de fagon conditionnelle en fonction du type de tumeurs et de I’environnement

tumoral.
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iii. L’hypoxie comme cible thérapeutique

L’hypoxie est un phénomene crucial pour la croissance et le développement tumoral. Le role
central de HIF dans I’activation des différents facteurs et voies de signalisation favorisant la
progression tumorale en fait une cible thérapeutique potentielle intéressante (Monti et
Gariboldi, 2011; Poon et al., 2009; Semenza, 2003). Dans le cancer du sein, une expression
¢levée de HIF-la est associée a un mauvais pronostic vital des patients. La survie sans
progression et la survie globale sont diminuées (Trastour et al., 2007). Plusieurs inhibiteurs de
HIF-1 sont en cours d’étude dans le traitement des cancers. Dans le cancer de la prostate,
deux inhibiteurs de HIF-la, le P3155 et le NSC-134754 sont utilisés dans des modéles
précliniques. Le premier présente des effets anti-tumoraux in vitro et in vivo (Manohar et al.,
2011). Le deuxiéme entraine des altérations métaboliques dans les cellules in vitro. In vivo cet
inhibiteur inhibe la croissance tumorale sans altérer de facon significative les fonctions
vasculaires (Baker et al., 2012). Un autre inhibiteur, ELRS10444, qui bloque I’activité¢ de
HIF-1a et HIF-2a est testé dans le cancer du rein. Il inhibe la prolifération, la survie et induit
I’apoptose des cellules de RCC in vitro. Dans deux modéles indépendants de RCC in vivo il
diminue I’angiogenéese et la croissance tumorale (Carew et al., 2012). Comme beaucoup
d’autres protéines impliquées dans le développement des cancers, la surexpression de HIF-1
n’est pas retrouvée dans toutes les tumeurs. Quand celle-ci est présente elle n’est pas toujours
associée a une augmentation de la mortalité. Dans les cancers oraux a cellules squameuses, la
surexpression de HIF-1 dans les stades précoces de la maladie est favorable a la survie des
patients (Fillies et al., 2005). Ces observations suggerent qu’une généralisation est impossible

et que HIF-1 ne peut pas étre une cible thérapeutique dans tous les cancers.

d) Le VEGF et les MMPs (pour « Matrix Metallo Proteases »)

La biodisponibilit¢ du VEGF est régulée par le clivage protéolytique du VEGF associé a la
matrice extracellulaire. La matrice extracellulaire est un réservoir de VEGF. Ce VEGF est
libéré lors de la dégradation de la matrice extracellulaire ou par un clivage du VEGF lui
méme pour donner des formes solubles. Les acteurs de cette libération sont les héparinases, la
plasmine et les MMPs. Nous nous focaliserons ici sur le réle des MMPs.

Les MMPs liberent le VEGF lié a la matrice extracellulaire. Les formes solubles libérées se
lient au VEGFR-2, induisent sa phosphorylation et stimulent I’angiogenése in vivo. Le
récepteur utilisé est identique mais le mode de formation des vaisseaux est différent de celui
utilisé par le VEGF soluble. Ces formes liées a la matrice favorisent une hyperplasie

vasculaire, caractérisée par une diminution de la densité vasculaire mais une augmentation de
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la largeur des vaisseaux. A I’inverse, les formes de VEGF résistantes au clivage par les
MMPs favorisent I’angiogenése par bourgeonnement caractérisée par une formation excessive
et anarchique de nouvelles ramifications a partir du réseau vasculaire existant. Les enzymes
qui dégradent la matrice extracellulaire sont essentielles au développement tumoral.
L’expression des MMPs est augmentée dans différentes lignées de cellules tumorales. Ainsi,
ces protéases représentent des cibles thérapeutiques intéressantes dans le traitement des
cancers. Cependant, le role des MMPs dans les tumeurs est trés complexe. Dans certains cas,
une inactivation des MMPs facilite 1’expansion tumorale (Balbin et al., 2003; Overall et
Lopez-Otin, 2002). Les MMPs ne possédent pas seulement une activité pro-angiogénique
(Pozzi et al.,, 2000). Elles suppriment la néo-vascularisation en activant et libérant des
inhibiteurs de 1’angiogenése (Hamano et al., 2003). L’utilisation d’inhibiteurs bloquant
I’activité de I’ensemble des MMPs n’a pour I’instant montré aucun effet bénéfique dans le
traitement des cancers chez I’homme. Ces résultats suggerent la nécessité¢ d’approfondir les
connaissances du role des MMPs dans 1’angiogenése tumorale en fonctions du type de tumeur.
Cela permettrait d’évaluer la pertinence de cibler spécifiquement certaines MMPs dans le

traitement des cancers.

En conclusion, I’interaction entre le VEGF et ses récepteurs est essentielle pour la régulation
des processus angiogéniques physiologiques et pathologiques. Dans des conditions
physiologiques il existe un équilibre entre les facteurs pro et anti-angiogéniques et donc une
absence d’angiogenése. Lors du « switch angiogénique » la tumeur a-vasculaire va devenir de
plus en plus hypoxique et subit différentes mutations qui aboutissent au déséquilibre de cette
balance en faveur des facteurs pro-angiogéniques et en particuliers du VEGF. L’induction de
I’expression de HIF-1 dans les cellules tumorales, endothéliales et stromales hypoxiques
stimule la libération d’un grand nombre de facteurs angiogéniques. Ce pool de stimuli attire
au sein de la tumeur des cellules myéloides qui amplifient 1’environnement angiogénique en
sécrétant leurs propres cytokines et facteurs angiogéniques. Les cellules tumorales secrétent
des quantités importantes de VEGF qui favorisent la prolifération des cellules endothéliales
des vaisseaux adjacents a la tumeur. Cela permet d’attirer les vaisseaux sanguins au sein de la
tumeur et de favoriser sa croissance et sa dissémination.

L’ensemble de ces informations démontre I’importance de 1’angiogencse dans le
développement tumoral et la formation des métastases. L’angiogenése est une cible
thérapeutique de choix dans le traitement des cancers depuis le début des années 2000. La

plupart des traitements ciblent la voie de signalisation du VEGF. Mais comme nous 1’allons le
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voir dans les chapitres suivant beaucoup d’autres facteurs peuvent moduler 1’angiogenése et
offrir d’autres cibles thérapeutiques intéressantes. La composition de la matrice extracellulaire
au contact du réseau vasculaire peut affecter 1’angiogenése positivement ou négativement
(Nyberg et al., 2005). La libération par clivage protéolytique du VEGF piégé dans la matrice
régule la biodisponibilité du VEGF et la formation des vaisseaux (Lee et al., 2005). Le contact
entre les péricytes et les cellules endothéliales permet d’induire la quiescence des vaisseaux

(Bergers et Song, 2005) et de réguler la maturation vasculaire.

8. Le VEGTF et le paradoxe des tumeurs neuroendocrines (NETs)

Les NETs sont des tumeurs trés vascularisées. La densité microvasculaire est 10 a 30 fois
supérieure par rapport a d’autres cancers (Couvelard et al., 2005; Takahashi et al., 2007). Le
tissu endocrine normal posséde un réseau vasculaire dense indispensable au maintien des
¢échanges entre les cellules endocrines et le sang ainsi qu’a la sécrétion hormonale. Les
cellules endocrines normales produisent de fagon constitutive du VEGF pour développer et
organiser ce réseau vasculaire (Christofori et al., 1995). Ainsi, les cellules des NETs
synthétisent et sécrétent des quantités importantes de VEGF (Villaume et al., 2010).
L’angiogenese dépendante du VEGF joue un rdle primordial dans la tumorigenése endocrine
et la progression tumorale (Inoue et al., 2002).

La vascularisation intratumorale est plus importante dans les tumeurs bénignes. De plus, la
densité vasculaire est plus importante dans les tumeurs de bas grade que dans les tumeurs de
haut grade. Elle est associée avec un bon pronostic et une augmentation de la survie
(Couvelard et al., 2005; Takahashi et al., 2007). Dans ces tumeurs, contrairement a la plupart
des autres carcinomes, la densité du réseau vasculaire est un marqueur de différenciation et
pas un marqueur d’agressivité. Ainsi, les NETs les plus vascularisées sont, les plus
différenciées et les moins angiogéniques donc les moins agressives. Ce paradoxe n’est pour
I’instant validé que pour les NETs du pancréas. L’angiogenése est trés peu étudiée dans les
autres NETs et les résultats sont contradictoires.

Les traitements anti-angiogéniques sont indiqués dans le traitement des carcinomes
métastatiques. La régulation de I’angiogenése dans ces tumeurs est-elle identique dans les
phases métastatiques ? Une angiogenéese active est requise pour le développement tardif des
métastases au foie. Malgré D’existence de ce paradoxe, l'intérét potentiel des anti-
angiogéniques dans le traitement des NETs de bas grades a largement ét¢ démontré par
différentes études cliniques (Lindholm et al., 2012; Raymond et al., 2011). Des résultats

spectaculaires ont été ont été obtenus avec I’utilisation du sunitinib dans le traitement des

61



tumeurs pancréatiques neuroendocrines. Dans une étude de phase III, un traitement journalier
de 37,5 mg de sunitinib double le taux de survie sans progression (11,4 mois dans le groupe
sunitinib vs 5,5 mois dans le groupe contrdle), augmente la survie globale (a la fin de 1’étude,
9 déces dans le groupe sunitinib contre 21 dans le groupe contrdle) et le taux de réponse
objective (9,3% dans le groupe sunitinib vs 0% dans le groupe contrdle) par rapport au groupe
non traité. D’apres ces résultats, 1’utilisation du sunitinib dans le traitement des tumeurs

pancréatiques neuroendocrines est tres efficace (Raymond et al., 2011).

9. Les autres voies de signalisations impliquées dans I’angiogenese

a) La voie de signalisation Notch/DI1l4

La formation d’un réseau vasculaire hiérarchisé nécessite un dialogue entre différentes voies
de signalisation. Les voies de signalisation Notch et VEGF interagissent a différents niveaux
pour réguler I’angiogencse tumorale. Les vaisseaux tumoraux sont anormaux et peu

fonctionnels. Cependant, leur croissance peut encore étre bloquée en ciblant ces voies.

i. Son role au cours de I’angiogenése

Au cours de I’angiogenése, les « tip cells » sont sélectionnées pour guider le bourgeonnement
des vaisseaux en formation. Si toutes les cellules endothéliales répondent aux signaux pro-
angiogéniques de facon non coordonnée, cela entraine un bourgeonnement non régulé. Les
vaisseaux désorganisés ne forment pas un réseau mature et la perfusion est alors limitée. La
signalisation Notch/DIl4 pour « Delta like ligand 4 » est essentielle pour la régulation du
bourgeonnement vasculaire au cours du développement (Hellstrom et al., 2007). La délétion
de Notch ou de DIl4 entraine des défauts majeurs dans la vascularisation et une mortalité
embryonnaire (Gale et al., 2004; Limbourg et al., 2005). Une inhibition de cette voie de
signalisation augmente la formation de « tip cells », le bourgeonnement et la formation de
nouveaux vaisseaux. L’expression de D114 est augmentée dans les « tip cells » alors que dans
les cellules voisines « stalk cells » la signalisation Notch permet de bloquer ’activation du
bourgeonnement de ces cellules. D114 est un régulateur négatif du bourgeonnement vasculaire
qui est indispensable pour la formation d’un réseau vasculaire normal au cours du
développement (Suchting et al., 2007).

L’implication de Notch n’est pas restreinte a une angiogenese physiologique. L’inhibition de
cette voie dans des modeles de tumeurs augmente le bourgeonnement et la formation de
nouvelles ramifications de fagon excessive. Cependant ces vaisseaux ne sont pas fonctionnels.

Cela entraine une augmentation de I’hypoxie et une diminution de la perfusion tumorale.
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Bloquer la voie Notch/DIl4 dans les tumeurs inhibe la croissance tumorale. Ainsi la voie de
signalisation Notch est considérée comme une cible thérapeutique potentielle dans le
traitement des cancers (Noguera-Troise et al., 2006; Ridgway et al., 2006). La signalisation
VEGF est a I'origine de I’effet différentiel de la voie Notch sur les cellules endothéliales en
cours de bourgeonnement. L’expression de DII4 dans les « Tip cells » est induite en réponse
au VEGF alors que dans les cellules voisines 1’activation de Notch par DII4 inhibe
I’expression du récepteur au VEGF, le VEGFR-2 ce qui limite les réponses pro-
angiogéniques dans ces cellules (del Toro et al., 2010; Lobov et al., 2007; Suchting et
Eichmann, 2009). L’activation de la voie de signalisation Notch/DlI4 en aval du VEGF joue
un role majeur dans le remodelage des vaisseaux sanguins tumoraux (Hainaud et al., 2006)

mais aussi dans des modéles d’ischémie chez la souris (Cristofaro et al., 2013).

ii. La voie de signalisation Notch/DIl4 comme cible thérapeutique

La voie de signalisation Notch/DI114 est une cible thérapeutique potentielle dans le traitement
des cancers. La voie de signalisation Notch en réponse au DII4 contrdle et limite la réponse
angiogénique induite par le VEGF. L’angiogenese induite par le VEGF est excessive et non
régulée. Les vaisseaux formés ne sont pas fonctionnels. La voie Notch/DIl4 permet une
régulation négative induite par le VEGF lui méme pour contrebalancer sa propre activité
angiogénique. En réponse, les vaisseaux sont plus fonctionnels car plus différenciés et plus
matures. Dans plusieurs modeles précliniques bloquer D114 inhibe la croissance tumorale des
tumeurs sensibles ou insensibles aux anti-VEGFs. Ces résultats suggérent que DIl4
constituerait une nouvelle stratégie thérapeutique dans le traitement des cancers. Un anticorps
bloquant anti-DlI4, le demcizumab ou OMP-21M18, est en cours d’essai clinique de phase |
dans le traitement du cancer pancréatique en association avec la gemcitabine (étude clinique
NCTO01189929) et celui du cancer du poumon (étude clinique NCT01189968) en combinaison
avec le carboplatine. Cependant, les effets secondaires potentiels restent incertains. Une
inhibition chronique de DIl4 perturbe I’homéostasie vasculaire ce qui pourrait entrainer des

pathologies séveres dans différents organes.

b) La voie de signalisation PDGF/PDGFR

i. Le role des péricytes

Les péricytes ont été décrits, il y a plus de 100 ans, comme les cellules musculaires lisses
entourant les capillaires sanguins. Ils favorisent la stabilisation vasculaire et régulent le flux
sanguin. Mais ces cellules possédent des fonctions plus complexes. Elles répondent a des

stimuli angiogéniques pour guider le bourgeonnement vasculaire. Elles favorisent la survie
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des cellules endothéliales et la réponse immunitaire avec une activité proche de celle des
macrophages. Comme les macrophages, les péricytes effectuent de la pinocytose et de la
phagocytose. Cette fonction inattendue et le role des péricytes dans la formation et le maintien

des vaisseaux sanguins sont décrits dans la revue suivante (Bergers et Song, 2005).

ii. Le facteur de croissance PDGF-B

Le facteur de croissance PDGF-B est responsable du recrutement des péricytes lors de la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Les cellules endothéliales expriment le PDGF-B
alors que les péricytes expriment le récepteur du PDGF-B (Betsholtz, 2004). Cette
distribution suggere une signalisation paracrine entre les deux types cellulaires (Enge et al.,
2002). Une fois recrutés au niveau des vaisseaux sanguins, les péricytes entrainent une
différenciation et un arrét de croissance des cellules endothéliales (Gerhardt et Betsholtz,
2003). Le contact entre les cellules endothéliales et les péricytes active la signalisation TGFf.
Cette activation inhibe la prolifération et la migration des cellules endothéliales (Orlidge et
D'Amore, 1987) et diminue 1’expression du récepteur VEGFR-2 a la surface des cellules
endothéliales (Mandriota et al., 1996). En retour les cellules péri-vasculaires se différencient
en péricytes (Ramsauer et D'Amore, 2002). Ainsi, les vaisseaux sanguins sont stabilisés et

fonctionnels.

¢) Le systeme Tie/Ang

Une autre voie de signalisation importante dans la maturation vasculaire est le systéme
Tie/Ang. Le récepteur Tie-2 est exprimé a la surface des cellules endothéliales. Sa stimulation
par Ang-1 entraine la maturation vasculaire par le recrutement des péricytes. A I’inverse la
stimulation par Ang-2, en diminuant le contact entre les cellules endothéliales et les péricytes,
déstabilise les vaisseaux sanguins (Sundberg et al., 2002). En présence de VEGF, Ang-2
favorise la formation de nouveaux vaisseaux sanguins par bourgeonnement. En absence de
VEGF, Ang-2 provoque la mort des cellules endothéliales et la diminution du nombre de

vaisseaux (Hanahan, 1997).

i. La maturation vasculaire au sein des tumeurs

L’angiogenése tumorale provoque une vascularisation désorganisée et chaotique. Les
vaisseaux formés sont tortueux avec un diamétre irrégulier et sont perméables. Le flux
sanguins n’est donc pas efficace. La stimulation continue des cellules endothéliales par les
facteurs pro-angiogénique produits par la tumeur entraine un remodelage constant des

vaisseaux sanguins (Bergers et Benjamin, 2003). Les péricytes tumoraux sont également
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anormaux. Leur abondance est largement diminuée par rapport au tissu sain et ils sont
faiblement attachés aux cellules endothéliales. L’expression des marqueurs spécifiques des
péricytes est différente. Dans les tumeurs I’expression du marqueur a-SMA est augmentée
dans les péricytes. Cette augmentation est corrélée a une augmentation de la taille tumorale et
est associée a une augmentation de I’expression d’un autre marqueur, la desmine dans les
tumeurs de stade avancé. (Morikawa et al., 2002). Au cours du développement, la mort de
I’embryon est provoquée par une diminution de plus de 90% des péricytes (Abramsson et al.,
2003). Cela suggere que la quantité faible de péricytes présente au niveau des vaisseaux
tumoraux est suffisante pour assurer la fonctionnalité vasculaire en favorisant la survie des
cellules endothéliales et la stabilisation des vaisseaux sanguins. Dans des modeles de tumeurs
pancréatiques et coliques, I'inhibition de la voie de signalisation PDGFR provoque un
détachement des péricytes. Ces modifications entrainent une diminution de la densité
vasculaire et inhibent la croissance tumorale (Bergers et al., 2003; Shaheen et al., 2001). Ces
résultats démontrent que les vaisseaux tumoraux utilisent les mémes signaux qu’au cours du
développement embryonnaire. Méme si au sein de la tumeur la quantité de péricytes diminue,
elle permet de maintenir I’intégrité et la fonctionnalité¢ des vaisseaux. Bloquer la signalisation
PDGF constitue donc une méthodologie thérapeutique intéressante dans le traitement des
cancers. Cibler le VEGF et le PDGF en méme temps semble plus efficace pour déstabiliser les
vaisseaux et diminuer la croissance tumorale (Pietras et Hanahan, 2005). En paralléle, les
vaisseaux immatures dépourvus de péricytes sont plus sensibles aux thérapies anti-VEGF
(Benjamin et al., 1999). Ces résultats suggerent 1’intérét de cibler les deux voies en méme
temps. Cela expliquerait 1’efficacité des inhibiteurs de récepteurs tyrosine kinase ciblant le
VEGFR et le PDGFR sur la diminution de la vascularisation et 1’inhibition de la croissance
tumorale par rapport aux inhibiteurs spécifiques du VEGF (Bergers et al., 2003; Pietras et
Hanahan, 2005; Shaheen et al., 2001).

ii. Les roles physiologiques du systéeme Ang-Tie

Ang-1, Ang-2, Tie-1 et Tie-2 sont impliqués dans le remodelage et la maturation vasculaire au
cours du développement embryonnaire (Augustin et al., 2009). Ang-1 favorise la protection
des wvaisseaux sanguins. Il réduit la perméabilité vasculaire induite par des facteurs
angiogéniques, comme le VEGF, en réduisant les espaces entre les cellules endothéliales
(Baffert et al., 2006). Ang-2 favorise le détachement des péricytes dans un contexte
angiogénique (Hammes et al., 2004). De plus, il permet le remodelage vasculaire pendant

I’inflammation (Tabruyn et al., 2010).
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iii. Le systéme Ang-Tie dans ’angiogenése tumorale et la formation de métastases

Au cours de I’angiogenése tumorale, I’expression d’Ang-2 est augmentée. Les niveaux
plasmatiques chez les patients permettent d’évaluer la progression et la formation de
métastases dans les mélanomes (Helfrich et al., 2009) et les cancers de la vessie (Szarvas et
al., 2008). L’augmentation de I’expression d’Ang-2 entraine le détachement des péricytes et
la régression vasculaire. Cela entraine 1’apparition de zones hypoxiques, la production de
VEGF et I'initiation de I’angiogenése (Holash et al., 1999a). Différentes études cherchent a
comprendre comment Ang-1 et Ang-2 peuvent induire respectivement une stabilisation
vasculaire et une angiogenese en se liant au méme récepteur Tie-2 (Saharinen et al., 2008).
L’inhibition d’Ang-2 réduit la croissance tumorale dans différents modeles murins. Ces
résultats suggérent qu’Ang-2 a un role prépondérant dans les cancers (Huang et al., 2011).
Ang-2 est un régulateur important de I’angiogencse, de la maturation et de I’intégrité
vasculaire. L’expression dynamique d’Ang-2 est corrélée avec une angiogencse exacerbée et
un mauvais pronostic vital dans plusieurs types de tumeurs. Ang-2 est donc une cible
thérapeutique intéressante. Dans des modeles de xénogreffes, son inhibition limite
I’angiogenese et la croissance tumorale (Leow et al., 2012). L’étude de la croissance cellules
tumorales syngéniques dans des modéles murins Ang-2 -/- suggérent qu’Ang-2 est requis
pour les premiéres étapes du développement tumoral (Nasarre et al., 2009). Dans le cancer du
sein, I’expression d’Ang-2 induit une modification profonde du phénotype vasculaire tumoral
(Reiss et al., 2009). Inhiber Ang-2 réduit la croissance tumorale, la quantité¢ de vaisseaux
sanguins et favorise la maturation vasculaire. Bloquer Ang-1 n’inhibe pas la vascularisation ni
la croissance tumorale. Inhiber Ang-1 en combinaison avec Ang-2 prévient la normalisation
vasculaire (Falcon et al., 2009). Combiner !’inhibition d’Ang-2 avec I’utilisation des
chimiothérapies ou des molécules anti-angiogéniques augmente [’effet anti-tumoral par
rapport a la monothérapie (Brown et al., 2010; Hashizume et al., 2010). Dans les
glioblastomes, la surexpression d’Ang-2 inhibe les effets du traitement anti-VEGFR-2. Ces
résultats suggerent que des niveaux élevés d’Ang-2 inhibent 1’effet des thérapies anti-
angiogéniques (Chae et al., 2010). Des études cliniques sont en cours pour évaluer I’efficacité
anti-tumorale de la combinaison d’inhibiteurs d’Ang-2 et d’anti-angiogéniques. Au cours
d’un traitement anti-angiogénique, Ang-1 protége la vascularisation tumorale, limite
I’hypoxie, augmente le diametre et la maturation des vaisseaux sanguins (Huang et al., 2009).
La normalisation vasculaire observée au cours d’un traitement anti-angiogénique dépend de

I’expression d’Ang-1 (Nasarre et al., 2009). Une augmentation de 1’expression d’Ang-1 dans
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la tumeur est responsable du recrutement des péricytes au cours de la normalisation vasculaire
observée au cours d’un traitement anti-VEGFR-2 (Winkler et al., 2004).

En conclusion, le systtme Ang-Tie, en particuliers Ang-2, est une nouvelle cible
thérapeutique pour les traitements anti-angiogéniques. Cibler Ang-2 améliorerait 1’efficacité
des traitements anti-VEGF. Cependant les mécanismes moléculaires résultants de 1’activation
de la voie de signalisation Ang-Tie ne sont pas totalement élucidés. Une meilleure

compréhension est indispensable pour la mise en place des thérapies futures.
10. La lymphangiogenése

Le systéme lymphatique joue un rdle essentiel dans la réponse immunitaire. Il facilite
I’activation des défenses de 1’organisme. Il permet de mettre en contact les antigénes et les
cellules immunitaires au niveau des ganglions lymphatiques. Les vaisseaux lymphatiques sont
¢galement importants au cours du développement tumoral. Ils facilitent I’invasion tumorale et
la dissémination métastatique. Le systeme lymphatique est considéré actuellement comme

une cible thérapeutique potentielle dans le traitement des cancers.

a) Le couple VEGFR-3/VEGF-C ou VEGF-D

Le systtme VEGFR-3/VEGF-C/VEGF-D est un des acteurs majeurs dans le développement
du systeme lymphatique (Karkkainen et al., 2004). L’invalidation du récepteur ou des ligands
entraine la mort au cours du développement embryonnaire (Alitalo et al., 2005). Les cellules
endothéliales lymphatiques se différencient a partir des vaisseaux sanguins. Ce mécanisme
dépend de I’expression du facteur de transcription PROX-1 qui détermine la différenciation
en cellule endothéliale lymphatique (Oliver et Alitalo, 2005; Wigle et Oliver, 1999). Deux
copies fonctionnelles du geéne proxI sont nécessaires pour induire la différenciation des
cellules endothéliales lymphatiques et la formation des valves lymphatiques (Oliver et
Srinivasan, 2010). Une autre protéine importante dans ce systéme est la glycoprotéine LY VE-
1 pour «Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1». Il s’agit d’un homologue du
récepteur CD44. C’est un marqueur des cellules endothéliales lymphatiques trés utilisé dans
les tissus normaux et tumoraux pour détecter la présence de vaisseaux lymphatiques. Mais le
role physiologique de LYVE-1 dans le systéme lymphatique n’est toujours pas €lucidé. Un
article récent démontre une interaction entre FGF-2 et LYVE-1. FGF-2 induit la
lymphangiogenese de fagon directe (Shin et al., 2006) ou indirecte via la surexpression de

VEGF-C (Cao et al., 2012a). LYVE-1 inhibe la lymphangiogenése induite par FGF-2. Ces
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résultats suggerent une interaction fonctionnelle entre LYVE-1 et FGF-2 (Platonova et al.,

2013).

b) La lymphangiogenese et la progression tumorale

La lymphangiogenese est impliquée dans la progression tumorale. Le systeme lymphatique
est la route privilégiée pour la dissémination métastatique (Fukumura et al., 2010). Les
caractéristiques structurales des vaisseaux lymphatiques facilitent I’échappement des cellules
tumorales. Ils sont dépourvus de lame basale et de jonctions serrées. Les jonctions
intercellulaires sont beaucoup plus laches que celles des vaisseaux sanguins. Enfin, les
mouvements de fluides a I'intérieur des vaisseaux lymphatiques sont beaucoup plus lents. Ces
caractéristiques facilitent I’entrée des cellules tumorales et la formation de métastases, cause
majeure de mortalité (Achen et al., 2005).

Plusieurs études montrent une corrélation entre la lymphangiogenése tumorale et
I’envahissement des ganglions lymphatiques par les cellules tumorales (Achen et al., 2006).
Cette invasion est souvent la premicre étape nécessaire a la dissémination métastatique. Les
tumeurs sur-expriment le VEGF-C et le VEGF-D par rapport au tissu sain. Cette expression
est attribuée aux cellules tumorales et aux cellules stromales infiltrant la tumeur. La
production de VEGF-C et de VEGF-D par les macrophages amplifie la lymphangiogenese
tumorale (Tammela et Alitalo, 2010). En parall¢le, la production par les cellules tumorales
d’autres facteurs de croissance, comme le VEGF, le FGF, le PDGF, I’'HGF et I'IGF induit
¢galement la lymphangiogenése et la formation de métastases. Ces facteurs permettent le
recrutement, au sein de la tumeur, des cellules inflammatoires qui stimulent la production de

VEGF-C (Tammela et Alitalo, 2010) (FIG10).
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Figure 10 : Les récepteurs et les voies de signalisation impliqués dans la
lymphangiogenése

Ce schéma illustre les principaux récepteurs et voies de signalisation majeures impliquées
dans la lymphangiogenese. Ces récepteurs sont présents a la surface des cellules endothéliales
lymphatiques et I’activation des voies de signalisation en aval régule la lymphangiogenése.
Les récepteurs impliqués dans la régulation de la lymphangiogenése et les voies impliquées
sont également impliqués dans la régulation de I’angiogenése. Un lien étroit existe entre ces
deux processus majeurs. (D’aprés Wissmann C et Detmar M, Clinical Cancer Research,
2006)
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¢) Un lien étroit entre angiogenése et lymphangiogenése

Dans des modeles murins, I’inhibition de la lymphangiogenése par une forme soluble du
récepteur VEGFR-3 ou un anticorps bloquant réduit 1’invasion des ganglions lymphatiques
par les cellules tumorales (Tammela et Alitalo, 2010). La signalisation VEGFR-3 contribue
¢galement a I’angiogenese tumorale. Ce récepteur est présent sur les deux types de cellules
endothéliales (Tammela et al., 2008). L’implication de ce récepteur a la fois dans
I’angiogenese et la lymphangiogenése en fait une cible thérapeutique intéressante. Bloquer
VEGFR-3 permettrait d’agir en méme temps sur I’angiogené¢se et la lymphangiogenése pour
limiter la progression tumorale. De plus, certaines formes de VEGF-C se lient au VEGFR-2 et
donc exercent une action pro-angiogénique (Hirakawa et al., 2005). Ces résultats suggerent un
lien étroit entre I’angiogenése et la lymphangiogenese validant 1’intérét de cibler ces deux
voies en parallele dans les traitements anti-cancéreux. Plusieurs études établissent un lien
direct entre la densité de vaisseaux lymphatiques et la formation de métastases intra
ganglionnaires (Ji, 2006). Mais le développement lymphatique est également associ¢ a un
meilleur de taux de survie. Il faciliterait le recrutement des cellules dendritiques et la mise en
place d’une réponse immunitaire dirigée contre les cellules tumorales (Ji, 2006). Il existe
¢galement une corrélation directe entre 1’expression de VEGF-C/D et la formation de
métastases ganglionnaires (Wissmann et Detmar, 2006). Des efforts sont nécessaires pour
confirmer la valeur pronostique de la lymphangiogenése dans la progression des différents

types de cancers (Van der Auwera et al., 20006).

En conclusion, un lien étroit existe entre I’angiogenese et la lymphangiogenese tumorale. Ces
deux mécanismes sont indispensables a la croissance tumorale et a la dissémination
métastatique. De nombreux facteurs régulateurs sont communs aux deux mécanismes.
Trouver un moyen de cibler de maniére concomitante 1’angiogenése et la lymphangiogenése
limiterait de facon plus efficace la croissance tumorale et 1’apparition de résistances souvent
observées lors des traitements. C’est le cas par exemple du sunitinib et du sorafenib, deux
inhibiteurs qui bloque, entre autre, 1’activation des récepteurs VEGFR-1, VEGFR-2 et
VEGFR-3. Cela pourrait expliquer ’efficacité plus importante de ces inhibiteurs par rapport
au BVZ spécifique du VEGF-A.
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PARTIE 2 : Inflammation et cancer « Un tandem de choc »

L’inflammation a un rdle critique dans le développement tumoral (Karin, 2006). Le
microenvironnement inflammatoire est un composant essentiel des tumeurs (Mantovani et al.,
2008). Les deux voies de signalisations majeures sont la voie NFkB et la voie de signalisation
STATS3. Une inflammation chronique peu favoriser le développement tumoral. Les personnes
présentant des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) ont un risque plus
important de développer un cancer colorectal (Jawad et al., 2011; Waldner et Neurath, 2009).
L’infection par des virus de type HPV oncogenes (pour « Human Papilloma Virus »)
augmente le risque de développer différents cancers, comme les cancers du col de I’utérus et
les cancers de la téte et du cou. Toutes les inflammations chroniques ne sont pas associées a
un risque accru de développer des cancers. Par exemple, le psoriasis, une maladie
inflammatoire auto-immune de la peau, n’est pas associé a un risque plus élevé de développer

un cancer de la peau (Nickoloff et al., 2005).

1. Les mécanismes de I’inflammation
Les mécanismes inflammatoires peuvent étre induits par des expositions environnementales,
comme |’alimentation et I’exposition au soleil. L’exposition au tabac entraine une obstruction
et une inflammation pulmonaire et augmente le risque de cancer du poumon (Punturieri et al.,
2009). L’obésité entraine une inflammation chronique qui favorise les carcinomes
hépatocellulaires (Park et al., 2010). Ce développement tumoral induit par I’obésité¢ dépend de
I’augmentation de la production de deux types de cytokines pro-tumorales, I’IL-6 et le
TNFo. Cette production provoque une inflammation du foie qui active le facteur de
transcription oncogénique STAT3 et favorise le développement de cancers. La tumeur elle-
méme modifie le microenvironnement tumoral et favorise une réponse inflammatoire et pro-
tumorale (Mantovani et al., 2008). Certains oncogeénes favorisent également I’environnement
inflammatoire. L’activation de Ras et c-Myc favorise le recrutement de leucocytes et de
lymphocytes qui produisent des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires et pro-
angiogéniques (Soucek et al., 2007). Les médiateurs clés de I’inflammation sont par exemple,
I’IL-1pB, I'IL-6, I’IL-23 et le TNFa.. Quand la tumeur est privée d’oxygene et de nutriments,
elle nécrose et libére des médiateurs pro-inflammatoires, comme I’'IL-1f (Vakkila et Lotze,
2004). Ces molécules favorisent 1’angiogenése ou encore la survie des cellules tumorales
(Karin, 2006). Dans le cancer du poumon, les cellules tumorales favorisent I’inflammation en

sécrétant différentes molécules pro-inflammatoires (Kim et al., 2009). Les thérapies anti-
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cancéreuses amplifient cet état inflammatoire. En particuliers, la radiothérapie et la
chimiothérapie sont associées a une nécrose tissulaire qui favorise la réaction inflammatoire
(Zong et Thompson, 2006). Cette nécrose peut donc favoriser la croissance tumorale
(Ammirante et al., 2010) et la présentation antigénique, donc la réponse immunitaire anti-

tumorale (Zitvogel et al., 2008).

2. Les acteurs de I’inflammation
Le microenvironnement tumoral contient des cellules de I’immunité innée (macrophages,
neutrophiles, cellules dendritiques, cellules NK pour « Natural Killer »), de I'immunité
adaptative (lymphocytes B et T) et des cellules stromales (fibroblastes et cellules
endothéliales). Ces différents types cellulaires communiquent par contact ou de facon
autocrine pour contréler la croissance tumorale. L’inflammation, selon les conditions,
favorise la croissance tumorale ou au contraire I’immunité anti-tumorale. Ces deux
mécanismes coexistent au sein d’une tumeur et régulent la progression tumorale. La présence
de macrophages favorise 1’angiogenése, la croissance tumorale et 1’invasion métastatique
(Condeelis et Pollard, 2006) et correle avec un mauvais pronostic vital (Murdoch et al., 2008).
Les lymphocytes T peuvent avoir une activité pro et anti-tumorale (DeNardo et al., 2009).
Dans le cancer du colon, du pancréas et dans le mélanome, 1’augmentation des lymphocytes T
diminue la croissance tumorale et augmente la survie (Laghi et al., 2009). Mais les
lymphocytes T peuvent aussi faciliter la formation de métastases (Aspord et al., 2007).
L’activité pro-tumorale de ces cellules est assurée par la production de cytokines (Lin et Karin,
2007). Les mémes cellules peuvent avoir des effets opposés en fonction de leur état de
différenciation, du type de tumeur et des cytokines produites. Le profil d’expression des
cytokines et chimiokines au sein du microenvironnement tumoral défini I’effet pro ou anti-
tumoral. Les seules cellules immunitaires qui n’exercent pas d’activité pro-tumorale sont les
cellules NK. Les lymphocytes T régulateurs exercent une activité pro-tumorale en supprimant
I’immunité anti-tumorale (Gallimore et Simon, 2008). Les macrophages ont un role central
dans les réponses immunitaires innées et adaptatives. Ces cellules sont activées par plusieurs
stimuli et polarisées vers des phénotypes différents. Il existe deux sous-types de
macrophages : les macrophages de type M1 qui secrétent des cytokines pro-inflammatoires
comme I’IL-12, ’IL-23 et le TNFa et les macrophages de type M2 qui secrétent des
molécules anti-inflammatoires comme 1I’'IL-10 et le TGFf. Les macrophages de type M1
possédent une activité anti-tumorale et favorisent la destruction des cellules tumorales

(Mantovani et al., 2002). Dans les tumeurs, la plupart des macrophages sont de type M2 et
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créent un environnement immunosuppresseur qui favorise I’angiogenése et la croissance
tumorale ainsi que la formation de métastases (Hao et al., 2012). Le dialogue entre les cellules
tumorales et les macrophages favorise la tumorigeneése et la résistance aux traitements
(Jinushi et al., 2011). Comme pour les macrophages, les neutrophiles infiltrants la tumeur
possedent deux états de différenciation et d’activation différents: les neutrophiles de types N1
anti-tumoraux et les neutrophiles de type N2 pro-tumoraux. Cet état de différenciation est

régulé par le TGFf (Fridlender, 2009).

3. Inflammation et angiogenése

Il existe un lien étroit entre I’angiogencse et I’inflammation. Le recrutement de macrophages
au sein de la tumeur favorise la production de facteurs pro-angiogéniques et donc
I’angiogenese tumorale. La production de VEGF, facteur essentiel de 1’angiogenése tumorale,
favorise le recrutement de monocytes au sein de la tumeur. Ces cellules secrétent des
cytokines pro-inflammatoires et favorisent une angiogenese indépendante du VEGF. Bloquer
le recrutement des leucocytes augmente 1’activité de certains anti-angiogéniques ciblant le
VEGF. Des génes importants pour I’angiogenése sont directement régulés par des voies de
signalisation inflammatoires (Kujawski et al., 2008). Inhiber les macrophages ou les voies de
signalisation NFkB et STAT3 inhibe 1’angiogenése et la croissance tumorale. Ces résultats
suggerent un role critique de I’inflammation dans 1’angiogenése tumorale (Joyce et Pollard,
2009). Les facteurs NFkB et STAT3 ont un role central dans la tumorigenése en régulant
différentes fonctions dans les cellules tumorales et dans les cellules immunitaires. Dans ces
dernie¢res, NFkB induit la transcription de différents génes codant pour des cytokines pro-
inflammatoires. Dans les cellules tumorales, NFkB et STAT3 contrdle I’apoptose et favorise
la prolifération et la migration. La voie NFkB active les protéines anti-apoptotiques Bcl-2
(Catz et Johnson, 2001) et Bel-x1 (Chen et al., 2000) et inhibe p53 (Colotta et al., 2009). La
voie STAT3 régule I’activation de la cycline DI, de c-MYc et stimule la prolifération

cellulaire (Bollrath et al., 2009).

4. Inflammation et dissémination métastatique
Les capacités invasives des cellules tumorales augmentent en présence de cytokines pro-
inflammatoires, comme I’IL-18, ’IL-6 et le TNFa. Le TNFa augmente 1’expression du
récepteur CXCR4 a la surface des cellules cancéreuses ovariennes. Le ligand CXCL12

augmente 1’angiogenese et I’invasion des cellules tumorales (Kulbe et al., 2005) (FIG11).
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Figure 11 : L’invasion tumorale, une étape clé dans la formation de métastases

a. La modulation des jonctions cellules-cellules et la dégradation de la membrane basale sont
indispensables a D’entrée des cellules tumorales dans les vaisseaux sanguins. Cette
dégradation est favorisée par la production de protéases par les cellules tumorales et les
macrophages présents au sein du microenvironnement tumoral. b. La migration des cellules
tumorales est stimulée par plusieurs boucles paracrines (I’EGF, CSF1, la cytokine CXCL12 et
leurs récepteurs) qui favorisent la migration directionnelle des cellules tumorales et la
formation de métastases. (D apres Joyce PA et Pollard JW, Nature Review Cancer, 2009)
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Dans le cancer du sein, I’expression de TNFa favorise la transition épithélium-mésenchyme
Bates et Mercurio, 2003). Dans des modeéles murins de cancer du sein, la déplétion des
macrophages ne bloque pas la croissance tumorale mais empéche la formation de métastases
pulmonaires (Lin et al., 2001). Dans le cancer ovarien, la présence de macrophages infiltrants
augmente 1’échappement tumoral. Dans le cancer du poumon, les cellules tumorales
produisent du CCL9 qui permet le recrutement de cellules myéloides au sein de la tumeur.
Ces cellules favorisent I’invasion en sécrétant MMP2 et MMP9 indispensables a la
dégradation de la matrice extracellulaire (Kitamura et al., 2007). Les cytokines et les
chimiokines présentes dans le microenvironnement tumoral augmentent la survie, la
migration et 1’invasion des cellules tumorales circulantes (Nguyen et al., 2009). Bloquer ces
molécules, réduit la croissance de la tumeur primaire et la capacité des cellules a coloniser les
autres organes (Marchesi et al., 2004; Shields et al., 2007). Cependant, la déplétion des
macrophages ou des lymphocytes diminue la formation de métastases dans des modeles

murins de cancer du sein (DeNardo et al., 2009; Joyce et Pollard, 2009).

5. Inflammation et réponse immunitaire anti-tumorale

Les cellules tumorales expriment des antigénes tumoraux pouvant étre reconnus par le
systtme immunitaire. Cela favorise la mise en place d’une immuno surveillance et
I’¢limination des cellules tumorales par les lymphocytes T et les cellules NK (Dunn et al.,
2004). Cette surveillance immunitaire et I’effet pro-tumoral de I’inflammation coexistent au
sein de la méme tumeur (Bui et Schreiber, 2007). Cette surveillance a été mise en évidence
pour la premicre fois dans des souris déficientes pour le géne rag2. Ces souris qui sont
dépourvues de lymphocytes T matures, développent des tumeurs spontanées (Shankaran et al.,
2001). Avant que la tumeur n’échappe au systetme immunitaire, il se créé un état d’équilibre
entre croissance tumorale et destruction de la tumeur par le systtme immunitaire. Cet état
d’équilibre entraine la mise en place d’un état de dormance de la tumeur (Koebel et al., 2007).
Les cellules tumorales modifient constamment le répertoire d’antigénes pour diminuer la
réponse anti-tumorale.

La chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie induisent une inflammation systémique
locale. Cette inflammation est due a 1’agression des tissus et la mort des cellules tumorales qui
entraine la libération de médiateurs inflammatoires. En paralléle, I’inflammation induite
stimule la présentation antigénique par les cellules dendritiques infiltrantes et la production de
cytokines qui augmentent la réponse immunitaire anti-tumorale (Zhang et al., 2007). Les

raisons de cet effet différentiel de la nécrose ne sont pas connues.
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6. L’inflammation comme cible thérapeutique

D’aprés 1’ensemble de ces observations, supprimer I’inflammation limiterait le
développement tumoral. L’environnement inflammatoire peut augmenter le taux de mutations
responsables de I’initiation tumorale et la prolifération des cellules mutées. Les cellules
inflammatoires produisent des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) qui entrainent des
dommages a ’ADN et une instabilité génétique (Hussain et al., 2003). En retour, I’activation
de certains oncogenes stimule certaines voies de signalisation et favorise la production de
cytokines inflammatoires (Mantovani et al., 2008). L’inflammation active différents processus
impliqués dans la progression tumorale. Les cellules inflammatoires sont une source de
cytokines pro-tumorales, comme I’'IL-1p, le TNFa, I’'IL-6 et I’'IL-23 qui stimulent de fagon
continue la prolifération et la survie des cellules tumorales. Cibler ces cytokines inhibe la
croissance tumorale (Grivennikov et al., 2009; Hedvat et al., 2009). Le ciblage de
I’inflammation dans le traitement des cancers serait-il une bonne alternative thérapeutique ?
L’avantage majeur est que les cellules cibles sont des cellules normales. Ces cellules ne sont
pas en mutation constante ce qui limite 1’apparition de résistances. Mais cibler ’inflammation
n’est pas suffisant. Il faut combiner au traitement une chimiothérapie conventionnelle. Dans le
cancer du poumon, I’utilisation d’une drogue anti-inflammatoire diminue I’incidence et la
progression tumorale et augmente la survie des patients (Gupta et Dubois, 2001). L’aspirine
réduit I’incidence de cancers du sein (Gierach et al., 2008) et le risque d’apparition de
cancers de la prostate (Liu et al., 2006). Des antagonistes des récepteurs de 1’IL-6 (IL-6R) et
de CXCL12/SDF-1 (CXCR4) sont actuellement en cours d’évaluation thérapeutique
respectivement dans le cancer de la prostate et les leucémies. Une étude clinique portant sur
I’efficacité thérapeutique d’un inhibiteur du TNFa dans le traitement de différents types de
cancers avancés a montré une stabilisation de la maladie et dans certains cas une réponse
partielle (Brown et al., 2008; Madhusudan et al., 2005). Les résultats les plus encourageants
ont été obtenus pour le traitement des RCC résistants a I’'immunothérapie. Dans cette étude,
les niveaux plasmatiques des cytokines inflammatoires TNFa, IL-6 et CCL-2 pourraient
constituer des marqueurs pronostic et prédictifs dans les RCCs (Harrison et al., 2007).

En conclusion, I’inflammation affecte les différents aspects du développement tumoral et de
la réponse aux traitements. L’inflammation augmente le risque de développer différents
cancers (vessie, intestin, cesophage, ovaire, prostate, thyroide). Plusieurs types de cellules
immunitaires et inflammatoires sont présents au sein du microenvironnement tumoral. Les

cellules immunitaires affectent les cellules tumorales par la production de cytokines, de
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chimiokines, de facteurs de croissance. L’inflammation est importante a tous les stades du
développement tumoral, de I'initiation a la dissémination métastatique. Dans une tumeur les
mécanismes inflammatoires pro- et anti-tumoraux coexistent. Mais si la tumeur n’est pas

¢liminée par le systéme immunitaire alors ce sont les effets pro-tumoraux qui dominent.

Les évidences en faveur d’un lien étroit entre inflammation et cancer sont:

- les maladies inflammatoires augmentent le risque de développer certains cancers
comme les cancers de I’intestin, de I’ovaire et de la prostate.

- lutilisation de molécules anti-inflammatoires réduit le risque de développer certains
cancers comme les cancers du colon et du sein. Une réduction de la mortalité est
¢galement observée.

- les voies de signalisation inflammatoires sont en aval de certains oncogénes impliqués
dans le développement tumoral comme Ras, c-Myc et Ret.

- les cellules inflammatoires ou les cytokines et les chimiokines impliquées dans
I’inflammation sont présentes au sein du microenvironnement.

- cibler les médiateurs inflammatoires comme les cytokines (IL-1f, TNFa), les
chimiokines, les facteurs de transcription (NFkB, STAT3) ou les cellules
inflammatoires elles mémes diminue I’incidence et le développement de certains
cancers.

- le transfert de cellules inflammatoires ou I’augmentation des cytokines inflammatoires

au sein de la tumeur favorise le développement tumoral.

L’inflammation régule tous les aspects du développement tumoral. Cibler 1’inflammation
permettrait d’attaquer la tumeur sur plusieurs fronts.
Pour cibler I’inflammation il faudrait :
- bloquer les facteurs importants pour la régulation de la survie des cellules tumorales
induite par I’inflammation.
- bloquer les cytokines qui attirent les cellules immunitaires au sein de la tumeur.
- moduler les réponses inflammatoires provoquées par les traitements anti-cancéreux.

- bloquer les cytokines favorisant le développement tumoral.

- éliminer les cellules immunitaires et inflammatoires du microenvironnement tumoral.
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En conclusion, il existe un lien étroit entre inflammation et cancer. Les médiateurs de
I’inflammation régulent, entre autres, I’angiogenése tumorale et la formation de métastases.
Ces molécules sont donc trés importantes dans le développement tumoral et représentent des

cibles thérapeutiques intéressantes.

PARTIE 3: Les chimiokines, des régulateurs majeurs de

I’angiogenese tumorale et de la formation de métastases

Les chimiokines (contraction de « chemotactic cytokine ») font parties d’une large famille de
cytokines de faible poids moléculaire (entre 8 et 11 kDa) connues pour attirer et activer
sélectivement différents types cellulaires. Il existe plus de 50 chimiokines classées en quatre
sous-familles : CXC, CC, C et CX3C. Nous nous focaliserons par la suite sur la famille des
cytokines CXC dont un role majeur dans 1’angiogenese est bien établi. Comme je 1’ai décrit
dans la partie précédente, la fonction primaire des chimiokines est de réguler I’inflammation
et la réponse immunitaire en attirant les leucocytes. Elles jouent également un rdle dans le
développement tumoral et en particuliers dans la croissance, 1’angiogenése et la formation de
métastases. Ces différentes fonctions font des chimiokines des molécules importantes pour le
dialogue entre les cellules tumorales et leur microenvironnement. L’angiogenése est un
processus biologique critique dans des conditions physiologiques et pathologiques. Une
grande variété de facteurs active ou inhibe I’angiogenése. L angiogenése tumorale est induite
par une modification de la balance angiogénique en faveur des facteurs pro-angiogéniques. La
famille des cytokines CXC est composée de membres pro- ou anti-angiogéniques qui pesent

dans cette balance et régulent I’angiogenése.

1. Les cytokines CXC
Ces cytokines sont caractérisées par la présence de quatre résidus cystéines dont les deux
premiers sont séparés par un acide aminé non conservé (Strieter et al., 1995b; Strieter et al.,
1995¢c). La présence dans la partie N-terminale de la protéine d’un motif conservé acide
glutamique-leucine-arginine (ELR) détermine I’activit¢ des différentes cytokines CXC
(Luster, 1998; Vandercappellen et al., 2008). Ce motif protéique définit deux sous familles;
les cytokines ELR- et les cytokines ELR+. Les cytokines qui possédent ce motif ont une
importante activité pro-angiogénique alors que celles qui ne le possedent pas, comme la
cytokine CXCL4 (ou PF-4 pour « Platelet Factor 4 ») et les autres cytokines induites par

I’interféron (IFN) sont des inhibiteurs puissants de 1’angiogenése (Strieter et al., 1995c¢). Les
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cytokines ELR- inhibent la néo-vascularisation induite par les facteurs angiogéniques

classiques comme le FGF-2 et le VEGF (Keeley et al., 2011; Strieter et al., 1995a).

a) L’activité pro-angiogénique des cytokines

La famille des cytokines ELR+ regroupe les cytokines CXCL1, 2, 3, 5, 6, 7 et 8. Seules ou en
association avec d’autres facteurs angiogéniques et de fagon directe ou indirecte ces cytokines
stimulent 1’angiogen¢se tumorale. Par exemple, le VEGF augmente ’expression de la
molécule anti-apoptotique Bcl-2 dans les cellules endothéliales. Cette augmentation favorise

la production de CXCLS par les cellules endothéliales (Nor et al., 2001).

i. Un réle prépondérant du CXCLS8

Parmi ’ensemble des cytokines ELR+, le role de CXCL8 (également appelé IL-8) est tres
¢tudié dans D’angiogenese. L’injection de CXCL8 dans la cornée de rat favorise la
prolifération et la migration des cellules endothéliales (Koch et al.,, 1992). CXCLS8 agit
directement sur les cellules endothéliales. Il augmente leur survie (Yoshida et al., 1997), leur
prolifération (Li et al., 2003) et limite I’apoptose (Li et al., 2005).

L’activité de CXCLS sur les cellules endothéliales est directement liée a sa fixation sur les
récepteurs CXCRI1 et CXCR2 présents a la surface des cellules endothéliales ou des cellules
tumorales. Cette liaison favorise [’expression des cytokines et l’angiogenése tumorale.
CXCLS exerce son activité angiogénique en augmentant 1’activit¢é des MMP-2 et MMP-9
dans les cellules tumorales et les cellules endothéliales (Li et al., 2005). La dégradation de la
matrice extracellulaire par les MMPs est un événement précoce requis pour induire
I’angiogenese tumorale. Il existe une corrélation entre des niveaux élevés de CXCLS et
I’angiogenese tumorale, la progression et la formation de métastases dans des modéles de
xénogreffes de cellules cancéreuses humaines. Dans un modéle murin de cancer ovarien,
I’expression de CXCL8 est directement corrélée avec la néo-vascularisation et un taux de
survie faible (Yoneda et al., 1998). CXCL8 joue également un rdéle dans 1’angiogenése
associée au cancer du sein et de la prostate. Les niveaux de CXCL8 sont ¢levés chez les
patients et sont corrélés au stade de la maladie (Benoy et al., 2004; Uehara et al., 2005). Dans
les mélanomes I’expression de CXCL8 et de ces récepteurs favorise I’angiogenése, la
progression tumorale et la formation de métastases. L’inhibition de CXCLS8 dans le mélanome
limite la croissance tumorale et la dissémination métastatique (Singh et al., 2010b).
L’activation constitutive de la voie de signalisation MAPK/ERK dans les cellules de
mélanomes inhibe 1’activit¢é de la protéine tristetraproline (TTP) ce qui permet une

stabilisation de ’ARNm de CXCLS. La perte d’expression de TTP représente un événement
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clé dans I’établissement du mélanome via une expression constitutive de CXCL8 (Bourcier et
al., 2011). Dans le cancer du colon, une augmentation de I’expression de la cytokine CXCLS8
dans le microenvironnement tumoral favorise la croissance tumorale et la formation de
métastases (Lee et al., 2012) La cytokine CXCLS8 est également impliquée dans la croissance
et ’invasion tumorale dans le cancer du sein (Yao et al., 2007). L’expression de CXCLS8 est
régulée par I’oncogéne RAS et est concomitante de 1’expression de VEGF dans les cellules

transformées par RAS V12 (Sparmann et Bar-Sagi, 2004).

ii. Les autres cytokines pro-angiogéniques

D’autres cytokines ELR+, sont associées a I’angiogenese et au développement tumoral. Chez
la souris, une déplétion de CXCLS5 (ENA-78 chez la souris) atténue la croissance tumorale,
I’angiogenese et la formation de métastases (Arenberg et al., 1998). Dans le cancer du rein,
des niveaux ¢levés de CXCLI1, CXCL3, CXCLS5 et CXCL8 sont présents dans la tumeur et le
plasma et le récepteur CXCR2 est exprimé sur les cellules endothéliales présentes autour de la
tumeur (Mestas et al., 2005). L’expression des cytokines CXCL1 et CXCL2 favorise la survie
des cellules tumorales au niveau des sites métastatiques et la résistance a la chimiothérapie
(Acharyya et al., 2012). L’expression de CXCL1 favorise la migration et I’invasion des
cellules de cancers de la prostate (Kuo et al., 2012). L’expression de la cytokine CXCL7
favorise les capacités invasives des cellules de cancers du sein (Tang et al., 2008).
L’expression de CXCL7 est augmentée chez les patients atteints de cancer du poumon (Lee et
al., 2011). Les modulations d’expression des cytokines CXCLS5, 7 et 8 influence 1’évolution

primaire des cancers du sein (Wang et al., 2013a).

b) Les récepteurs CXCR1 et CXCR2

Toutes les cytokines CXC ELR+ exercent leur activité en se liant au récepteur CXCR2. Deux
récepteurs existent CXCR1 et CXCR2 mais CXCRI est spécifique des cytokines CXCL6 et
CXCLS8 alors que toutes les cytokines activent CXCR2 (Addison et al., 2000b). CXCRI et
CXCR2 sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires. La liaison du ligand entraine
I’activation de plusieurs voies de signalisation. La voie des protéines kinases C, de la
phospholipase C, la voie PI3K/AKT/mTOR, la voie ERK et la voie NFkB sont les voies
majoritaires. Ces voies de signalisation favorisent la prolifération, la migration et 1’inhibition
de ’apoptose. L’importance du récepteur CXCR2 dans I’angiogenése tumorale induite par les
cytokines ELR+ a largement été étudi¢ dans des modeles murins. Le récepteur CXCR2 est
nécessaire et suffisant pour induire 1’angiogenése tumorale dans un modele murin de cancer

du poumon (Keane et al., 2004). Dans ce mode¢le, I’inhibition de CXCR2 réduit la croissance
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tumorale et la formation de métastases. Dans le cancer du sein, un lien intéressant a été établi
entre I’expression de CXCRI et la présence de cellules souches cancéreuses au sein de la
tumeur. Une population de cellules cancéreuses souches capables de se diviser de fagon
excessive, de contribuer a la formation de métastases et a la résistance aux traitements est
présente dans les tumeurs du sein. Ces cellules expriment le récepteur CXCR1. Dans des
modeles murins, I’inhibition de CXCRI cible spécifiquement les cellules souches cancéreuses
présentes dans les tumeurs. Cette déplétion permet une diminution de la croissance tumorale
et de la formation de métastases. L’inhibition de CXCRI1 est une nouvelle approche
thérapeutique intéressante pour cibler et éliminer les cellules souches cancéreuses dans le
cancer du sein (Ginestier et al., 2010). A 1’opposé de ces résultats, un lien a été établi entre
I’expression de CXCR2 et la sénescence. La sénescence est un arrét irréversible de la
croissance cellulaire. L’activation de certains oncogéne induit un mécanisme de sénescence
(OIS pour « Oncogene Induce Senescence »). Cette OIS est observée dans les 1ésions
précancéreuses mais pas dans les tumeurs malignes. Cela suggére un réle suppresseur de
tumeurs de cette sénescence. L’OIS induit la sécrétion d’un grand nombre de cytokines.
Certaines vont favoriser et d’autres inhiber le développement tumoral. Les cellules en
sénescence produisent des MMP, du CXCLS8 et du VEGF favorisant I’angiogené¢se et la
croissance tumorale (Coppe et al., 2006; Parrinello et al., 2005). Mais elles produisent
¢galement des facteurs impliqués dans la suppression de la croissance tumorale (Kortlever et
al., 2006) et le renforcement de la sénescence comme PAI-1 (pour « Plasminogen Activator
Inhibitor-1). L’inhibition de CXCR2 inhibe la sénescence réplicative et I’OIS. Les cytokines
CXCL1 et CXCLS8 produites par les cellules en sénescence permettent le maintien et le
renforcement de 1’état sénescent. La signalisation CXCL1 et CXCLS8 via le récepteur CXCR2
limite la croissance tumorale en favorisant la sénescence au cours du développement tumoral
précoce. Comment interpréter ces résultats en connaissant le role pro-tumoral prépondérant du
récepteur CXCR?2 et de la cytokine CXCLS8 ? Les cytokines IL-6, CXCL1 et CXCLS8 ont des
roles pro-tumoraux multiples. L’action exercée par le récepteur CXCR2 et ses ligands
pendant la progression tumorale est complexe. Ce récepteur induit la sénescence dans les
cellules primaires et a une action pro-tumorale pendant la progression tumorale. L’effet
dépend du stade et de 1’état de la 1ésion, de I’origine et du fond génétique de la tumeur
(Acosta et Gil, 2009). Ces résultats suggerent un réle complexe du couple CXCL/CXCR2

dans la régulation de la progression tumorale.
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Les chimiokines CXC  Nom(s) commun(s) Récepteur(s) ELR

CXCL1 GRO-a Growth related

oncogene o CXCR1, CXCR2 +
CXCL2 GRO-B Growth related

oncogene f3 CXCR2 +
CXCL3 GRO-y Growth related

oncogene y CXCR2 +
CXCL4 PF-4 Platelet factor 4 CXCR3B -
CXCLS ENA-78 Epithelial cell derived CXCR2 +

neutrophil activating factor 78
CXCL6 GCP-2 Granulocyte

chemoattractant protein 2 CXCR1, CXCR2 +
CXCL7 NAP-2 Neutrophil

activating protein 2 CXCR1, CXCR2 +
CXCLS8 IL-8 Interleukin 8 CXCR1, CXCR2 +
CXCL9 MIG Monokine induced by IFN- y CXCR3 -
CXCL10 IP-10 IFN inducible protein 10 CXCR3 -
CXCL11 I-TAC IFN inducible T cell

chemoattractant CXCR3 -
CXCL12 SDF-1 Stromal derived factor 1 CXCR4 -
CXCL13 BCA-1 B cell activating chemokine 1 CXCRS5 -
CXCL14 BRAK Breast and kidney chemokine ? -
CXCL15 Lungkine ? -
CXCL16 SR-PSOX Scavenger receptor that CXCR6 -

binds phosphatidylserine and
oxidized lipoprotein

Tableau 1 : Les chimiokines CXC et leurs récepteurs

Ce tableau liste les chimiokines CXC, leurs noms communs et les récepteurs CXCR. Les
récepteurs majeurs sont le CXCR1 et le CXCR2. La présence ou 1’absence du triplet
d’acides-aminés ELR est également indiquée. Les chimiokines anti-angiogéniques sont
indiquées en vert et les chimiokines pro-angiogéniques en noir. Ces chimiokines et leurs
récepteurs sont impliqués dans le développement d’un grand nombre de cancers. (D apres
Zhu Q, J Mol Histol, 2012).
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¢) La régulation de I’expression des cytokines CXC

Différents stimuli favorisent 1’expression des cytokines CXC pendant I'angiogenése tumorale.
Toutes ces cytokines possedent dans leur promoteur un domaine de liaison pour les facteurs
de transcription de la famille NFkB. Le facteur de transcription NFkB joue un role majeur
dans la transcription des génes des cytokines CXC.

Dans le cancer du poumon de type NSCLC pour « Non small Cell Lung Carcinoma », la
surexpression du géne cox-2 favorise ’activation de NFxB et induit une augmentation de
I’expression de CXCLS5 et CXCLS. Dans ces tumeurs, ces deux cytokines jouent un role
prépondérant dans la régulation de l’angiogencse tumorale et leur inhibition réduit la
croissance tumorale (Pold et al., 2004). Les niveaux de CXCLS5 et CXCLS8 sont directement
corrélés avec 1’angiogenése et la croissance tumorale. Dans des modéles murins, 1’inhibition
de CXCLS5 et de CXCL8 diminue la croissance tumorale et la formation de métastases
(Arenberg et al., 1998; Arenberg et al., 1996a).

Dans un modele de glioblastome, I’expression d’un géne suppresseur de tumeur, le géne ing4,
est importante pour la régulation de 1’angiogenese et de la croissance tumorale. L’inhibition
de D’expression d’ING4 induit une diminution de 1’activit¢ de NFkB qui entraine une
diminution de I’expression de CXCLS. Dans ces tumeurs, 1’inhibition de CXCL8 réduit de
fagon significative I’angiogen¢se et la croissance tumorale (Garkavtsev et al., 2004). Dans un
modele de cancer pancréatique, I’activation du récepteur de ’EGF augmente ’activité de
NFkB et favorise I’expression de CXCLS8 (Xiong et al., 2004).

Dans Les cytokines CXCL1, 2 et 3 sont fortement exprimées dans les mélanomes humains
(Luan et al., 1997). Des mélanocytes transfectés avec les différents geénes des cytokines
CXCL1, 2 et 3 acquicrent la capacité a former des tumeurs richement vascularisées chez la
souris comparable a celles obtenues avec les cellules de mélanomes B16. A I’inverse,
I’inhibition de ces trois cytokines réduit 1’angiogenese tumorale et inhibe la croissance
tumorale (Owen et al., 1997).

Dans le cancer ovarien, les niveaux d’expression de CXCLS8 sont directement corrélés avec la
néo-vascularisation et inversement corrélés avec la survie (Yoneda et al., 1998). De la méme
facon, chez les patients atteints de cancer de la prostate, les niveaux plasmatiques de CXCLS8
sont tres €levés et corrélés au stade de la maladie (Bostwick et Murphy, 1998).

L’ensemble de ces résultats démontre 1’importance des cytokines CXCL ELR+ dans la
régulation de 1’angiogenése tumorale, du développement tumoral et de la formation des

métastases. Ils mettent également en évidence le réle prépondérant de la cytokine CXCLS.
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d) L’axe CXCR4/CXCL12

Bien qu’il s’agisse d’une cytokine ELR-, CXCL12 stimule son récepteur CXCR4 présent sur
les cellules endothéliales et induit leur prolifération et leur migration et la production de
VEGEF (Salcedo et Oppenheim, 2003). Une inhibition de I’axe CXCR4/CXCL12 induit une
inhibition de 1’angiogenése et une diminution de la croissance tumorale (Guleng et al., 2005).
Ces résultats ne peuvent pas étre extrapolés a I’ensemble des cancers. Cette inhibition dans les
NSCLC n’a aucun effet sur I’angiogenése tumorale (Phillips et al., 2003). L’activité¢ de la
cytokine CXCL12 est donc tumeur spécifique et dépend de l’activité d’autres cytokines.
Parmi les récepteurs de type CXCR, le récepteur CXCR4 est le plus fortement exprimé a la
surface des cellules tumorales (Balkwill, 2004). Dans des modéles murins de cancer du sein
(Smith et al., 2004), du poumon (Burger et al., 2003), du pancréas (Saur et al., 2005), de
I’ovaire (Scotton et al., 2002) et du rein (Pan et al., 2006), ’axe CXCR4/CXCLI12 joue un
role critique dans la croissance tumorale et la formation de métastases. Une inhibition
spécifique de CXCR4 ou de CXCL12 bloque la migration et I’invasion des cellules tumorales
et diminue la formation de métastases. Dans les cancers du sein et du poumon de type
NSCLC, cette inhibition ne réduit ni la taille de la tumeur primaire ni I’angiogenése tumorale
mais atténue de fagon significative la formation de métastases. Ces résultats suggerent que
I’activité¢ anti-métastatique de I’axe CXCR4/CXCLI12 est indépendante de 1’angiogenése
(Muller et al., 2001; Phillips et al., 2003). Les patients exprimant des niveaux élevés de
CXCR4 dans le cancer du sein (Cabioglu et al., 2005), les NSCLC (Su et al., 2005), le cancer
colorectal (Schimanski et al., 2005) et de la prostate (Arya et al., 2004) montrent une
augmentation significative de la formation de métastases. L’expression de CXCR4 dans les
cancers de I’cesophage (Kaifi et al.,, 2005) et dans le mélanome (Scala et al., 2005) est

associée a un mauvais pronostic vital.

2. Le role des cytokines ELR-

Contrairement a la cytokine CXCL12, les autres cytokines ELR-, CXCL4, 9, 10, 11 et 14 sont
des inhibiteurs puissants de 1’angiogenése tumorale. L’expression de ces chimiokines est
induite par I'IFN de type I (IFNa et ), et de type I (IFNy). Les cellules immunitaires de type
Thl produisent des cytokines pro-inflammatoires, comme I’'IL-2 et I’IFNy, et régulent
I’expression de ces chimiokines. Ces informations témoignent d’un lien étroit entre
I’immunité anti-tumorale et I’inhibition de I’angiogenése. L’activité des chimiokines ELR-

dépend de leur liaison au récepteur CXCR3. Il existe deux variants d’épissage alternatif de ce
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récepteur, CXCR3A et CXCR3B. CXCR3A est responsable du recrutement des cellules
immunitaires de types Thl et CXCR3B est impliqué dans I’inhibition de I’angiogenése. Dans
le cancer du poumon, I’expression de CXCL10 est plus importante dans les carcinomes a
cellules squameuses (SCCA) que dans les adénocarcinomes. L’inhibition de CXCL10 dans
les SCCA entraine une augmentation de [’activité angiogénique et son expression est
inversement corrélée a la croissance tumorale (Arenberg et al., 1996b). De plus, dans les
NSCLC la surexpression de CXCL9 inhibe la croissance tumorale et la formation de
métastases via une diminution de 1’angiogenése tumorale (Addison et al., 2000a). Les cellules
tumorales exploitent ces chimiokines pour leur propre prolifération, survie et invasion. Le
récepteur CXCR3 est exprimé a la surface de plusieurs types de cellules cancéreuses comme
les cellules tumorales de cancer du sein, de mélanomes et de RCC. Le récepteur CXCR3
régule la formation de métastases au niveau des ganglions lymphatiques dans le mélanome et
le cancer du sein (Kawada et al., 2004; Longo-Imedio et al., 2005). Ces résultats suggerent
que l’activité pro ou anti-angiogénique de ces chimiokines dépend de I’expression du
récepteur CXCR3 a la surface des cellules tumorales. Les chimiokines ELR- jouent un role
critique dans la régulation I’immunité cellulaire induite par les cytokines de type Thl. L’effet
anti-tumoral de I’IL-12 est perdu en absence des ligands de CXCR3 (Tannenbaum et al.,
1998).

En conclusion, I’axe CXCR3/CXCL ELR- est trés important pour le développement de
I’immunité anti-tumorale et I’inhibition de I’angiogenése pour un grand nombre de tumeurs.
L’ensemble de ces informations témoigne du réle important des chimiokines et de leurs
récepteurs dans la progression tumorale et la formation de métastases. Différents études
rétrospectives démontrent que I’expression de certaines de ces chimiokines est associée avec
un mauvais pronostic vital. Les niveaux d’expression de ces cytokines et de leurs récepteurs
pourraient devenir des marqueurs de I’agressivité tumorale. Ils permettraient de sélectionner
les traitements les plus appropriés pour les patients. Mais une meilleure compréhension des
mécanismes mis en place est nécessaire afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques

potentielles pour le traitement des cancers.
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PARTIE 4 : Les thérapies anti-angiogéniques dans le traitement

du cancer

Depuis la découverte de I’angiogenéese et de son rdle crucial dans le développement tumoral,
un grand nombre de thérapies anti-angiogéniques ont vu le jour. Le VEGF et ses récepteurs
ont un role central dans la régulation de 1’angiogenese tumorale. Cela en fait une cible de
choix pour le traitement d’un grand nombre de tumeurs solides. Le bénéfice clinique des
traitements anti-angiogéniques est du a différents mécanismes. Ces molécules inhibent
I’expansion des vaisseaux tumoraux. Elles bloquent la formation de nouvelles ramifications et
inhibent I’arrivée au sein de la tumeur des cellules dérivées de la moelle osseuse. Elles
permettent également la régression des vaisseaux préexistants. Le traitement inhibe les
signaux de survie adressés aux cellules endothéliales. Ainsi, ces cellules deviennent plus
sensibles a la chimiothérapie et la radiothérapie. Les anti-angiogéniques augmentent
¢galement cette sensibilité en entrainant une normalisation du réseau vasculaire (FIG12). Sous
traitement, les vaisseaux deviennent matures et fonctionnels (Goel et al., 2011). Ces
observations expliquent pourquoi un traitement anti-angiogénique associ€¢ a une
chimiothérapie est plus efficace que la chimiothérapie utilisée seule (Jain, 2005).
Malheureusement cette normalisation est transitoire. Aprés cette phase objective une
régression excessive de la vascularisation ou un échappement de la tumeur au traitement est

souvent observé.

1. Le concept des —INIB et des -UMAB

Deux grands types d’inhibiteurs ont vu le jour ces derni¢res années; les INIB et les UMAB.
Les INIB sont de petits inhibiteurs pharmacologiques qui passent la membrane plasmique trés
facilement. Les UMAB sont des anticorps monoclonaux, humanisés, qui ciblent le
développement tumoral.

Les INIB sont des inhibiteurs mimétiques de I’ATP qui bloquent des enzymes a activité
kinase. Ces dernieres sont de deux types; soit des récepteurs a activité kinase soit des kinases
intracellulaires. Les kinases comportent onze domaines hautement conservés. Les deux
premiers sont responsables de la fixation de ’ATP. Les acides aminés entre les domaines 1 et
2 sont trés variables d’une kinase a une autre. Ces différents acides aminés ont permis

d’amener une spécificité de design d’inhibiteurs pour I’ensemble des kinases.
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Facteurs angiogéniques
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Figure 12 : La normalisation vasculaire au cours d’un traitement anti-angiogénique

a. De facon physiologique, il existe un état d’équilibre entre les facteurs pro- et anti-

angiogéniques favorisant un réseau vasculaire organisé et fonctionnel. b. La tumeur produit
un exces de facteurs angiogéniques favorisant un réseau vasculaire anormal et non fonctionnel.
c. L’utilisation d’un traitement anti-angiogénique permet de rétablir un état d’équilibre et
d’induire une normalisation partielle du réseau vasculaire favorisant [’efficacit¢ des
traitements anti-cancéreux. d. Une inhibition prolongée de 1’angiogenese peut entrainer la
destruction du réseau vasculaire et de la tumeur. (D’aprés Jain RK, Nature Reviews

Neurosciences, 2007)
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C’est sur ce concept que sont nés récemment des inhibiteurs comme le glivec, dont la cible est
la chimére BCR/ABL, un gene de fusion issu d’une translocation chromosomique et
responsable de la leucémie myéloide chronique. Le glivec fonctionne chez tous les patients
mais ce n’est pas le cas de tous les inhibiteurs. Par exemple, le gefitinib présente, quant a lui,
un certain paradoxe. Malgré des essais cliniques sur la souris montrant sa trés haute activité
anti-tumorale par ciblage du récepteur de ’EGF (EGFR), il ne fonctionne que sur une certaine
catégorie de patients. Deux articles princeps parus simultanément dans le New England
Journal of Medicine et Science en 2004 expliquent que I’inefficacité relative de cet inhibiteur
est liée a certaines mutations de ’EGFR (Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004). Les deux
¢tudes ont identifi¢ des mutations de ’EGFR qui induisent une inhibition de Dactivité
tyrosine kinase du récepteur a faibles doses de la drogue. En absence de ces mutations, les
doses induisant la méme inhibition sont beaucoup plus importantes. Ces doses €levées ne
peuvent en aucun cas étre utilisées chez le patient a cause d’effets secondaires graves. La
présence de ces mutations est maintenant analysée chez les patients avant traitement.

Les UMAB vont avoir un impact sur 1’activité de certains récepteurs. Dans le cas du récepteur
HER2, il est sur-amplifié chez certaines patientes atteintes d’un cancer du sein. Avant
I’avénement des thérapies ciblées, les patientes qui présentaient un cancer HER2 positif
avaient un trés mauvais pronostic vital. La thérapie ciblée a révolutionné le pronostic de ces
patientes et entraine un effet thérapeutique évident. Le ciblage de ce récepteur diminue
notamment la prolifération cellulaire par inhibition des voies de signalisation
RAS/RAF/MEK/ERK et PI3K/AKT/mTOR, empéche le clivage de la portion extra cellulaire

du récepteur, induit ’apoptose des cellules tumorales et bloque 1’angiogenese tumorale.

Les deux approches thérapeutiques INIB et UMAB ciblent toutes deux la cellule tumorale.
Ces derni¢res années, une nouvelle stratégie thérapeutique est apparue. Elle vise une
inhibition de 1’angiogenése tumorale, stratégie consistant a «asphyxier» les cellules tumorales
en les privant d’oxygene et de nutriments par ciblage des cellules endothéliales constituant les
vaisseaux sanguins. Cette stratégie visant des cellules normales devait empécher d’augmenter

la plasticité génétique des cellules tumorales et donc étre particulierement efficace. Déja, dans
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les années 70, I’observation avait été faite qu’une tumeur ne pouvait pas se développer au-
dela d’un certain volume si elle n’était pas correctement vascularisée. Une tumeur peut rester
a I’état dormant pendant des années. Pour des raisons encore inexpliquées, une tumeur pourra
étre irriguée par un nouveau réseau vasculaire. Du fait de I’absence de cellules musculaires
lisses, les vaisseaux tumoraux sont trés perméables et permettent le passage dans la
circulation de cellules tumorales et donc le développement d’un processus métastatique.

Un des acteurs majeurs de ce phénomene est le VEGF. Ce dernier va agir par I’intermédiaire
de récepteurs a activité tyrosine kinase (VEGFR par exemple). Afin de bloquer I’angiogenése
tumorale, certaines stratégies sont utilisées, comme les pieges a VEGF ou des inhibiteurs
pharmacologiques du récepteur du VEGF (INIB). D’autres, enfin, sont des anticorps
monoclonaux humanisés dirigés contre le VEGF (le bévacizumab par exemple). L’efficacité

de ces différentes stratégies thérapeutiques a été constatée dans plusieurs essais cliniques.

2. Cibler le VEGF pour inhiber la fixation sur son récepteur

a) Un anticorps ciblant le VEGF : le bévacizumab

Le premier traitement anti-angiogénique a avoir obtenu I’autorisation de mise sur le marché
par la FDA (pour « Food Drug Administration »), en 2004, a été le bévacizumab (BVZ). 1l
s’agit d’un anticorps monoclonal humanisé ciblant le VEGF. Le BVZ inhibe la liaison du
VEGF a son récepteur et bloque 1’activation des voies de signalisation en aval. Il a été
initialement approuvé pour le traitement du cancer colorectal métastatique en association avec
la chimiothérapie de référence (une association Irinotecan, Fluorouracil, Leucovorin : IFL).
Avec I’arrivée du BVZ, c’est la premicre fois depuis plus de 20 ans qu’un traitement permet
d’augmenter de quelques mois la survie des patients atteints d’un cancer colorectal. Ainsi, les
données cliniques indiquent que 1’association BVZ+IFL augmente la survie sans progression
de 4 mois et la survie globale de 5 mois par rapport au traitement IFL seul (Hurwitz et al.,
2004). Son utilisation a rapidement été étendue a d’autres types cancers métastatiques.
Aujourd’hui, le BVZ est toujours utilisé dans le traitement du cancer colorectal métastatique
en premiere et seconde ligne. Il est indiqué dans le traitement du cancer du rein a cellules
claires métastatique en association avec I’IFNa (Escudier et al., 2007). 11 est ¢galement utilisé,
en deuxieme ligne, dans le traitement du glioblastome multiforme en association avec
I’irinotecan (Friedman et al., 2009; Kreisl et al., 2009) et en premicre ligne dans le cancer du
poumon de type NSCLC (Sandler et al., 2006). Son utilisation est d’avantage controversée

dans le traitement du cancer du sein en association avec des dérivés du taxol (Miller et al.,
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2007). En général, le BVZ n’est pas efficace en monothérapie. En association avec une
chimiothérapie, il augmente de fagon significative la survie sans progression. Ces résultats
soutiennent I’hypothése d’une normalisation vasculaire par les anti-VEGFs. L’inhibition de la
voie de signalisation du VEGF normalise les vaisseaux sanguins ce qui facilite
I’administration de la chimiothérapie au sein de la tumeur et augmente son efficacité (Jain,
2005). Dans le traitement des glioblastomes, le BVZ est toutefois utilis¢ en monothérapie
avec des résultats satisfaisants. Deux études cliniques de phase III montrent que le BVZ en
combinaison avec le carboplatine et le paclitaxel augmente la survie sans progression et la
survie globale dans le traitement du cancer ovarien (Burger et al., 2011; Perren et al., 2011).
Ces résultats ont aboutis a ’approbation du BVZ en Europe dés 2012 et suggérent une
autorisation prochaine du BVZ pour le traitement du cancer ovarien dans le reste du monde.

Malgré des résultats satisfaisants, 1’efficacité du BVZ est limitée. Dans la plupart des cas, la
survie sans progression est augmentée de quelques mois mais aucune augmentation de la
survie globale n’est observée. Ces mauvais résultats peuvent étre expliqués par un suivi trop
précoce, une puissance statistique insuffisante et une confusion apportée par les effets des

traitements utilisés apres la progression (Kazazi-Hyseni et al., 2010).

b) Le rapport bénéfice/risque du BVZ

L’utilisation du BVZ peut causer des effets secondaires trés importants. Les plus fréquents
sont des problémes de cicatrisation, des saignements, I’apparition d’événements
thromboemboliques, des perforations de l’intestin ou encore une neutropénie (Gressett et
Shah, 2009).

Un exemple marquant de la balance entre efficacité et effets secondaires est I'utilisation du
BVZ dans le traitement du cancer du sein. Une étude trés prometteuse (étude clinique E2100)
a reporté que 'utilisation du BVZ en association avec le paclitaxel en premicre ligne pour le
traitement de patientes atteintes un cancer du sein métastatique augmente les taux de réponse
et double la survie sans progression (Miller et al., 2007). Cette étude a été tres critiquée pour
deux raisons ; 1) le paclitaxel utilisé seul est trés peu efficace ; ii) les patientes traitées par le
paclitaxel seul ont recu en cours d’étude le BVZ. Pourtant, cette étude a accéléré
I’autorisation de mise sur le marché, avec une approbation par la FDA dés 2007. Cette
autorisation est trés controversée et en 2011, seulement trois ans aprés son approbation, le
BVZ est retiré du traitement du cancer du sein métastatique par la FDA aux Etats Unis. Ce
retrait se base sur les résultats de deux études cliniques montrant une augmentation de la

survie sans progression de seulement 1 a 2 mois (études cliniques AVADO et RIBBONI) et
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suggérant une augmentation importante des effets secondaires par rapport a la chimiothérapie
seule pouvant entrainer jusqu’a la mort de certains patients (Petrelli et Barni, 2012). Ces deux
¢tudes soulignent un rapport bénéfice/risque tres faible et donc un intérét trés limité en santé
publique du BVZ dans cette application, surtout que ces traitements ont des cofts trés élevés.
En Europe, ’EMEA maintient actuellement, I'utilisation du BVZ en association avec le
paclitaxel et la capecitabine dans le traitement du cancer du sein métastatique.

Une méta-analyse réalisée en 2011 et s’appuyant sur les résultats de 16 études cliniques,
démontre que le traitement au BVZ est associé avec un nombre plus important de FAEs pour
«Fatal Adverse Events» par rapport a la chimiothérapie utilisée seule. Les auteurs reportent
qu’environ 2,5% des patients traités avec le BVZ présentent des FAEs ce qui représente une
augmentation de 1,5 fois par rapport aux patients traités par la chimiothérapie seule. Les
FAEs les plus communs sont des hémorragies (23,5%), des neutropénies entrainant des
infections létales (12,2%), les perforations du tractus gastro-intestinal (7,1%) les embolies
pulmonaires (5,1%) et des accidents cérébraux (5,1%). L’incidence des FAEs varie de fagon
significative en fonction du type de tumeur, de la chimiothérapie associée et augmente avec
I’augmentation de la dose de BVZ administrée aux patients (Ranpura et al., 2011). Un effort
doit étre réalisé dans la détection et le traitement rapide des effets secondaires afin de limiter
les risques par rapport aux bénéfices dé¢ja limités du BVZ.

Malgré ces problemes de FAEs, I’efficacit¢ du BVZ dans le traitement des cancers
métastatiques a poussé les médecins a tester son efficacité dans d’autres tumeurs. Mais encore
une fois les résultats sont trés variables. L’utilisation du BVZ dans le traitement des cancers
gynécologiques, augmente la survie sans progression mais n’a aucun effet sur la survie
globale des patients, a I’exception du cancer ovarien pour lequel 1’association BVZ +
chimiothérapie augmente la survie sans progression et la survie globale et devient le
traitement standard aux Etats-Unis (Burger, 2010). Des résultats négatifs ont été¢ obtenus pour
le traitement du cancer colorectal a des stades avancés (Allegra et al., 2011). Ces résultats
inconsistants donnent naissance a de nombreuses questions. L’efficacité du BVZ est-elle
spécifique d’un type de tumeur ou d’un type de chimiothérapie ? Pourquoi, malgré des
résultats précliniques solides et des résultats cliniques précoces prometteurs, 1’utilisation du
BVZ n’augmente pas la survie globale des patients ? Les réponses a ces questions sont
difficiles. L’angiogenése est un processus complexe nécessitant des boucles de régulation
positives et négatives. Il est donc possible que supprimer la signalisation VEGF augmente
I’expression du VEGF, entrainant un effet rebond de la croissance tumorale quand la

suppression n’est pas continue (Kerbel, 2009). Des études in vivo chez la souris ont montré
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que seulement 7 jours aprés ’arrét du traitement anti-VEGF, la vascularisation tumorale est
restaurée alors que si le traitement est poursuivi 1’effet est maintenu et les vaisseaux tumoraux
restent sensibles (Mancuso et al., 2006a). Différentes données cliniques suggérent que
I’augmentation de la survie sans progression observée est atténuée apres I’arrét du traitement.
Cette hypothese suggere qu'une thérapie a long terme serait plus avantageuse. Les bénéfices
du BVZ, sur la survie sans progression, sont perdus apres ’arrét du traitement (Early Breast
Cancer Trialists' Collaborative Group, 2005). L’important est donc de trouver le bon
compromis entre un traitement a long terme et des effets secondaires trop importants qui
supprimerait tout bénéfice sur la survie des patients. Enfin, ’absence d’effet positif sur la
survie globale pourrait étre expliquée par le fait que le BVZ n’est efficace que chez certains
patients alors que les études englobent I’ensemble des patients traités, diminuant la
significativité des résultats. Cette sélection est difficile car le nombre de patients deviendrait
trop limité pour faire émerger le bénéfice clinique faible. Il est donc indispensable de mettre
en évidence des facteurs prédictifs d’efficacit¢é du BVZ afin de sélectionner les patients
potentiellement les plus répondeurs. Cela permettrait d’augmenter les bénéfices tout en

limitant les effets secondaires.

¢) Un hybride VEGFR-1/VEGFR-2 : L’aflibercept

Il s’agit d’une protéine de fusion contenant les domaines extracellulaires du VEGFR-1 et du
VEGFR-2, capable de reconnaitre le VEGF-A, le VEGF-B et le PIGF. Il a été récemment
approuvé par la FDA en association avec une chimiothérapie, en 2°™ ligne dans le traitement
du cancer colorectal. Cette approbation se base sur une étude clinique de phase III qui a
montré une augmentation de la survie sans progression et de la survie globale des patients
traités avec ’aflibercept en combinaison avec la chimiothérapie de référence (Van Cutsem et
al., 2012b). L’aflibercept a été testé dans d’autres études de phase III. Il n’a pas démontré
d’avantage clinique dans le traitement du cancer du poumon de type NSCLC (Ramlau et al.,
2012) et de la prostate (Agarwal et al., 2012). Ainsi, les efforts actuels pour améliorer

I’utilisation de cette molécule se concentrent sur le traitement du cancer colorectal.

3. Inhiber P’activité tyrosine kinase des récepteurs aux facteurs angiogéniques

Un autre moyen de bloquer I’angiogenése tumorale est de cibler directement le domaine
kinase des récepteurs impliqués dans la régulation de ce processus. Ces inhibiteurs sont de
petites molécules mimétiques de I’ATP. Elles diffusent librement a I’intérieur des cellules et

entrent en compétition avec I’ATP pour la fixation au domaine intracellulaire des récepteurs.
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Cette compétition inhibe 1’activation des voies de signalisation en aval des récepteurs cibles.
Un grand nombre d’anti-angiogéniques de ce type sont actuellement utilisés en clinique ou en
cours de caractérisation dans des études précliniques et cliniques. Tous ces inhibiteurs
utilisent le méme mécanisme d’action mais les récepteurs cibles, les caractéristiques
pharmacocinétiques et les effets secondaires sont trés différents d’un inhibiteur a ’autre.
Actuellement, les plus utilisés en clinique sont le sunitinib et le sorafenib. Ces deux
inhibiteurs ciblent les récepteurs du VEGF, les récepteurs du PDGF et les récepteurs c-KIT,
CSF-1R, FLT-3 et RET. En plus de ces récepteurs tyrosine kinase, le sorafenib inhibe les
kinases B-Raf et c-Raf.

a) Le sunitinib

Le sunitinib est utilisé en deuxiéme ligne dans le traitement des GIST pour «Gastro-Intestinal
Stromal Tumorsy résistants au traitement de référence, le Glivec. Dans une étude de phase I1I,
le sunitinib augmente la survie sans progression a 6,8 mois par rapport a 1,6 mois pour les
patients non traités mais n’augmente pas la survie globale des patients (Heinrich et al., 2008).
Le sunitinib est également utilisé¢ en premiére ligne dans le traitement des RCC métastatiques.
Dans plusieurs études cliniques, le traitement sunitinib augmente de fagon significative le
taux de réponse, la survie sans progression et la survie globale des patients par rapport au
traitement de référence, I’IFNa (Escudier et al., 2009b; Motzer et al., 2009; Motzer et al.,
2007b). Enfin, le sunitinib est utilisé¢ dans le traitement des tumeurs métastatiques neuro-
endocrines du pancréas qui ne peuvent pas étre éliminées par chirurgie (Raymond et al., 2011).
D’autres études cliniques sont en cours pour valider I’efficacité du sunitinib dans le traitement

d’autres tumeurs solides.

b) Le sorafenib

L’utilisation du sorafenib est indiquée dans le traitement des carcinomes hépatocellulaires
avancés (Llovet et al., 2008) et en deuxiéme ligne dans le traitement des RCC métastatiques
(Eisen et al., 2008; Escudier et al., 2009a). Dans le traitement des RCC, le bénéfice est plus
limité et sans réel avantage en terme de survie globale malgré une augmentation de la survie
sans progression (5,5 mois versus 2,8 mois). Il est progressivement ¢éliminé au profit de

nouvelles molécules plus spécifiques comme 1’axitinib.

¢) Les autres molécules
Deux autres inhibiteurs sont également utilisés, en deuxi¢me ligne, dans le traitement des

RCC métastatiques, le pazopanib et 1’axitinib. Ces inhibiteurs sont un peu plus spécifiques car

93



ils ne ciblent que les récepteurs du VEGF, du PDGF et le récepteur c-Kit. Le pazopanib
permet une augmentation significative de la survie sans progression par rapport a des patients
non traités. Ces résultats sont indépendants d’un traitement ou non en premicre ligne par
I’'IFNa (Sternberg et al., 2010). L’utilisation de I’axitinib augmente de facon significative la
survie sans progression des patients atteints de RCC par rapport au sorafenib. Il représente
une option intéressante pour une deuxi¢me ligne de traitement dans les RCC métastatiques
(Motzer et al., 2013; Rini et al., 2011). Deux autres inhibiteurs, le vandetanib (Wells et al.,
2012) et le cabozantinib (Smith et al., 2013) sont utilisés dans le traitement du cancer avancé
ou métastatique de la thyroide et de la prostate. Le vandetanib cible les récepteurs de VEGF,
de EGF et le récepteur RET et le cabozantinib plus spécifique ne cible que les récepteurs
VEGFR-2 et c-MET. Enfin, deux derniers inhibiteurs spécifiques sont actuellement en cours
d’essais cliniques, le linifanib et le tivozanib. Le linifanib est un inhibiteur spécifique des
récepteurs du VEGF et du PDGF. Son efficacité est validée en préclinique et dans plusieurs
¢tudes cliniques de phase II. Cette molécule est efficace dans le traitement des carcinomes

2°™ ou 3°™ ligne dans le traitement du

hépatocellulaires métastatiques (Toh et al., 2013), en
cancer du poumon avancé (Tan et al., 2011) et dans le traitement des RCC apres 1’échec du
sunitinib (Tannir et al., 2011). Le tivozanib est un inhibiteur spécifique des récepteurs du
VEGF (VEGFR-1, 2 et 3) avec une demi-vie longue et des effets secondaires limités. Son
efficacité a déja été démontrée dans une étude de phase II (Nosov et al., 2012). Il est
actuellement en cours d’étude de phase III (étude TIVO-1 : NCT01030783 ; Motzer RJ) dans
le traitement des RCC métastatiques en comparaison avec le sorafenib. Cette étude en cours
montre une efficacité supérieure au sorafenib. Le traitement est trés bien toléré par les patients.
Cette étude démontre que ’utilisation d’un inhibiteur des VEGFRs plus spécifique permet

d’augmenter D’efficacit¢ en diminuant les effets secondaires. Le tivozanib pourrait étre

considéré dans le futur, comme la premiére ligne dans le traitement des RCC métastatiques.

d) Le rapport bénéfice/risque des TKI

L’efficacit¢é de ces inhibiteurs résulte certainement dans leur large champ d’action. Ils
interférent avec plusieurs voies de signalisation impliquées dans 1’angiogenése et le
développement tumoral. La multiplication du nombre de cibles entraine également une
augmentation de la quantité d’effets secondaires associés au traitement. Ces inhibiteurs méme
s’ils sont dans ’ensemble bien tolérés, entrainent des effets secondaires importants dont
certains peuvent entrainer jusqu’a la mort des patients. Les plus fréquents sont des problemes

d’insuffisance cardiaque (Kerkela et al., 2009), de thrombose artérielle (Choueiri et al., 2010),
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de cicatrisation, d’hémorragie (Je et al., 2009), d’hypertension (Wu et al., 2008) et de
dysfonctionnement rénal. Une méta-analyse récente, regroupant les résultats de 10 études
cliniques sur le sunitinib, le sorafenib et le pazopanib, démontre une augmentation
significative du risque de mortalit¢ sous traitement. Les résultats démontrent une
augmentation de plus de 3 fois du nombre de FAEs chez les patients traités par ces inhibiteurs
par rapports aux patients des groupes contrdles. Dans cette analyse 79% des déces résultent
d’une hémorragie ou de problémes cardiaques. Cette étude ne remet pas en cause 'utilisation
de ces inhibiteurs en clinique mais démontre la nécessité d’un suivi régulier des patients pour

anticiper 1’apparition de ces FAEs (Schutz et al., 2012).

4. Inhiber les effecteurs en aval dans la voie de signalisation

La protéine mTOR pour «mammalian Target Of Rapamycin» controle la croissance cellulaire
en modulant le métabolisme, la synthése protéique et 1’autophagie. La protéine mTOR, joue
un role important dans 1’angiogenése tumorale en régulant I’expression du VEGF dans les
cellules endothéliales et les cellules tumorales. Cette régulation s’effectue par I’intermédiaire
de la régulation de la traduction du facteur de transcription HIF-1a qui induit I’expression du
VEGF et I’angiogenese tumorale. L’activité clinique anti-tumorale des inhibiteurs de mTOR
est donc expliquée par une inhibition de I’angiogenése (Thomas et al., 2006). Cette voie de
signalisation est souvent dérégulée dans les cancers faisant de mTOR une cible thérapeutique
intéressante. Des analogues de la rapamycine, le temsirolimus et I’everolimus sont des
inhibiteurs allostériques de mMTORC-1, un des deux complexes de mTOR. Ces inhibiteurs sont
utilisés dans le traitement des RCC métastatiques (Hudes et al., 2007; Motzer et al., 2008;
Motzer et al., 2007a), des lymphomes du manteau (Ansell et al., 2011) et des tumeurs
pancréatiques neuroendocrines (Javle et al., 2010; Yao et al.,, 2011). L’efficacité de ces
inhibiteurs est limitée. Cela est expliqué par I’inhibition sélective de mTORC-1 mais pas de
mTORC-2. Inhiber mMTORC-1 et mTORC-2 de facon simultanée pourrait étre plus efficace.
Ces nouveaux inhibiteurs de la voie mTOR sont actuellement en phase préclinique de

développement (Yu K, Cancer Research 2010).

En conclusion, depuis la découverte de I’angiogenése tumorale, un enthousiasme important
existe autour du développement des molécules anti-angiogéniques. Pourtant, seulement une
fraction des patients montre réellement un bénéfice. Dans des modéles précliniques un

bénéfice a long terme des anti-angiogéniques existe. En clinique, ’augmentation de la survie
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globale des patients est souvent limitée. Certains patients deviennent résistants au traitement.
D’autres sont réfractaires des le départ (Bergers et Hanahan, 2008). Des résultats
contradictoires existent au sujet du bénéfice des traitements anti-angiogéniques. Dans certains
cas, ces traitements favorisent 1’invasion et la formation de métastases (Ebos et Kerbel, 2011).
Cependant, une normalisation vasculaire soutenue est un moyen efficace de combattre
I’échappement tumoral et la formation de métastases (Goel et al., 2011). Une meilleure
compréhension des mécanismes contrdlant I’angiogenése tumorale est indispensable afin
d’améliorer ’efficacit¢ des thérapies anti-angiogéniques. Des marqueurs d’efficacité des
traitements sont indispensables. Pourtant aucun n’est validé et utilisé en routine pour
sélectionner les patients potentiellement répondeurs au traitement (Jain et al., 2009b). Face a
cette efficacité modérée des anti-angiogéniques certains proposent des modeéles précliniques
plus adaptés (Francia et al., 2011) et d’autres étudient les modes de résistances aux

traitements (Bergers et Hanahan, 2008; Ebos et Kerbel, 2011).

5. Vers une thérapie personnalisée

L’activation des oncogenes et la dérégulation de I’angiogenc¢se sont des mécanismes
fortement reliés. Des mutations dans les cellules tumorales peuvent moduler la balance entre
les facteurs pro et anti-angiogéniques et entrainer une angiogenese exacerbée. Une étude
récente propose que la normalisation du réseau vasculaire, en ciblant les oncogenes, pourrait
étre plus efficace que des traitements ciblant directement les vaisseaux sanguins. Cibler ces
oncogenes permettrait de restaurer une angiogenése normale et une vascularisation
fonctionnelle. Les altérations génétiques sont spécifiques d’une tumeur. Une thérapie ciblée
bloquant le programme génétique activé par un oncogene spécifique pourrait aboutir a une
thérapie personnalisée des patients (Bottos et Bardelli, 2013).

Dans certains cas, des mutations de la cible de la thérapie entraine une sensibilité a des
quantités faibles non toxiques de la drogue, situation rencontrée pour les inhibiteurs de
I’EGFR (Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004). Dans d’autres cas une mutation d’un
régulateur négatif entraine une « addiction » a une voie de signalisation particuli¢re. Cette
situation a été décrite dans le cas de mutation du geéne ftsc/, un régulateur de mTOR. Ces
mutations entrainent une hypersensibilité aux «rapalogues» dans les ccRCC (Iyer et al., 2012).
Ainsi, la recherche de ces mutations permet d’éviter I’administration inutile des inhibiteurs et

de personnaliser les traitements.
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Molécule Type Cibles Indications
Anti- d’inhibiteur
angiogénique
Bévacizumab Anticorps VEGF-A mCRC, mRCC, mNSCLC,
cancers du sein HER-2 negatifs et
de l'ovaire métastatiques,
glioblastomes
Aflibercept Protéine de VEGF-A VEGF-B mCRC
fusion PIGF
Sorafenib Inhibiteur VEGFR1 et 3 mRCC et carcinomes
tyrosine kinase = PDGFR KIT RAF hépatocellulaires
(TKI) FGFR
Sunitinib TKI VEGFRs mRCC, GIST et tumeurs
PDGFRs neuroendocrines du pancréas
KIT RET FLT3
Axitinib TKI VEGFRs mRCC
PDGFRs
KIT
Tivozanib TKI VEGFRs mRCC
Pazopanib TKI VEGFRs mRCC et sarcomes des tissus
PDGFRs mous
KIT
Vandetanib TKI VEGFRs Cancers médullaires
EGFR de la thyroide
RET
Cabozantanib TKI VEGFR-2 Cancers médullaires
Met de la thyroide
Temsirolimus Rapalogue mTOR RCC
Everolimus Rapalogue mTOR Tumeurs neuroendocrines du

pancréas, mRCC, cancer du sein
HER-2 negatifs et astrocytomes

Tableau 2 : Les principales molécules anti-angiogéniques utilisées en cancérologie
Ce tableau illustre la diversité des molécules anti-angiogéniques actuellement utilisées en
cancérologie. Il indique le nom de la molécule, le type d’inhibiteur, les récepteurs ou

protéines cibles et les différents cancers dans lesquels ces molécules sont utilisées. (D ‘apres
Sennino B et McDonald DM, Nature Reviews Cancer, 2012)
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PARTIE 5 : Les mécanismes de résistances aux traitements anti-
angiogéniques

Les traitements anti-angiogéniques ont un effet rapide et robuste sur la vascularisation
tumorale. Ils ralentissent la croissance de différentes tumeurs primaires et la formation de
métastases. Cibler le VEGF permet une normalisation des vaisseaux sanguins. Ces inhibiteurs
augmentent ’efficacité de certaines chimiothérapies (Bagri et al., 2010; Gerber et Ferrara,
2005). Les bénéfices cliniques sont caractérisés par une augmentation de la survie sans
progression dans les cancers avancés du colon, du poumon, du sein, du rein, du pancréas et de
I’ovaire. Dans la plupart des cas ces effets ne se répercutent pas ou peu sur I’augmentation de
la survie globale des patients. Cette efficacité limitée n’est pas spécifique des molécules anti-
angiogéniques. Beaucoup de thérapies anticancéreuses n’ont que tres peu d’effet sur la survie
globale des patients. La plupart des cancers avancés sont susceptibles d’échapper au
traitement. Quand les traitements anti-angiogéniques sont associés a une chimiothérapie,
I’échappement peut étre 1i¢ a 'un des traitements ou a la combinaison des deux molécules.
Des études précliniques suggerent que 1’utilisation d’inhibiteurs de la voie de signalisation du
VEGF diminue la croissance tumorale mais favorise 1’échappement, la progression et la
formation de métastases (Ebos et Kerbel, 2011).

Des milliers de patients sont traités par des molécules anti-angiogéniques pour un cancer.
L’ensemble de la population de patients montre un effet limité du traitement. Parmi ces
patients, certains vont €tre réfractaires au traitement dés le départ et vont étre indifférents aux
anti-angiogéniques. Mais la majorité des patients vont répondre puis échapper rapidement au
traitement. D’ un autre coté, certains patients sont trés répondeurs et vivent significativement
plus longtemps. Dans la plupart des cas, les tumeurs angiogéniques vont s’adapter a la
présence des anti-angiogéniques en échappant a ce blocage thérapeutique de I’angiogencse
(FIG13). Ce concept d’échappement est tres différent du concept traditionnel d’acquisition de
résistances. Dans la plupart des cas, il ne s’agit pas de 1’apparition d’'une mutation qui va
entrainer une modification de la protéine cible ou du métabolisme de la drogue.
L’échappement est un mécanisme indirect, au cours duquel la tumeur va trouver un moyen
alternatif de maintenir la croissance tumorale alors que la cible de 1’anti-angiogénique reste
inhibée.

Ces observations mettent en évidence I’importance de trouver des marqueurs permettant de

prédire la réponse et d’anticiper 1’apparition de résistances (Jain et al., 2009b; Jubb et Harris,
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Figure 13 : Les deux modes de résistances aux traitements anti-angiogéniques

La résistance adaptative. Aprés une phase de réponse initiale la tumeur est capable de
s’adapter et d’échapper au blocage thérapeutique. Cette résistance permet la reprise de la
croissance et de la progression tumorale.

La résistance intrinséque. Les conditions préexistantes permettent a la tumeur d’étre
insensible au traitement. Aucun bénéfice des thérapies anti-angiogéniques n’est observé, la
tumeur va progresser sous traitement.

(D’apres Bergers G et Hanahan D, Nature Reviews Cancer, 2008)
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2010). La progression de la maladie pendant le traitement est attribuée a différents
mécanismes pouvant interagir et s’additionner. Nous citerons par exemple, la compensation
par des facteurs angiogéniques redondants qui ne sont pas bloqués par les inhibiteurs de la
signalisation VEGF, la normalisation vasculaire, la co-option de vaisseaux sanguins normaux
a la périphérie de la tumeur, I’augmentation de I’hypoxie intra tumorale, 1’activation de voies
de signalisation favorisant la transition épithélium-mésenchyme (EMT), I’augmentation des
capacités invasives des cellules tumorales, la suppression de la surveillance immunitaire,
I’induction de tolérance immune et 1’activation de cellules souches cancéreuses. (Bergers et
Hanahan, 2008; Giuliano et Pages, 2013; Loges et al., 2010). D’autres mécanismes qui
contribuent a la résistance sont proposés. La modification des isoformes majoritaires du
VEGF, des changements au sein du complexe NRP-1/VEGFR-2 (Van Cutsem et al., 2012a) et
la perte de la dépendance des cellules pour le VEGF via une diminution de 1’expression du
VEGFR-2 (Arao et al., 2011; Sitohy et al., 2011). Les inhibiteurs des récepteurs a activité
tyrosine kinase peuvent étre éliminés rapidement (Arrondeau et al., 2012) ou étre séquestrés
dans les lysosomes (Gotink et al., 2011). Prévenir, diminuer ou reverser la résistance est
essentiel pour limiter les effets secondaires et augmenter I’efficacité des traitements. La
complexité et la diversité des mécanismes observés font de cet objectif un challenge tres
important. Nous passerons en revue ici, les principales pistes étudiées pour prévenir ou

combattre ces phénomenes de résistances.

1. L’apport de la chimiothérapie
Les chimiothérapies utilisées en combinaison avec les traitements anti-angiogéniques peuvent
favoriser 1’apparition de résistances mais peuvent permettre de surmonter ces phénomeénes de
résistance. L’importance d’utiliser le BVZ en association avec une chimiothérapie a
largement ¢été démontrée (Kerbel, 2009) mais les bénéfices dépendent du type de
chimiothérapie, de la dose utilisée, du plan de traitement et du type de tumeur (Macedo et al.,
2012). D’apres différentes données précliniques et cliniques, les résultats du BVZ sont
améliorés quant il est associ¢ a une dose faible mais continue de chimiothérapie. Le

mécanisme d’action étant toujours débattu (Montagna et al., 2012) (Kerbel et al., 2007).

2. L’inhibition de plusieurs facteurs angiogéniques
L’action d’un grand nombre de facteurs de croissance compense [’inhibition de la
signalisation VEGF et contribue a ’apparition de résistances au traitement. Ce mécanisme de

relais favorise I’angiogenése tumorale indépendante du VEGF. Nous pouvons citer par
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exemple, les angiopoiétines (Huang et al., 2009), le PIGF (Rolny et al., 2011), le FGF (Alessi
et al., 2009), CXCLS8 (Grepin et al., 2012; Huang et al., 2010) et le PDGF (Cao et Liu, 2007;
Ellis et Al-Saleh, 2012; Hutson et al., 2010; Roskoski, 2007) dont différentes études ont
montré I’implication dans 1I’échappement aux thérapies anti-VEGF. Le VEGF-C et le VEGF-
D sont également impliqués dans cette résistance. L’inhibition simultanée des deux voies de
signalisation, VEGFR-2 et VEGFR-3 est proposée afin de limiter ces résistances et
d’améliorer I’efficacité du traitement anti-angiogénique (Sallinen et al., 2009; Tammela et al.,
2008). Chez la souris, inhiber la signalisation FGF (Casanovas et al., 2005) ou bloquer Ang-2
(Hashizume et al., 2010) augmente [’efficacité des inhibiteurs du VEGF. Les niveaux
plasmatiques de PIGF augmentent chez les patients atteints de cancer colorectal (Willett et al.,
2005), de cancer du rein (Rini et al., 2009) ou de glioblastome (Batchelor et al., 2007) traités
par des anti-VEGF. L’association d’un anticorps anti-PIGF et du BVZ est actuellement en
¢tude clinique de phase I dans le traitement des glioblastomes et des carcinomes
hépatocellulaires. Beaucoup de travail est encore nécessaire pour valider 1’efficacité d’inhiber
le PIGF dans les cancers réfractaires aux anti-VEGFs. Ces résultats suggérent que 1’inhibition
du PIGF, du FGF ou du PDGF pourrait aider a maitriser ces résistances. La diversité des
facteurs pouvant prendre le relais du VEGF et favoriser I’angiogenése est trés importante. Le
nombre de molécules responsables des phénomenes de résistances observés est immense. La

question de la faisabilité et de la pertinence de cette approche a long terme est donc posée.

3. La déstabilisation des vaisseaux sanguins tumoraux
Les vaisseaux sanguins qui persistent apres un traitement anti-angiogénique sont plus matures
avec un recouvrement plus étanche par les péricytes (Inai et al., 2004). Cela entraine une
diminution de la pression interstitielle intra-tumorale. Cette normalisation vasculaire
augmente ’efficacité des traitements en favorisant I’accessibilité de la chimiothérapie a la
tumeur. Le BVZ entraine un remodelage des vaisseaux sanguins tumoraux et modifie leur
perméabilité ce qui augmente 1’efficacité de la chimiothérapie associée dans les
neuroblastomes (Dickson et al., 2007) et dans le mélanome (Turley et al., 2012). Cette
étanchéité limite également [’extravasation des cellules tumorales et la formation de
métastases (De Bock et al., 2011). Une étude de phase II suggére qu’un traitement néo-
adjuvant au BVZ augmente D’efficacit¢ de la radiothérapie dans le cancer du rectum
(Madajewicz et al., 2012; Willett et al., 2007). L’association BVZ / chimiothérapie /
radiothérapie est actuellement testée avec succes dans le traitement du cancer du rectum

invasif (Poultsides et al., 2009; Willett et al., 2009). Ces résultats nécessitent une confirmation
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dans une étude prospective afin de déterminer le bénéfice a long terme de cette association sur

la survie des patients.

Cette normalisation vasculaire a également des effets déléteres sur I’efficacité des traitements
anti-VEGF et sur le développement tumoral. Ces vaisseaux matures permettent la croissance
tumorale avec peu ou pas d’angiogenese (Helfrich et al., 2010). Ces vaisseaux sont résistants
a D’inhibition de la signalisation VEGF. La réduction de la vascularisation intra tumorale
limite la délivrance de certains médicaments. Dans le cancer du poumon, 5 heures apres le
traitement au BVZ, une diminution de la perfusion tumorale et de la quantité¢ de docetaxel
administré au sein de la tumeur est observée (Van der Veldt et al., 2012). Cette diminution de
la vascularisation est compensée dans certains cas par une co-option des vaisseaux sanguins
péri-tumoraux par les cellules tumorales invasives. C’est un phénomeéne commun dans le
glioblastome (Holash et al., 1999a) et le cancer du poumon (Pezzella et al., 1997). Il permet la
croissance tumorale en absence d’angiogencse en exploitant les vaisseaux normaux déja
existants. Déstabiliser les vaisseaux sanguins tumoraux est une approche thérapeutique
intéressante pour contrer 1’apparition des résistances. Cela augmente la sensibilit¢ des
vaisseaux sanguins aux traitements anti-VEGF. Une des pistes étudiée est 1’inhibition de la
signalisation Notch par le blocage la protéine DIl4. Dans des modeles précliniques,
I’inhibition de la voie Notch par un inhibiteur des y-sécrétases, le dibenzazepine ou DBZ,
augmente 1’efficacité du BVZ (Li et al., 2011). La combinaison BVZ/capecitabine améliore la
survie sans progression de patientes avec cancer du sein. Ce résultat est observé uniquement
chez les patientes pour lesquelles la protéine DIl4 intra-tumorale est faible ou indétectable
(Jubb et al., 2011). Ces résultats suggerent que la protéine DIl4 est un marqueur prédictif
d’efficacité¢ du BVZ dans le traitement du cancer du sein. Des études sont en cours afin de
valider I'utilisation d’inhibiteurs de DIl4 pour lutter contre 1’apparition de résistances et

augmenter 1’efficacité des traitements anti-VEGF.

4. L’inhibition du recrutement des cellules immunitaires
Dans des modeles précliniques, 1’échappement aux traitements anti-VEGF s’accompagne du
recrutement de cellules myéloides et autres cellules immunitaires au sein de la tumeur. Ces
cellules produisent leurs propres facteurs angiogéniques, contribuant a la suppression de la
surveillance immunitaire et favorisant I’apparition de résistances (Allavena et Mantovani,
2012) (Shojaei et Ferrara, 2008). Ces cellules produisent une quantité importante de MMP au

sein de la tumeur. Ces MMPs favorisent la dégradation de la matrice extracellulaire et la
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déstabilisation des contacts cellule-cellule. Les cellules infiltrantes vont ainsi promouvoir
I’invasion des cellules tumorales (Hanahan et Coussens, 2012). Ces protéases sont ¢galement
responsables de ’activation et/ou de la libération des facteurs de croissance a partir de la
matrice extracellulaire.

Certaines tumeurs résistantes augmentent la sécrétion de certaines cytokines qui favorisent le
recrutement de cellules my¢loides et d’autres cellules. Ces cellules induisent I’angiogenése et
la tolérance immunitaire en sécrétant les cytokines suivantes; SDF-1 ou CXCL12, M-CSF et
GM-CSF, CXCL8 ou encore CCL28. Dans les cancers avancés du rectum, les niveaux
plasmatiques de SDF-1 sont corrélés avec la formation de métastases chez les patients traités
au BVZ (Xu et al., 2009). Une étude clinique de phase I en cours dans les glioblastomes vise
a évaluer ’efficacité d’associer au traitement BVZ une inhibition de CXCRA4, le récepteur de
SDF-1. Cette étude permettrait de valider le fait que I’échappement au traitement anti-VEGF
peut étre prévenu en bloquant le recrutement des cellules myéloides au sein de la tumeur. La
cytokine M-CSF et son récepteur CSF-1R peuvent également étre ciblés afin de limiter le
recrutement de cellules myéloides. Dans un mode¢le préclinique de cancer du poumon, I’effet
anti-tumoral d’un inhibiteur de VEGFR-2 est amélioré quand il est associé a un inhibiteur de
CSF-1R (Priceman et al., 2010) suggérant que I’inhibition de la signalisation CSF-1R peut

limiter I’évasion de la tumeur aux traitements anti-angiogéniques.

5. L’inhibition des processus favorisant la progression tumorale
Différentes études réalisées chez la souris ont montré que les traitements anti-VEGF
ralentissent la croissance tumorale mais favorisent I’invasion tumorale et la formation de
métastases (Ebos et al., 2009; Paez-Ribes et al., 2009). Ces résultats sont trés variables et
dépendent du type de tumeur, du microenvironnement, du traitement et de la dose utilisée.
Ces résultats sont inconsistants suivant les études (Chung et al., 2012). Une analyse des
¢tudes cliniques visant a caractériser 1’efficacit¢é du sunitinib par rapport a 'IFNa a été
effectué. Aucune preuve de ’accélération de la maladie sous traitement sunitinib n’a été
¢tablie. Le sunitinib n’augmente pas la croissance tumorale et ne réduit pas la survie des
patients traités. Cela démontre, encore une fois, que le traitement sunitinib est efficace dans le
traitement des RCC métastatiques. Le sunitinib peut étre administré aux patients sans risque
d’accélérer la croissance tumorale ou la formation de métastases. Les résultats obtenus dans
les modeles précliniques ne semblent pas applicables aux patients qui regoivent du sunitinib

en clinique (Blagoev et al., 2013).
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a) La voie de signalisation de PTHGF

Des modifications de la signalisation du VEGF influencent d’autres récepteurs et les voies de
signalisation en aval. Dans les glioblastomes un traitement anti-angiogénique met en place un
dialogue entre les récepteurs du VEGF et le récepteur de ’'HGF, le récepteur MET (Lu et al.,
2012). L’inhibition du VEGF favorise un phénotype pro-invasif des cellules tumorales chez la
souris et chez des patients traités au BVZ. Cet effet passe par I’inhibition d’une phosphatase
membranaire PTP-1B qui favorise la phosphorylation de MET et la migration des cellules.
Dans ce systéme, I’inhibition combinée du VEGF et de MET augmente la survie. Les tumeurs
avec des niveaux d’expression ¢élevés du récepteur MET sont en général plus agressives avec
un pronostic moins favorable (Gherardi et al., 2012). L’activation de MET favorise la
transition EMT et D’invasion tumorale (Pennacchietti et al., 2003). L’inhibition de la
signalisation VEGF entraine une diminution de 1’expression de marqueurs épithéliaux et
augmente 1’expression de marqueurs mésenchymateux. Dans les glioblastomes, 1’expression
de la fascine est augmentée apres traitement BVZ (Narayana et al., 2009). Dans différents
modeles précliniques, cibler 1’angiogenése et la progression tumorale est une approche
intéressante. Cette approche prévient I’échappement au traitement anti-VEGF. Dans le cancer
pancréatique, le blocage simultané de VEGF et de MET inhibe I’angiogenése, 1’invasion
tumorale et la formation de métastases (Sennino et McDonald, 2012; You et al., 2011). Le
bénéfice thérapeutique de bloquer le VEGF et le récepteur MET est en cours d’évaluation
dans plusieurs essais cliniques. Plusieurs approches sont étudiées. L’association d’un
anticorps spécifique de MET, I’onartuzumab avec le BVZ et la chimiothérapie de référence
est en cours de phase II dans le cancer du poumon, le cancer du sein et le cancer colorectal.
Des inhibiteurs bloquant les deux récepteurs existent ¢galement. Le cabozantinib, est
actuellement en cours de phase III dans le traitement des cancers de la prostate résistants et
métastatiques. Ce composé ciblant le récepteur du VEGF et le récepteur MET est un
inhibiteur puissant de l’angiogenése, de la croissance tumorale, de I’invasion et de la
formation de métastases dans différents modeles de tumeurs chez la souris (Yakes et al.,
2011). Le foretinib est actuellement en essais de phase II pour le traitement des cancers du

rein papillaires.
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b) L’hypoxie et le facteur de transcription HIF-1

Les traitements anti-VEGF en bloquant 1’angiogenése tumorale entraine une diminution
rapide et importante du réseau vasculaire intra-tumoral. Cette diminution de la vascularisation
tumorale entraine une augmentation de I’hypoxie et la stabilisation de HIF-la. Cette
amplification de I’hypoxie contribue a I’apparition de résistances en sé¢lectionnant des cellules
tumorales plus agressives capables de survivre dans un environnement pauvre en oxygene
(Semenza, 2010). Cibler HIF-1a et ’angiogenése est une stratégie potentielle pour limiter
I’échappement au traitement anti-VEGF. Le topotecan, un inhibiteur de la topoisomérase 1,
inhibe la traduction de HIF-la par un mécanisme indépendant des dommages a I’ADN
(Rapisarda et al., 2004). Une faible dose journaliére de topotecan en combinaison avec le
BVZ, inhibe la prolifération cellulaire, augmente 1’apoptose et favorise I’action du BVZ.
Dans un mode¢le de glioblastome 1’association BVZ + topotecan limite la croissance tumorale
par rapport au traitement BVZ seul (Rapisarda et al., 2009). Des résultats similaires sont
observés avec un autre traitement anti-angiogénique, le pazopanib dans un modele de cancer
ovarien (Hashimoto et al., 2010). Un dérivé de cet inhibiteur, I’EZN-2208, est en cours
d’évaluation chez des patients atteints de différents types de cancers réfractaires aux
traitements de référence. L hypoxie, via ’accumulation de HIF-1a, augmente 1’expression
d’un grand nombre de protéines impliquées dans le métabolisme glycolytique, la
consommation d’oxygene, la résistance a I’apoptose, I’évasion de systeme immunitaire,
I’angiogenese, 1’invasion et la formation de métastases (Semenza, 2010). Ces protéines sont
autant de cibles potentielles pour le traitement des tumeurs résistantes aux anti-angiogéniques

ou pour prévenir 1’apparition de ces résistances.

6. L’inhibition de ’activation des cellules souches cancéreuses
Un traitement avec le sunitinib ou le BVZ entraine une augmentation de I’hypoxie intra-
tumorale dans des xénogreffes de cancer du sein. Cette hypoxie s’accompagne d’une
augmentation de la population de cellules souches cancéreuses. Ces cellules limitent
I’efficacité des traitements anti-angiogéniques et favorisent I’apparition de résistances ainsi
que les récidives. Un traitement combinant anti-angiogéniques avec une drogue ciblant les
cellules souches cancéreuses serait une alternative thérapeutique pertinente (Conley et al.,

2012).
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7. La dormance tumorale

La dormance se caractérise par un arrét de croissance des cellules tumorales notamment dans
des conditions de stress cellulaire ou de défaut en facteurs de croissance (Aguirre-Ghiso,
2007). Ces cellules peuvent rester dans cet ¢tat de dormance pendant une période plus ou
moins longue. La taille limitée de ces tumeurs les rend cliniquement indétectables. Elles
n’évoluent pas ou peu a cause d’un défaut de vascularisation ou d’une suppression
immunitaire efficace (Almog, 2010). Les cellules tumorales en dormance se caractérisent par
une activit¢ ERK faible mais une activité p38 ¢élevée (Sosa et al., 2011). Leur viabilité a long
terme est assurée par 1’activation de 1’autophagie (Sosa et al., 2013). Les cellules souches
cancéreuses peuvent ¢galement entrer en dormance (Patel et Chen, 2012). Les tumeurs
dormantes se caractérisent par un réseau vasculaire limité et instable ne permettant pas la
croissance tumorale. Les traitements anti-angiogéniques pourraient amplifier cet effet.
L’expression d’inhibiteurs naturels de 1’angiogenése provoque I’entrée en dormance de
différentes tumeurs primaires (Holmgren et al., 1995; O'Reilly et al., 1996). Ainsi, les cellules
tumorales pourraient acquérir des résistances pendant la phase de dormance ou entrer en
quiescence sous traitement. L ’arrét du traitement favoriserait la prolifération de ces cellules et
la progression tumorale. Les cellules en dormance développeraient finalement un phénotype
plus agressif en devenant résistantes a la chimiothérapie et/ou a la radiothérapie et
favoriseraient ainsi la récurrence et I’évolution de la maladie aprés I’arrét du traitement

(Naumov et al., 2003).

En résumé, il existe quatre mécanismes majeurs d’échappement aux traitements anti-
angiogéniques (FIG14) :
- L’activation ou I’augmentation d’une voie de signalisation pro-angiogénique
redondante.
- Le recrutement de cellules myéloides pro-angiogéniques.
- La stabilisation et ’augmentation de I’intégrité vasculaire via une augmentation du
recouvrement par les péricytes qui diminuent I’importance du signal de survie
dépendant du VEGF.

- L’augmentation des mécanismes d’invasion et de dissémination métastatique.
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Malheureusement certains patients sont insensibles aux traitements anti-angiogéniques dés le
début du traitement. Par extrapolation avec ce qui a été décrit pour les résistances acquises les
mécanismes de résistances intrinséques sont les suivants :

- La préexistence de signaux pro-angiogénique redondants.

- La préexistence de cellules inflammatoires infiltrantes qui protégent les vaisseaux.

- L’hypo-vascularité des tumeurs dont la croissance est indépendante de I’angiogenése.

Le statut invasif et métastatique préexistant.

La majorité des patients qui décédent des suites d’un cancer, meurent suite a la formation de
métastases (Mehlen et Puisieux, 2006). Cela démontre I’importance de ce phénomene pour le
devenir des patients. Dans le cancer colorectal dans lequel la tumeur primaire est
généralement éliminée par chirurgie, I'apparition de métastases se produit méme sous
traitement BVZ et chimiothérapie. Le BVZ augmente la survie sans progression durant la
premicre année de traitement mais la survie n’augmente plus apres ’arrét du traitement
(Allegra et al., 2011). Pourtant, la formation de métastases est dépendante de 1’angiogenése
tumorale. Pourquoi le BVZ qui bloque I’angiogenése in vivo n’augmente pas de facon
significative la survie a long terme des patients ? Ces résultats suggerent que la durée du
traitement est importante et qu’il faudrait poursuivre le traitement BVZ méme apres
progression. Le maintien du traitement BVZ aprées progression améliore la survie des patients
atteints d’un cancer colorectal métastatique ou d’un cancer du sein (Cartwright et al., 2012;
Grothey et al., 2008). Actuellement, bloquer 1’angiogenése et les mécanismes qui controlent
la progression tumorale semblent étre la ligne de conduite a suivre pour le traitement des
cancers sensibles aux anti-angiogéniques. Mais il reste toujours des efforts a faire pour mieux
comprendre les mécanismes controlant 1’apparition des résistances afin d’identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques et surtout des marqueurs prédictifs d’efficacité des différents
traitements. Ces marqueurs qui font cruellement défaut actuellement sont pourtant
indispensables afin d’identifier les patients potentiellement répondeurs et surtout d’anticiper

I’apparition des résistances en cours de traitement.
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Figure 14 : Les différents types de résistances aux traitements anti- angiogéniques

1. On observe sous traitement une production de facteurs (lymph)-angiogéniques redondants
qui vont favoriser la (lymph)-angiogenése tumorale indépendamment du facteur ciblé par la
drogue. Cela permet la reprise de la croissance tumorale et la dissémination métastatique sous
traitement. 2. On observe sous traitement une augmentation du recrutement des péricytes et
une maturation vasculaire. Cette normalisation vasculaire favorise la survie des vaisseaux
tumoraux et la résistance aux traitements anti-angiogéniques. 3. On observe sous traitement
une augmentation de 1’hypoxie intra-tumorale. Cette augmentation induit la surproduction de
plusieurs cytokines (VEGF, SDF-1) qui favorise le recrutement de cellules dérivées de la
moelle osseuse. Ces cellules favorisent la reprise de 1’angiogenése et de la progression
tumorale sous traitement. 4. On observe sous traitement une augmentation des capacités de
migration et d’invasion des cellules tumorales. Les cellules tumorales sont alors capables
d’échapper au manque d’oxygéne et de nutriments. La dissémination de ces cellules favorise
la formation de métastases sous traitement. (D’apres Bergers G et Hanahan D, Nature
Reviews Cancer, 2008)
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PARTIE 6 : La limitation majeure des anti-angiogéniques :
I’absence de marqueurs prédictifs d’efficacité

Presque dix ans apres la premiére autorisation de mise sur le marché pour une molécule anti-
angiogénique dans le traitement des cancers, aucun marqueur prédictif d’efficacité n’est
définitivement validé. Pourtant ’utilisation des marqueurs prédictifs est indispensable pour
une meilleure prise en charge des patients. De facon générale, I’amélioration de la survie
globale des patients sous traitement anti-angiogénique est limitée. Mais certains patients
répondent mieux que d’autres. Il est donc important de mettre en évidence des marqueurs
permettant de sélectionner les patients les plus répondeurs. Ces marqueurs optimiseraient la
dose et le plan de traitement de ces drogues. Identifier des marqueurs de résistances au
traitement mettrait en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques. Enfin, ils permettraient
d’identifier les patients avec un risque important de développer des effets secondaires. D’un
point de vue économique, ces marqueurs sont également trés importants. Les couts de ces
traitements sont trés élevés. Pouvoir sélectionner les patients répondeurs avant traitement

rationnaliserait les dépenses de santé.

1. Un bon marqueur prédictif
De fagon générale, un bon marqueur prédictif doit étre facilement mesurable avec une
technique peu invasive et doit permettre une évaluation rapide. Le mécanisme ciblé par les
traitements anti-angiogéniques est trés complexe. La diversité des traitements et la variabilité
de la réponse au traitement sont donc trés importantes. Ainsi, il est facile d’imaginer la
difficulté d’identifier un marqueur prédictif universel qui ne serait sans doute pas suffisant.
Pour sélectionner les patients avec une sensibilité plus importante, la clé est I’identification de
marqueurs prédictifs de 1’efficacité. Bien que certains résultats semblent prometteurs, aucun
marqueur n’est utilisé en routine pour sélectionner les patients répondeurs au traitement.
Beaucoup d’efforts sont encore nécessaires afin de valider les études précliniques chez
I’Homme et sur un grand nombre de patients. Un traitement personnalis¢ en fonction des

prédispositions de chacun est I’objectif a atteindre dans le futur.
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2. Marqueurs prédictifs de réponse au BVZ
Beaucoup de facteurs angiogéniques circulants ont été mesurés pour prédire la réponse au
traitement. Le plus étudi¢ est sans aucun doute le VEGF. L’augmentation des niveaux
plasmatiques ou intra-tumoraux de VEGF est un indicateur de mauvais pronostic. Les
données concernant le rdle prédictif des niveaux de VEGF avant ou pendant le traitement sont

trés hétérogenes.

a) Les facteurs circulants

Certaines études suggerent que des niveaux élevés de VEGF avant traitement favorise 1’action
du BVZ mais d’autres ne mettent en évidence aucune corrélation entre les niveaux de VEGF
et ’efficacité du traitement. Une méta-analyse sur des patients atteints de cancer colorectal,
de cancer du poumon ou de cancer du rein confirme que les niveaux de VEGF avant
traitement peuvent servir de marqueurs de mauvais pronostic mais pas de marqueur prédictif
de I’efficacit¢ du BVZ (Hegde et al., 2013). Les niveaux d’expression avant traitement du
récepteur soluble VEGFR-1 sont inversement corrélés avec la survie des patients traités avec
le BVZ ou un autre anti-VEGF dans au moins cinq études indépendantes. De manicre
générale, les niveaux de base des facteurs angiogéniques circulants ne permettent pas de
prédire 1’efficacité du traitement BVZ. Les niveaux d’expression des formes courtes de VEGF,
comme le VEGF121 semble étre un meilleur marqueur prédictif circulant. Les patients
atteints de cancer du sein ou de cancer gastrique présentant des niveaux plus ¢levés de ces
formes courtes de VEGF répondent de fagon plus efficace au traitement BVZ avec une
augmentation significative de la survie sans progression et/ou de la survie globale (Miles et al.,

2013; Van Cutsem et al., 2012a).

b) Les cellules endothéliales

L’angiogenese tumorale induite par le VEGF est en partie dépendante de la mobilisation de
cellules endothéliales circulantes ou de progéniteurs endothéliaux. Ces cellules sont attirées
au sein de la tumeur en croissance et contribuent a la formation du réseau vasculaire. Des
concentrations ¢élevées de ces cellules seraient le reflet d’une angiogenése active et serviraient
de marqueur prédictif aux traitements anti-angiogéniques (Jubb et al., 2011). Les thérapies
anti-angiogéniques favorisent le recrutement des ces cellules au sein de la tumeur. Bloquer ce
recrutement augmente 1’efficacité des traitements (Shaked et al., 2006). Dans le cancer du
sein, la viabilité des cellules endothéliales circulantes permet de prédire la survie des patients

traités par des molécules anti-angiogéniques (Mancuso et al., 2006b).
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Les cellules endothéliales circulantes ou les progéniteurs endothéliaux ont ét¢ évalués comme
marqueurs prédictifs de réponse au BVZ. Les résultats sont trés hétérogenes en fonction du
type de cancer. Le nombre d’échantillons analysé est trop faible et nécessite une étude plus
importante (Bertolini et al., 2006) afin de valider I’utilisation des cellules endothéliales

circulantes comme marqueur prédictif.

¢) Les récepteurs du VEGF

Des niveaux d’expression faibles du récepteur VEGFR-1 ou du corécepteur NRP-1 semblent
prédire une réponse plus importante au BVZ. Une expression limitée favorise une
augmentation de la survie sans progression et/ou une augmentation de la survie globale dans

différents types de cancers (Jubb et al., 2011; Lurje et al., 2010; Van Cutsem et al., 2012a).

d) Les cellules myéloides

Ces cellules représentent une source importante de facteurs pro-angiogéniques et possedent
une activité immunosuppressive favorisant le développement tumoral (Loges et al., 2010).
Quelques études chez I’homme ont étudié 1’évolution de I’expression de ces cellules au cours
du traitement BVZ. Le traitement augmente 1’expression du SDF1 et de son récepteur CXCR4.
Il favorise également 1’expression de CXCL6 (Xu et al., 2009). Ces résultats suggerent un lien
étroit entre la résistance au traitement BVZ et 1’expression intra-tumorale de cellules
my¢loides. Cependant, il semble techniquement difficile d’évaluer la présence de ces cellules
ou les marqueurs qu’elles expriment afin d’utiliser ces données en routine pour prédire

I’efficacité du BVZ chez les patients.

e) L’imagerie
L’imagerie de la perfusion tissulaire en IRM dynamique (DCE-MRI) permet d’évaluer les
modifications de la structure et de la fonctionnalité des vaisseaux sanguins. Cette technique

est donc un outil de choix pour évaluer la réponse au traitement BVZ (O'Connor et al., 2012).

f) Les polymorphismes génétiques

Différents polymorphismes des génes du VEGF, de ses récepteurs et d’autres génes impliqués
dans I’angiogenese tumorale, comme la cytokine CXCLS8 par exemple peuvent étre utilisés
comme marqueurs pronostics et/ou prédictifs de 1’efficacité des traitements anti-

angiogéniques dans différents cancers (Jain et al., 2009a).
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3. Les marqueurs prédictifs d’efficacité en fonctions des cancers

a) Le cancer colorectal

Dans le cancer colorectal, les niveaux d’expression de CXCLS8 sont corrélés avec la réponse
des patients au traitement BVZ associé a la chimiothérapie de référence. Le CXCLS8 est une
cytokine pro-inflammatoire et pro-angiogénique impliquée dans I’angiogenese tumorale. Des
niveaux ¢élevés de cette cytokine avant traitement sont corrélés a une survie sans progression
plus faible chez les patients traités (Kopetz et al., 2010). Une autre étude suggere que les
niveaux sériques d’Ang-2 constituent un marqueur prédictif du traitement BVZ. Des niveaux
faibles d’Ang-2 avant traitement sont corrélés a un meilleur taux de réponse et a une
augmentation de la survie sans progression des patients traités BVZ et chimiothérapie (Goede
et al., 2010). Plusieurs études ont mis en évidence qu’une quantité¢ faible de cellules
endothéliales circulantes favorise I’action des traitements anti-angiogéniques et augmente la
survie sans progression et la survie globale des patients traités (Manzoni et al., 2012)
(Matsusaka et al., 2011). Certains polymorphismes dans des génes impliqués dans la
régulation de I’angiogenése sont également corrélés a une réponse positive des patients au
BVZ, notamment les génes codant IL-6, p53, MMP-9, CXCRI1 et VEGFR-1 (Hansen et al.,
2012). Enfin I’hypertension, un des effets secondaires les plus importants des traitements anti-
angiogéniques, est associée a une augmentation de la survie sans progression des patients
traités par le BVZ (De Stefano et al., 2011) et peut étre considérée comme un marqueur

prédictif dans le cancer colorectal métastatique.

b) Le cancer du sein

Le traitement du cancer du sein par des molécules anti-angiogéniques est controversé. Les
résultats sont limités et ces traitements ne sont pas une option intéressante pour tous les
cancers du sein. L’identification de marqueurs prédictifs d’efficacité des traitements anti-
angiogéniques est donc essentielle. Des concentrations sériques faibles de VCAM-1 et
d’ELAM-1 (deux molécules d’adhésion favorisant I’interaction entre les cellules
immunitaires et les cellules endothéliales) prédisent la réponse clinique des patients au BVZ
associ¢ au docetaxel (Baar et al., 2009). Une diminution de I’expression des récepteurs
solubles VEGFR-3 et Kit augmente la survie globale des patients traités au sunitinib apres
¢chec de la chimiothérapie anthracycline ou taxane (Burstein et al., 2008). Enfin, deux
polymorphismes dans le géne du VEGF sont associés a une augmentation de la survie globale

des patientes traitées avec 1’association BVZ / paclitaxel (Schneider et al., 2008).
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¢) Les cancers hépatocellulaires

Dans les cancers hépatocellulaires, des niveaux plasmatiques élevés d’Ang-2 (Kaseb et al.,
2012) ou des cytokines IL-6 et CXCLS8 (Boige et al., 2012) avant traitement sont associ€s a
une survie sans progression et une survie globale plus faible des patients traités avec le BVZ
en combinaison avec 1’erlotinib, un inhibiteur du récepteur de I’EGF. Dans une étude portant
sur le sorafenib, les auteurs ont analysé les niveaux plasmatiques d’un grand nombre de
cytokines angiogéniques avant traitement. Plus le nombre de cytokines avec des niveaux

¢levés augmente plus 1’effet thérapeutique du sorafenib diminue (Miyahara et al., 2011).

d) Le cancer de la thyroide

Le cancer de la thyroide n’est pas le premier cancer auquel on pense quand on parle de
thérapies anti-angiogéniques. Pourtant son développement est trés dépendant de I’angiogenése
tumorale. Des niveaux élevés de MMP-2, PTTG, VEGF-C, CXCR4 et de FGF sont des
marqueurs potentiels de 1’agressivit¢ de ces tumeurs. Les auteurs suggerent que la
combinaison VEGF-C et FGF favorise la progression et la formation de métastases (Liang et
al., 2011). L’utilisation de molécules anti-angiogéniques pour le traitement de ces cancers
semble donc prometteuse et est en cours d’essais cliniques chez I’homme. Des études
permettent d’ores et déja de mettre en évidence des marqueurs prédictifs potentiels de
I’efficacité des traitements anti-angiogéniques. Le CXCLS est un marqueur de I’efficacité du
sunitinib dans des mod¢les précliniques (Broutin et al., 2011). Des niveaux faibles de VEGF
sont associés a une augmentation de la survie sans progression des patients traités au
motesanib (Bass et al., 2010). Enfin, chez des patients traités au sunitinib ou au sorafenib, les
niveaux de thyroglobuline sont corrélés avec la réponse au traitement suggérant son utilisation

potentielle comme marqueur prédictif de réponse (Marotta et al., 2013).

e) Le cancer du rein

Pour le traitement du cancer du rein, 1a encore, aucun marqueur n’est actuellement utilis¢ en
routine en clinique. Pourtant, plus de 70% des patients ont une maladie localisée mais un tiers
des patients rechute avec ’apparition de métastases apres néphrectomie. Ce constat démontre
I’importance de trouver des marqueurs prédictifs d’efficacité et de résistance au traitement. Il
semble plus intéressant d’analyser la signature globale des facteurs angiogéniques circulants
pour évaluer le bénéfice potentiel du sorafenib (Zurita et al., 2012) et du pazopanib (Tran et
al., 2012) dans le traitement des RCC métastatiques. Des études génétiques suggerent que
certains polymorphismes peuvent augmenter le risque de développer un RCC (Purdue et al.,

2011). Deux polymorphismes dans le geéne de la cytokine CXCLS8 sont associés avec une
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diminution de la survie sans progression des patients traités par le pazopanib (Xu et al., 2011).
La cytokine CXCL8 pourrait étre impliquée dans la résistance des RCCs au traitement
sunitinib (Huang et al., 2010). Un polymorphisme dans le géne du VEGFR-3 et du
CYP3AS5*1 est associé a une réduction de la survie sans progression des patients traités au
sunitinib (Garcia-Donas et al., 2011). L’hétérogénéité de ces tumeurs entraine une variabilité
de réponse importante. Les polymorphismes du géne CXCLS ne sont pas retrouvés dans cette
¢tude ce qui suggere I'importance de valider ces différents marqueurs dans des études

regroupant un nombre de patients plus important.

En conclusion, de nombreuses pistes de facteurs prédictifs d’efficacité des traitements anti-
angiogéniques sont actuellement a 1’étude. Ces facteurs sont trés variables en fonction du type
de traitement, du type de cancers et des patients. Les efforts doivent €tre poursuivis afin de
valider ’utilisation de ces marqueurs en clinique et de permettre une évaluation simple et

rapide de I’efficacité d’un traitement avant de le prescrire aux patients.

PARTIE 7 : Les formes anti-angiogéniques du VEGF : de la

découverte a la polémique

Dans la continuité du chapitre précédent sur les résistances aux traitements anti-angiogénique,
nous ne pouvons pas passer a coté¢ des formes anti-angiogéniques du VEGF. Jusqu’en 2002,
’activité de ce facteur de croissance des cellules endothéliales était exclusivement restreinte a
une activité pro-angiogénique. Pourtant des formes de VEGF présentant une activité¢ anti-
angiogénique existent et la présence de ces formes au sein de la tumeur pourrait expliquer, au
moins en partie, ’échec du BVZ chez certains patients. Le BVZ reconnait avec la méme
affinité les formes pro- et anti-angiogéniques du VEGF ce qui pourrait limiter son action sur
les formes pro-angiogéniques et bloquer I’effet positif du VEGF anti-angiogénique sur

I’inhibition de 1’angiogenése (Varey et al., 2008).

1. Mais a quoi correspondent ces formes anti angiogéniques ?
Malgré un nombre considérable d’¢tudes menées sur le VEGF et son activité pro-
angiogénique, trés peu de choses sont connues sur la régulation de son épissage alternatif.
C’est donc par hasard qu’en 2002, le Dr Bates DO et son équipe découvrent une nouvelle
sous famille de VEGF résultant d’un épissage alternatif au sein du dernier exon du gene. A

I’époque, 1’équipe ¢tudiait les niveaux d’expression du VEGF148 dans les RCCs par rapport
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au rein normal. Aprés séquencage, ils se sont rendus compte qu’il s’agissait en réalité d’une

forme inconnue d’épissage alternatif du VEGF165 qu’ils ont appelée le VEGF165b.

a) L’activité anti-angiogénique du VEGF165b

Apres cette découverte dans le rein, ’expression de cette forme a été¢ étendue a un grand
nombre d’autres organes, avec des rapports VEGF165/VEGF165b, trés différents d’un tissu a
I’autre. L’expression du VEGF165b est diminuée dans les RCC par rapport au rein normal.
Dans cette étude, 17/18 échantillons de rein normal expriment du VEGF165b alors que
seulement 4/18 échantillons tumoraux en expriment. Le VEGF165b inhibe la prolifération, la
migration et la vasodilatation de cellules endothéliales induites par le VEGF165 (Bates et al.,
2002). Le VEGF165b inhibe la signalisation induite par le VEGF165 en jouant le role
d’inhibiteur compétitif pour la fixation sur le récepteur VEGFR-2. Le VEGF165b inhibe
I’angiogenese induite par le VEGF165 in vivo et inhibe la croissance de différents types

tumoraux chez la souris (Rennel et al., 2008) (Varey et al., 2008; Woolard et al., 2004).

b) La structure de ces formes anti-angiogéniques

Le VEGF165b ne difféere du VEGF165 qu’au niveau des six derniers acides aminés de la
partie C-terminale de la protéine. Ces deux formes résultent d’un épissage alternatif au sein
du dernier exon du gene. Cet exon, I’exon 8, peut étre séparé en deux parties: la partie 8a et la
partie 8b. Les protéines issues de cet épissage alternatif sont quasi identiques. Seuls les 6
derniers acides aminés de la protéine sont différents. Les formes comprenant la partie 8a se
terminent par la séquence peptidique CDKPRR et sont notées VEGFxxx, alors que les formes
contenant la partie 8b se terminent par la séquence SLTRKD et sont notées VEGFxxxb, avec
xxx correspondant au nombre d’acides aminés de la protéine (Bates et al., 2002). Les formes
VEGFxxx correspondent aux formes déja connues et pro-angiogéniques du VEGF. La
premicre forme de VEGFxxxb a avoir ét¢ identifiée est le VEGF165b mais par la suite la
plupart des formes de VEGFxxx ont été associées a leur fausse jumelle xxxb. Les six acides
aminés codés par D’exon 8b conferent aux isoformes de VEGFxxxb des propriétés
radicalement différentes de celles du VEGFxxx. Les altérations majeures sont la perte du
résidu cystéine et le remplacement des deux arginines par une lysine et un acide aspartique.
Ces différences altérent de facon profonde la structure, la liaison au récepteur et la fonction du
VEGFxxxb. Elles n’altérent pas la capacité¢ du VEGF165b a se fixer sur le récepteur VEGFR-

2 et a entrainer sa dimérisation (FIG15).
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Structure du géne VEGF
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Figure 15 : Les isoformes anti-angiogéniques du VEGF : le VEGFxxxb

Le géne du VEGF contient 8 exons. Les sites pour la liaison aux récepteurs se retrouvent dans
les exons 3 et 4 et ceux pour la liaison a I’héparine et a aux neuropilines dans les exons 6, 7 et
8a. L ¢épissage alternatif de la partie C-terminale génére de types d’isoformes : le VEGFxxx et
le VEGFxxxb. L’utilisation du site d’épissage distal génere les formes VEGFxxx alors que
I’utilisation du site d’épissage proximal génére les formes VEGFxxxb. Cet épissage alternatif
donne naissance a deux familles de protéines qui ne différent que dans leur partie C-terminale
et qui possedent des propriétés opposées. (D ‘aprés Rennel ES, B J Cancer, 2009)
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Cependant, les changements de conformation nécessaires au repositionnement des kinases et a
I’autophosphorylation du récepteur ne sont pas totalement efficaces (Harper et Bates, 2008;
Kawamura et al., 2008). L’activation des voies de signalisation en aval du récepteur n’est pas
optimale. Les formes de VEGFxxxb vont donc jouer le role d’inhibiteurs compétitifs en se
liant sur le récepteur, empéchant ainsi la fixation du VEGFxxx. Cette fixation n’induit pas
I’activation des voies de signalisation en aval du récepteur et n’entraine pas les effets
physiologiques du VEGF. Ainsi, le VEGF165b inhibe la prolifération et la migration des
cellules endothéliales induites par le VEGF165. In vivo, la sur-expression par les cellules
tumorales de cette forme limite la croissance tumorale. L’administration de VEGF165b inhibe
le développement de tumeurs chez la souris (Rennel et al., 2008). Ces formes de VEGFxxxb
possedent donc une activité anti-angiogénique par rapport a leurs homologues VEGFxxx qui
exercent une forte activité angiogénique in vitro et in vivo. L’ensemble de ces résultats
suggere que la manipulation de 1’épissage alternatif du VEGF pourrait constituer une

approche thérapeutique intéressante dans le traitement des cancers (Rennel et al., 2009).

¢) La régulation du ratio VEGFxxx/VEGFxxxb

Dans la plupart des cellules primaires, comme les podocytes, les cellules pigmentées de la
rétine et les cellules épithéliales du colon, I’expression du VEGFxxxb prédomine. A ’inverse
dans les cellules de mélanome, de carcinome colorectal et de cancer du foie, les isoformes
VEGFxxx représentent la majorit¢ du VEGF. Dans les cellules épithéliales normales, le
VEGF165b représente environ 75% du VEGF total. Une étude de 2008 démontre
I’importance des facteurs de croissance et des facteurs d’épissage dans la régulation du ratio
VEGF pro- versus anti-angiogénique. Un traitement a ’IGF et au TNFa favorise I’expression
du VEGFxxx alors qu’un traitement au TGFf favorise 1’expression du VEGFxxxb. De plus,
les facteurs d’épissage SF2/ASF et SRp40 favorise les formes pro-angiogéniques et le facteur
SRp55 favorise les formes anti-angiogéniques (Nowak et al., 2008). Une modification de
I’expression de ces facteurs de croissance ou des facteurs d’épissages impliqués dans la
régulation du ratio VEGFxxx/VEGFxxxb peut constituer une approche thérapeutique

intéressante dans le traitement des cancers (FIG16).
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Figure 16 : La régulation de I’épissage alternatif du VEGF

a. Les facteurs SR se les lient au spliceosome (complexe protéique responsable de I’épissage
alternatif) pour réguler 1’épissage alternatif. b. Dans les cellules normales, les facteurs SR
impliqués dans la régulation de 1’épissage alternatif du VEGF sont SF2/ASF et SRp55. Le
premier favorise I’épissage proximal et I’expression du VEGFxxx, pro-angiogénique. Le
deuxiéme favorise 1’épissage distal et I’expression du VEGFxxxb, anti-angiogénique. ¢. Dans
les cellules normales, I’expression des facteurs SR est régulée par les facteurs de croissance.
Ces facteurs de croissance régulent 1’activité des protéines kinases (SRPKI1 et Clkl) qui
régulent D’expression de SF2/ASF et SRp55, par phosphorylation. e. Apres épissage
seulement les 6 derniers acides-aminés de la protéine sont différents. (D apres Pagani F et
Baralle FE, Nat Rev Genetics, 2004 ; Harper S et Bates D, Nat Rev Cancer, 2008)
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2. Les isoformes anti-angiogéniques du VEGF : la polémique

Deux articles récents viennent alimenter une polémique autour de ces formes anti-
angiogéniques. Le premier démontre que les isoformes VEGF121b et 165b ne sont pas anti-
angiogéniques mais plus faiblement angiogéniques que les isoformes de VEGFxxx. Dans
cette étude, des protéines recombinantes VEGF121b et 165b induisent la phosphorylation du
récepteur du VEGF et des kinases ERK et stimulent la prolifération de cellules endothéliales.
Ces isoformes stimulent ¢galement 1’angiogenése et la croissance tumorale in vivo. Les
niveaux de VEGFxxxb sont augmentés dans le cancer du sein. Les auteurs de cet article
suggerent 1’utilisation potentielle de ces isoformes en thérapie anti-cancéreuse dans le
traitement du cancer du sein (Catena et al., 2010). Dans le second article polémique, les
auteurs posent la question de savoir si ces isoformes de VEGFxxxb existent réellement dans
des conditions physiologiques. En effet, ils indiquent qu’ils n’arrivent pas a amplifier les
isoformes de VEGFxxxb dans les cellules ou les tissus murins ou humains testés selon les
techniques décrites par Bates, DO et ses collaborateurs. Ainsi, ils soulignent I’'importance de
clarifier la biologie du VEGFxxxb, I’existence de ces isoformes, leur niveau d’expression et

leur importance biologique dans la régulation de I’angiogenese (Harris et al., 2012).

3. Le ratio VEGFxxx/VEGFxxxb : un marqueur prédictif de réponse au
BVZ?

En plein cceur de cette polémique grandissante sur les isoformes anti-angiogéniques du VEGF,
un article de I’équipe de DO. Bates met en évidence une association entre les variants
d’épissage du VEGF et la survie sans progression des patients atteints d’un cancer colorectal
métastatique et traités pas BVZ. Les patients atteints d’un cancer colorectal avec une tumeur
exprimant des niveaux faibles de VEGF165b répondent de fagon plus efficace au traitement
de référence, le BVZ associ¢ au FOLFOX, avec une survie sans progression plus importante
par rapport a des patients qui expriment des niveaux plus élevés de VEGF165b. Ces résultats
suggerent qu’un rapport VEGF165b/VEGF total faible pourrait étre un marqueur prédictif
d’efficacité du traitement BVZ+FOLFOX dans le cancer colorectal (Bates et al., 2012).
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PARTIE 8 : Le cancer du rein : un modele de choix pour I’étude

des thérapies anti-angiogéniques

1. Description de ces cancers
Le cancer du rein ou RCC pour « Renal Cell Carcinoma » représente actuellement environ
3% de I’ensemble des cancers (Jemal et al., 2010). Ce cancer asymptomatique est souvent
détecté¢ a un stade avancé de fagon fortuite lors d’un examen de routine. La prise en charge
initiale est toujours (si possible) la chirurgie avec 1’élimination de la tumeur primaire. Si
celle-ci est trop importante une néphrectomie totale est réalisée. Le traitement utilisé par la
suite permet de traiter les métastases. Il existe plusieurs types histologiques de cancers en
fonction de I’aspect anatomo-pathologique des coupes de tumeur. Plus de 80% des cancers du
rein sont des cancers du rein a cellules claires (d’apres 1’aspect du cytoplasme qui apparait
clair du fait de la quantité¢ important de glycogeéne, ccRCC). Environ 10 a 15% sont de sous
type papillaire et 5-10% de sous type chromophobe. Plusieurs aspects génétiques déterminent
les formes familiales ou sporadiques de RCC. Nous considererons pour la suite uniquement

les ccRCC.

Dans la plupart des ccRCC, le géne codant la protéine VHL est muté. Dans ces tumeurs le
facteur de transcription HIF-la est donc stabilisé. Dans des conditions d’oxygénation
normales pVHL induit I’hydroxylation de HIF-loa et sa dégradation par le protéasome. A
I’inverse, dans des conditions hypoxiques, le facteur HIF-1a est stabilisé. Dans le cas d’une
mutation de pVHL, HIF-1 est activé de fagon constitutive et les génes induits par HIF-1 sont
surexprimés. C’est donc le cas du VEGF, du PDGF et du TGFa qui sont des facteurs majeurs
favorisant le développement des ccRCC. Ces facteurs de croissance sont trés fortement
exprimés dans les cellules de ccRCC. Ces molécules favorisent I’angiogenése tumorale. Ainsi,
les ccRCC sont des tumeurs richement vascularisées. Cette situation génétique donne un
rationnel important en faveur de [utilisation de thérapies anti-angiogéniques. Le
développement des thérapies anti-angiogéniques dans le traitement des ccRCC est d’autant
plus important que ces tumeurs sont résistantes a la radiothérapie et répondent trés peu aux

chimiothérapies classiques.

L’activité¢ de HIF est fortement associée au développement tumoral des RCCs. Dans ces
tumeurs, les deux isoformes HIF-1oa et HIF-2a ont des roles bien distincts. En particuliers

elles régulent de facon différentielle I’activité de 1’oncogene c-Myc.
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Dans les RCCs, HIF-1a inhibe 1’activité de c-Myc. A I’inverse, HIF-2a potentialise les effets
transcriptionnels et la prolifération induite par c-Myc (Gordan et al., 2007a; Mandriota et al.,
2002. Dans les ccRCC, 70% des tumeurs présente une perte d’expression de la protéine
pVHL. Parmi ces tumeurs certaines expriment seulement HIF-2a et d’autres expriment HIF-
laet HIF-2a. Dans les cellules qui n’expriment que HIF-2a, l’activit¢ de c-Myc, la
prolifération et la croissance tumorale sont augmentées (Gordan et al., 2007; Raval et al.,
2005). L’isoforme HIF-2a est nécessaire et suffisante pour induire la croissance des tumeurs
pVHL déficientes in vivo et ’inhibition de HIF-2a permet de réduire la croissance des RCCs
(Kondo et al., 2003; Maranchie et al., 2002). Une délétion de HIF-2a est observée dans 40%
des RCCs. L’expression de HIF-1a limite la croissance des RCCs alors que son inhibition
favorise le développement tumoral. L’isoforme HIF-2a est donc I’oncogene principal dans les

RCCs (Shen et al., 2011).

2. La prise en charge thérapeutique des RCC
Le seul traitement efficace avant le développement des thérapies anti-angiogéniques était
I’utilisation de cytokines immunitaires: IL-2 ou IFNa. Ce dernier a été identifi¢é comme un
inhibiteur puissant de I’angiogenese. Les effets anti-angiogéniques de I’IFNa sont attribués a
une diminution de 1’expression génique de la cytokine CXCL8 et du VEGF et une inhibition
du FGF dans les cellules tumorales. Mais I'IFNo a également une action directe sur la
prolifération et la migration des cellules endothéliales. De plus, un traitement IFNo entraine
une augmentation de I’expression de plusieurs régulateurs négatifs de 1’angiogenése ce qui
suggere une amplification potentielle de son activité anti-angiogénique (Indraccolo, 2010).
Pendant plus de 30 ans I’immunothérapie était le seul traitement pour les RCC métastatiques.
Pourtant 1’efficacité de ce traitement est trés limitée avec seulement 10-15% de réponses
objectives et le traitement est mal toléré (Cornu et al., 2008). Plusieurs études ont montré que
la durée de vie des patients est significativement augmentée aprés néphrectomie avant le
traitement par immunothérapie (Zini et al., 2009). Dans les RCC, les sites privilégiés des
métastases sont les os et le cerveau (Bianchi et al., 2012). L’¢limination par chirurgie des
métastases augmente également le pronostic vital des patients (Russo, 2010). Historiquement,
la médiane de survie des patients avec un ccRCC métastatique était de 10 mois (Motzer et al.,
1999). L’arrivée des thérapies ciblées a complétement transformée le pronostic vital et
considérablement améliorée la prise en charge de cette pathologie. L’utilisation en premicre

ligne de ces thérapies permet d’augmenter la survie sans progression et/ou la survie globale
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des patients (Escudier et Kataja, 2010; Motzer et al., 2009).

3. Les thérapies anti-angiogéniques dans le traitement des RCC
Quatre molécules sont actuellement utilisées en premicre ligne dans le traitement des ccRCC.
Le sunitinib, le pazopanib, le BVZ en association avec ’I[FNa et le temsirolimus. Trois autres
molécules sont disponibles pour la deuxiéme ligne ou les suivantes, I’everolimus, 1’axitinib et
la sorafenib. D’autres molécules ou d’autres schémas de traitement sont en cours d’essais
cliniques.
En se basant sur les différentes études cliniques de phase III, la séquence optimale de
traitement pour les patients avec des RCCs a cellules claires ou non, serait le sunitinib en
premicre ligne, suivi de I’axitinib puis de 1’everolimus. Peu d’études cliniques étudient la
suite des traitements a effectuer aprés 1I’échec des trois premicres lignes. La meilleure
alternative semble étre une quatrieme ligne sorafenib ou un nouveau traitement sunitinib. Ces
recommandations ne peuvent cependant servir que d’indications. Les traitements doivent étre
adaptés pour chaque patient. La question se pose aujourd’hui de la place de la chirurgie dans
la prise en charge des ccRCC. Les données cliniques montrent que la chirurgie est toujours
importante mais la séquence idéale de traitement entre chirurgie et thérapie ciblée reste encore
a définir. Les cancérologues ont actuellement six lignes de traitements différents pour la prise
en charge des RCC métastatiques dont I’efficacité a été validée dans différentes études
cliniques. Le sorafenib (Escudier et al., 2009a), le sunitinib (Motzer et al., 2007b), le BVZ
associ¢ a I'IFN a (Escudier et al., 2007; Rini et al., 2008), le pazopanib (Sternberg et al.,
2010), le temsirolimus (Hudes et al., 2007; Motzer et al., 2007a) et enfin I’everolimus
(Motzer et al., 2008).
Le BVZ, anticorps monoclonal anti-VEGF, en association avec I'I[FNa a été approuvé en
2009 pour le traitement des ccRCC métastatiques. Cette indication se base sur deux études
cliniques montrant 1’efficacité de cette association par rapport a un traitement placebo ou un
traitement IFNa seul. Dans les deux cas le traitement BVZ + [FNa augmente la survie sans
progression respectivement de cing et de trois mois par rapport au traitement controle mais
n’augmente pas la survie globale des patients (Escudier et al., 2010).
Le sorafenib est un inhibiteur de plusieurs récepteurs a activité tyrosine kinase. Il a été
approuvé dés 2005 dans le traitement des ccRCC métastatiques apres des études cliniques
montrant une augmentation de la survie sans progression et de la survie globale de quelques
mois dans les groupes traités sorafenib par rapport aux groupes contrdles.

Le sunitinib est le méme type de molécule que le sorafenib mais n’a été approuvé qu’en 2007.
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Les résultats des études cliniques montrent une augmentation du taux de réponse (30%), de la
survie sans progression (6 mois) et de la survie globale (6 mois) des patients traités au
sunitinib par rapport aux patients du groupe controle.

Le pazopanib est un inhibiteur plus spécifique de récepteurs a activité tyrosine kinase
impliqués dans la régulation de 1’angiogenése tumorale. Il a été approuvé pour le traitement
des ccRCC avancés en 2009 suite a une étude clinique montrant que le pazopanib augmente la
survie sans progression de cinq mois par rapport aux patients du groupe contrdle.

Le temsirolimus et 1I’everolimus sont deux inhibiteurs de mTOR qui ont été approuvés dans le
traitement des ccRCC métastatiques respectivement en 2007 et en 2009. L’everolimus est un
traitement de deuxiéme ligne quand les patients ne répondent plus au sunitinib ou au sorafenib.
Ces deux inhibiteurs augmentent la survie sans progression des patients par rapports aux
patients du groupe controle. Dans tous les cas les réponses complétes sont rares, une
proportion significative des patients est réfractaire au traitement et les mécanismes de

résistances ne sont pas connus.

4. Un role majeur des corécepteurs NRP dans les ccRCC

a) Les NRPs et I’angiogenése tumorale

Le VEGF est le facteur pro-angiogénique majeur dans la régulation de I’angiogenéese tumorale.
Il induit la prolifération, la survie, la migration et la perméabilité¢ des cellules endothéliales
(Ferrara et al., 2003). La création et le maintien d’une vascularisation intra-tumorale favorise
la croissance des tumeurs et la formation de métastases. La fonction pro-angiogénique du
VEGF est assurée en majorité par sa liaison au récepteur VEGFR-2. L’activation des voies
PI3-K/Akt et PLCY/ERK est responsable de la survie et de la prolifération induite par le
VEGF. L’activation de la migration, de ’invasion et de I’organisation en réseau vasculaire
par le VEGF nécessite I’interaction avec le corécepteur du VEGFR-2, la neuropiline (Pan et
al., 2007). Ce récepteur a été décrit a I’origine dans le systéme nerveux. Deux isoformes
existent: NRP-1 et NRP-2. La localisation et les ligands de ces deux isoformes différent.
NRP-1 est localis¢ a la surface des cellules endothéliales artérielles alors que NRP-2 est
exprimé dans 1’endothélium veineux et lymphatique. Ces récepteurs possédent plusieurs types
de ligands dont la famille des semaphorines et du VEGF. Nous nous focaliserons sur 1’étude
du réle des NRPs comme corécepteurs des récepteurs du VEGF et de leur implication dans
I’angiogenese tumorale. NRP-1 interagit avec le VEGF, le VEGF-B, le VEGF-E et le PIGF.
NRP-2 est spécifique du VEGF, du VEGF-C et du VEGF-D. Ce patron d’expression et

d’agonistes spécifiques permettent des roles physiologiques distincts de ces deux récepteurs.
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La présence des NRPs a également été démontrée dans les cellules cancéreuses. Des niveaux
¢levés de NRP-1 sont exprimés dans de nombreux cancers. L’expression de NRP-1 est
corrélée avec I’agressivité tumorale et la survie des patients suggérant un role important dans
la progression tumorale (Ellis, 2006). NRP-1 participe a la signalisation autocrine dépendant
du VEGF165 favorisant la croissance de cancers du sein (Bachelder et al., 2001). Différentes
études précliniques démontrent un rdle essentiel de NRP-1 dans la prolifération, la migration
et 'invasion de différents types de cellules tumorales (Beck et al., 2011; Cao et al., 2008;
Hamerlik et al., 2012; Hong et al., 2007). L’utilisation d’un anticorps spécifique de NRP-1 en
association avec un anticorps anti-VEGF est plus efficace pour inhiber la croissance tumorale
dans plusieurs modeles précliniques (Pan et al., 2007). Ces résultats suggerent que NRP-1 est
une cible thérapeutique intéressante dans le traitement des cancers. Un inhibiteur
pharmacologique a été développé: I’EG00229. 1l bloque I’interaction entre VEGF165 et NRP-
1 et inhibe I’activation du récepteurs VEGFR-2 et la migration cellulaire in vitro. Son effet
anti-tumoral serait attribué¢ a une augmentation de I’efficacité de certaines chimiothérapies
comme le paclitaxel et le 5-fluorouracil sur les cellules tumorales (Jarvis et al., 2010). Une
meilleure compréhension de la contribution de NRP-1 dans la régulation de I’angiogenése
tumorale est importante pour favoriser le développement de nouvelles molécules

thérapeutiques dans le traitement des cancers.

b) Un roéle prépondérant dans la croissance tumorale des ccRCCs

La plupart des cellules tumorales de ccRCC n’expriment pas les récepteurs VEGFR-1 et
VEGFR-2. Par contre I’ARNm de NRP-1 est présent dans plusieurs de ces lignées. Dans les
cellules de ccRCC I’expression de la protéine NRP-1 est augmentée par rapport a des cellules
épithéliales rénales normales. Les niveaux d’expression augmentent avec ’agressivité des
cellules tumorales. Ces résultats suggerent un rdle prépondérant de NRP-1 dans le
développement tumoral des ccRCCs. L’activité de NRP-1 passe par I’activation de la voie
PI3K/Akt. Dans les cellules de ccRCCs I’inhibition de NRP-1 n’entraine aucune modification
de la prolifération et de la survie des cellules. Par contre, cette inhibition diminue de fagon
significative les capacités de migration et d’invasion des cellules. Cette diminution
s’accompagne d’une diminution de 1’expression de MMP-9 et de ’activité de la protéine
Racl. Ces résultats suggérent que NRP-1 régule la migration et 1’invasion des RCCs via
I’activation des MMP-9 et de la protéine Racl. Dans des modeles murins, 1’inhibition de
NRP-1 dans les cellules réduit de plus de 80% la croissance tumorale par rapport a des

cellules normales ou I’expression de NRP-1 n’est pas inhibée. Ces résultats spectaculaires
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confirment le role majeur de NRP-1 dans la croissance des ccRCCs. L’inhibition entraine une
augmentation de 1’expression de marqueurs ¢épithéliaux, comme la cadhérine et une
diminution de marqueurs mésenchymateux, comme SNAIL et a-SMA. Ainsi, I’inhibition de
NRP-1 favoriserait la différenciation des cellules tumorales. Les auteurs vont plus loin en
montrant que ’inhibition de NRP-1 réduit la signalisation sonic hedghog (shh) en diminuant
I’expression de p63 (Cao et al., 2008). Ils suggerent donc un modele du réle de NRP-1 dans
les RCCs. Une forte expression de NRP-1 dans les cellules tumorales induit I’activation de la
voie de signalisation Akt. Cette activation favorise I’expression de deltaNp63alpha qui
augmente la signalisation shh. Cette voie permet le maintien d’un état non différencié au sein
de la tumeur. Ainsi, ’inhibition de NRP-1, en bloquant cette voie, favorise la mise en place
d’un phénotype épithélial mature. Cibler NRP-1 dans les ccRCCs pourrait contrer les effets
des cellules souches cancéreuses présentes au sein de la tumeur et responsables d’un grand
nombre de récidives tumorales. Les mémes auteurs montrent que le VEGF sécrété par les
cellules ccRCC exerce une boucle autocrine de prolifération via NRP-1. Ce mécanisme
dépend de la voie de signalisation RAS (Cao et al., 2012b). Dans ce contexte la croissance
tumorale induite par le VEGF est indépendante de 1’angiogenese. NRP-2 exprimé a la surface
des cellules ccRCC interagit avec I’intégrine a-5 sur les cellules endothéliales ce qui permet

leur extravasation et donc la dissémination métastatique (Cao et al., 2013).

En conclusion, I’expression quasi exclusive a la surface des cellules de ccRCC des NRPs et
leur role dans la croissance tumorale font de ces corécepteurs une cible thérapeutique de choix
dans le traitement des ccRCCs. Combiner 1’utilisation des anti-VEGFs avec I’inhibition des
NRPs est une perspective intéressante dans I’amélioration de I’efficacité de la prise en charge

thérapeutique des ccRCCs.

125



126



OBJECTIFS

127



128



OBJECTIFS

Nos objectifs découlent d’un constat clinique sans appel. Méme si 1’arrivée sur le marché des
anti-angiogéniques a révolutionné la prise en charge des ccRCCs, la plupart des patients
traités par des anti-angiogéniques progressent sous traitement et certains patients sont mémes
réfractaires au traitement des le départ.

Notre objectif initial était d’établir un modeéle préclinique nous permettant de confirmer ces
résultats dans un modéle murin de ccRCCs humains. Des souris nude sont injectées, en sous-
cutané, avec des cellules humaines de ccRCC et traitées avec un anti-angiogénique de
référence, le BVZ. A 1’aide de ce modéle mimant la phase de progression observée chez les
patients nos objectifs ont été d’identifier les mécanismes favorisant 1’échappement tumoral
sous traitement anti-angiogénique.

Différents mécanismes sont déja décrits pour expliquer les résistances observées sous
traitement anti-angiogénique. Un de nos objectifs est de vérifier si ces mécanismes généraux
s’appliquent dans le traitement des ccRCCs et/ou si des mécanismes spécifiques de ce type de
tumeur peuvent étre mis en évidence.

Identifier les mécanismes mis en jeu nous permettrait d’anticiper sur 1’apparition des
résistances et d’améliorer la prise en charge thérapeutique des patients atteints de ccRCCs, qui
reste malgré beaucoup de progrés encore tres limitée.

Les traitements anti-angiogéniques sont les seuls traitements efficaces pour le traitement des
ccRCCs. Les molécules disponibles, déja utilisées ou en cours d’essai clinique, sont
nombreuses. Cependant, la plupart de ces molécules cible le VEGF et ses récepteurs ou des
intermédiaires en aval dans la voie de signalisation. La mise en évidence des mécanismes de
résistance nous permettrait également d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
intéressantes dans le traitement des ccRCCs.

Enfin, cette étude devrait nous permettre d’identifier des marqueurs pronostics et prédictifs
d’efficacité des traitements anti-angiogéniques dans les ccRCCs. Ces derniers sont
indispensables pour faciliter les choix thérapeutiques des cliniciens et d’anticiper sur
I’apparition de résistances.

A plus long terme, ces marqueurs pourraient permettre aux cliniciens de favoriser la prise en
charge personnalisée des patients atteints de ccRCC.
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ARTICLE 1

Acceleration of clear cell renal cell carcinoma growth in mice following
bevacizumab/Avastin treatment: the role of CXCL cytokines.

Grepin R*, Guyot M*, Jacquin M, Durivault J, Chamorey E, Sudaka A, Serdjebi C, Lacarelle
B, Scoazec JY, Negrier S, Simonnet H, Pagés G.

* Co-auteurs

Article publié dans le journal Oncogene

1. Contexte scientifique et objectif

Le cancer du rein a cellules claires (ccRCC) est un cancer richement vascularisé. Dans la
plupart des cas ces tumeurs présentent des mutations dans le géne von Hippel-Lindau qui
entraine une surexpression du facteur de croissance des cellules endothéliales : le VEGF. Pour
cette raison, les ccRCC sont des cibles idéales pour les traitements anti-angiogéniques, et en
particuliers le bévacizumab (BVZ), un anticorps monoclonal humanisé ciblant le VEGF. Le
BVZ est actuellement un des traitements de référence dans la prise en charge du cancer du
rein métastatique au coté d’autres traitements anti-angiogéniques ciblant entre autre I’activité
des récepteurs du VEGF.

Pourtant, de fagon surprenante, aucune étude préclinique n’a validé I’efficacité du BVZ dans
un modele de ccRCC. De plus, malgré la relevance dans ce type de cancer, son utilisation
dans le traitement des ccRCC métastatiques n’a été acceptée que tardivement, trois ans apres
sa premicre utilisation dans le traitement du cancer du colon. Il existe plusieurs hypothéses
pouvant expliquer ces contradictions. Les essais n’ont pas été publiés car non concluant et/ou
la faible incidence des ccRCC et donc le faible intérét financier associé n’ont intéressé que
trés tardivement les laboratoires pharmaceutiques.

De plus, dans les expériences menées chez la souris les doses utilisées de BVZ sont
extrémement variables et surtout nettement supérieures a celles administrées chez 1’homme.
Par exemple, dans leurs études, I’équipe du Pr Ferrara utilise une dose de 600ug/souris par
semaine (30 mg/kg pour une souris de 20 g) contre une recommandation chez I’homme de 10
mg/kg toutes les deux semaines donc une dose six fois supérieure. Pourtant, les données de
pharmacocinétique sont quasi identiques entre ’homme et la souris avec un temps de demi-

vie terminal supérieur a une semaine.
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Enfin, bien que les RCCs semblent un cas idéal justifiant 1’utilisation du BVZ, certains
patients sont réfractaires au traitement des le début du traitement et d’autres développent des
résistances en cours de traitement.

Pour toutes ces raisons notre objectif était de redéfinir un modele murin pertinent de ccRCC a
partir duquel nous pouvions tester 1’efficacité du BVZ. Nous pensions qu’un modéle animal
nous permettrait de comprendre I’apparition de phénomeénes de résistances afin d’anticiper
I’échec du BVZ et réagir en conséquence pour améliorer la prise en charge des patients et
limiter les effets secondaires. Ainsi, nous avons mis en place un mod¢le murin, avec injection
sous-cutanée de cellules humaines de ccRCC et traitement au BVZ (7.5mg/kg) une ou deux

fois par semaine.

3. Résultats

De facon surprenante, nous observons que dans notre modele murin, 1’utilisation d’une dose
de BVZ comparable a celle utilisée chez ’homme, accélére la croissance tumorale de fagon
significative par rapport au controle non traité. Comme dans la plupart des études cliniques
décrites les doses utilisées sont deux fois supérieures a celles utilisées dans notre étude. Nous
avons décidé de répéter I’expérience en traitant les souris deux fois par semaine. Dans ces
conditions I’augmentation de la taille tumorale par rapport au contrle est encore plus
marquée. Nous pensons que le modele mis en place mime la phase de progression observée

dans la plupart des patients traités par BVZ.

a) Hypothése de normalisation vasculaire

Une des hypothéses du mode d’action des anti-angiogéniques est la normalisation vasculaire.
En diminuant les niveaux de VEGF intra tumoraux, la vascularisation tumorale anarchique a
tendance a étre normalisée. La pression intra tumorale est diminuée par les anti-angiogéniques.
Ainsi, la normalisation des vaisseaux sanguins augmenterait I’efficacité¢ des chimiothérapies
en favorisant leur administration au niveau de la tumeur. Notre modele animal a permis
d’étudier cette hypothése.

Les ccRCC sont des tumeurs résistantes a de nombreuses chimio thérapies, la seule qui a
montré un effet bénéfique en clinique est 'IFNa. Chez I’homme, le BVZ n’est jamais utilisé
seul dans le traitement des ccRCCs. La chimiothérapie de référence utilisée en combinaison
avec le BVZ est I'IFNa. Dans notre modéle préclinique, malgré la maturation des vaisseaux
sous traitement BVZ, I’ajout d’une chimiothérapie, le paclitaxel, n’apporte aucun bénéfice par

rapport au BVZ seul. Pourtant, le paclitaxel est efficace in vitro. 1l inhibe la prolifération des
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cellules de ccRCC. La critique de cette méthodologie est que nous n’avons pas utilisé la
chimiothérapie de référence utilisée dans les ccRCC. Cette expérience a été réalisée a
postériori. La combinaison I[FNa+BVZ n’entraine pas de diminution significative de la
croissance tumorale par rapport au BVZ seul. Ces résultats sont cohérents avec ceux observés
chez ’homme puisque 1’association BVZ+ IFNa augmente la survie sans progression que de
quelques mois et n’a aucun effet sur la survie globale. Dans notre travail, nous avons utilisé le
paclitaxel pour plusieurs raisons. Pour apporter une solution novatrice et potentiellement plus
efficace pour le traitement des ccRCC. Le paclitaxel est déja utilisé en combinaison avec le
BVZ dans le cancer du sein, il est trés efficace en culture sur les cellules de RCC et son mode
d’action est trés différent du BVZ. En stabilisant les microtubules, le paclitaxel inhibe la
prolifération et la migration cellulaire et induit D’apoptose. Ainsi, la combinaison
paclitaxel/BVZ pouvait diminuer de maniére spectaculaire la croissance tumorale. Pourtant,
malgré la normalisation vasculaire observée dans notre modele le paclitaxel n’a aucun effet
potentialisateur. Une critique importante concerne ’utilisation de PBS en traitement controle
plutot que des anticorps non relevant pour comparer avec les effets du BVZ. Conservons-nous
I’effet pro-tumoral du BVZ si la référence de croissance tumorale est différente? Nous avons
effectivement testé ce point dans des expériences in vivo ultérieures. Dans ces expériences, la
différence entre les courbes de croissance BVZ et IgG contrdles est moins marquée qu’avec le
controle PBS mais toujours significative. Ainsi, pour les expériences a venir ce contrdle sera
privilégié.

Les cellules tumorales sont la source majeure de VEGF au sein de la tumeur mais le stroma
est également responsable d’une production importante. Le BVZ cible spécifiquement le
VEGF humain. Dans notre modé¢le de xénogreffe chez la souris, il cible le VEGF produit par
les cellules tumorales humaines mais n’aura aucun effet sur le VEGF produit par les cellules
de souris. Chez I’homme, le BVZ est efficace sur les deux sources de VEGF. Pour étre plus
proche de ce qui se passe chez ’homme, il faudrait dans notre modele bloquer a la fois le
VEGF humain et le VEGF de souris. Il serait donc intéressant de mesurer les taux intra-
tumoraux de VEGF murin apres les différents traitements effectués. Le kit de mesure que
nous avons utilisé détecte le VEGF humain et murin. Aucune différence de quantité¢ de VEGF
n’a pu étre mesurée alors que nous nous attendions a une diminution de la concentration de
VEGEF en présence de BVZ. Ceci suggere une compensation de production de VEGF par les
cellules murines. Une telle compensation a déja ét¢é montrée dans le cas de traitement
sunitinib (Ebos et al., 2007). Des niveaux ¢élevés de VEGF murin pourraient expliquer au
moins en partie I’augmentation de la croissance tumorale sous traitement BVZ. Enfin, il serait
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intéressant d’utiliser dans notre mod¢le un anticorps ciblant a la fois le VEGF humain et le
VEGF de souris afin de vérifier si I’accélération de la croissance tumorale observée sous
traitement BVZ est maintenue.

Le microenvironnement tumoral est trés important pour le développement de la tumeur, la
formation de métastases et ’apparition des résistances. Une injection orthotopique des
cellules au niveau de la capsule rénale aurait peut étre engendrée des résultats radicalement
différents. La prise tumorale aurait certainement ét¢ plus rapide par rapport a la greffe sous
cutanée pour laquelle il faut attendre 40 jours avant d’observer une tumeur et commencer le
traitement. Il serait intéressant de connaitre I’effet du BVZ dans ces conditions.

Une injection sous-cutanée ne permet pas de voir apparaitre des métastases. Pourtant chez
I’homme les anti-angiogéniques sont indiqués dans le traitement des ccRCC métastatiques et
pour la plupart des patients, la tumeur primaire est ¢liminée par chirurgie avant tout traitement.
Dans ce cas, I’injection des cellules dans la veine de la queue pour promouvoir la formation
de métastases permettrait d’avoir des conditions se rapprochant plus des conditions de
I’utilisation du BVZ en clinique. Un autre type d’approche est 1’élimination de la tumeur
primaire avant de débuter le traitement. Cette technique favorise 1’apparition de métastases.
La seule chimiothérapie efficace dans le traitement des RCCs est I'I[FNa ce qui suggeére un
réle important de la réponse immunitaire dans le développement des ccRCCs. En utilisant des
souris nude nous éliminons la plupart des effets du systéeme immunitaire sur la tumeur et
passons peut étre a coté d’un mécanisme important. L utilisation de modele de cellules de
ccRCC syngéniques, les cellules RENCA dans les souris BALB/C constituerait des
expériences complémentaires importantes. Enfin, un traitement a plus long terme ou avec des

doses plus ¢élevées auraient peut étre eu des effets positifs sur la croissance tumorale.
b) La lymphangiogenese

En parallele de la normalisation des vaisseaux sanguins, nous observons |’apparition de
vaisseaux lymphatiques sous traitement BVZ. Ces vaisseaux sont absents dans les tumeurs
controles. Cela s’accompagne d’une augmentation de I’expression intra tumorale de VEGF-C,
facteur de croissance majeur des cellules endothéliales lymphatiques. Une étude a montré que
la surexpression de VEGF-C, dans un modele de carcinome de la peau, stimule 1’extension du
réseau lymphatique favorisant la dissémination des cellules tumorales et la formation des
métastases (Hirakawa et al., 2007). Deux études publices en 2009 ont montré que le
traitement avec un autre anti-angiogénique, le sunitinib, favorise 1’invasion tumorale et la

formation de métastases dans des modeles murins de cancer du pancréas, de cancer du sein et
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de glioblastome (Ebos et al., 2009; Paez-Ribes et al., 2009). Les hypotheses et les conclusions
amenées par ces deux équipes sont différentes mais complémentaires. L’équipe de Paez-Ribes
propose une réponse adaptative des cellules tumorales a la destruction des vaisseaux et a
I’hypoxie induite par les anti-angiogéniques alors que 1’équipe d’Ebos propose une
modification du microenvironnement tumoral. Cette modification favorise la dissémination
métastatique et augmente la sensibilit¢ des organes qui deviennent plus permissifs a la
formation des métastases. Nos résultats suggerent que cette dissémination serait facilitée par
I’extension du réseau lymphatique induit sous traitement anti-angiogénique. Une observation
similaire a été réalisée dans le cas de modeles expérimentaux de glioblastomes traités par le
BVZ (Grau et al., 2011).

Ainsi, une combinaison de traitements anti-angiogéniques avec des agents bloquant le VEGF-
C ou son récepteur VEGFR3 limiterait la dissémination métastatique et donc la progression
de la maladie. Des études menées chez la souris ont montré que cibler la voie VEGF-
C/VEGFR3 inhibe la lymphangiogenese tumorale, I’invasion et la dissémination métastatique
(Achen et al., 2006; Achen et Stacker, 2008; Wissmann and Detmar, 2006). Il existe des
facteurs régulateurs communs entre angiogenése et lymphangiogenése. Le VEGF et le FGF-2
peuvent réguler la lymphangiogenése et le VEGF-C peut réguler I’angiogenése. Ainsi, inhiber
ces mécanismes de fagon isolée peut s’avérer insuffisant. Depuis janvier 2012, une étude
clinique multicentrique de phase I est en cours pour étudier 1’effet d’un anticorps spécifique
du VEGF-C, le VGX-100, seul ou en combinaison avec le BVZ dans le traitement de tumeurs
solides a un stade avancé ou métastatique Cet anticorps est efficace, dans des modeéles murins
de cancers de la prostate, colorectaux, ovariens et de glioblastomes, seul ou en combinaison
avec d’autres agents anti-angiogéniques ou chimiothérapeutiques (Les résultats sur le VGX-
100 ont été présenté par le Dr Lee Rosen au 15°™ Symposium International sur les thérapies
anti-angiogénique a San Diego en février 2013 et a I’ASCO a Chicago en mai 2013). Les
niveaux d’expression de VEGF-C ou VEGF-D sont significativement corrélés avec la
présence de métastases au niveau des ganglions lymphatiques et au pronostic vital des
patients atteints de cancer colorectal suggérant I'utilisation de VEGF-C comme facteur
pronostique dans le cancer colorectal (Hu et al., 2007b; Lin et al., 2011). Enfin, les niveaux de
VEGF-C sont augmentés chez les patients atteints de cancer colorectal lors de la phase de
progression de la maladie sous traitement BVZ / FOLFIRI suggérant, comme dans notre étude,
I’importance du VEGF-C dans I’échappement au BVZ (Lieu CH et al., 2010 ; Sun, 2012).
Ces résultats montrent I’importance du VEGF-C et de la lymphangiogenése dans le

développement tumoral et comme cibles thérapeutiques potentielles dans différents types de
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tumeurs, concept a confirmer dans les ccRCC. Pour cela, nos résultats préliminaires montrent
que le BVZ induit in vitro une augmentation de la sécrétion de VEGF-C par les cellules
modeles que nous utilisons (786-0). Des cellules 786-O qui sur-expriment le VEGF-C de
facon inductible ont été générées pour confirmer nos hypotheses. L’équipe de Grau et al, a
aussi montré que le BVZ stimule I’expression de VEGF-C et D par des cellules de
glioblastomes. Le traitement au BVZ augmente la capacité des cellules tumorales et des
cellules endothéliales a répondre a une stimulation par le VEGF-C ou le VEGF-D. Ces
résultats suggerent que le BVZ entraine des modifications dans les cellules endothéliales et
tumorales pouvant étre a 1’origine des phénoménes de résistance observés en cours de
traitement (Grau et al., 2011). Des études complémentaires sont néanmoins nécessaires afin
de valider le VEGF-C comme marqueur prédictif de résistance au BVZ et comme cible

thérapeutique dans les ccRCC.

¢) Sélection in vivo de cellules tumorales plus agressives

Les cellules issues de tumeurs traitées BVZ ont des capacités de prolifération et d’invasion en
matrigel accrues par rapport aux cellules issues de tumeurs traitées PBS. Ces résultats
suggerent que le BVZ permet la sélection in vivo de cellules plus agressives. Un crible
affymétrix a mis en évidence une diminution de I’expression de ’ARNm de la phosphatase
membranaire « Protein Tyrosine Phosphatase Receptor kappa (PTPRk)» dans les tumeurs
traitées BVZ par rapport aux tumeurs controles. L’expression de PTPRx est induite par le
TGFp, un régulateur négatif de la croissance cellulaire (Flavell et al., 2008). Son expression
est également fortement augmentée par la densité cellulaire ce qui suggere un role de cette
protéine dans les mécanismes de régulation de I’interaction cellule-cellule, de I’adhésion et
des mécanismes associés comme la prolifération cellulaire, 1’invasion tumorale et la
formation de métastases. Ces informations suggerent que PTPRk est un géne suppresseur de
tumeur. Cette phosphatase régule entre autres, la phosphorylation de ’EGFR. La voie de
signalisation EGF/EGFR est connue pour stimuler la prolifération et la migration cellulaire.
Le traitement BVZ entraine la diminution de 1’expression de PTPRk, qui entraine la
diminution de la phosphorylation de ses récepteurs cibles, dont I’EGFR. Ce lien
PTPRk/EGFR expliquerait en parti 1’augmentation de la prolifération et des capacités
d’invasion des cellules isolées des tumeurs traitées BVZ via une activation constitutive des
voies de signalisation ERK et AKT activées en aval de ’EGFR. Le BVZ induit la sélection de
cellules indépendantes du VEGF pour leur prolifération et leur migration via une
amplification d’autres voies de signalisation impliquées dans la régulation de la prolifération
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cellulaire. Ce phénomene serait intrinséquement li¢ a 1’apparition des résistances au BVZ en
cours de traitement. Ces résultats suggérent ’efficacité potentielle de [’utilisation d’un
inhibiteur de la voie EGFR (gefitinib ou erlotinib déja utilisés en clinique pour le traitement
de cancers du poumon et des voies aéro-digestives supérieures) en combinaison avec un anti-
angiogénique ou lorsque le traitement anti-angiogénique devient inefficace. Des résultats
préliminaires nous suggerent que dans un modéle murin de ccRCC la combinaison BVZ/IFN-
a/erlotinib inhibe de facon signification la croissance tumorale par rapport a la combinaison
BVZ/ IFNoa. Ces résultats valident ’importance de la voie EGF/EGFR dans la croissance des
tumeurs ccRCC résistantes au BVZ. La phosphatase PTPRk déphosphoryle également
d’autres récepteurs comme le récepteur du HGF, c-MET dont I’activité est fortement associée
a la croissance tumorale et la dissémination métastatique et pour lequel des inhibiteurs en
essais cliniques sont disponibles. De plus, 1’évaluation de 1’expression de cette phosphatase
avant ou en cours du traitement permettrait de mettre en évidence des patients potentiellement
réfractaire au BVZ et d’anticiper sur 1’apparition éventuelle de résistances au traitement en
cours. Des résultats préliminaires ont mis en évidence que le traitement par le BVZ in vitro
induit une diminution de I’expression de PTPRk et de VEGF-C (ARNm et protéines) dans les
cellules 786-0. Un lien entre 1’amplification de la voie de signalisation de I’EGF/EGFR et
une augmentation de I’expression de VEGF-C dans les cellules de mélanomes a été mis en
¢vidence. L’expression de VEGF-C est associée a une augmentation de la lymphangiogenése
et la formation de métastases dans les ganglions lymphatiques (Bracher et al., 2013). Ces
résultats suggerent un lien étroit entre le traitement BVZ, la diminution de la phosphatase
PTPRxk, la signalisation EGF/EGFR, 1’augmentation des capacités prolifératives et
migratoires des cellules tumorales et I’augmentation de la lymphangiogenése via la
production de VEGF-C par les cellules tumorales. De plus, la diminution de I’expression de
PTPRx est corrélée a une diminution de la survie sans progression et de la survie globale. In
vitro, I’inhibition de PTPRx favorise la prolifération, 1’adhésion, la migration et I’invasion
des cellules de cancer du sein (Sun et al., 2013). Ces résultats suggerent que PTPRk est un
suppresseur de tumeur dans le cancer du sein. Des résultats similaires ont été obtenus dans les
cellules de mélanomes pour lesquelles PTPRk inhibe la croissance et la migration cellulaire
via I’inhibition de la signalisation B-caténine (Novellino et al., 2008). Le role de PTPRk en
tant que marqueur pronostic de survie dans le ccRCC complémenterait notre étude.
Différentes populations cellulaires issues de patients atteints de ccRCC a des grades différents

ont ét¢ obtenues a partir d’échantillons tumoraux fraichement prélevés. Ces cellules
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représentent des outils d’étude pertinents du role de PTPRk. D’aprés notre hypothése, les
niveaux de PTPRx devraient étre corrélés avec 1’agressivité ou le grade tumoral. Des cellules
786-0 qui sur-expriment PTPRk ou un shRNA spécifique de PTPRk de fagon inductible ont
été générées. Ces cellules nous permettront de confirmer I’importance de PTPRk pour la
prolifération, I’adhésion et la migration des cellules de ccRCC in vitro. Utilisées dans un
modele murin, ces cellules nous permettront d’évaluer le role de PTPRk dans le

développement tumoral et la formation de métastases.

d) La redondance angiogénique

C’est I’'une des premieres hypotheses qui est apparue avec les phénomeénes de résistance aux
traitements anti-angiogéniques. Cette hypothése stipule que la résistance est associée a une
sécrétion de facteurs angiogéniques redondants venant prendre le relais du VEGF, bloqué par
le BVZ. L’angiogen¢se tumorale devient indépendante du VEGF. Nous avons observé une
augmentation de 1’expression d’une cytokine pro-angiogénique, IL-8/CXCLS8, dans les
tumeurs traitées BVZ par rapport aux tumeurs controles. L’utilisation combinée d’un
anticorps anti-CXCLS8 et du BVZ inhibe au moins en partie les effets néfastes du BVZ sur la
croissance tumorale. Cette cytokine dont le role dans la progression tumorale a largement été
¢tabli semble étre une nouvelle cible thérapeutique pertinente. Facilement dosable dans le
plasma, elle serait un marqueur prédictif de I’efficacité du traitement BVZ. Une étude récente
stipule que CXCLS8 est un médiateur de la résistance au traitement anti-angiogénique par
sunitinib dans le cancer du rein (Huang et al., 2010). Ce travail montre que les niveaux
plasmatiques de CXCLS8 augmentent dans les souris résistantes au sunitinib. Les niveaux de
CXCLS intra-tumoraux sont plus importants dans les patients non répondeurs au sunitinib.
Dans ce systéme, [’utilisation d’un anticorps anti-CXCL8 re-sensibilise les tumeurs
résistantes au sunitinib alors que ces anticorps n’ont aucun effet sur des cellules naives. Aprés
un traitement sunitinib et donc une inhibition prolongée de la voie de signalisation
VEGF/VEGFR, I’angiogenése dépendante du VEGF devient dépendante de CXCLS8. Ces
résultats suggérent que CXCLS8 est un facteur prédictif de ’efficacité du sunitinib. En
combinaison avec nos résultats, cela renforce I'utilisation potentielle d’un traitement anti-

CXCLS en combinaison avec le BVZ dans le traitement des ccRCC.
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4. Conclusion et perspectives

Ce travail nous a permis de définir un modele murin de ccRCC dans lequel nous avons évalué
Iefficacit¢ du BVZ. Dans notre étude, le BVZ accélére la croissance tumorale. Cette
observation ne remet pas en cause l’utilisation du BVZ en clinique puisque ce traitement
présente des effets thérapeutiques évidents. Cependant, nos expériences semblent représenter
un modele de la phase d’échappement observée chez les patients. Ce travail nous a permis de
mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques et des marqueurs prédictifs de réponse
au traitement BVZ dans les RCC. La lymphangiogenése, la cytokine CXCLS ainsi que la voie
de signalisation EGF/EGFR sont autant de pistes d’étude pertinentes. Notre travail actuel
porte sur les mécanismes moléculaires modulant I’expression de PTPRk et VEGF-C. Nous
vérifions également si les résultats obtenus avec le BVZ sont extrapolables a d’autres
traitements anti-angiogéniques (sunitinib, sorafenib, axitinib). Le mécanisme que nous avons
mis en évidence expliquerait notamment les effets pro-métastatiques du traitement sunitinib
(Ebos et al., 2009) (Paez-Ribes et al., 2009). Un autre mécanisme proche a été décrit sous
traitement par BVZ. Celui-ci fait intervenir une autre protéine tyrosine phosphatase
membranaire PTP-1B et implique entre autre un relai entre le VEGFR-2 et le récepteur MET
(Lu et al., 2012) dans des mod¢les de glioblastomes. Notre étude et celle de Lu et al mettent
donc en évidence un role prépondérant des tyrosines phosphatases membranaires dans les

mécanismes de résistance aux traitements anti-angiogéniques.
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The anti-VEGF targeted antibody bevacizumab (BVZ) has
been approved for treating renal cell carcinomas (RCCs).
Although BVZ increases the progression-free survival of
patients with metastatic RCC, the effect on overall survival
is poor. To gain insight into the limited efficacy of BVZ on
overall survival, we analyzed patient samples of RCC for
angiogenic factors that may participate in escape from anti-
VEGF therapy. Our study shows that the level of vascular
endothelial growth factor (VEGF) in tumors was increased
compared with normal tissue. The level of interleukin-8/
CXCLS, a pro-angiogenic member of the CXCL family of
cytokines, was also increased in tumors. These observations
gave us a good reason to analyze the combined effects of
BVZ and anti-CXCL8 antibodies on tumor growth.
Surprisingly, we report that BVZ accelerates the growth
of RCC in nude mice with in vivo selection of tumor cells
with an increased growth capacity. Downregulation of
receptor tyrosine phosphatase-k, a phosphatase implicated
in EGF receptor regulation, may partly explain this
phenomenon. Modification of the vascular network and
development of lymphatic vessels through VEGF-C produc-
tion and compensatory production of pro-angiogenic CXCL
cytokines were also observed. The apparent normalization
of the vascular network prompted us to associate BVZ with
the chemotherapeutic agent paclitaxel. While efficient
in vitro, paclitaxel did not reverse the anti-VEGF effects
in vivo. Anti-CXCLS8-targeting antibodies were promising
as they decreased intra-tumor VEGF production; decreased
the pro-angiogenic CXCL/anti-angiogenic CXCL ratio and
did not induce lymphangiogenesis. These observations hold
clinical implication as they highlight putative markers
implicated in escape from BVZ treatment. They also
recommend proceeding with caution in the use of anti-
VEGEF therapy alone for treatment of RCC.
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Introduction

Clear cell renal cell carcinomas (RgCC) are vascularized
tumors that arise because of mutations in the von
Hippel-Lindau gene that cause an overexpression
of vascular endothelial growth factor (VEGF). Hence
RCC should be one of the most responsive tumors to
anti-angiogenic therapy. This hypothesis has stimulated
competition in the field of cancer therapy and the
development of anti-angiogenic molecules that have
obtained approval for treatment of patients with RCC.
Bevacizumab (BVZ), a humanized monoclonal antibody
targeting VEGF, in association with interferon-a, has
obtained FDA approval for treatment (Escudier et al.,
2007). Despite the increased time to progression for all
treatments, no enduring efficacy in terms of overall
survival has been observed, especially in the pivotal
AVOREN study that compared the efficacy of inter-
feron-a versus interferon-o plus BVZ (Escudier et al.,
2010). The defenders of this strategy argue that it is too
early to have a global overview of the benefits of the
treatment and highlight a real clinical benefit, although
this is usually measured in months. The limited
effectiveness raises an economic issue, given the high
cost of treatment with BVZ. Moreover, some recent
papers describe a new phenomenon called treatment
evasion and the selection of more aggressive cells with
increased metastasis potential in the case of treatment
with tyrosine kinase inhibitors targeting tyrosine kinase
receptors implicated in angiogenesis (Ebos et al., 2009;
Paez-Ribes et al., 2009). Evasion of treatment could
arise through different mechanisms, including angio-
genic redundancy (Kerbel, 2008) or inefficacy, owing to
the presence of anti-angiogenic forms of VEGF called
VEGFxxxb, which result from alternative splicing of the
VEGF pre mRNA. XXX corresponds to the number of
the amino acid of the protein and includes the forms
121, 145, 165, 189 and 206 (Harper and Bates, 2008).
The pro-angiogenic forms of VEGF will be referred to
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as VEGFxxx and the anti-angiogenic forms will be  Results
referred to as VEGFxxxb in the text.
The aim of our study was to gain insight into the Establishment of an angiogenic profile for human
absence of persistent effects of BVZ alone (Yang et al., RCC tumors
2003). Our hypothesis states that this could be due to the Cytokines that regulate the angiogenic balance, includ-
production of redundant angiogenic cytokines. Hence, we ing members of the CXCL cytokine family, the pro- and
have focused on the targeting of VEGF and the cytokines  anti-angiogenic forms of VEGF (respectively, VEGFxxx
of the CXCL family that have angiogenic and anti- and VEGFxxxb, there is no ELISA test recognizing
angiogenic potency depending on the presence or absence specifically the different forms of VEGFxxx and
of the amino-acid triplet ELR in their protein sequence = VEGFxxxb), and factors implicated in the growth
(ELR+CXCL (1, 2, 3, 5, 6, 7, 8) have pro-angiogenic of pericytes and lymphatic vessels were measured in
properties, whereas ELR—CXCL (4, 9, 10) have anti- normal and tumor samples of clear cell carcinoma
angiogenic properties) (Vandercappellen et al., 2008), as samples from 51 patients with RCC. The tumor
these cytokines may have prognostic value in breast hemoglobin content served as an indicator of tissue
cancer (Bieche et al., 2007). ELR + CXCL stimulate their ~ vascularization. An increase in the hemoglobin content
G-protein-coupled receptors CXCR-1 and CXCR-2, in tumor tissues compared with the control was noted
which leads to the activation of the extracellular signal- (Table 1). Of the different ELR +CXCL cytokines
regulated kinase (ERK) pathway (Vandercappellen ef al.,  investigated only CXCLS8 was increased in tumor tissues
2008). The pro-inflammatory chemokine CXCLS, also  as compared with the control. VEGFxxx were also
referred to as interleukin-8, promotes angiogenesis, more abundant in tumors as compared with control
tumorigenesis and metastasis. It is overexpressed in many tissue. The ELR + CXCL cytokines, CXCL3, 5 and 7,
tumors, including RCC (Mestas et al., 2005). Moreover,  were reduced in tumor samples along with PDGFbb and
the Ras-dependent secretion of CXCLS8 enhances tumor the lymphangiogenic cytokine VEGF-D. VEGFxxxb,
progression by promoting neo-vascularization (Sparmann CXCL9 and CXCL10 were also decreased significantly.
and Bar-Sagi, 2004). Downregulation of the tumor-
suppressor gene, ING4, leads to increased CXCL8
expression but not VEGFxxx expression, which correlated VEGF blockade accelerates the growth of xenografted
with increased tumor growth and vascular density RCC cells
(Garkavtsev et al., 2004). Hence, tumor cells may use =~ We hypothesized that the lack of a persistent effect of
diverse pro-angiogenic chemokines to mediate angiogen- BVZ in patients was due to the concomitant presence of
esis and to promote tumor progression. The goal of our ~ VEGF and additional angiogenic cytokines. The results
study was to highlight new therapeutic targets implicated in Table 1 are in favor of this hypothesis particularly
in anti-angiogenic treatment evasion. for the ELR 4+ CXCL cytokines as they can induce
Table 1 Hemoglobin content and establishment of an angiogenic profile of RCC
A Normal tissue Tumor tissue P-value
Mean Range Mean Range
Hemoglobin (mg/ml/ug protein)
329 39-1109 1283 56-10750 0.0001
VEGF family members (pg/mg protein)
VEGFxxx 1625 155-4643 2305 111-4852 0.0006
VEGFxxxb 371 0-681 154 63-390 2.10°"
VEGF-C 222 121-321 198 112-283 0.37
VEGF-D 450 351-549 14 0-35 0.0001
PDGF family member (pg/mg protein)
PDGF-bb 579 518-640 409 355-463 0.0001
CXCL family members (pg/mg protein)
CXCL1 95 0-272 104 4-934 0.356
CXCL2 185 161-209 172 105-240 0.36
CXCL3 55 40-69 3 0-7 0.0001
CXCL4 8292 848-25000 9740 604-90614 0.275
CXCLS 314 276-352 168 129-206 0.0001
CXCL7 2961 763-7202 2324 337-7853 0.02
CXCLS 199 0-860 365 0-2744 0.05
CXCL9 513 348-679 111 35-188 0.0001
CXCL10 1451 1228-1674 784 539-1029 0.0001
Abbreviations: RCC, renal cell carcinoma; VEGF, vascular endothelial growth factor.
The hemoglobin (Hg) and cytokine levels in samples were measured by a colorimetric assay and ELISA assays, respectively. The intra-tumor levels
of Hg and cytokines were compared with normal adjacent tissues (n=51).
Oncogene
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endothelial cell chemotaxis and proliferation (Vander- in the presence or absence of BVZ after a short or
cappellen et al., 2008). Among ELR + CXCL, CXCL38 chronic exposure. Under the same conditions, the levels
was present in greater amounts in tumor tissues. of VEGF increased with time and BVZ remains effective
We observed that different human RCC cells secrete even after a long time of culture (Supplementary
VEGF and CXCLS (Figure 1a). The proportion of both Figure 1). Nevertheless, of all the ELR + CXCL, which
cytokines was in favor of VEGFxxx in 786-O, RCC-4  are equally expressed or more expressed in tumor tissues
and Caki-2 cells, a situation comparable to that as compared with normal tissues (CXCLI1, 2, 3, 8),
observed in human tumor samples. RCC-4 cells were =~ CXCLS8 remains the most highly produced by the RCC
not chosen because they do not form tumors in mice.  cells. Decreased production of CXCLS8 by short-hairpin
For this reason we focused on 786-O cells for in vivo RNA (sh-RNA) reduces cell proliferation, whereas high
experiments. Others members of the CXCL family were = doses of CXCLS8 stimulate cell proliferation suggesting
also secreted by 786-O cells, including CXCL1, 2, 3 and that an autocrine CXCLS8 loop is involved in the
5 (Figure 1b). BVZ treatment trapped secreted VEGF, proliferation of 786-O cells (Supplementary Figure 2).
as expected, but resulted in increased CXCLS8 produc- These results provided the rationale for testing the
tion. This result suggested production of alternative  impact of blocking VEGF and/or CXCL8 on the
angiogenic factors by tumor cells. In this context, development of xenografted tumors. Anti-CXCL7 or
CXCLS8 seemed to be a good candidate to compensate anti-CXCL4 was not chosen because they were not
for the loss of VEGF associated with treatment with  produced by RCC cell lines in culture. Anti-CXCL1 was
BVZ. The effect of BVZ on the production of CXCLS8 not chosen because the level of CXCL1 was not
was tested in the different RCC cell lines. Production modified in response to BVZ and the rate of production
of CXCL8 does not exceed an upper limit of  waslow compared with CXCLS8 (Figure 1b and Mestas
0.6 £0.1 ng/ml/10° cells. If the basal levels are below et al. (2005)). Thus 786-O-Y“* cells were used to
this limit, BVZ increased the production of CXCLS, evaluate the incidence of tumor cell growth in vivo
which reaches this threshold. If the basal levels are  following treatment. We noted that BVZ (7.5mg/kg/
around this threshold, CXCL8 production is equivalent ~ week, a dose corresponding to the amounts adminis-
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Figure 1 VEGF blockade increases 786-O xenograft tumor growth and modulates cytokine levels. (a) 10° RCC cells were cultured for
241 in fresh medium. VEGF and CXCLS8 were quantified in cell supernatants by ELISA. The data are presented as the means +s.d.
(b) 10° 786-O cells were treated or not for 24 h with 500 ng/ml BVZ. The amounts of VEGF, CXCLI, 2, 3, 5 and 8 present in the cell
supernatants were detected by ELISA. The data are presented as the means +s.d. Statistical differences are presented: **P<0.01;
***P<0.001. (c) 3.10° 786-O"V<* cells were subcutaneously injected into nude mice (n=7 per group). Seven days after injection, all
mice developed tumors and were treated weekly with PBS for the control or 7.5mg/kg BVZ and/or the anti-CXCLS8 antibody (2 mg/
kg). Bioluminescence was measured weekly as described under Materials and methods. The data are presented as the means +s.d.
Statistical differences between the size of tumors of control and treated mice are presented: *P<0.05; **P<0.01; ***P<(.001.
(d) BVZ treatment induced dose-dependent tumor growth. Seven days after injection of 786-O"V<+ cells, tumors became visible and
mice (n= 10 per group) were treated weekly or twice a week with 7.5mg/kg BVZ. The data are presented as the means + s.d. Statistical
differences between the size of control and treated tumors are presented: *P <0.05; **P<0.01; ***P<0.001. Images of representative
tumors issued from PBS or BVZ-treated mice are shown.
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tered to patients) resulted in accelerated tumor growth
(Figure 1c). Mice treated with anti-CXCLS8 antibodies
(2mg/kg/week) (Sparmann and Bar-Sagi, 2004) showed
growth of tumors equivalent to that in placebo-treated
mice. The presence of anti-CXCLS8 antibodies partially
inhibited the accelerated tumor growth induced by BVZ
treatment. As in most preclinical studies the BVZ
concentration was twice the amount of that we used,
the experiments were repeated with a single or a double
BVZ dose. During the first few days after BVZ
treatment, we observed a dose-dependent increase in
tumor growth (Figure 1d). These results were not
dependent on the cell line, because an equivalent BVZ-
dependent increase in tumor growth was observed with
RCC-10 and Caki-2 cells (tumors generated with Caki-2
cells grew very rapidly in the presence of BVZ;
Supplementary Figure 3).

Decreased tumor blood vessel density but increased tumor
lymphatic vessel density in BVZ-treated animals

Sections of tumors from all treatment groups were
stained for CD31/aSMA and LYVE-1 to study the
tumor vasculature and the lymphatic network, respec-
tively (Figure 2). The vessel density and the number
of vessels covered with a-smooth muscle actin (xSMA)-
labeled cells and their diameters were quantified

BvVZ
Weekly

[}

Merged a-SMA CD-31

(=3

LYVE-1

LYVE-1

(Supplementary Figure 4A). The vascular network
(CD31 labeling) was anarchic in placebo-treated tumors.
A lower blood vessel density with coverage of vessels
with aSMA-labeled cells was observed in BVZ-treated
tumors. The effect was more striking if a double dose
of BVZ was used, yielding larger vessel lumens and a
statistically significant increase in hemoglobin content
(mean 334 + 104 mg/ml/pg protein in control tumors
versus 380 = 189 mg/ml/ug protein for tumors treated
with BVZ once a week (P=0.1); 406+ 64mg/ml/pg
protein for tumors treated with BVZ twice a week
(P=0.048)). A decrease in vessel density was also
observed in anti-CXCLS8-treated tumors, with no
modification in the intra-tumor hemoglobin content
(302 £ 155 mg/ml/ug). However, the number of vessels
with aSMA-labeled cell coverage was not modified
significantly as compared with the control conditions.
Following BVZ plus anti-CXCL8 combined treatment,
the total vessel number had a tendency to decrease and
the number of vessels covered with aSMA-labeled cells
had a tendency to increase, but these modifications were
not statistically significant. Nevertheless, the intra-
tumor hemoglobin content was decreased significantly
(179 £ 42 mg/ml/pg (P =0.0012)). Supplementary Figure
5 also shows the differences in the tumor vasculature
of mice treated with phosphate-buffered saline (PBS) or
BVZ. Hematoxylin—eosin—safran labeling also shows

Anti-
CXCL8

BVZ
+ anti-CXCL8

20 pm

Twice W

BvVz
+ anti-CXCL8

L

Figure 2 BVZ treatment decreases blood vessel density and increases lymphatic vessel density. (a) The tumor vasculature in each
experimental group was detected by CD31 (endothelial cells, green) and aSMA immuno-staining (pericytes, red). Tumor sections were
counterstained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (nucleus, blue). The presence of large lumens (L) was indicated. Dashed
white lines delimit the tumor edge. (b) LYVE-1 immuno-staining (green) revealed the LECs. Nuclei are stained with DAPI (blue).

Lymphatic vessels with lumens (L) were indicated.
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that large vessels containing red blood cells are only
present in tumors treated with BVZ.

LYVE-1 labeling, a marker of lymphatic endothelial
cells (LECs) (Oliver and Srinivasan, 2010), was almost
nonexistent in control tumors. Following anti-CXCLS§
treatment, only a few LYVE-1-labeled cells were
observed at the tumor periphery but no signal was
detected in the core of the tumors. However, a single or
a double BVZ dose induced the accumulation of LYVE-
1-labeled cells in the center of tumors (Figure 2b). BVZ/
anti-CXCLS8-treated tumors showed LYVE-I-labeled
cells both at the periphery and in the core of tumors.
Organization of LYVE-1-labeled cells to putatively
formed Iumens was also observed following BVZ
or anti-CXCL8/BVZ combined treatment but not
following anti-CXCLS8 treatment alone.

Paclitaxel does not prevent the tumor growth-promoting
effects of BVZ

RCC are poly-chemo-resistant tumors and only
interferon-o. increases progression-free survival for
approximately 3 months. The results given in Figure 2
prompted us to test the hypothesis of Jain (2005) in
which anti-angiogenic therapy normalizes the vascular
network, allowing better accessibility of chemothera-
peutic agents to tumor cells. Interferon-o treatment gave
rise to debilitating side effects in patients and did not
alter the production of CXCL cytokines by 786-O cells.
Hence, we tested paclitaxel as an alternative chemother-
apy in combination with the different anti-angiogenic
compounds. As BVZ could have a beneficial effect
through vascular normalization, we associated it with a
putatively more efficient and tolerable therapeutic agent.
The rationale for using paclitaxel is based on the fact
that BVZ/paclitaxel treatment has obtained FDA
approval for treating metastatic breast cancer and that
paclitaxel is better tolerated than interferon-a. 786-O
cells were sensitive to paclitaxel (Figure 3a). CXCLS was
increased with paclitaxel treatment (Figure 3b), which is
probably linked to an increase in CXCLS gene
transcription and CXCL8 mRNA stability (Supplemen-
tary Figure 6). Such an increase in CXCLS8 provided
the rationale for testing paclitaxel/BVZ/anti-CXCL8
combined treatment in vivo. Paclitaxel treatment had a
modest effect on the growth of 786-O tumors
(Figure 3c). The different antibodies used in combina-
tion did not provide any therapeutic advantage. On the
contrary, BVZ (7.5 mg/kg once a week) still accelerated
tumor growth. The treatment that induced the most
aggressive phenotype was BVZ plus paclitaxel. How-
ever, anti-CXCLS still reduced the effect of BVZ on
tumor growth. A reduction in the anarchic vessel
network was observed with the different treatments
(Supplementary Figure 7A). Whatever the associated
treatment, the presence of paclitaxel resulted in a
reduction in the blood vessel density, with an increased
number of vessels covered with aSMA-labeled
cells (Supplementary Figure 4B). A significant increase
in intra-tumor hemoglobin content was observed
for the following associations: paclitaxel + BVZ
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Figure 3 Paclitaxel does not prevent anti-VEGF-induced tumor
growth. (a) Paclitaxel (Pac.) affects RCC cell growth in a dose-
dependent manner: Paclitaxel ICsy on 786-O was determined by
using MTT assay. The data are presented as the means £ s.d. (n=3)
(b) Paclitaxel (Pac.) and BVZ affect the angiogenic profile of 786-O
cells: Cells were treated for 24 h with 1 um paclitaxel or 500 ng/ml
BVZ. The data are presented as the means +s.d. (n=3): **P<0.01;
***P<0.001. (c) 786-O-V¢* cells were inoculated into nude mice as
described above. Tumor growth in response to paclitaxel (Pac.) and
BVZ and/or anti-CXCL8 was still accelerated. The data are
presented as the means £ s.d. (n=10). Statistical differences to the
untreated tumors are shown: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

(473 £ 134 mg/ml/pg (P =0.05)), paclitaxel + anti-CXCLS8
(704 £ 259 mg/ml/ug  (P=0.003)) and paclitaxel +
BVZ +anti-CXCL8 (594 £ 122mg/ml/ug (P=0.001)),
suggesting an increase in tumor perfusion.

Anti-VEGF and/or anti-CXCLS treatment in
combination or not with paclitaxel modifies the

tumors’ angiogenic profile

We have established an impact of anti-VEGF and/or
anti-CXCL8 treatment, associated or not with pacli-
taxel, on the ratio of cytokines of the CXCL and
VEGEF families. To focus on mechanisms of adaptation
to anti-angiogenic therapies in 786-O cells in vivo, we
used antibodies specifically recognizing the human
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forms of these different cytokines. Table 2 summarizes  inhibition of VEGF-C production. However, major
the results of the expression of the different cytokines changes were observed when paclitaxel was combined
tested and the level of hemoglobin. BVZ did not  with anti-angiogenic treatments as compared with anti-
significantly modify the amount of intra-tumor angiogenic treatment alone. Association of BVZ and/or
VEGFxxx, but BVZ once a week induced a significant  anti-CXCLS8 increased the amount of VEGFxxx in the
increase in the VEGFxxxb isoforms. Anti-VEGF tumors. VEGFxxxb was not affected by the paclitaxel
treatment resulted in the compensatory production  and paclitaxel/BVZ treatments but was decreased by the
of CXCLS, as also observed in 786-O cells in vitro  paclitaxel/anti-CXCL8 treatment and the triple combi-
(Figure 1b). BVZ treatment also resulted in the nation. Moreover, when combined with paclitaxel, anti-
increased production of CXCLI1 and 2, whereas it did CXCLS8 antibodies no longer change the intra-tumor
not affect production in culture conditions (compare amount of CXCLI, 2, 4, 8 and 10, and the effects on
Figure 1b and Table 2). BVZ decreased CXCL4 and  CXCL5 were modest compared with anti-CXCLS8
CXCL7 production irrespective of the dose, but only  treatment alone. Surprisingly, CXCL7 was significantly
low doses of BVZ increased the production of CXCL10. decreased by the paclitaxel/anti-CXCLS8 or the paclitax-
Anti-CXCL8 decreased the intra-tumor amounts of  el/BVZ/anti-CXCLS8 combination. The triple treatment
CXCLS8 as expected and modified the angiogenic profile almost completely disrupted the tendency to reduce the
through a decrease in the intra-tumor amounts ‘pro-angiogenic factors,” including VEGFxxx, CXCL1
of CXCLI, 2, 4 and 5, and through an increase in and 2, and to increase the ‘anti-angiogenic factors,’
CXCLI10. Surprisingly, anti-CXCLS8 reduced the intra- including VEGFxxxb. The combination of the three
tumor amounts of VEGF. Whereas the double treat- treatments induced the compensatory production of
ment resulted in a decrease in the amount of CXCLI1, 2, CXCLI1, 2 and 8, and the lack of increased production
4 and 5, and an increase in VEGFxxxb, the amount of  of CXCL10, which is concordant with the increased
intra-tumor VEGF was not modified and CXCL10 was hemoglobin content of the tumors. Paclitaxel alone or in
almost undetectable. Increased numbers of lymphatic association with the other treatments reduced VEGF-C
vessels in BVZ-treated tumors prompted us to test for  production. However, the reduction in VEGF-C pro-
modification in the levels of VEGF-C and D, the main  duction was not associated with a diminished lymphatic
growth factors implicated in lymphangiogenesis.  vessel number especially when paclitaxel was associated
Whereas the VEGF-D level remained unchanged  with BVZ or in the triple combination (Supplementary
irrespective of the treatment, an increase in VEGF-C  Figure 4B). This result was not due to the compensatory
was observed in tumors of treated mice depending on  production of the other lymphangiogenic factor
the dose of BVZ. By contrast, VEGF-C levels were =~ VEGF-D.
lowered by anti-CXCLS8 treatment even in the presence
of BVZ. Tumor-derived 786-0 cells that resist BVZ therapy show
The data show striking differences in the global an increased growth capacity

angiogenic profiles when paclitaxel is associated with ~ As BVZ accelerated tumor growth, we hypothesized
anti-angiogenic treatments. Paclitaxel had no major  that tumor cells acquire intrinsic phenotypic properties
effect on intra-tumor cytokine expression except for upon selection pressure in vivo. Hence, we examined
Table 2 Overview of the angiogenic profile of mice tumors following treatment

TREATMENT VEGF ELR+ CXCL ELR-CXCL Hg

XXX xxxb (¢} 1 2 5 7 8 4 10
PBS 100 100 100 100 100 100 100 _ 100 | 100 100 | 100
BVZ W id 125 110 id 120 id 80 80 180 id
BVZ BW id 115 120 110 130 id 70 80 10
Anti-CXCL8 50 id 50 15 20 10 id 20 15 1200 id
BVZ + Anti-CXCL 8 id 120 40 20 25 15 id 15 53
PAC id id 25 id id id id id id id id
PAC + BVZW id 10 id id id id id id id 142
PAC + Anti-CXCL8 5 id id 80 30 id id id 210
PAC +BVZ W + Anti-CXCL8 120 80 50 id id 178
Abbreviation: VEGF, vascular endothelial growth factor.
The percentage expression of the different cytokines and the hemoglobin (Hg) content of the tumors following treatment are shown. The reference
values (100%) correspond to the intra-tumor content of the tumors of PBS-treated mice. Only statistically significant values are shown. Any
decrease in Hg, VEGFxxx and ELR + CXCL is considered to be of good prognosis and is presented on a white background. Any increase in
VEGFxxxb or CXCLI0 is also considered to be of good prognosis and is also presented on a white background. Conversely, any increase in Hg,
VEGFxxx or ELR + CXCL is considered to be of poor prognosis and is presented on a black background. No change is noted as ‘i.d.,” and is given
on a gray background. CXCL4 is a marker of poor prognosis if it exceeds a certain threshold in human tumors. Hence, the amount of CXCL4
above the value of control tumors is considered to be a marker of poor prognosis and appears on a black background, whereas the amount below
this value is considered to be of good prognosis and appears on a white background.
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their proliferation capacity after extraction from tu-
mors. As expected, cells selected from four independent
control tumors showed an increased growth capacity
when compared with the parental cells. Cells isolated
from four independent anti-CXCLS8-treated tumors
show growth curves almost equivalent to initial cells,
whereas cells from four independent double-treated
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)

tumors grow like cells from control tumors. Cells
isolated from four independent BVZ-treated tumors
showed an even more robust growth capacity when
compared with cells from vehicle-treated tumors
(Figure 4a). This result indicates that BVZ contributes
to the in vivo selection of more aggressive cells with
increased growth potential. An Affymetrix screening
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Increased growth capacity of 786-O"V¢+ cells from tumors of mice treated with BVZ. (a) The proliferative capacity of

tumor-derived cells (cells isolated from four independent tumors for each group) was tested by using MTT assay. The data are
presented as the mean fold increase + s.d. Statistical differences in the fold increase of tumor cells isolated from PBS-treated mice were
taken as reference values. ¥ P<0.05; **P<0.01 compared with cells of control PBS-treated mice. (b) Cells from four independent PBS
or BVZ-treated tumors were tested for the presence of active form of EGF receptor (pEGFR). As some signals were saturated, two
independent exposures of the films have been shown (LE, long exposure; SE, short exposure). Total EGFR and actin have been shown
as loading control. A quantification of the blot and a statistical analysis of the results are also shown. (¢) Cells from four independent
PBS- or BVZ-treated tumors were tested for ERK and AKT activities by western blotting using antibodies directed against the
phosphorylated forms of the proteins. The graphs represent the ratio of phosphorylated ERKs or AKT to non-phosphorylated ERKs
or AKT. ERK and AKT activities in cells from PBS-treated tumors are considered as the reference values (100%). Statistical
differences are indicated (*P<0.05; ***P<0.001). (d) The proliferative capacity of tumor-derived cells (cells isolated from four
independent tumors for each group) was tested by using MTT assay in the absence or presence of 10 um erlotinib. The data are
presented as the mean fold increase + s.d. The black asterisks indicate statistical significance in the fold increase between cells from
PBS- or BVZ-treated tumors. The gray asterisks indicate statistical differences in the fold increase in the absence or presence
of erlotinib for BVZ cells. No statistically significant differences have been obtained for control cells in the absence or presence of
erlotinib. *P<0.05; **P<0.01. (e) Cells from two independent PBS- or BVZ-treated tumors were transduced with lentivirus expressing
a control or an sh-RNA targeting CXCL8 (A: clone ID: TRCNO0000058029; Sigma, France). Cell populations were obtained after
selection with puromycin (5 pg/ml). The proliferative capacity of these cells was tested by MTT assay. The data are presented as the
mean fold increase £ s.d. The black asterisks indicate a statistically significant difference in the fold increase between cells isolated from
control or BVZ-treated tumors. The boxed black asterisks indicate a statistically significant difference in the fold increase of cells from
PBS-treated tumors transduced with control or CXCLS8-targeted sh-RNA. No statistically significant differences were observed for
cells from BVZ-treated tumors transduced with control or CXCLS8-targeted sh-RNA. *P<0.05.
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has revealed that of the 113 differentially expressed
genes between cells from control or BVZ-treated
tumors, expression of the receptor tyrosine phospha-
tase-k was reduced significantly (about a factor of 2,
confirmed by quantitative reverse transcription—-PCR
(P<0.01)). This phosphatase is known to decrease the
level of phosphorylation of the EGF receptor (EGFR)
on a tyrosine residue involved in receptor activity (Tyr-
1068) (Xu et al., 2005). Figure 4b clearly shows that,
whereas the levels of EGFR were equivalent in cells
from control or BVZ-treated tumors, the phosphoryla-
tion levels on Tyr-1068 were significantly upregulated
in cells from BVZ-treated tumors. Increased EGFR
activity correlates with increased ERK and AKT
activities (Figure 4c), a result, which is consistent
with their ability to proliferate faster (Figure 4a).
Whereas a pharmacological inhibitor of the EGFR
(erlotinib/Tarceva) (Quatrale et al., 2011) has minor
effects on the proliferation of control cells that do not
reach statistical significance, it strongly inhibits the
proliferation of cells from BVZ-treated tumors, suggest-
ing that these cells have become dependent on this
signaling pathway for their growth (Figure 4d). In order
to address the role of autocrine CXCL8 in the
proliferation of cells from control or BVZ-treated
tumors, cells from two independent control or BVZ-
treated tumors were transduced with lentivirus
expressing a control sh-RNA or an sh-RNA targeting
CXCL8 (sh-CXCL8-A used in Supplementary
Figure 2). This CXCLS8-targeting sh-RNA induced a
90% decrease of CXCLS production in both cell types. As
shown in Figure 4e, whereas sh-CXCLS8-A slows down
the proliferation of cells from control tumors, it has no
effect on cells from BVZ-treated tumors, suggesting that
these last cells have acquired independence from CXCLS8
for their proliferation after a long-term selection pressure
in vivo using BVZ. The amounts of CXCLS8 produced by
the two cell types are equivalent and could not explain this
phenomenon. These results suggest that anti-CXCLS8
antibodies cannot inhibit the growth of resistant cells
selected during treatment with BVZ.

Discussion

Anti-VEGF therapy leads to decreased tumor growth
in models of xenografted cells in nude mice. Such pre-
clinical studies were determinant in authorizing the use
of BVZ in association with chemotherapy in different
types of human cancers. Surprisingly, FDA approval for
use of BVZ for treatment of RCC was given 3 years after
approval for colon cancers, although anti-VEGF
therapy was in theory designed to treat such tumors.
Our results are intriguing as BVZ increases the progres-
sion-free survival of patients with RCC when associated
with interferon-o (Escudier et al., 2007). Despite a
positive tendency, no improvement in overall survival
was described in the pivotal AVOREN study comparing
the effect of interferon-oo versus interferon-o+ BVZ
for the treatment of RCC (Escudier et al., 2010).
We hypothesize that the transient response obtained in
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patients is related to an initial decrease in tumor
burden followed by selection of more aggressive cells.
Such transient beneficial effects were not observed in
our experiments as the 786-O, RCC-10 or Caki-2 cells
had probably undergone selective mechanisms during
the laboratory culture conditions that prompted them to
react immediately to BVZ. These artificial conditions
putatively mimic the progression phase observed by
clinicians when patients became refractory to treatment
with BVZ. When considering our results we need to
remain cautious that they do not undermine the positive
effects of BVZ in patients. However, they could
help identify markers predictive of no response and
reveal possible new therapeutic targets. The mechanisms
implicated in BVZ-induced tumor growth are probably
numerous and we only highlight some of them.
First of all, we did not observe modifications in the
intra-tumor amount of human VEGFxxx. ELISA kits
recognizing human and mouse VEGF, and ELISA
kits specific for human forms produced similar results,
which suggests a compensatory increase in the
expression of VEGFxxx by 786-O cells in the tumor
context.

We also observed a modification in the production of
tumor CXCLS, which is considered as marker of breast
cancer aggressiveness (Bieche et al., 2007). Moreover,
CXCLS could indirectly stimulate VEGF production by
786-O cells as they express the CXCR-2 receptor
(Mestas et al., 2005). Stimulation of CXCR-2 induces
the activation of the ERK pathway, which could
stimulate VEGF gene transcription and increase VEGF
mRNA stability (Milanini et al., 1998; Essafi-Benkhadir
et al., 2007).Increased production of CXCL in vitro or in
the tumor context following BVZ treatment may be
explained by a direct action of VEGFxxx on 786-O cells.
This result suggests that RCC cells should express
the VEGF receptor(s). The tested RCC cell lines do
not express VEGF-R1 and R2 but express neuropilin-1
(Cao et al., 2008), which may induce cell signaling in
response to VEGFxxx. Hence, co-expression of neuro-
pilin-1 and VEGFxxx by RCC cells creates an autocrine
loop, which stimulates the phosphatidylinositol-3-OH
kinase kinase/AKT pathway (Cao et al., 2008). Inhibi-
tion of this pathway leads to CXCL induction by an
unknown mechanism. BVZ could also have a specific
action on cells attracted to the tumor microenvironment
(Xu et al., 2009). This assumption was tempting in the
case of CXCL4 and 7, which are not produced by 786-O
cells in culture. We speculated that cells attracted to the
tumor microenvironment secrete signaling molecules
that affect the production of cytokines by tumor cells.
A decrease in CXCL7 was of good prognosis as it
maintains an undifferentiated metanephric mesenchyme
and induces cell invasion (Levashova et al., 2007).
A decrease in CXCL4 was a priori, of bad prognosis as it
has anti-angiogenic properties. However, its role as a
marker of good or bad prognosis varies depending on
the tumor type (increased levels suggest good prognosis
for hematological tumors (Kim et al, 2008) and
bad prognosis for solid tumors (Cervi et al., 2008)).
Our experiments showed that BVZ induced the selection
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of cells with increased growth capacities, suggesting
rapid in vivo selection of aggressive tumor cells following
anti-angiogenic treatment (Ebos et al., 2009; Paez-Ribes
et al., 2009). We have determined that cells from BVZ-
treated tumors have downregulated the expression
of receptor tyrosine phosphatase-k, a phosphatase
implicated in EGFR activation (Xu et al., 2005). This
result suggests that evasion from BVZ treatment could
be related to increased EGFR activation. They could
also explain the efficiency of a combination of BVZ with
anti-EGFR inhibitors in a phase-I/II trial for RCC
(Hainsworth et al., 2007b), in a phase-II trial for
carcinomas of unknown primary site (Hainsworth
et al., 2007a), in phase-I/II trials for squamous cell
carcinoma of the head and neck (Cohen et al., 2009),
and in a phase-II clinical trial for the treatment of
unresectable biliary cancers (Lubner et al., 2010).
Cascone et al. (2011) have also recently reported an
upregulation of stromal EGFR in mouse xenograft
models of angiogenesis inhibitor-resistant human lung
adenocarcinoma.

Although the number of patient samples that we
tested was small, an increase in the amount of intra-
tumor CXCL8 was observed. Hence, CXCLS8 repre-
sented an interesting therapeutic target as its inhibition
reduced the growth and vascularization of melanoma
(Xie, 2001) or ovarian cancers (Merritt et al., 2008).
Anti-CXCLS8 antibodies did not reduce the tumor size,
but they decreased the production of VEGFxxx,
CXCLI and 8, which are increased in the plasma of
RCC patients (Mestas et al., 2005). Anti-CXCLS8 also
reduced CXCL4 levels considered as markers of poor
prognosis (Cervi et al., 2008). However, CXCL7 was not
affected. The mechanism affecting the differential
targeting of CXCLI1, 4, 8 and 7 needs to be further
investigated. However, Pillai ez al. (2006) described that
stromal-derived ‘activities’ were required for optimal
expression of CXCL7 by monocytes. We can assume
that these ‘activities’ induce the expression of CXCL7 by
tumor cells in vivo. They are not blocked by anti-CXCLS
but by BVZ. The best strategy would be to concomi-
tantly target all of these cytokines or their common
receptors CXCR-1 and CXCR-2. An inhibitor of
CXCR-1 and CXCR-2, repertaxin, currently in clinical
trials for inflammatory diseases, could be more effective
than BVZ (Bertini et al., 2004). The increased amounts
of VEGFxxxb following BVZ treatment suggested that
it would be more pertinent to target only the pro-
angiogenic members of VEGF. This hypothesis is
supported by the presence of the VEGFxxxb isoforms
in 70% of the tested tumors. This result could motivate
the development of specific antibodies targeting the pro-
angiogenic forms of VEGF. The theory developed by
Jain (2005) stipulating that anti-VEGF treatments
normalize the vascular network and induce better
accessibility to chemotherapeutic agents was appealing
and was put forward after the disappointment provoked
by the inefficacy of anti-VEGF/CXCLS therapy. How-
ever, our results suggest that Jain’s theory is not
applicable in this case as paclitaxel, which induces cell
death in vitro, was not efficacious in vivo and tumor
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growth was still observed when combined with BVZ. A
significant increase in intra-tumor hemoglobin content
and a decrease in intra-tumor carbonic anhydrase-IX
were observed in the paclitaxel + BVZ-treated tumors
(Supplementary Figure 8). These results suggest a
normalization of the vascular network and a decrease
in tumor hypoxia. However, identical levels of paclitaxel
were detected in both tumor types (mean paclitaxel
concentrations were 429 = 64 and 396 + 52 ng/l, respec-
tively, in tumors after treatment with paclitaxel and
paclitaxel plus BVZ (P =0.535)) suggesting that intra-
tumor delivery of paclitaxel reached a maximum level
that cannot be improved by normalization of the
vascular network. Different hypotheses could account
for the inefficacy of the double treatment: Hypothesis 1:
Secretion of signaling molecules into the tumor micro-
environment such as CXCL8 (Ginestier et al., 2010).
This hypothesis is supported by the fact that paclitaxel
stimulates CXCLS8 production at least transiently by
a transcriptional and post-transcriptional mechanism
(Supplementary Figure 6); Hypothesis 2: Paclitaxel
stimulates the more efficient selection of resistant tumor
cells in vivo. This second hypothesis is supported by
experiments presented in Supplementary Figure 8§
showing that cells derived from paclitaxel/BVZ-treated
tumors have increased their capacity of proliferation as
compared with cells from placebo-treated tumors;
Hypothesis 3: A more complex and multi-causal nature
of resistance in vivo that involves transiently CXCLS8
and becomes independent of this cytokine in the long
term. We clearly favor this third hypothesis as Supple-
mentary Figure 8B shows that cells from placebo or cells
from the triple-treated tumors proliferate equivalently.
The results presented in Supplementary Figure 8 also
suggest that anti-CXCL8 antibodies have limited the
selection of highly proliferative cells in vivo induced by
the combination of BVZ plus paclitaxel. However, cells
from the double- or triple-treated tumors have become
insensitive to the presence of anti-CXCLS8 antibodies
like cells from tumors treated with BVZ alone. Recent
experiments (Ebos ef al., 2009; Paez-Ribes et al., 2009)
have shown that anti-angiogenic therapies accelerate
tumor dissemination and metastasis. Our results offer a
possible explanation for such effects in the context of
BVZ treatment as we observed substantial development
of the lymphatic network with increased VEGF-C
production (Oliver and Srinivasan, 2010). The increased
production of VEGF-C by tumor cells may depend on
their stimulation by hyaluronan produced by tumor-
associated fibroblasts (Kubota et al., 2009). LYVE-1-
positive cells were still present in the core of the tumor
following BVZ/anti-CXCL8 or BVZ/anti-CXCLS8/pacli-
taxel, although VEGF-C was significantly reduced
(Figure 2b; Table 2 and Supplementary Figure 4B).
Under these two conditions, the intra-tumor levels of
VEGFxxx are not affected or increased, respectively.
This suggests that VEGFxxx could induce lymphangio-
genesis only when it reaches a certain threshold (Oliver
and Srinivasan, 2010). Lymphangiogenic growth factors
may also be produced by tumor-associated macrophages
(Joyce and Pollard, 2009) but cannot be detected by our
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Table 3 Score index of the different treatments and markers implicated in tumor growth, vascularization and dissemination

Tumor VEGF Hemoglobin| Lyve- | Vessels ELR+CXCL ELR-CXCL Good Bad Score
growth staining| with « SMA prognostic | prognostic
labeled markers | markers
cells
XXX | XXXb 2 5 7 8 4 10
PBS
(reference) R R R R R R R R R R R R R R R
BVZ Weekly = = + = = = = = = + = + + 4o0n14 8on 14 —4
BVZ Twice a
week
Anti-CXCL8 = + = + = - = + + = + + + 8on 14 1on14 7
EY(%)EgAmI_ - = + + - - + + = - + - 7on14 | 50n14 2
Pac. = = = + = = = = = = = = = 1on14 2on 14 —1
Pac. + BVZ - - = + - - — = = = = = = 1on 14 5o0n 14 —4
Pac M| = P R - - = = |+ |+« | =1]=1]=1] 30n14 | 40n14 | —

Pac. + BVZ +

Anti-CXCL8

Abbreviation: VEGF, vascular endothelial growth factor.

A (—) event is considered as a factor that participates in tumor growth, vascularization or dissemination, whereas a (+ ) event participates in
reduced growth, vascularization and dissemination. A (=) event is considered as a factor that has no effect. The number of good or bad prognostic
markers is shown. Anti-CXCL 8 treatment produced the best score (7) with the highest number of good prognostic indicators (8/14), whereas BVZ
twice a week and the paclitaxel/BVZ/anti-CXCLS8 combinations produced the worst score (—6). The paclitaxel and paclitaxel/ BVZ treatments
produced the smallest number of good prognostic markers, and BVZ twice a week and the triple treatments produced the highest number of bad

prognostic markers.

The white color indicates the best score and the black color the worst score. The gray color indicates intermediate scores.

antibodies against the human forms. The presence of
cells positive for LYVE-1 in the absence of lymphangio-
genic growth factors could also be explained by vascular
endothelial cell reprogramming in LECs through Prox-
I-dependent expression. Prox-1 is an early-acting
instructive factor in mammalian LEC differentiation
(Oliver and Srinivasan, 2010). Simply switching off
Prox-1 expression induces a dedifferentiation repro-
gramming cascade leading to the reacquisition of the
vascular endothelial cell status (Oliver and Srinivasan,
2010). Conversely, interleukin -3 induces Prox-1 expres-
sion leading to the LEC differentiation of vascular
endothelial cells (Oliver and Srinivasan, 2010). Thus,
cytokines produced in the tumor microenvironment
following anti-angiogenic treatments could promote the
differentiation of vascular endothelial cells into LECs.

Table 3 attempts to score the benefits and adverse
effects of the different treatments used in our study. The
best score (7) was obtained with anti-CXCLS8 treatment,
which is consistent with the results of Huang et al.
(2010) and Kopetz et al. (2010), whereas the worst score
(—6) was assigned to treatment with BVZ twice weekly
or to treatment with paclitaxel/BVZ/anti-CXCLS.
Although treatment with anti-CXCLS8 is apparently
the best, VEGFxxxb and CXCL7, two markers
involved in the prognosis of RCC, were not affected
by anti-CXCLS8 antibodies.

In conclusion, our results should prompt the
development of therapies targeting CXCL1, 4, 7 and 8,
or VEGF-C. It would be interesting to test their
association with BVZ if VEGFxxxb is no longer present
or with antibodies specifically targeting the VEGFxxx
forms.

Oncogene

Materials and methods

Human kidney samples

RCC samples and a normal tissue counterpart were obtained
with informed consent from patients after radical nephrect-
omy. This study analyzed tumors from 51 patients with a
median age at diagnosis of 62 years (range: 37— 82 years). Two
percent of tumors were classified as grade-1, 29% as grade-II,
45% as grade-111 and 24% as grade-1V according to Fithrman
classification. Thirty-seven percent of the patients deceased less
than 2 years after diagnosis. None of the patients were treated
with anti-angiogenic drugs.

Cell lines

786-O"V¢+, RCC-10"Y“+ and Caki-2"V¢+ cells were obtained by
lentiviral transduction (pLenti6/V5-D-TOPO; Invitrogen, Ville-
bon sur Yvette, France) and blasticidin selection (10 pg/ml). The
concentration of paclitaxel, which reduces tumor cell growth,
was assessed by using the 3-[4,5-dimethylthiazol- 2yl]-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT) colorimetric assay (Sigma, Lyon,
France) according to the manufacturer’s instructions.

Antibodies

The following antibodies were used for western blot experi-
ments: Anti-phospho-ERK-1 and 2 antibody (Sigma, St Louis,
MO, USA); anti-phospho-Akt, and anti-Akt, EGF receptor
and phospho-EGF receptor (Tyr-1068) (Cell Signaling,
Cambridge, UK); anti-ERKs and anti-pVHL (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and anti-CAIX (Bayer
Health Care, Lyon, France).

Drugs

The anti-human CXCLS8 antibody (MAB208; R&D Systems
Europe, Lille, France), paclitaxel (Taxol; Bristol-Myers
Squibb, Rueil-Malmaison, France) and BVZ (Avastin;

154



Roche/Genentech, Indianapolis, IN, USA) were diluted with
PBS and injected intra-peritoneally. PBS was injected into the
control group. BVZ (7.5mg/kg) was injected once or twice a
week. Anti-human CXCLS8 (2mg/kg) was injected as already
described (Sparmann and Bar-Sagi, 2004). Erlotinib/Tarceva
was obtained from Roche (Meylan, France)

Tumor xenograft formation and size evaluation

786-0-Y¢+, RCC-10"Y“+ or Caki-2"V¢* cells (3 x 10° cells)
were injected subcutaneously into the flank of 5-week-old nude
(nu/nu) female mice (Janvier, Saint Berthevin, France).
Bioluminescence was quantified by using an in vivo Imaging
System (IVIS; Caliper LifeSciences, Villepinte, France) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Tumor volume was
determined in parallel by using a caliper. There was a linear
relationship between bioluminescence values and tumor
volumes. Tumor fragments were trypsinized overnight at
37°C and dissociated tumors cells were suspended in the cell
culture medium used for 786-O"V¢+ cells.

Immunofiuorescence experiments

Tumor sections were handled as described previously
(Essafi-Benkhadir er al., 2007). Sections were incubated with
anti-mouse LYVE-1 polyclonal (Ab 14817, 1:200; Abcam,
Cambridge, MA, USA) or monoclonal anti-o-smooth muscle
actin Sigma (A2547, 1:1000; Sigma, France), and rat mono-
clonal anti-mouse CD31 (clone MEC 13.3, 1:1000; BD
Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA) antibodies. Vessel
density and the number of vessels covered by aSMA-labeled
cells were evaluated by using the ImageJ program. Several
double-blind counts were performed.

Measurement of hemoglobin and cytokines

Frozen tumor tissues were lysed in cell extraction buffer
(Biosource, Villebon sur Yvette, Belgium). The intra-tumor
hemoglobin content was measured by using the Drabkin
reagent kit 525 (Sigma, France). CXCL cytokines, PDGFbb,
human and mouse VEGFxxx were measured by using
PeproTech ELISA kits according to the manufacturer’s
recommendations (PeproTech, Neuilly-sur-Seine, France).
VEGF-C and VEGFxxxb were measured by using Human
DuoSet ELISA kits, and VEGF-D was measured by using
the Quantikine ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA).

Plasmid transfection
The luciferase 3'-untranslated region (UTR)-CXCL8 and
CXCLS8 promoter/luciferase constructs were transfected into
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Grépin et al. Supplementary Figure 1

Supplementary figure 1: Figure 1: Effect of BVZ on the production of VEGF and
CXCLS by different RCC cells

RCC cells were treated or not for 24 h or one week with 500 ng/ml of BVZ. The amounts of
VEGF and CXCLS8 present in cell supernatants were detected with an ELISA. Data are
presented as the mean = SD. Statistical differences are presented **p <0.01; ***p <0.001.
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Supplementary figure 2: CXCLS exerts an autocrine loop on 786-O cells
(A) 786-0 cells were serum deprived for 24 h then stimulated with CXCLS8 (50 or 100 ng/ml)

for 24 h. The percentage of cells has been evaluated with MTT assays and was plotted + SEM.

The condition without any treatment is considered as the reference value (100 %). These data
represent the mean + SEM of four independent experiments. (***) represent p value < 0.001.
(B) 786-0 cells were transduced with lentivirus expressing control or two independent sh-
RNA targeting CXCL8 (A: Clone ID: NM 000584.2-285slcl; B: Clone ID;
NM 000584.2281slcl, Sigma, France). Cell populations were obtained after selection with
puromycin (5 mg/ml). The proliferative capacity of these cells was tested using the MTT
assay. Data are presented as the mean fold increase + SD. Statistical differences in the fold
increase of tumor cells isolated from control sh-RNA-transduced cells were taken as reference
values. *p<0.05; **p <0.01, ***p< 0.001 compared to cells of control PBS-treated mice.

(C) 10° of the indicated cells were cultured for 24 h in fresh medium. CXCL8 were quantified
in cell supernatants using an ELISA. Data are presented as the mean = SD (***p< 0.001).

(D) RCC cells were serum deprived and incubated in presence or absence of anti-CXCLS8
antibodies (500 ng/ml). Their proliferative capacity was tested using the MTT assay after 24h
of incubation. Statistical differences are indicated (* p<0.05; **p< 0.01).
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Grépin et al. Supplementary Figure 3

Supplementary figure 3: BVZ accelerates RCC-10 and Caki-2 xenograft tumor growth
(A) 310°RCC-10""" cells were subcutaneously inoculated in nude mice (n = 10 per group).
Seven days after inoculation, all mice developed tumors and were treated weekly with PBS
for the control or 150 ug BVZ. Bioluminescence was measured weekly as described in the
experimental procedure. Data are presented as mean + SD. Statistical differences between the
size of control and treated tumors are presented: *p<0.05.

(B) LYVE-1 immuno-staining (green) revealed the lymphatic network. Nuclei are stained
with DAPI (blue). Lymphatic vessels with lumens (L) were observed in the centre and near
the periphery of BVZ-treated tumors.

(C) 310° Caki-2"Y“" cells were subcutaneously inoculated in nude mice (n = 10 per group).
Seven days after inoculation, all mice developed tumors and were treated weekly with PBS
for the control or 150 ug BVZ. Bioluminescence was measured weekly as described in the
experimental procedure. Data are presented as mean + SD. Statistical differences between the
size of control and treated tumors are presented: *p<0.05; **p <0.01.
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Grépin et al. Supplementary Figure 4

Supplementary figure 4: BVZ and paclitaxel effects on the vasculature of tumors.

The tumor vasculature in each experimental group (control, BVZ weekly or bi-weekly, anti-
CXCL 8, BVZ plus anti-CXCLS, paclitaxel, paclitaxel plus BVZ, paclitaxel plus anti-CXCL
8 and paclitaxel plus BVZ plus anti-CXCL 8) was evaluated by CD31 immuno-staining and
coverage of the vessels using anti-aSMA antibody as presented on figure 2 and
supplementary figure 4. Vascular density (vessels/mm?) and the number of vessels covered by
aSMA labelled cells were determined by using the Image J program. Both parameters,
determined in placebo treated tumors were considered as the reference value (100%).
Quantification (means = SD) resulted from analysis of four independent tumors and
considered at least ten fields for each tumour. Statistically significant differences are
indicated: *p<0.05; **p <0.01; ***p <0.001.

(A) Quantification of the experimental groups presented on figure 2

(B) Quantification of the experimental groups presented on supplementary figure 4.
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Grépin et al. Supplementary Figure 5

Supplementary figure S: BVZ treatment results in an improved tumor perfusion

(A) Differences in tumor vasculature of mice treated with PBS or BVZ.

(B) Sections of tumors from PBS or BVZ-treated mice were labelled with hematoxylin and
eosin. Ten fields by tumors (PBS or BVZ-treated) have been analyzed. Of these, no
enlarged vessels containing blood cells have been observed in the control tumors.
Representative images are shown in the figure.
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Supplementary figure 6: Paclitaxel increases CXCLS8 gene transcription and mRNA
stability

786-0 cells were transfected with CXCL8 minimal promoter (Sparmann, and Bar-Sagi, 2004)
or 3’UTR luciferase reporter genes. This last vector was obtained by inserting the region
corresponding to the CXCL8 3’ UTR obtained by PCR on 786-O genomic DNA instead of
the corresponding VEGF 3’UTR region in the already described TK luc vector (Essafi-
Benkhadir, K. et al, 2007). Cells were treated with 1 uM of paclitaxel for 24 hours. Luciferase
activity was measured and reported as the percentage of activity compared to the untreated
condition. n = 3; data are presented as mean + SD. Statistically significant differences are
shown: **p <0.01; ***p<0.001.
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Supplementary figure 7: Paclitaxel treatment modifies tumor vascularization but do not
affect lymphangiogenesis

(A) Vessels and a-smooth muscle actin (aSMA) were detected using anti-CD31 antibody
immuno-staining (green) and anti-aSMA antibody (red) respectively. Tumor sections were
counterstained with DAPI (blue).

(B) The lymphatic network was stained using anti LYVE-1 antibody and nuclei were stained
with DAPI (blue). Lymphatic vessels with lumens (L) were observed in the centre and near
the periphery of paclitaxel plus BVZ-treated tumors.
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Supplementary figure 8: Decreased in hypoxia of tumors treated with paclitaxel plus
BVZ. Increased growth capacity of 786-0"V" cells derived from these tumors

(A) Tumor extracts from four independent PBS, paclitaxel or paclitaxel + BVZ treated
tumors were tested for the presence of carbonic anhydrase IX by western blot. Total ERK is
used as a loading control for normalization. Statistical differences are indicated (**p< 0.01).
(B) Cells from four independent PBS, BVZ + Paclitaxel or BVZ + Paclitaxel + Anti-CXCLS-
treated tumors were serum deprived and incubated in presence or absence of anti-CXCL8
antibodies (500 ng/ml). Their proliferative capacity was tested using the MTT assay after 24 h
of incubation. Statistical differences are indicated. (NS: non-significant).
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1. Contexte scientifique et objectif

La majorité des cancers du rein a cellules claires présentent une mutation du géne von Hippel
Lindau. Cette mutation entraine la surexpression du VEGF. Ce facteur de croissance est
responsable de I’induction de 1’angiogenése tumorale. Les ccRCC sont des tumeurs richement
vascularisées. Pour cette raison, les traitements de référence sont des anti-angiogéniques. Ces
molécules ciblent le VEGF, ses récepteurs ou les effecteurs en aval. Malgré un rationnel fort
en faveur de I’utilisation des anti-angiogéniques dans le traitement des ccRCC, certains
patients sont réfractaires aux traitements ou développent des résistances. Ces résistances
favorisent la progression de la maladie et aboutissent au décés du patient. Ces tumeurs sont
réfractaires a la radiothérapie et a différentes chimiothérapies classiques utilisées pour traiter
d’autres tumeurs. Afin d’améliorer la prise en charge des patients atteints de ccRCC il est
indispensable de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques. Ces cibles thérapeutiques
permettraient d’améliorer les traitements déja existants ou de développer de nouvelles

molécules thérapeutiques.

Comme nous 1’avons décrit en introduction, il existe un lien étroit entre inflammation et
cancer. Les cytokines inflammatoires CXCL et leurs récepteurs (CXCR1 et 2) sont impliqués
dans le développement et la progression de différents types de cancer (Vinader et Afarinkia,
2012; Zhu et al., 2012). Ces cytokines ont un rdle prépondérant dans la régulation de
I’angiogenese tumorale. Cependant, trés peu d’études valident 1’utilisation d’inhibiteurs de la
voie de signalisation CXCL/CXCR dans le traitement des cancers. Chez les patients atteints
de ccRCC, les niveaux plasmatiques et intra-tumoraux de plusieurs cytokines pro-

angiogéniques sont élevés. Dans un modele murin syngénique de ccRCC, la croissance
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tumorale est diminuée dans les souris déficientes pour le récepteur CXCR2 par rapport aux
souris contrdles. Cette diminution est due a une inhibition de I’angiogenc¢se et une
augmentation de la nécrose tumorale. En absence de CXCR2, les tumeurs ont un potentiel
métastatique réduit. Ces résultats suggerent I’importance de I’axe CXCL/CXCR2 dans le
développement tumoral des RCC (Mestas et al., 2005). Les mémes résultats ont été obtenus
avec un modele murin syngénique de cancer du poumon (Keane et al., 2004). Ces études
n’apportent aucune information sur la cytokine CXCL7 et son réle dans ces mécanismes.
Nous ne savons pas si elle n’a pas été étudiée ou si les résultats obtenus n’étaient pas

concluants.

Les récepteurs CXCR sont exprimés a la surface des cellules endothéliales et sont activés par
les cytokines CXCL qui sont de puissants facteurs pro-angiogéniques et qui favorisent la
croissance tumorale. Ces récepteurs sont également exprimés a la surface des cellules
tumorales mais leur role est trés débattu. In vitro, ils favorisent la prolifération, la migration et
I’invasion cellulaire (Luppi et al., 2007; Zhu et al., 2004) et favorisent 1’échappement a
I’apoptose induite par le stress (Maxwell et al., 2007). Des inhibiteurs de CXCR2 inhibent la
croissance tumorale. Leur mode d’action n’est pas treés clair. La balance entre une action via
I’inhibition de I’angiogenése et/ou une action directe sur les cellules tumorales reste a clarifier.
Des résultats a premiere vue contradictoires montrent un role de 1’expression de CXCR2 dans
la sénescence induite par les oncogénes. Une déplétion de CXCR2 empéche les cellules
d’entrer en sénescence en réponse a un stimulus oncogénique. Ce résultat suggere que le
récepteur CXCR2 agit comme un suppresseur de tumeur (Acosta et al., 2008). Cependant, les
cellules en sénescence posseédent un secrétome particuliers favorisant la prolifération des
cellules tumorales adjacentes et donc le développement de la tumeur et la dissémination
métastatique. Ces résultats reflétent la complexité de ces mécanismes. Le récepteur CXCR2
aurait un rdle pro- ou anti-angiogénique en fonction du type de tumeur et du stade de la
maladie. Cela nous montre la nécessité d’approfondir notre connaissance de cette voie afin de

la cibler le plus efficacement possible dans les cancers.

Dans notre article publié en 2012, nous avons mis en évidence que 1’utilisation d’un anticorps
dirigé contre la cytokine CXCLS8 inhibe la croissance tumorale de cellules de ccRCC
humaines chez la souris nude et limite les effets néfastes du BVZ sur ces tumeurs. Nous avons
choisi de poursuivre la caractérisation de cette famille de cytokine et d’évaluer son role dans

le développement des ccRCCs. Pour cela, nous avons dosé ces différentes cytokines dans des
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ccRCC humains. Grace a ces dosages, nous avons validé I'importance de cet axe dans le
développement des ccRCC. Nous avons identifié¢ des facteurs pronostics potentiels limitant la
survie des patients atteints de ccRCC. De plus, cette étude nous a permis de mettre en

évidence une nouvelle cible thérapeutique pertinente dans le traitement des ccRCC.

2. Résultats

Parmi I’ensemble des cytokines analysées, les cytokines CXCL1 et CXCL7 ont été identifiés
comme facteurs pronostiques dans une analyse univariée mais seul CXCL7 apparait comme
marqueur pronostique de survie indépendant, de la présence de métastases au diagnostic et du
grade de Furhman, connus comme facteurs de mauvais pronostic dans les ccRCC. Des
niveaux ¢levés de CXCL7 dans les tumeurs des patients sont fortement corrélés a un mauvais
pronostic vital chez ces patients (p=0,0023). CXCLS, pourtant identifi¢ dans 1’étude
précédente, n’est pas corrélé avec la survie de fagon significative, dans ’analyse univariée
(p=0,08). L’association de niveaux €levés de ces trois cytokines est inversement corrélée a la
survie des patients. Des niveaux élevés d’une seule, de deux ou de trois de ces cytokines
augmentent le risque de mortalité chez des patients atteints de ccRCC métastatiques. Ces
résultats suggerent que 1’association de niveaux élevés de ces trois cytokines pourrait

constituer un marqueur pronostique intéressant dans les ccRCC.

Des résultats contradictoires existent sur les niveaux de CXCL7 dans le plasma de patients
atteints de différents cancers. Les niveaux plasmatiques de CXCL7 augmentent chez des
patients atteints de cancer du poumon par rapport a des personnes a risques mais sains (Lee et
al., 2011). Ce dosage permettrait une identification précoce du cancer du poumon. De plus,
les niveaux de CXCL7 diminuent aprés chirurgie chez les patients atteints de cancer du
poumon (Yee et al., 2009). La cytokine CXCL7 est considérée comme un marqueur de
détection précoce du cancer du poumon. A I’inverse, une diminution des niveaux
plasmatiques de CXCL7 est observée chez des patients atteints de cancer du pancréas par
rapport a des donneurs sains (Matsubara et al., 2011). Ces études proposent CXCL7 comme
bio marqueur tumoral mais aucune n’explore le role de cette cytokine comme cible
thérapeutique dans le traitement des cancers. Des cellules de cancer du sein sur-exprimant la
cytokine CXCL7 ou le récepteur CXCR2 possedent des capacités invasives supérieures par
rapport aux cellules controles (Tang et al., 2008). La surexpression de CXCL7 dans des
cellules de cancer du sein entraine une augmentation des capacités invasives de ces cellules

via une augmentation de I’expression du VEGF-C et du VEGF-D. Comme nous I’avons déja
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évoqué ces facteurs de croissance jouent un role important dans la dissémination métastatique
in vivo. Ces résultats suggerent que ’inhibition de I’axe CXCR2/CXCL7 permettrait de
limiter I’invasion et la dissémination métastatique dans le cancer du sein (Yu et al., 2010).
Dans le cancer du sein, les cellules mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse et
infiltrant la tumeur accélérent la croissance tumorale. Un dialogue se crée entre ces cellules et
les cellules tumorales pour augmenter la proportion de cellules souches cancéreuses. Les
cytokines favorisant ce dialogue et la progression tumorale sont I’'IL-6 et le CXCL7 (Liu et al.,
2011). Ces résultats nous ont poussés a étudier le role de ’axe CXCR2/CXCL7 dans le
développement des ccRCC.

Dans notre modéle murin de ccRCC, bloquer CXCL7 a I’aide d’un anticorps spécifique
inhibe de facon trés significative la croissance des tumeurs. A I’inverse la surexpression de
CXCL7 dans les cellules tumorales accélere considérablement la croissance des cellules in
vitro et le développement tumoral in vivo. Ces deux expériences suggerent un role important
de la cytokine CXCL7 dans la croissance et le développement des ccRCC. Contrairement a ce
qui était attendu compte tenu du réle de ces cytokines dans 1’angiogenése tumorale, 1’effet de
CXCL7 ou de I’anticorps bloquant passe par une modification des capacités prolifératives des

cellules et semble indépendant de 1’angiogenése.

De facon intéressante, 1’expression de CXCL7 est augmentée in vivo dans les cellules de
ccRCC. Cette augmentation est liée a une surproduction d’IL-1f3 au sein de la tumeur. /n vivo,
I’expression d’IL-1f est assurée par le stroma et les cellules tumorales elles-mémes. Les
cellules tumorales qui ne produisent pas de CXCL7 in vitro se mettent a secréter du CXCL7
sous stimulation IL-1P. In vivo, I’augmentation de I’expression de CXCL7 au sein de la
tumeur peut également étre associée a une production de cette cytokine par les cellules
stromales. Des macrophages en co-culture avec des cellules de cancer du sein montrent une
surexpression d’IL-1f (90%) qui s’accompagne d’une augmentation de 1’expression de
différentes cytokines inflammatoires et angiogéniques, dont CXCL7 (Stewart et al., 2012).
Dans le cancer du poumon de type NSCLC, I'IL-1f augmente I’expression de plusieurs
cytokines CXC, en particuliers CXCL5 et CXCLS8 (Sun et al., 2008). Ces résultats renforcent
notre hypothése sur le lien entre 1’expression d’IL-1f et ’expression de CXCL7 au sein de la

tumeur.
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La cytokine CXCL7 est également appelée NAP-2 (pour « neutrophil-activating protein-2 »).
C’est une protéine produite sous la forme d’un précurseur PBP (pour « platelet basic
protein »). Ce précurseur est ensuite clivé par les MMP2 et 9 ou la cathepsine G pour donner
les formes matures, NAP-2, CTAP-III (pour « Connective tissue Activating Protein III ») et
B-TG (pour « beta-ThromboGulin »). L’expression de NAP-2 peut étre induite par I’IL-1
(Kruidenier et al., 2006). Les cellules 786-O expriment des niveaux faibles d’IL-1f et de
MMP (Chuang et al., 2008). Ces résultats expliquent, au moins en partie, pourquoi les
niveaux de CXCL7 produits par les cellules 786-O sont indétectables. In vitro, le traitement
des cellules 786-0O par de I’IL-1f est suffisant pour rendre la production de CXCL7 détectable
en PCR et en ELISA suggérant que les niveaux d’IL-1f sont limitant dans ces cellules. De
facon intéressante, une autre lignée de ccRCC plus agressives que les 786-0, les cellules
A498, expriment des niveaux de base nettement supérieurs d’IL1- et de MMP2. Dans ces
cellules, I’expression de CXCL7 devrait étre supérieure par rapport aux cellules 786-O. Nous
venons de recevoir les cellules A498 au laboratoire et pour vérifier cette hypothése nous
avons mesuré les niveaux de CXCL7. Les cellules A498 possedent en ARNm des niveaux de
CXCL7 deux fois supérieurs aux cellules 786-O. Il faudrait maintenant vérifier si cette
augmentation d’un facteur deux en ARNm est suffisante pour permettre la sécrétion de
CXCLT7 par les cellules. Cela nous permettrait de valider notre hypothése. L’expression d’IL-
I pourrait donc constituer un marqueur d’agressivité des cellules RCC en régulant la
production de CXCL7 par ces cellules. In vivo, 'IL-1p et les MMP apportées de facon
exogene par les cellules stromales infiltrant la tumeur amplifient la production de CXCL7 et
favorisent le développement tumoral. Dans notre systéme, la cytokine CXCL7 semble
majoritaire. Bloquer uniquement CXCL7 inhibe complétement la croissance tumorale alors
que bloquer CXCLS8 apporte un bénéfice plus limité. Pourtant d’autres cytokines CXC sont
exprimées par les ccRCC. Par exemple, les cytokines CXCL1 et CXCL3 sont deux autres
cytokines pro-angiogéniques majeures beaucoup plus étudiées que CXCL7. Dans notre
modele, cibler ces cytokines n’a qu’un effet limité sur la croissance tumorale. Il faut noter que
les anticorps ciblant CXCL1, 3 ou 8 ne reconnaissent pas CXCL7. Ces résultats renforcent le

role prépondérant de la cytokine CXCL7 dans le développement des ccRCC.

Cependant, le rdle pronostique de 1’association de ces différentes cytokines vient renforcer
I’idée selon laquelle cibler une seule de ces cytokines pourrait ne pas étre suffisant pour

limiter efficacement la croissance tumorale. Au contraire, il serait intéressant de pouvoir
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cibler CXCL1, 7 et 8 en méme temps. En collaboration avec 1’équipe du Dr Pierres a
Marseille nous avons généré des anticorps pan-CXCL, ciblant les cytokines CXCL1, 2, 3, 7 et
8. Des analyses BIACORE nous ont permis de vérifier que ces anticorps ont une affinité
comparable voire supérieure a des anticorps commerciaux spécifiques de chacune des
cytokines. Ces anticorps diminuent les niveaux intra-tumoraux des cytokines cibles et
inhibent significativement la croissance tumorale de ccRCC chez la souris. Ces anticorps sont
¢galement efficaces dans un autre modele d’angiogenése in vivo. L utilisation de ces anticorps
réduit de fagon efficace I’angiogencse et la taille des 1ésions observées aprés brulure de
choroide de rat au laser. Un brevet sur ces anticorps vient d’étre déposé (Brevet N°69922).
Son intitulé est: « Anti- CXCL1, anti-CXCL7 and anti-CXCL8 antibodies and their

applications ».

La cytokine CXCL7, comme les autres cytokines de la famille CXCL ELR+ joue son role en
se liant aux récepteurs CXCR1 et CXCR2. Ces récepteurs sont les seuls récepteurs connus
pour CXCL7 (Vandercappellen et al., 2008). Pour montrer que I’effet de CXCL7 observé
dans les RCC passe effectivement par ces récepteurs une des expériences a réaliser serait de
bloquer D’activit¢ des récepteurs CXCR1 et CXCR2 et de montrer que I’effet de la
surexpression de CXCL7 dans les cellules RCC est perdu.

Un autre moyen de cibler la voie CXCL7/CXCRI1-2 est donc de bloquer I’activité de ces
récepteurs. Plusieurs études ont déja montré que cibler ces récepteurs limite la croissance de
différents types de cancer et de limite la formation de métastases. Une étude récente, sur le
cancer du sein, fait I’hypothése que I'axe CXCL/CXCR est en parti responsable des
phénomenes de résistances observés en cours de traitement. En effet, I’inhibition du récepteur
CXCR2 a l’aide d’un shRNA, augmente la sensibilit¢ des cellules de cancer du sein au
paclitaxel (chimiothérapie de référence dans le traitement du cancer du sein) in vitro et in vivo,
dans un modéle murin syngénique. L’inhibition de CXCR2 en combinaison avec le paclitaxel
diminue la densit¢ micro vasculaire intra-tumorale et limite la formation spontanée de
métastases pulmonaires. Ces résultats démontrent un réle du récepteur CXCR2 dans les
phénomeénes de résistance a la chimiothérapie observés dans le cancer du sein et suggerent
que bloquer CXCR2 en parallele de la chimiothérapie pourrait limiter I’apparition de
résistances (Sharma et al., 2013). Une autre étude portant sur le cancer du pancréas montre
qu’une inhibition de I’activité¢ du récepteur CXCR2 diminue les capacités prolifératives des
cellules cancéreuses pancréatiques et inhibe la croissance tumorale de xénogreffes
pancréatiques dans des souris immunodéficiences.
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Ces résultats suggerent une nouvelle fois la pertinence de cibler le récepteur CXCR2 dans le

traitement des cancers et en particuliers dans le cancer du pancréas (Wang et al., 2013b).

Les résultats obtenus avec la cytokine CXCL7 suggerent 1’existence d’une boucle autocrine
dans les ccRCC. Les cellules de ccRCC expriment les récepteurs CXCR1 et CXCR?2 et in vivo
I’utilisation d’un inhibiteur des récepteurs CXCRI1 et 2, le SB225002, inhibe de facon efficace
la croissance tumorale. Cet inhibiteur agit sur les cellules tumorales et les cellules
endothéliales. Son utilisation diminue la prolifération et induit 1’apoptose des cellules
tumorales in vitro et in vivo. Une étude récente étudiant les effets du SB225002 dans les
cellules de cancers ovariens démontre un effet pro-apoptotique dépendant de p53 ou une
catastrophe mitotique indépendante de p53 via une inhibition de Chkl et une augmentation de
Cdk (Du et al., 2013). Une autre piste d’explication des effets du SB225002 est apportée en
montrant que ce composé possede une activité déstabilisatrice des microtubules via une hyper
phosphorylation de Bcl2 et de Belxl, une suppression de la polymérisation des microtubules et
un arrét en pro-métaphase. L’effet apoptotique du SB225002 semble dépendant du type
cellulaire (Goda et al., 2013). L’ensemble de notre travail valide I’importance de 1’axe

CXCL7/CXCR2 dans le développement des ccRCC chez la souris.

Contrairement au ciblage de CXCL7 qui n’a aucun effet sur 1’angiogenése, bloquer les
récepteurs induit une diminution de I’expression de plusieurs facteurs pro-angiogéniques
(CXCLI1, CXCL2, CXCLS8 et du VEGF) et une augmentation de 1’expression de la cytokine
anti-angiogénique CXCL4. En aval de ces récepteurs, la fixation du ligand entraine
I’activation des voies ERK et AKT. L’inhibition de I’activité des récepteurs diminue
I’activation de ces voies de signalisation et explique au moins en partie la diminution de
I’expression des cytokines observée sous traitement SB225002. Par contre expliquer
I’augmentation de CXCL4 est beaucoup plus difficile a premiere vue. En parallele, une
diminution de la densité vasculaire intratumorale, expliquée au moins en partie par I’effet
antiprolifératif et pro-apoptotique du SB225002 sur les cellules endothéliales a été observé.
Nos résultats suggerent que 1’inhibition de CXCRI1/CXCR2 inhibe I’angiogenése et la
prolifération des ccRCC.

173



3. Conclusion et perspectives

L’implication des cytokines CXCL et de leurs récepteurs CXCR1 et CXCR2 dans le cancer a
largement été¢ étudiée. Dans notre modele, ’axe CXCL7/CXCR1, CXCR2 semble étre tres
important et largement impliqué dans le développement tumoral des ccRCC. Parmi
I’ensemble des cytokines de la famille CXCL impliquées dans I’angiogenése et la croissance
tumorale CXCL7 est la moins étudiée. Pourtant dans les ccRCC, le role de cette cytokine
semble prépondérant. Nos résultats suggerent que cette cytokine et ses récepteurs pourraient
étre de nouvelles cibles thérapeutiques intéressantes dans le traitement des ccRCC
métastatiques aprés 1’échec des thérapies standard. L’inhibition de CXCL7 aux pourrait
améliorer I’efficacité¢ des anti-VEGFs et limiter 1’apparition de résistances. Du travail est
encore nécessaire afin de valider définitivement le role de CXCL7 comme marqueur

pronostique et prédictif de I’efficacité des thérapies anti-angiogéniques dans les ccRCC.

Nous sommes actuellement associés a un essai clinique multicentrique portant sur des sujets
atteints de ccRCC métastatiques traités au sunitinib. Le but de cette étude est de doser
différentes cytokines angiogéniques dans le sérum des patients avant traitement et au cours
des différents cycles de traitement. L’analyse des données cliniques des patients et de
I’évolution des niveaux de CXCL7 au cours du traitement permettrait de déterminer si la
cytokine CXCL7 est un marqueur prédictif de 1’efficacité du traitement au sunitinib. Cela
permettrait aux cliniciens de sélectionner les patients potentiellement les plus répondeurs au

traitement et d’anticiper sur 1’apparition éventuelle de résistances en cours de traitement.

Enfin, nous souhaitons tester 1’efficacité potentielle d’une immunisation prophylactique anti-

CXCL sur la croissance de ccRCC dans un modele syngénique de RCCs.
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ABSTRACT

Mutations in the von Hippel-Lindau gene lead to over-expression of Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) and abnormal angiogenesis in clear cell renal cell carcinomas
(ccRCC). Although VEGEF is over-expressed in these tumors, analysis of patients’ tumor
samples showed that its expression did not correlate with overall survival. Here we show that
the pro-angiogenic/pro-inflammatory cytokine CXCL7 is an independent prognostic factor for
overall survival. While anti-CXCL7 specific antibodies strongly reduced the growth of
ccRCC tumors in nude mice, conditional over-expression of CXCL7 accelerated tumor
development. CXCL7 promoted cell proliferation both in vivo and in vitro. Expression of
CXCL7 is induced by interleukin-1 ® (IA-1 ®), in vitro. ccRCC cells normally secrete low
amounts of CXCL7 but there is high amounts in tumors due to a high level of IL-1 ®. A
competitive pharmacological inhibitor of CXCL7 receptors, CXCR1 and CXCR2 (SB225002)
inhibited ccRCC and endothelial cell proliferation and tumor growth. Because CXCRI1 and
CXCR?2 are present on endothelial and ccRCC cells, its inhibition affects, in parallel, the
tumor vasculature and the proliferation of tumor cells. These results highlight the

CXCL7/CXCR1/CXCR?2 axis as a pertinent target for the treatment of ccRCC.

INTRODUCTION

Mutations in the von Hippel-Lindau gene cause over-expression of VEGF, resulting in
ccRCC to be one of the most vascularized tumors. Theoretically, ccRCC should be highly
responsive to anti-VEGF therapy. Bevacizumab (BVZ), a humanized monoclonal antibody
targeting VEGF, in association with interferon-alpha (interferon-a), has obtained approval
from the American Food and Drug Agency for treatment (1). Despite the increased time to
progression, the pivotal AVOREN study that compared the efficacy of interferon-a versus
interferon-o. plus BVZ (2) showed that BVZ did not improve overall survival. However, a
more detailed analysis of the results showed that some patients were high responders to
treatment with prolonged survival while the treatment was inefficient in others patients, in
which metastatic dissemination was observed. Moreover, a recent meta-analysis showed that
BVZ in combination with chemotherapy induced fatal adverse events (3). Our recent study
also highlighted unexpected ccRCC enhanced growth in mice treated with BVZ (4). We and

others have also demonstrated a very important role for CXCL cytokines in the development
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of ccRCC progression, in particular CXCLS8 (5). This suggested that ccRCC express a high
amount of VEGF and others pro-angiogenic cytokines that play a key role when the
VEGF/VEGEFR axis is inhibited by either antibodies targeting VEGF or inhibitors targeting

their tyrosine kinase receptors.

Cytokines of the CXCL family have angiogenic or anti-angiogenic potency depending on the
presence or absence of the amino acid triplet ELR in their protein sequence (ELR+CXCL (1-
3, 5-8) have pro-angiogenic properties whereas ELR-CXCL (4, 9, 10) have anti-angiogenic
properties) (6). ELR+CXCL mediate their effect through their G-protein-coupled receptors
CXCR-1 and CXCR-2, which leads to activation of the ERK and PI3 kinase pathways (6).
The pro-inflammatory chemokine CXCL8 also named interleukin-8 promotes angiogenesis,

tumorigenesis and metastasis and it is over-expressed in many tumors including ccRCC (7).

Moreover, Ras-dependent secretion of CXCL8 enhanced tumor progression by promoting
neo-vascularisation (8). The CXCR2/CXCLS8 axis was also described as a survival pathway
for prostate (9), ovarian (10), brain (11) and skin cancers (12). Moreover, CXCR1 blockade
inhibited the growth of human breast cancer stem cells (13). CXCL8 is not the only
ELR+CXCL cytokine implicated in cancer progression as CXCL1 was shown to be important
for the proliferation of oesophageal (14) and melanoma cancer cells (15). CXCL7 is also
implicated in the development of the lymphatic network through the regulation of VEGF- C
and VEGF-D, two major growth factors for lymphatic endothelial cells (16). The role of
CXCL cytokines is not restricted to solid tumors since CXCL4 and CXCL7 are markers of
advanced disease for myelodysplasic syndromes (17). Hence, the ELR+CXCL/CXCRI1, 2
axis is a key component implicated in tumor development. However, the meaning of co-
expression in the same cell of CXCR and CXCL is controversial since this autocrine pathway
can drive both senescence (18) and tumor development (13). This discrepancy can be
explained by differential expression during tumor progression. CXCR expression may be
beneficial during tumorigenesis since it drives senescence. However, its expression during the
late stages accelerates tumor growth because stimulation of CXCR induces activation of
ERKSs, a major signaling pathway implicated in cell proliferation (19). The goal of our study
was to investigate the major CXCL implicated in ccRCC aggressiveness and to evaluate the

potential of these cytokines and their receptors CXCR1/2 as potent therapeutic targets.
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MATERIALS AND METHODS

Human kidney samples The clinical characteristics of the patients and angiogenic profile of

the normal and tumor tissues were described previously (4).

Cell lines and molecular biology 786-O (CRL 1932), Caki-2 (HTB-47), and ACHN (CRL
1611) cells were from American Type Culture. RCC10 were a kind gift from WH Kaelin
(Dana Farber Cancer Institute). 786- OLUC+, RCC-10LUC+ and ACHNLUC+ cells were
obtained by lentiviral transduction (pLenti6/V5-D-TOPO, Invitrogen, France) and blasticidin
selection (10 [y/uA) (4). Tumor 1 was a non-metastatic pT3b, Fuhrman grade 2 tumor, tumor
2 was a non metastatic pT3a, Fuhrman grade 4 tumor and tumor 3 was a metastatic pT3a
Fuhrman grade 4 tumor. Tumor fragments following surgery were treated with collagenase
overnight at 37°C and/or mechanically disaggregated with scalpels. Tumor cells were
suspended in cell culture medium specific for renal cells (PromoCell, Heidelberg Germany).
Further experiments were performed after passage ten when the cell line was established.
Reverse transcription reactions were performed as described (20). PCR analysis of CXCR2
expression was performed with the following oligonucleotides; Forward primer 5°-
ATGGAAGATTTTAACATGGAG-3’; reverse primer 5’-GAGAGTAGTGGAAGTGTGCC-
3.

Antibodies The following antibodies were used for immunoblotting or immunohistochemistry
respectively: anti-phospho ERK 1, 2 antibody (pERK, Sigma St Louis, MO), anti-phospho
AKT (pAKT), anti-AKT, anti-ERKSs, (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-
PARP (Cell Signaling, Cambridge, UK) and anti-CAIX (Bayer Health Care, Lyon France).
The CD31 antibody was a rat monoclonal anti-mouse CD31 (clone MEC 13.3, 1:1000, BD

Pharmingen).

Drugs The anti-human CXCL7 antibodies (Peprotech, France) were diluted in PBS and
injected intra-peritoneally (Smg/kg), as described (8). PBS was injected into the control group.
SB225002 was synthesized by the Chemistry Department of the University of Nice as
previously described (21) (Dr Rachid Benhida).

Tumor xenograft formation and size evaluation 786-OLUC+, RCC-10LUC+ or
ACHNLUCH cells (3.106 to 10.106 cells) were injected subcutaneously into the flanks of 5-

week-old nude (nu/nu) female mice (Janvier, France). Bioluminescence was quantified using
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the In Vivo Imaging System (IVIS, Perkin Elmer, France) according to the manufacturer’s
instructions. Tumor volume (v =L x 12 x 0.52 (22)) was determined in parallel using a caliper.

There was a linear relationship between values for bioluminescence and the tumor volume.

Immunohistochemistry Tumor sections were handled as described previously (23). Sections
were incubated with rat monoclonal anti-mouse CD31 (clone MEC 13.3, BD Pharmingen) or
monoclonal anti-human CXCR2 (clone 48311 R&D systems) antibodies. Vessel density was

evaluated using the Image J program. Three double-blind counts were performed.

Measurement of hemoglobin and cytokines Frozen tumor tissues were lysed in cell
extraction buffer (Biosource, Belgium). The intra- tumor hemoglobin content was measured
using a Drabkin reagent kit 525 (Sigma, France). CXCL cytokines, FGF, human and mouse
VEGF were measured using PeproTech ELISA kits according to the manufacturer’s
recommendations (PeproTech, Neuilly-sur-Seine, France).VEGF-C was measured using the
Human DuoSet ELISA kits, VEGF-D using the Quantikine ELISA Kit (R&D Systems,
Minneapolis, USA).

Statistical analysis Statistical analyses were two-sided and were performed using R-2.12.2 for
Windows. Statistical comparisons were performed using the Chi-2 test or Fisher exact test for
qualitative data, the Student t-test or Wilcoxon test for quantitative data and the Log-Rank test

for censored data.

RESULTS

CXCL7 is an independent prognostic factor for overall survival of ccRCC patients

Previously, we utilized immunoassay to determine cytokines that regulate the angiogenic
balance in 51 ccRCC patient samples and their normal tissue counterpart (4). To investigate
whether these cytokines were associated with patient outcome, we measured the correlation
between the overall patient survival and the intra-tumoral levels of the different cytokines. In
total, 22 patients (43%) died during the follow-up period. It is noteworthy that patients who
exhibited CXCL7 levels superior to the first quartile (1152 pg/mg) had a significantly higher
death rate (Fig. 1A). Univariate analysis showed that CXCL7 expression was a poor
prognostic factor for overall survival (p = 0.0015, Supplementary Table S1). Furthermore,
metastasis at diagnosis and the Fuhrman grade, which are both known to be poor prognostic

factors for patient’s outcome, also correlated significantly with overall survival (p = <10-3
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and 0.001). Unexpectedly, the levels of the pro-angiogenic forms of VEGF (Levels of total
VEGF (V) minus the levels of the anti-angiogenic form of VEGF (Vb) (24)) did not
significantly correlated with survival (p = 0.26 and p = 0.49) (Supplementary Table S1).
These prognostic factors (level of CXCL7, metastasis at diagnosis and the Fuhrman grade)
were then analyzed in a multivariate Cox regression model on overall survival
(Supplementary Table S2). CXCL7 expression was identified as an independent prognostic
parameter for overall survival (p = 0.014). Similar results were obtained for metastasis at
diagnosis and the Fuhrman grade with respect to overall survival (p = 0.0005 and 0.007;

Supplementary Table S2).

CXCL7 blockade decreases the growth of ccRCC xenograft tumors The results described
above prompted us to test the potential of CXCL7 as a new therapeutic target for the
development of ccRCC. For this purpose, we analyzed expression of CXCL7 in the
conditioned medium of different model cell lines of ccRCC including 786-O, RCC-10,
ACHN and Caki-2. These cell lines have been extensively for their mutations in the von
Hippel-Lindau protein, which lead to constitutive expression of the hypoxia-inducible factor 1
(or 2 { (HIF-1a or 2a) (25). These cell lines only produced levels of CXCL7 which are at the
lower limit of the detection threshold. However, human CXCL7 (ELISA tests specific of
human CXCL7 were used) was present in tumors generated from 786-O cells in nude mice in
a range comparable to what was detected in human samples (mean 2000 pg/mg protein) (4),
suggesting that “factors” produced in the tumor’s microenvironment stimulate the production
of CXCL7 by tumor cells. This result was in agreement with the data of Pillai et al who
described that stromal-derived “activities” were required for optimal expression of CXCL7 by
monocytes (26). These results provided the rationale for testing the impact of blocking human
CXCLT7 on the development of ccRCC xenografted tumors. Thus, 786-OLUC+ cells were
monitored by luminescence to evaluate the growth of tumors in vivo following treatment.
Mice developed tumors seven days after cell injections and tumors remained latent for 40
days before developing exponentially. In contrast, when anti-CXCL7 antibodies were
administered 40 days after the injection of 786-O cells, tumors remained latent for as long as
70 days (Fig. 1C and D). The effect of anti-CXCL7 antibodies was also tested on ccRCC
generated with two others independent ccRCC cell lines (RCC-10 and ACHN) with
equivalent results (Supplementary Fig. S1).

Anti-CXCL7 antibodies do not alter the angiogenic profile of ccRCC tumors in nude mice but
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modify their growthCXCL7 stimulates endothelial cell proliferation and angiogenesis via
activation of two G- protein coupled receptors, CXCR1 and CXCR2 (6). However, as tumor
cells may express abnormal levels of CXCR1 and CXCR2, we hypothesized that anti-CXCL7
antibodies may have anti-angiogenic and anti-proliferative properties. First, we evaluated the
production of angiogenic cytokines in tumors of placebo or anti-CXCL7 treated mice. As
expected, anti- CXCL7 antibodies decreased CXCL7 levels within the tumors. However, they
did not affect the production of other major angiogenic cytokines including VEGF and
CXCLS8 (Fig. 2A). Tumor vascularization, assessed by measuring intra-tumor haemoglobin
levels, was not affected by anti-CXCL7 treatment (Fig. 2B). To gain a more precise
evaluation of vascularization we also analyzed the network of blood and lymphatic vessels.
Again, no clear differences were noted for the anti-CXCL7 treatment. Hence, we
hypothesized that the anti- CXCL7 treatment might affect the proliferation of tumor cells. To
test this hypothesis, we first evaluated two major signaling pathways implicated in cell
proliferation, the MAP Kinase/ERK and PI3 Kinase pathways. ERK and AKT activities were
significantly down- regulated in mice treated with anti-CXCL7 antibodies (Fig. 2C) and the
tumors also showed a decreased number of Ki67 labeled cells (Fig. 2D). No major signs of
apoptosis (assessed by poly-ADP ribose polymerase (PARP) cleavage) were detected in
tumor samples. Carbonic anhydrase 9 (CAIX) is a major target of the hypoxia-inducible
factor and has been extensively studied as a marker of hypoxia (27). A significant decrease in
CAIX protein levels was observed in tumors of anti-CXCL7 treated mice (Fig.2E) suggesting
that anti-CXCL7 treatment decreases cell proliferation and therefore limits the development

of hypoxic zones that have been correlated with the selection of more aggressive cells (28).

Over-expression of CXCL7 accelerates the growth of ccRCC xenograft tumors in nude
miceTo definitively demonstrate the pro-tumor growth effect of CXCL7, we generated 786-O
cells over-expressing CXCL7. Control 786-O cells produced levels of CXCL7 at the limit of
the detection threshold of ELISA tests (50 pg/ml/24 hours/106 cells) (Fig. 3A). The level of
CXCL7 in the media of 786-O cells transduced with a CXCL7-expressing lentivirus was
superior to 1 ng/ml/24 hours/106 cells. Over-expression resulted in accelerated cell
proliferation, reinforcing the concept of an autocrine proliferation loop driven by CXCL7 (Fig.
3B and 3C). Over-expression of CXCL7 resulted in accelerated tumor growth in xenografts
onto the flanks of nude mice (Fig. 3D). Since tumors obtained with CXCL7 over- expressing
cells were too big, mice were sacrificed for ethical purposes. Therefore extensive comparison

of control and “CXCL7” tumors by immuno-histochemistry was impossible because of the

181



small size of control tumors. Only ELISA tests and Western blotting were possible. High
levels of CXCL7 were detected in the plasma and the tumors (Fig. 3E). No modifications of
other potent angiogenic factors- VEGF, CXCL8- were detected. The presence of equal
haemoglobin content also suggests that the difference in tumor growth was not dependent on
angiogenesis (Fig. 3F). Increased proliferating capabilities were noted by testing ERK and
AKT activity (significant increase for ERK and a tendency to increase AKT activity) which
almost mirrored the results obtained by blocking CXCL7 strongly suggesting that CXCL7

accelerates tumor cell proliferation in vivo (Fig. 3G).

Regulation of expression of CXCL7 by tumor cells in vitro and in vivoWe analysed the
discrepancy between CXCL7 production in cell lines and in tumor xenografts. CXCL7 is
produced as a precursor protein platelet basic protein (PBP) which is then cleaved to give the
connective tissue-activating peptide IIT (CTAP-III) and the - thromboglobulin-antigen (fTG-
Ag). BPTG-Ag maturates to generate active neutrophil activated peptide 2 (NAP-2)/CXCL7
(29). PBP expression could be stimulated by interleukin 1 ® (IL-1f3) in colon carcinoma cell
lines (29). IL-1P induces PBP/CXCL7 mRNA expression in 786-O cells (Fig. 4A). ELISA
tests specific for the mature CXCL7 form show that IL-1f3 also stimulates the production of
the mature protein (Fig. 4B). The discrepant results between in vitro and in vivo experiments
were explained by the fact that tumors generated in nude mice produced IL-1f3 (mean 550
pg/ml/mg protein range 50-2000, n=15). Equivalent amounts of IL-1p3 were detected in the
samples of the cohort of patients (mean 500 pg/ml/mg protein). In both experimental and
human tumors CXCL7 levels correlates with IL-1f levels. Moreover, cathepsin G and
metallo-protease (MMP), the two proteases described as PTB maturating proteins (29-30) are
active in 786-O cells and probably participate in PBP maturation. Anti-CXCL7 antibodies
alone inhibit cell proliferation in the absence of IL-1f3 suggesting that even if CXCL7 is
produced at low level it participates in an autocrine proliferation loop in 786-O cells. Even in
conditions of exponential proliferation in the presence of serum, IL-1f3 stimulates 786-O cell
proliferation (Fig. 4C). The pro-proliferative effects of IL-1f3 are removed by anti-CXCL7
antibodies suggesting that growth is stimulated by IL-1f induction of a CXCL7-dependent

autocrine feed-back loop.

Aberrant expression of CXCR1 and CXCR2 by ccRCC cells The experiments described
above suggested that CXCL7 exerts an autocrine proliferation loop via its receptors CXCR1

and CXCR?2 (6). To verify our hypothesis, we determined by qRT-PCR the expression of
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CXCR1 and CXCR?2 in different ccRCC cell lines. CXCR1 and CXCR2 were expressed in
cell lines and in cells derived from independent fresh human ccRCC tumor samples in
comparison to human micro-vascular endothelial cells (HMVEC) as a positive control (31)
(Fig. 5A). The functionality and the role of CXCR1 and CXCR?2 expressed by ccRCC cells on
proliferation was determined through the use of SB225002, a competitive inhibitor of CXCR1
and CXCR2, which has been described in the context of inflammatory pathologies and tumor
development (13, 32). SB225002 reduced 786-O cells accumulation in a dose- and time-
dependent manner (Fig. 5C). SB225002 also significantly inhibited accumulation of ccRCC
cells derived from fresh human ccRCC tumors (Fig. 5D) and accumulation of HMVEC
(Supplementary Fig. S2A). SB225002 inhibited ERK and AKT activities in a dose dependent
manner (Fig. 5D) and induced PARP cleavage (Fig. SE) in 786- O cells and HMVEC
(Supplementary Fig. S2B and S2C) suggesting a combined inhibition of proliferation and
induction of apoptosis. Moreover SB225002 inhibited the production of pro- angiogenic
cytokines including VEGF, CXCL1 and CXCLS in a dose-dependent manner (Supplementary
Fig. S3). These results strongly suggest that CXCR1/CXCR?2 inhibitors could have potent
anti-tumor growth effects in ccRCC since they concomitantly inhibit cell proliferation, induce
apoptosis of tumor and inhibit endothelial cells and expression of pro- angiogenic factors by

tumor cells.

Inhibition of CXCR1 and CXCR2 prevents ccRCC tumor growth in nude mice The
results presented above suggest that CXCR1 and CXCR2 play a central role in ccRCC
development. Hence, we predicted that inhibition of abnormally expressed CXCRs in tumor
cells should efficiently inhibit tumor growth. Indeed, SB225002 inhibited tumor growth in
nude mice (Fig. 6A), suggesting that CXCR1 and CXCR?2 may represent therapeutic targets
for ccRCC. SB225002 effect inhibited ERK and AKT activity, indicating that, at least part of
the SB225002 on tumor growth was the result of decreased cell proliferation (Fig. 6B). Ki67
labelling confirmed the inhibitory effect of SB225002 on tumor cell proliferation (Fig. 6C).
An increase in the size of the necrotic zones which is likely due to the SB225002-dependent
induction of apoptosis observed in vitro was also detected (Fig. 6D). We then evaluated the
angiogenic profile of the tumors of control or SB225002-treated mice. Although SB225002
had no significant effect on intra-tumor hemoglobin levels, it significantly decreased the
levels of CXCL1 (p = 0.05) and CXCL2 (p = 0.006), two ELR+CXCL involved in CXCR2
activation and those of FGF involved in stromal cell growth (p=0.03). We also observed a

decrease in VEGF production (p = 0.04) and a non-statistically drop in CXCL8 (p = 0.06).
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Intra-tumoral CXCL7 was equivalent in control and SB225002-treated mice. The statistically
significant increase in CXCL4 (p = 0.007), an anti-angiogenic member of the CXCL cytokine
family also favored the anti-angiogenic effect of SB225002 (Fig. 6E). CD31 labeling (Fig.
6F) confirmed the decrease in blood vessel density. HES staining highlighted the presence of
numerous blood vessels in the core of control tumors while only a few big vessels were
observed at the periphery of tumors of SB225002-treated mice (Supplementary Fig. S4).
These results further confirmed the decrease in vessel density which is probably correlated
with decreased proliferation and increased apoptosis of endothelial cells. Hence, our results
strongly suggest that CXCR1/CXCR2 inhibitors simultaneously decrease angiogenesis and
the proliferation of ccRCC and thus they might be considered as potent therapeutic agents for

such cancers.

DISCUSSION

Anti-inflammatory drugs like aspirin reduce the incidence of cancers (33-35). This feature
reflects the fact that inflammation drives different mechanisms involved in tumor growth and
dissemination including proliferation of tumor cells, angiogenesis and metastasis (36). These
mechanisms are, in part, driven by secreted molecules such as ELR+CXCL cytokines, which
play a key role in tumor development and invasion. Although they were first described to be
produced by inflammatory cells notably neutrophils, they are also secreted by other cell types
including tumor cells of different origin and endothelial cells (6). Their receptors CXCR1 and
CXCR2 are also not restricted to neutrophils with expression in both endothelial and tumor

cells (13-14, 18, 37).

Three questions arise from our finding: 1) Are the levels of ELR+CXCL cytokines easily
assayed on samples obtained from patients in a minimally invasive way? 2) If yes, can they
represent new therapeutic targets? 3) If this latter hypothesis is true, is it better to target
specifically ELR+CXCL or their receptors? Our study begins to answer these questions
although we have to be cautious because some of our experiments constitute a preclinical
approach. Analysis of patient samples has clearly shown that CXCL7 represents a strong
independent prognostic marker of tumor aggressiveness. The quantification of its intrinsic
level allowed determination of a specific threshold for pejorative outcome. This quantitative
parameter is of interest to clinicians who need reproducible methods that can be included in
clinical practice. The fact that it is an independent prognostic marker may orientate clinicians’

treatment strategies for patients with a priori good prognosis according to clinical parameters.
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CXCLT7 is probably the least investigated cytokine of the ELR+CXCL family in the context of
cancer development. Only a few articles describe its role as a marker of advanced disease in
myelodysplastic syndromes (17), in malignant pancreatic diseases (38) and in breast cancers
(39). In breast cancers, CXCL7 also promoted tumor cell dissemination since it induced
expression of VEGF-C and VEGF-D, two mediators in the development of lymphatic vessels
(16). We and others have recently published that targeting CXCLS8, another member of the
ELR+CXCL family, inhibits the growth of 786-O xenografts (4-5). However, anti-CXCL7
antibodies block tumor growth while anti-CXCLS8 antibodies only slow-down tumor growth
highlighting CXCL7 as a more relevant target. Moreover, CXCL8 does not appear as a
prognostic marker of survival in uni or multivariate analysis in the cohort of patients that we
analyzed (p = 0.49). Among all the other ELR+CXCL cytokines we analyzed in our cohort of
patients, only CXCL1 appears as a marker of poor prognosis in univariate analysis but fails to
reach statistical significance in multivariate analysis (p = 0.017 and p = 0.06 respectively).
Like for anti-CXCLS8 antibodies, anti-CXCL1 antibodies alone only slow-down tumor growth.
Anti-CXCL1 (not shown) or anti-CXCLS8 (4) antibodies did not decrease the intra- tumoral

levels of CXCL7. These results probably explain their weaker effects on tumor growth.

Discrepancies between basal production of CXCL7 by ccRCC cells in vitro and secretion in
vivo were intriguing. Although active factors produced by stromal cells have already been
suspected to stimulate CXCL7 production (26), the role of IL-1f3 suggests the contribution of
cytokines produced by inflammatory cells in the tumor context to favor CXCL7 production
by cancer cells. Maturation towards the active NAP-2/CXCL7 is then mediated by
metalloproteinases (MMPs) like in colon tumor cells or epithelial cells from patients with
colitis (29) or by cathepsin G present at the surface of neutrophils (30). Hence, our results
strongly suggest that in addition to hematopoietic cells, epithelial cells have the ability to
produce mature cytokines, which serve as chemo-attractants for neutrophils or macrophages
to maintain the inflammatory context within the tumors. Moreover IL-13 was shown to be
produced by ccRCC cells with a high malignancy potential and to participate in the epithelial-
mesenchymal transition (40). Our experiments suggest that IL-1 promotes tumor cell
proliferation via CXCL7 production and enhances tumor aggressiveness.Before the
development of anti-angiogenic therapies the prognosis of metastatic ccRCC was poor.
Although they have revolutionized the treatment of this pathology, the benefit in terms of
overall survival is either null or measured in months (2, 41). This has been putatively linked

to the heterogeneity of ccRCC as evaluated by multi-region sequencing (42). Consequently,
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there is an urgent need to identify predictive markers of outcome for these expensive therapies
or alternative therapeutic targets must be found in case of evasion to anti- angiogenic agents.
These points are essential to reduce the health cost but more importantly to limit the number
of patients developing adverse events (3-4). Beyond the role as prognostic markers CXCL
cytokines could also be considered as predictive markers of response to anti- angiogenic
therapies, not only in ccRCC but also in other cancer types, as we suggested recently (4, 20).
A clinical assay aimed at correlating the plasma level of CXCL cytokines and the response to

sunitinib in metastatic ccRCC patients is currently ongoing.

Our study questions the use of specific antibodies against CXCL7 or of CXCR1/CXCR2
inhibitors. When taking into consideration the development of inflammatory zones during the
first phases of tumor development, we hypothesized that targeting specifically CXCL7 could
be a good choice and would probably be a less aggressive treatment with limited side effects.
Moreover, expression of CXCRI1/CXCR2 might represent a “protective barrier” for cancer
development through induction of senescence (18). However, the most aggressive forms of
ccRCC apparently use the CXCR1/CXCR2 pathway to drive an autocrine proliferation loop.
This more aggressive tumor is characterized by an active inflammatory component and
angiogenesis dependent on cytokines secreted by tumor and inflammatory cells. Then, an
inhibitor of CXCRI1/CXCR2 might target at the same time tumor, endothelial and
inflammatory cells thereby limiting tumor cell proliferation, angiogenesis and inflammation.
However, in tumor treated by SB225002 we did not observed a decrease of CXCL7 levels
probably because SB225002 enhances IL-1p-dependent CXCL7 expression by an as yet
unknown mechanism (Supplementary Fig. S5). In conclusion, our study provides the
framework for new therapeutic approaches targeting ccRCC subsequent to the failure of the
“gold standard” anti-angiogenic treatment sunitinib. Validation of CXCL7 as a relevant
prognostic/predictive marker of response to standard therapy in a larger, independent cohort

of patients must now be performed to extend our results.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1: Kaplan-Meier analysis of overall survival of patients with renal cell carcinoma

and role of CXCL7 blockade for 786-O xenograft tumor growth

(A) Correlation of overall survival with baseline levels of CXCL7 (first quartile value 1152
pg/mg protein). Overall survival was calculated from patient subgroups with baseline
levels of CXCL7 that were less or greater than the first quartile value.

(B) 3.10° 786-0"YC" cells were subcutaneously injected into nude mice (n = 7 per group).
When the tumor volume was approximately 100 mm’, mice were treated intra-
peritoneally once per week with irrelevant IgG (control) or with 15 mg/kg of the anti-
CXCL7 antibodies (anti-CXCL7). Bioluminescence was measured weekly as described
previously (4). Results are presented as the mean * SD. Statistical differences between
the size of tumors of control and treated mice are presented: *p<0.05.

(C) Representative images of tumor-bearing mice.

(D) Mean tumor volume % SD at the end of experiment; *** p< (0.001

Fig. 2: Anti-CXCL7 antibodies decrease the proliferation index and promote tumor
necrosis.

(A) Specificity of the anti-CXCL7 (A7) antibodies. Intra-tumor content of CXCL7, CXCL8
and VEGF in tumor extracts of mice treated with A7. Statistical differences are
presented: *p<0.05.

(B) The intra-tumoral amount of hemoglobin (Hg) which gives a global read out of the blood
supply is not affected by anti-CXCL7 antibodies.

(C) Tumor extracts from control (C) or A7-treated mice were tested for ERK and AKT
activities by immunoblotting using antibodies directed against the phosphorylated and

non phosphorylated forms of the proteins. The graphs show the ratio of phosphorylated

23
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ERKSs or AKT to non phosphorylated ERKs or AKT, respectively. The ERK and AKT
activities from tumor extracts of PBS-treated mice were considered as the reference

values (100 %). Statistical differences: ** p<(.01.

(D) The percentage of Ki67 labeled cells in control and A7-treated tumors is shown.

(E)

Statistical differences are indicated: **p< 0.01.
CAIX was detected in tumor extracts from control (C) or A7-treated mice by
immunoblotting and normalized to the tubulin content. Statistical significance is shown;

%p<0.05.

Fig. 3: Expression of CXCL7 accelerates tumor growth.

(A) 3.10° control 786-O cells (CT) or 786-O cells expressing CXCL7 (C7) were plated at

(B)

©

time 0. Secreted CXCL7 during 48 hours was determined by ELISA in the conditioned
medium. Results are the mean + SD of three independent experiments. Statistical
significance of the results is shown; *** p <0.001.

3.10° control 786-O cells (CT) or 786-O cells expressing CXCL7 (C7) were plated at
time 0. The mean cell counts £ SD after 48 hours of culture was given. Statistical

significance of the results is shown; ** p< 0.01.
Clonogenic assay with control 786-O cells (CT) or 786-O cells expressing CXCL7 (C7)

following ten days of culture.

(D) 3.10° control 786-0""“" cells (CT) or 3.10° 786-0"Y“" cells expressing CXCL7 (C7) were

(E)

subcutaneously injected into nude mice (n = 7 per group). Bioluminescence was
measured weekly. Data are presented as the mean + SD. Statistical differences between
the size of tumors of control and treated mice are presented: *p<0.05; **p<0.01.

Intra-tumoral and plasmatic CXCL7 was measured by ELISA test

24
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(F) The intra-tumoral amount of hemoglobin (Hg) that gives a global read out of the blood
supply is not affected.

(G) Tumor extracts from control (CT) or tumors overexpressing CXCL7 (C7) were tested for
ERK and AKT activities by immunoblotting using antibodies directed against the
phosphorylated and non phosphorylated forms of the proteins. The graphs show the ratio
of phosphorylated ERKs or AKT to non phosphorylated ERKs or AKT, respectively. The
ERK and AKT activities from control tumor extracts were considered as the reference

values (100 %). Statistical differences: ** p<0.01.

Fig. 4: Interleukin 1 B (IL-1 B) induces CXCL7 expression in 786-O cells

(A)Exponentially growing786-O cells were treated with 10 ng/ml IL-1 B for 24 hours.
CXCL7 expression was tested by qPCR.

(B) Exponentially growing 786-O cells were treated with 10 ng/ml IL-1 [ for 24 hours.
Secreted CXCL7 during 24 hours was determined by ELISA in the conditioned medium.
Results are the mean + SD of three independent experiments. Statistical significance of the
results is shown; *** p <0.001.

(C) The proliferative capacity of exponentially growing 786-O cells in the presence of 10
ng/ml IL-1fB (IL1B), anti-CXCL7 (A7), and IL-1B + anti-CXCL7 antibodies (IL1B3+A7)
was tested using the MTT assay following 48 hours of treatment. The values obtained for
untreated cells were taken as the reference values (100 %). Statistical significances of the

results compared to untreated cells are indicated; *p<0.05; ***p < 0.001.
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Fig. 5: Expression of CXCR1 and CRCX2 in ccRCC cells; effects of a pharmacological

inhibitor of CXCRI1 and CXCR2 (SB225002) on ccRCC cell proliferation

(A)

(B

©

Different ccRCC cell lines were tested for the presence of CXCR1 and CXCR2 mRNA
by quantitative PCR in human micro-vascular endothelial (EC), 786-O (786), ACHN,
(AC) and RCC10 (R10) cells. The presence of the receptors was also tested in cell lines
established from fresh tumors (T1, T2, T3).

The proliferative capacity of 786-O cells in the presence of increasing concentrations of
SB225002 was tested using the MTT assay. Data are the mean fold increase + SD. The
fold increase of untreated cells was taken as the reference value for statistics. Statistical
significances of the results compared to untreated cells are indicated; *p<0.05; **p <0.01;
**%p < 0.001.

The proliferative capacity of cells established from fresh tumors was measured as
described above. The percent of inhibition of proliferation using 5 uM SB225002

compared to untreated cells is plotted. **p <0.01; ***p < 0.001.

(D) 786-0 cells incubated with the indicated amounts of SB225002 were tested for ERK and

(E)

AKT activities as indicated above. Statistical differences: * p< 0.05; ** p<0.01.
786-0 cells incubated with varying amounts of SB225002 were tested for the presence of

cleaved forms of PARP indicated by an asterisk. Tubulin is shown as a loading control.

Fig. 6: SB225002 inhibits tumor growth by inhibiting cell proliferation, increasing

necrosis and decreasing angiogenesis

(A) Left: 3.10° 786-0"Y" cells were subcutaneously injected into nude mice (n = 10 per

group). Fifteen days after injection, all mice developed tumors and were treated three
times a week with PBS or with 200 pug of SB225002. Bioluminescence was measured

weekly as described (4). Data are the mean + SD. Statistical differences between the
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(B)

©

luminescence of tumors of control and treated mice are presented. Statistical significance
of the results is shown: *p<0.05; **p<0.01.

Middle: Representative images of the tumor-bearing mice.

Right: Average volume + SD and statistical analysis: **p< 0.01.

Control (C) and SB225002 (SB)-treated mice tumors were tested for ERK and AKT
activity by immunoblotting using antibodies directed against the phosphorylated and non
phosphorylated forms of the proteins. The histograms show the ratio of phosphorylated
ERKs or AKT to non phosphorylated ERKs or AKT. The ERK and AKT activities in
control tumors were considered as the reference values (100 %). Statistical differences
are: **p<0.01.

Ki67 labeling was performed on control and SB225002-treated tumor sections. The
percentage of Ki67 labeled cells in control and SB225002-treated tumors was shown.

Statistical differences are indicated: **p< 0.01.

(D) Delimitation of necrotic zones was performed after HES staining of tumor slices. The

(E)

()

histograms give the ratio of the area of necrotic zones/total area of three independent
tumors: *p<0.05.

The presence of pro-angiogenic CXCL1 (C1), CXCL2 (C2), CXCLS8 (C8), VEGF and
anti-angiogenic CXCL4 (C4) cytokines and fibroblast growth factor (FGF), for stromal
cells, was tested by ELISA in tumor extracts of control and SB225002-treated mice
tumors . Data are the mean * SD. Statistical significant differences: *p <0.05; **p <0.01.
The tumor vasculature in the two experimental groups (control, SB225002-treated) was
evaluated by immunostaining for CD31. Quantification of the vascular density (number
of vessels per field = SD) resulted from analysis of four independent tumors and at least

ten fields for each tumor were examined. Statistically significant difference: **p <0.01.
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FIGURES SUPPLEMENTAIRES
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Table S1: Clinical and biological parameters and univariate analysis of patients

Variable Description HR [95%(CI]
Clinical parameters
Age Per year 1.03[0.97-1.1]
Sex Male 1
Female 0.55[0.16-1.9]
Previous Cancer No 1
Yes 1.50 [0.33-6.4]
Metastasis at diagnosis No 1
Yes 6.4 [2.5-17]
Fuhrman stage (group) 1/2 1
3/4 7.80 [1.8-34]
Biological parameters
VEGF (V-Vb) Per Unit 1[0.99-1]
CXCL7 Per Unit 20.20 [3.12-130.5]

Log-Rank

0.29
0.33

0.61
<10-3

0.001

0.26
0.0015

Table S2: Clinical and biological parameters and multivariate analysis of patients

Variable Description HR [95%(CI]

Clinical parameters

Metastasis at diagnosis No
Yes

1
8.09 [2.52-26]

Fuhrman stage (group) 1/2 1
3/4 7.84 [1.74-35.18]
Biological parameters
CXCL7 Per Unit 8.46 [1.53-46.62]

Log-Rank

0.0005

0.007

0.014
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LEGENDES DES FIGURES SUPPLEMENTAIRES

Materials and methods

Generation of lentivirus allowing expression of CXCL7

The CXCL7 cDNA of the pSPORT6 plasmid (Invitrogen) was amplified by PCR (oligo
forward: 5’-ATGAGCCTCAGACTTGATACC-3; Reverse: 5’-
TAATCAGCAGATTCATCACC-3’) and cloned into the plenti4/TO/V5 plasmid (Invitrogen)
for production of lentivirus. After antibiotic selection with puromycin a total population was

obtained.

Fig. S1: CXCL7 antibodies inhibit tumor growth of two other independent models of

ccRCC.

(A) 3.10° ACHN"Y“" cells were subcutaneously injected into nude mice (n = 10 per group).
Fifteen days after injection all mice developed tumors and were treated weekly with
either PBS (Control) or with 15 mg/kg anti-CXCL7 antibodies. Bioluminescence was
measured weekly as described (1). Data are the mean + SD. Statistical differences
between the size of tumors of control and treated mice are presented: *p<0.05.

(B) 3.10°RCC10""" cells were subcutaneously injected into nude mice (n = 10 per group).
Fifteen days after injection all mice developed tumors and were treated weekly with PBS
(Control) or with 15 mg/kg anti-CXCL7 antibodies. Bioluminescence was measured
weekly as described above. Data are presented as the mean = SD. Statistical differences

between the size of tumors of control and treated mice are presented: *p<0.05.

Fig. S2: SB225002 inhibits proliferation and induces apoptosis of human microvascular

endothelial cells (HMVEC)

(A) The proliferative capacity of HMVEC in the presence of increasing concentrations of
SB225002 was tested using the MTT assay. Data are the mean fold increase + SD. The
fold increase of untreated cells was taken as the reference values. Statistical significances
of the results compared to untreated cells are indicated; ***p < 0.001.

(B) HMVEC incubated with the indicated amounts of SB225002 were tested for ERK and
AKT activities by immunoblotting using antibodies directed against the phosphorylated
and non phosphorylated forms of the proteins. The graphs show the ratio of
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phosphorylated ERKs or AKT to non phosphorylated ERKs or AKT, respectively. The
ERK and AKT activities from untreated cells were considered as the reference values
(100 %). Statistical differences: Statistical differences: * p< 0.05; ** p<0.01.

(C) HMVEC incubated with the indicated amounts of SB225002 were tested for the presence

of cleaved forms of PARP indicated by an asterisk. Tubulin is shown as a loading control.

Fig. S3: SB225002 decreased the production of pro-angiogenic CXCL cytokines

The amount of CXCL8 (C8) VEGF and CXCL1 (C1) was evaluated by ELISA in the
conditioned medium of cells incubated for 24 hours in the presence of increasing
concentrations of SB225002. Data are the mean + SD. Statistical differences were *p <0.05;

wxkp <0001,

Fig. S4: SB225002 decreased the number of blood vessels
Sections of tumors from PBS or SB225002 treated mice were labeled with hematoxylin and
eosin. Ten fields per tumor (PBS or SB225002 treated) were analyzed. Representative images

are shown. Zones with vessels are enlarged.

Fig. S5: SB225002 increased IL-1B-dependent CXCL7 expression
Exponentially growing786-O cells were treated or not with 10 ng/ml IL-1 $ for 24 hours in

the presence or absence of SB225002 (5 uM). CXCL7 expression was tested by qPCR. ***p
<0.001.

Reference

1. Grepin R, Guyot M, Jacquin M, Durivault J, Chamorey E, Sudaka A, et al. Acceleration
of clear cell renal cell carcinoma growth in mice following bevacizumab/Avastin

treatment: the role of CXCL cytokines. Oncogene. 2012;31:1683-94.
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ARTICLE 3

Specific immunization against the amino-acid sequence corresponding to the pro-angogenesis
forms of VEGF strongly decreases tumor development.

Guyot M., Grépin R. and Pages G.

Article en cours d’écriture

1. Contexte scientifique et objectif

La découverte de I’angiogenése et le développement des thérapies anti-angiogéniques
associées ont révolutionné la prise en charge thérapeutique de nombreux cancers. Pourtant, il
reste encore beaucoup d’efforts a réaliser et de connaissances a approfondir pour améliorer les
traitements existants ou en développer des nouveaux plus efficaces. Bloquer le VEGF ou ses
récepteurs qui est pourtant la voie de signalisation majeure impliquée dans le développement
de I’angiogenése tumorale ne semble pas suffisant. Un niveau de complexité supplémentaire
dans la famille du VEGF est apparu récemment avec la découverte des variants anti-
angiogéniques du VEGF. Depuis 2002, le VEGF n’est plus restreint & une activité pro-
angiogénique. La sous famille de VEGFxxxb posséde une activité anti-angiogénique in vitro
et in vivo. Dans notre article publi¢ en 2012, nous avons montré que les niveaux de
VEGF165b sont en général diminués dans la tumeur par rapport au tissu sain. Nous avons mis
en évidence que dans 20% des ccRCC testés les niveaux de VEGF165b sont élevés par
rapport au tissu normal (Grepin et al., 2012). La présence de VEGF165b dans les tumeurs
pourrait expliquer au moins en partie pourquoi certains patients ne répondent pas au BVZ ou
développent des résistances en cours de traitement. En effet, le VEGF165b se lie au BVZ
avec la méme affinité que les formes pro-angiogéniques et inhibe 1’activit¢ du BVZ dans le
traitement du cancer colorectal (Varey et al., 2008). L’expression de ces formes anti-
angiogéniques chez les patients pourrait prédire 1’échec des thérapies anti-VEGF. Dans ces
tumeurs, les niveaux d’expression du VEGF ¢élevés sont corrélés a un taux de survie faible
(Bukowski et al., 2007). Les traitements de référence sont des anti-angiogéniques. Ils ciblent
le VEGF, ses récepteurs ou des effecteurs en aval. Pourtant, le VEGF n’a pas de valeur
prédictive de I’efficacité des anti-angiogéniques dans les RCC (Jubb et Harris, 2010). La
présence des formes anti-angiogéniques peut expliquer ce paradoxe. Les outils de détection

actuels ne permettent pas de détecter spécifiquement ces deux formes. Le développement
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d’anticorps spécifiques des formes pro-angiogéniques est un enjeu de taille. Ce type
d’anticorps permettrait de tester si I’expression des formes pro-angiogéniques permet de
prédire I’efficacité des traitements anti-angiogéniques chez les patients. Cibler uniquement

ces formes de VEGF serait plus pertinent pour limiter I’angiogenése et la croissance tumorale.

Notre objectif est donc de valider 1’efficacité potentielle d’un anticorps spécifique des formes
pro-angiogéniques du VEGF dans le traitement des RCC. Pour cela nous avons mis en place

deux stratégies distinctes chez la souris.

La premicre est une stratégie prophylactique. Cela consiste en une immunisation des souris
avec un peptide spécifique du VEGF pro-angiogénique. Cette immunisation permet la
production d’anticorps spécifiques de ces formes avant 1’injection des cellules tumorales.
Cette stratégie nous permettra de savoir si des anticorps spécifiques du VEGF pro-

angiogénique limitent la prise et ralentissent la croissance tumorale.

La deuxieme est une stratégie thérapeutique. Les tumeurs en place chez la souris sont
traitées avec des anticorps spécifiques des formes pro-angiogéniques. Cette stratégie nous
permettra de valider 1’avantage de ces anticorps spécifiques par rapport au BVZ dans le
traitement des ccRCC voire d’autres tumeurs pour lesquelles le BVZ montre un effet limité.

Le choix de la vaccination prophylactique se base sur plusieurs articles montrant 1’efficacité
de ce type de stratégies en thérapie anticancéreuse expérimentale chez la souris. Un article qui
a fait sensation a sa publication démontre ’efficacité de ce type de stratégie prophylactique
dans le traitement du cancer du sein (Jaini et al., 2010). La cible est 1’alpha-lactalbumine, une
protéine spécifiquement exprimée durant la lactation et surexprimée dans la majorité des
cancers du sein. Une vaccination contre cette protéine permet de développer une protection et
un effet thérapeutique dans différents modeles murins de cancers du sein. Cette technique est
délicate a mettre en place car les antigénes tumoraux sont souvent des variations de protéines
du soi. L’utilisation d’un vaccin contre ces protéines peut entrainer des maladies auto-
immunes. Le choix de I’antigéne est donc extrémement important. Celui-ci doit avoir une
expression trés restreinte chez I’adulte afin de limiter au maximum les problémes d’auto-
immunité. Mais il doit aussi étre surexprimé dans les tumeurs ciblées. Le VEGF réuni ces
critéres et semble constituer un antigéne de choix pour un traitement prophylactique des
tumeurs fortement angiogéniques. L’immunisation anti-VEGF a montré des résultats

intéressants dans le traitement du cancer du colon (Rad et al., 2007), du mélanome (Morera et

214



al., 2008), du cancer ovarien (Wang et al., 2010) et du cancer du sein (Kaumaya et Foy, 2012).
Le mode d’immunisation est trés différent d’un article a I’autre mais les résultats sont dans
tous les cas trés encourageants. Ces résultats nous ont poussés a tester 1’efficacité potentielle
de cette stratégie dans les ccRCC. L’originalit¢ de notre approche est d’utiliser pour
I’immunisation un peptide spécifique du VEGF pro-angiogénique. Nous avons donc choisi le
peptide CDKPRR spécifique du VEGFxxx et seule différence avec les isoformes de
VEGFxxxb. Dans ces dernieres, ce peptide est remplacé par les acides aminés SLTRKD.
L’immunisation avec un peptide de 6 acides-aminés ne permet pas la mise en place
d’anticorps spécifiques. Pour s’assurer d’une production d’anticorps efficace nous avons

utilisé pour ’immunisation la construction suivante: GST-CDKPRRPPCDKPRR.

2. Résultats

Dans un premier temps, nous avons vérifié la pertinence d’utiliser un anticorps spécifique des
formes pro-angiogénique par rapport au BVZ dans le traitement des ccRCC. Nous savons
qu’une proportion des patients atteints de ccRCC possede des niveaux intra-tumoraux élevés
de VEG165b ce qui pourrait inhiber ’efficacité du BVZ d’aprés les travaux de Bates et son
équipe (Varey et al., 2008). Nous avons généré des cellules 786-O qui sur-expriment de fagon
inductible le VEGF165b. In vitro, ces cellules produisent jusqu’a 150 fois plus de VEGF165b
et posseédent des capacités prolifératives identiques a celles des cellules 786-O controles dans
lesquelles nous ne détectons aucune expression de VEGF165b. Nous avons utilisé ces cellules
dans un modele de xénogreffes et nous avons pu valider que I’incidence et la croissance
tumorale de ces cellules sont largement diminuées par rapport a des cellules 786-O controles
(FIG1). In vivo, I’expression du VEGF165b réduit 1’agressivité et la capacité des cellules 786-
O a former des tumeurs. Un traitement au BVZ, sur ces tumeurs sur-exprimant le VEGF165b,
montre des résultats surprenants. Alors qu’aucun effet du BVZ n’est observé sur la croissance
des tumeurs controle (tailles déja trop importantes pour voir un effet pro-tumoral du BVZ), le
traitement BVZ limite la croissance des tumeurs sur-exprimant le VEGF165b. Comme nous
I’avons déja évoqué, le BVZ reconnait avec la méme affinité les formes pro- et anti-
angiogéniques du VEGF. Dans les tumeurs de la prostate, I’expression du VEGF165b inhibe
I’activit¢ du BVZ (Varey et al.,, 2008). Nos résultats suggerent que dans les ccRCC,
I’expression du VEGF165b réduit le développement tumoral et n’empéche pas ’action du
BVZ. Au contraire, la présence du VEGF165b potentialise 1’action du BVZ. Dans ces

tumeurs 1’action du BVZ et I’expression du VEGF165b limite la croissance tumorale (FIG2).
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Figure 1 : Effet de la sur-expression du VEGF165b sur la tumorigénicité in vivo des
cellules 786-0

Dans cette expérience, 5 millions de cellules 786-0-CT ou 786-0-VEGF165b sont injectées en
sous-cutané dans des souris nude. L’expression du VEGF165b est induite par I’administration
de doxicycline dans I’eau de boisson des animaux. La taille des tumeurs (a) et I’incidence
tumorale (b) sont évaluées pendant plus de trois mois. La sur-expression du VEGF165b réduit
de fagon significative le nombre et la taille des tumeurs 786-0.
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Figure 2 : Effet de la sur-expression du VEGF165b sur Pefficacité du traitement BVZ

Les souris décrites dans la figure 1 ont été traitées deux fois par semaine avec du BVZ (150ug
par souris +BVZ) ou des IgG controles (- BVZ). L’évolution de la taille tumorale en fonction
du traitement est évaluée chaque semaine pendant trois semaines. Le traitement BVZ n’a
aucun effet sur la croissance tumorale des cellules controle (en haut) mais il limite de fagon
significative la croissance des cellules sur-exprimant le VEGF165b (en bas).
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L’immunisation prophylactique des souris avec le peptide spécifique du VEGF pro-
angiogénique entraine un décalage dans 1’apparition des tumeurs par rapport aux souris
immunisées avec la GST seule. Nous avons validé 1’efficacité de notre immunisation dans
deux modeles syngéniques de cancers différents: le mélanome et le cancer du rein, deux types
de tumeurs treés vascularisées et dont le développement est trés dépendant de I’angiogenese.
Dans ces deux modeles, la survie des souris immunisées avec le peptide CDKPRR est
significativement augmentée par rapport aux souris immunisées avec la GST seule. En
conclusion, une vaccination contre les formes pro-angiogéniques du VEGF réduit

efficacement la prise et la croissance tumorale dans des modeles de tumeurs (FIG3).

Nous avons ensuite récupéré les sera des souris immunisées et validé par test ELISA la
présence d’anticorps spécifiques du VEGF pro-angiogénique. Nous avons utilis¢ ces sera
purifiés pour traiter des xénogreffes de cellules de ccRCC humaines chez la souris nude.
Contrairement aux IgG purifiées des souris immunisées avec la GST et surtout au traitement
BVZ, les IgG purifiées a partir de souris immunisées avec GST-CDKPRRPPCDKPRR
bloquent significativement la croissance tumorale. Ces résultats valident 1’utilisation
d’anticorps spécifiques du VEGF pro-angiogénique dans le traitement des ccRCC (FIG4).
Nous avons mesuré I’expression de I’ARNm de la phosphatase PTPRx dans les cellules
issues de ces tumeurs. Nous avons confirmé une diminution de 30% de 1’expression sous
traitement BVZ. De fagon intéressante, aucune diminution significative n’a été observée sous
traitement CDK. Ces résultats renforcent l’importance potentielle de PTPRxk dans les

mécanismes de résistance au BVZ.

Ces résultats trés spectaculaires nous ont encouragés a développer un anticorps monoclonal
spécifique des formes pro-angiogénique. Nous avons obtenu un anticorps monoclonal
spécifique du VEGF pro-angiogénique. Cet anticorps inhibe la phosphorylation des ERK
induite par le VEGF165 dans des cellules endothéliales. Malheureusement, contrairement aux
résultats obtenus avec le sérum des souris immunisées, in vivo cet anticorps n’apporte aucun
avantage par rapport au BVZ (non montré). Le point important & noter est que le plan de
traitement différe entre les deux expériences. Dans la premiere, le traitement a ét¢ administré
une semaine apres I’injection des cellules tumorales alors que dans la deuxiéme le traitement
a été¢ administré qu’une fois les tumeurs établies c’est a dire plus d’un mois apres 1’injection
des cellules tumorales. Dans notre modele, I’inhibition du VEGFxxx n’est efficace qu’a un

stade précoce du développement tumoral, quand la néovascularisation n’est pas encore établie

218



Survie vs traitement: cdk/gst (n=20=balb/c) Survie vs traltement: cdk/gst (n=20=blackS)

100 ___ trt=cdk 100~ — trt=cdk
80— 80— -- trt=gst
Q
5 ]
£ 60 2 60—
» a -
Q
T 407 L — —
°\° - _ . S 40- !
20— _ X
p-Logrank = 0.05 20—
0— p-Logrank = 0.05
I T 1 0-
0 20 40 I T 1
Jours 0 20 40
Jours
a b.

Figure 3 : Comparaison de la survie des souris immunisées GST ou GST-CDKPRR

Dans ces expériences des souris Balb/C (a) ou C57/B16 (b) ont été immunisées par le peptide
GST ou GST-CDKPRR toutes les semaines pendant 2 mois avant 1’injection des cellules
tumorales. Le protocole d’immunisation consiste en une premicre immunisation en présence
d’adjuvant complet de Freund (50ug par souris en intra-péritonéal) suivie d’une deuxi¢me
immunisation avec la méme de peptide dose en présence d’adjuvant incomplet de Freund puis
d’une troisieme avec la méme dose mais sans adjuvant. Pour les immunisations suivantes
(sans adjuvant) la dose est divisée par deux chaque semaine. Une semaine apres la derniére
immunisation 100000 cellules RENCA (a) ou B16 (b) sont injectées en sous-cutané. La
survie des souris est mesurée toutes les semaines pendant plus d’un mois. Les résultats sont
présentés sous la forme d’une analyse de Kaplan-Meier. Dans deux modé¢les cellulaires
indépendants, I’immunisation GST-CDKPRR augmente de fagon significative la survie des
souris par rapport a une immunisation contrdle GST.
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Figure 4 : Effet d’un traitement spécifique des formes pro-angiogéniques du VEGF

Le sérum des souris immunisées décrites dans la figure 3, a été récupéré a la fin de
I’expérience. Les IgG ont ensuite été purifiés sur protéine G. Ces anticorps purifiés CONT
(immunisé GST) ou CDKPRR (immunis¢ GST-CDKPRR) ont ensuite été utilisés pour traités
des souris nude aprés injection de 5 millions de cellules 786-O. L’effet des anticorps
spécifiques est comparé a celui du BVZ. Une mesure du volume tumoral est effectuée toutes
les semaines pendant plus d’un mois. L’inhibition spécifique des formes pro-angiogéniques
du VEGF limite la croissance tumorale des RCCs.
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complétement. Apres ce stade, quand la vascularisation tumorale est largement établie,
bloquer le VEGF avec le BVZ ou uniquement les formes pro-angiogéniques du VEGF ne
permet pas d’inhiber la croissance tumorale. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus
dans le cas d’une immunisation prophylactique. D’aprés ces résultats, les traitements anti-
VEGF limitent la prise et le développement tumoral précoce mais n’ont aucun effet sur la
croissance tumorale des RCCs. Dans le traitement des RCCs, les anti-angiogéniques sont
donnés exclusivement a des patients présentant une maladie métastatique. Ces résultats
pourraient expliquer, au moins en partie, D’efficacité limitée de ces thérapies dans le

traitement du cancer du rein.

L’expression des formes anti-angiogéniques de VEGF est importante afin d’évaluer
I’efficacité d’un traitement anti-angiogénique. Dans le cancer colorectal, le BVZ prolonge la
survie des patients. L’augmentation de la survie sans progression est plus importante chez les
patients présentant des niveaux d’expression de VEGF165b faibles (Bates et al., 2012).
L’expression du VEGF165b est donc un facteur prédictif de I’efficacit¢ du BVZ dans le
traitement du cancer colorectal. Un grand nombre de cellules tumorales sur-expriment le
VEGF. Dans ces cellules, il serait intéressant de manipuler I’épissage alternatif ou la stabilité
de des isoformes anti-angiogéniques afin de favoriser leur expression par rapport aux formes
pro-angiogéniques. Cela permettrait de réduire 1’angiogenéese tumorale. Dans des tumeurs trés
vascularisées comme les ccRCC, réduire 1’angiogenése tumorale permet d’inhiber la

croissance tumorale et la formation de métastases.

3. Conclusion et perspectives

L’épissage alternatif des ARNm est un mécanisme moléculaire complexe est extrémement
régulé qui augmente la diversité protéique. A partir d’'un méme gene et apres épissage
alternatif plusieurs protéines avec des structures et des fonctions différentes sont générées.
Certains nucléotides sont trés conservés au début (site donneur d’épissage) et a la fin (site
accepteur d’épissage) des introns et entre 20 et 50 bases en amont du site accepteur (le site de
branchement). Il existe des séquences consensus pour ces différents domaines plus ou moins
conservées. Le spliceosome, le complexe protéique responsable de 1’épissage est composé de
cinq petites ribonucléoprotéines appelées snRNP (U1-U5) et de deux protéines associées
(U2AF et SF1). L’¢épissage et en particuliers le spliceosome ont un role important dans la
progression tumorale. Il est considéré comme une nouvelle cible thérapeutique potentielle

dans les thérapies anticancéreuses (Bonnal et al., 2012). En plus de ces séquences consensus,
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des séquences régulatrices de I’ARN pré-messager proches des introns ou des exons modulent
I’épissage alternatif. Ces séquences peuvent amplifier (ESE ou ISE pour « Exonic/Introning
Splicing Enhancer ») ou limiter (ESS/ISS pour « Exonic/Introning Splicing Silencer »)
I’épissage (Fairbrother et al., 2002; Schaal et Maniatis, 1999a, b). La famille des protéines SR
est également responsable de la régulation de 1’épissage alternatif (Zhong et al., 2009). Ces
protéines possédent également un role dans la régulation de 1’export nucléaire, de la stabilité
et de la qualité des ARNSs et de la traduction (Huang et Steitz, 2005). Ces protéines possedent
une structure commune avec des séquences de fixation a ’ARN et un domaine SR riche en
sérine et arginine. L’activité de ces protéines est régulée par la phosphorylation sur les résidus
sérine. Les kinases CIK, ERK, SRPK1-2 et PKB/AKT phosphorylent les facteurs SR et
régulent leur activité (Edmond et al., 2011b; Ghosh et Adams, 2011; Lin et al., 2005; Misteli
et al., 1998). Comme le spliceosome, les protéines SR jouent un réle important dans le
développement des cancers et constituent une cible thérapeutique intéressante (Edmond et al.,

2011a).

Dans les cellules épithéliales normales, 1’épissage du VEGF est régulé par plusieurs facteurs
SR. En particuliers, le facteur SF2/ASF favorise les formes pro-angiogéniques. A I’inverse
I’expression des isoformes VEGFxxxb est induite par les facteurs SRp40 et SRp55. Le facteur
SF2/ASF a un role pro-tumoral en favorisant I’angiogenése tumorale. A I’inverse les facteurs
SRp40 et SRpS55 ont plutdt un role anti-tumoral en limitant 1’angiogenese. L’épissage
alternatif est fortement dérégulé dans les cancers. Son rdle dans la production d’oncogenes ou
de suppresseurs de tumeurs a beaucoup été étudi¢ (Klinck et al., 2008; Venables, 2004;
Venables et al., 2008). Le facteur SF2/ASF est surexprimé dans plusieurs cancers, en
particuliers les cancers du colon, du poumon et du sein et son expression est suffisante pour
induire la transformation de cellules normales (Karni et al., 2007). Le facteur d’épissage
SF2/ASF est considéré comme un oncogene et une cible thérapeutique potentielle dans les
cancers. Dans cette ¢étude, les auteurs décrivent le role de SF2/ASF sur la prolifération et
I’apoptose mais aucune expérience n’évalue I’influence de ce facteur sur I’angiogenese. De
facon intéressante, I’expression du facteur SRpS5 est augmentée dans le cancer du colon et le
cancer du poumon. La surexpression de ce facteur dans des cellules épithéliales pulmonaires
favorise la prolifération, I’inhibition de 1’apoptose et la tumorigenese in vivo. A I’inverse
I’inhibition de SRp55 dans les cellules de cancers du colon et du poumon réduit le
développement tumoral. Ces résultats suggerent que dans les tumeurs du colon et du poumon

le facteur SRp55 est considéré comme un oncogeéne. Dans ces tumeurs, inhiber I’expression
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de SRp55 pourrait limiter le développement tumoral (Cohen-Eliav et al., 2013). Cette étude
démontre la complexité de la régulation de 1’épissage alternatif. Les mémes facteurs SR
pouvant avoir une action pro- ou anti-tumorale en fonction du type de tumeur. Trés peu
d’études décrivent la régulation de I’épissage VEGFxxx vs VEGFxxxb dans les cellules
tumorales. Dans un mod¢le de cancer du poumon, le facteur d’épissage SC35 et le facteur de
transcription E2F1 régulent I’expression du ratio VEGFxxx/VEGFxxxb. Ces facteurs limitent
la néo-angiogenéese tumorale. Ils sont importants pour la croissance tumorale et la réponse aux
traitements anti-angiogéniques (Merdzhanova et al., 2010). Dans une étude portant sur les
tumeurs de Wilms’ les auteurs démontrent un lien étroit entre 1’inhibition du gene WT1 et
I’angiogenese tumorale. WT1 inhibe D’expression de la kinase SRPKI1. Cette kinase
phosphoryle le facteur SF2/ASF et favorise son activité. Dans les tumeurs de Wilms’ la
mutation du géne WT1 favorise I’activité de la kinase SRPK1. Le facteur SF2/ASF est donc
phosphorylé et actif. Il augmente 1’expression du VEGFxxx au détriment du VEGFxxxb et
favorise un phénotype pro-angiogénique. La restauration d’un géne WT1 sauvage, I’inhibition
de SRPK1 ou SF2/ASF prévient 1’angiogenése in vitro et in vivo et limite la croissance
tumorale (Amin et al., 2011). Dans les ccRCC, I’expression de plusieurs facteurs régulant
I’épissage alternatif est dérégulée par rapport au tissu normal. L’expression pouvant étre
augmentée ou diminuée selon les cas. Cette modification d’expression perturbe I’épissage
alternatif de plusieurs genes impliqués dans la régulation de la prolifération et de 1’apoptose.
Cette altération peut étre directement corrélée a la progression tumorale. Encore une fois,
I’influence sur I’expression du VEGF et sur 1’angiogenése tumorale n’a pas été étudiée
(Piekielko-Witkowska et al., 2010). Les changements d’expression des facteurs SR ou autres
facteurs régulant I’épissage alternatif peuvent constituer un marqueur tumoral. Ces facteurs
sont des cibles thérapeutiques potentielles dans les ccRCC. L’inhibition de facteurs d’épissage
a été testée avec succes dans les cellules cancéreuses. Cette inhibition entraine I’apoptose
dans les cellules tumorales mais pas dans les cellules normales (Patry et al., 2003). Nous
disposons au laboratoire de différentes lignées de ccRCC d’agressivité croissante. Dans ces
lignées, 1’expression d’SF2/ASF est corrélée avec ’agressivité des cellules. L’expression
d’SF2/ASF est plus faible dans les cellules RCC4 que dans les cellules 786-O et RCC10. Les
deux derniéres lignées forment des tumeurs chez la souris alors que les cellules RCC4 qui
sont moins agressives n’en forment pas. Le facteur SF2/ASF peut étre considéré comme un
marqueur d’agressivité dans les ccRCC. De plus, nous avons a notre disposition une cohorte
de patients atteints de ccRCC. Dans la plupart des cas les niveaux d’expression de SF2/ASF

sont augmentés dans la partie tumorale par rapport au tissu normal adjacent (FIGS).
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Figure 5 : L’expression du facteur SF2/ASF est corrélée avec I’agressivité tumorale

a. Western Blot montrant 1’augmentation de 1’expression du facteur d’épissage SF2/ASF en
fonction de I’augmentation de I’agressivité¢ des cellules tumorales humaines de RCC. b.
Immunohistochimie sur des coupes de tissu humain montrant I’augmentation de 1’expression
du facteur d’épissage SF2/ASF dans le tissu tumoral par rapport au tissu sain.
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Ces résultats suggerent 1’utilisation potentielle du facteur d’épissage SF2/ASF comme bio-
marqueur tumoral dans les ccRCC. Pour I’instant, nous n’avons pas pu valider dans les
ccRCC le lien entre I’expression d’SF2/ASF et I’épissage du VEGF. Nous avons mis en
¢vidence, dans les cellules 786-O, qu’SF2/ASF se fixe sur la séquence du VEGF. En

particuliers, il interagit au niveau d’une séquence de 44 bases de I’ARNm du VEGF.

Cette séquence spécifique des formes pro-angiogéniques régule la stabilit¢ de I’ARNm VEGF
(FIG6). Dans des cellules normales, I’ARNm du VEGFxxxb est plus stable que ’ARNm du
VEGFxxx. Cette séquence de 44 bases induit I'instabilit¢ du VEGFxxx dans les cellules
normales. Ces résultats suggerent que le facteur d’épissage SF2/ASF pourrait réguler la
stabilit¢ de I’ARNm du VEGF. Ce facteur d’épissage régule la stabilité de I’ARNm de PKCI-
1. Cette protéine est capable d’interagir avec la protéine kinase C. Ces résultats suggeérent que
le facteur SF2/ASF et peut étre d’autres facteurs SR régulent I’expression de différents génes
chez les vertébrés en agissant sur 1’épissage mais également la stabilit¢é des ARNm (Lemaire
et al., 2002). Un des objectifs du laboratoire est d’étudier ce nouveau role des facteurs SR et
surtout d’SF2/ASF dans la régulation de la stabilit¢ de ’ARNm du VEGF dans les cellules
tumorales de ccRCC. Le role d’SF2/ASF est avant tout de réguler 1’épissage alternatif.
Pourtant dans les cellules de ccRCC, I’utilisation d’'un shRNA spécifique d’SF2/ASF ou la
surexpression de SRp55 ou de SC35 ne modifie pas 1’épissage alternatif du VEGF en faveur
du VEGFxxxb. Dans ces cellules, modifier I’expression de ces facteurs SR ne semble pas
moduler le ratio VEGFxxx/VEGFxxxb. Plusieurs hypothéses expliquant ces résultats sont a
considérer. Dans les ccRCC, les facteurs impliqués sont différents. Les conditions d’inhibition
et de surexpression ne sont pas optimales et ne nous permettent pas de visualiser des
modifications de I’expression des formes de VEGF. Le facteur SF2/ASF est fortement
exprimé dans les ccRCC. Un des objectifs de I’équipe est de valider le role de ce facteur dans
la régulation du ratio VEGFxxx/VEGFxxxb dans les ccRCC. Si SF2/ASF augmente
I’expression des formes pro-angiogéniques et régule le ratio VEGFxxx/VEGFxxxb, son
inhibition pourrait constituer une nouvelle approche thérapeutique dans le traitement des
ccRCC. Cette approche visant a manipuler 1’épissage du VEGF semble prometteuse pour
moduler 1’angiogenese et limiter la croissance tumorale (Rennel et al., 2009). Nous avons
obtenu au laboratoire des cellules 786-O dont I’inhibition de I’expression de SF2/ASF est
inductible a la doxicycline. Dans un mode¢le in vivo, ces cellules devraient nous permettre de
valider le role du facteur SF2/ASF dans la croissance tumorale des ccRCC et d’évaluer

I’impact de cette inhibition sur I’angiogenése tumorale. Comme nous venons de le décrire, il
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Figure 6 : La séquence de 44 bases spécifique du VEGFxxx régule la stabilité du VEGF

a. Représentation schématique de la séquence de 44 bases présente dans ’ARNm du
VEGF165 mais se retrouvant dans le 3’UTR du VEGF165b. D’aprés le logiciel informatique
ESE Finder les facteurs SRp55 et SF2/ASF peuvent se fixer sur cette séquence. b. Essais
luciférase comparant 1’effet du 3’UTR complet et de cette séquence de 44 bases sur la
stabilité de la luciférase. Cette séquence de 44 bases déstabilise la luciférase dans les cellules
normales et cancéreuses. Dans les cellules tumorales, un traitement au TGO03 capable
d’inhiber 1’activité du facteur SF2/ASF inhibe partiellement 1’effet déstabilisateur de la
séquence de 44 bases.

226



existe des séquences consensus au sein de ’ARNm permettant la régulation de I’épissage
alternatif. L ’analyse de ces séquences au niveau des exons 8a et 8b du géne du VEGF suggére
que I’épissage aboutissant a la formation des isoformes VEGFxxx est largement plus
favorable que celui permettant 1’expression des isoformes VEGFxxxb. Le site accepteur
d’épissage est consensus a plus de 90% devant I’exon 8a alors qu’il I’est @ moins de 30%
devant I’exon 8b.

Ces observations suggerent que d’un point de vue structural, I’expression du VEGFxxx est

plus favorable que celle du VEGFxxxb.

Un des objectifs du laboratoire est de confirmer cette hypothése en modifiant ces séquences
régulatrices en amont des deux exons. Ces modifications devraient permettre d’inverser le
ratio VEGFxxx/VEGFxxxb et de favoriser 1’expression des formes anti-angiogéniques. Enfin,
une derniere approche utilisée au laboratoire pour réguler le ratio VEGFxxx/VEGFxxxb est la
technologie des TALEN. Par I'utilisation des TALEN générés par la société Cellectis, nous
forcons les cellules a n’exprimer que le VEGFxxxb. Cette approche est la seule actuellement
disponible pour forcer I’expression de VEGFxxxb dans des cellules tumorales de ccRCC en
absence de toutes autres formes de VEGF. L’angiogenése tumorale dans les ccRCC est
dépendante du VEGF. In vivo, ces cellules devraient avoir une agressivité réduite par rapport
aux cellules 786-O contrdles. Cette diminution d’agressivité devrait étre associée a une
diminution de I’angiogenése tumorale. Cela nous permettrait de valider définitivement le role
de la balance VEGFxxx/VEGFxxxb dans le développement des ccRCC. Ces cellules nous
permettraient également de confirmer les travaux de Bates sur I’influence de I’expression des
formes de VEGFxxxb sur ’efficacité des thérapies anti-angiogénique sur un autre modéle

tumoral.
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DISCUSSION GENERALE
De ’amélioration des traitements anti-angiogéniques...
... Vers une thérapie personnalisée !!!

D’apres I’Organisation Mondiale de la Santé, le cancer est aujourd’hui la premiére cause de
mortalité en France et dans le monde. En 2008, cela représentait 12,7 millions de personnes
diagnostiquées et 7,6 millions de déces. D’apres une étude publiée en 2012 dans la revue
« The Lancet Oncology », I’incidence des cancers devrait augmenter de 75% d’ici a 2030 et
de plus de 90% dans les pays les plus pauvres (Bray et al., 2012). Un des enjeux majeurs est
d’améliorer les traitements et la prise en charge thérapeutique des patients. Beaucoup de
traitements n’ont que des effets limités sur la survie avec souvent des effets secondaires trés
importants. L’apparition des thérapies ciblées a révolutionné le traitement des cancers mais
avec elles, comme dans le cas des thérapies conventionnelles, sont apparus les problémes de
résistances aux traitements.

Dé¢ja, 40 ans que Judah Folkman a introduit le concept des traitements anti-angiogéniques
dans les cancers. Aujourd’hui, ces molécules sont considérées comme un des traitements anti-
cancéreux de référence. Différentes molécules sont utilisées dans un grand nombre de cancers.
La plupart de ces molécules ciblent le VEGF ou sa voie de signalisation. Plus d’une centaine
d’études cliniques sont en cours pour évaluer I’efficacité de douzaines de nouvelles molécules
anti-angiogéniques ciblant ou non le VEGF. Comme pour les autres thérapies ciblées,
I’apparition de résistances est un frein a I’efficacit¢ de ces molécules et réduit
considérablement 1’espérance de vie espérée des patients. Malheureusement pour ces
traitements trés peu de marqueurs prédictifs d’efficacité sont disponibles et utilisables en
clinique pour choisir les patients les plus répondeurs, anticiper les éventuelles résistances et
adapter rapidement les traitements. L’enjeu majeur est de comprendre pourquoi la majorité
des patients arrétent de répondre en cours de traitement ou sont réfractaires des le départ et
comment peut-on contrebalancer ces limitations. Beaucoup de mécanismes pouvant expliquer
ces résistances sont évoqués et mettent en avant que malgré 20 ans d’essais cliniques tres
prometteurs, le bénéfice clinique des traitements anti-angiogéniques reste tres limité. Méme si
la majorité des patients progresse sous traitement il faut noté que certains patients sont trés

répondeurs aux thérapies anti-angiogéniques. Des cas de réponse compléte au traitement et de
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rémission de la maladie sont observés (Cella et al., 2008; Chowdhury et al., 2013; Kedhi et al.,
2010; Mesters et al., 2001. Méme si la survie globale n’est pas toujours augmentée, dans
certains cas, la qualité de vie des patients est considérablement augmentée ce qui n’est pas

négligeable en cancérologie (Nagpal et al., 2011; Nielsen et al., 2010; Syrios et al., 2013).

Un enjeu de taille : 1a mise en évidence de marqueurs prédictifs d’efficacité

Malgré un grand nombre de molécules anti-angiogéniques disponibles pour le traitement des
ccRCCs, I’amélioration de la durée de vie des patients traités est trés faible. Pourtant, I’apport
des anti-angiogéniques dans ces cancers n’est pas négligeable car trés peu d’autres
alternatives thérapeutiques sont efficaces. L’enjeu actuel est donc de comprendre pourquoi
certains patients progressent sous traitement et pourquoi d’autres sont réfractaires aux anti-
angiogéniques deés le début du traitement. La priorité actuellement est de définir des
marqueurs prédictifs d’efficacité afin d’optimiser la prise en charge des patients.

L’ensemble de notre travail nous permet d’envisager de nouveaux marqueurs prédictifs
d’efficacité et de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles dans le traitement du cancer du
rein. Méme si ce type de cancers ne représente que 2% de I’ensemble des cancers I’enjeu est
de taille car la prise en charge thérapeutique des patients est trés limitée. Ces tumeurs sont
résistantes a la radiothérapie et aux principales chimiothérapies. Les traitements anti-
angiogéniques ont considérablement amélioré la prise en charge thérapeutique des patients.
Cependant le rapport bénéfices/risques de ces traitements est trés faible. Ils augmentent la
survie sans progression de quelques mois mais souvent n’augmentent pas la survie globale
des patients et les effets secondaires sont importants. Enfin, certains patients sont réfractaires
au traitement des le départ. Pour les patients sensibles, une phase de réponse objective est
observée mais trés souvent suivie par 1’apparition de résistances. Notre modele mimant cette
phase d’échappement tumoral nous permet d’étudier les mécanismes mis en place lors de
cette résistance. C’est un outil de choix pour identifier les altérations pouvant survenir sous
traitement et favoriser I’apparition des résistances. Nous avons mis en évidence différentes
altérations, au sein de la tumeur et du microenvironnement tumoral, sous traitement BVZ.
Selon moi, les résultats les plus prometteurs et pouvant expliquer les résistances observées en

clinique sous traitement BVZ sont :
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1. L’augmentation de I’expression de plusieurs cytokines CXC pro-angiogéniques dont
CXCL7 et CXCL8
2. L’augmentation de la lymphangiogenése tumorale via la surexpression du VEGF-C
3. L’activation de voies de signalisation alternatives impliquées dans la survie, la
prolifération et la migration cellulaire via I’inhibition de la phosphatase membranaire,
PTPRx
Ces résultats nous permettent de proposer de nouveaux marqueurs qui pourraient
potentiellement prédire ’efficacité du traitement BVZ et d’anticiper sur 1’apparition des
résistances dans les ccRCCs. Par exemple, il serait envisageable de mesurer les taux
plasmatiques des cytokines CXCL7, CXCLS8 et du VEGF-C avant traitement et en cours de
traitement. Tester I’expression de PTPRx et I’activation des voies de signalisation en aval
(EGFR ou MET) dans les cellules tumorales circulantes permettrait d’optimiser les
traitements. Ces mesures dont la simplicité et la rapidité de mise en ceuvre doivent étre
évaluées, permettraient de déterminer la réponse des patients au BVZ et d’adapter rapidement
les traitements en fonction des résultats obtenus. Il reste maintenant a valider cliniquement
I’utilisation des ces molécules en tant que marqueurs prédictifs voire comme cibles
thérapeutiques dans le traitement des ccRCC. Le manque d’efficacit¢ du BVZ fait que son
utilisation dans les ccRCC est progressivement abandonnée au profit du sunitinib qui est
maintenant le traitement de référence. La facilit¢ d’administration et le cout ont évidemment
¢été pris en compte (hospitalisation en hopital de jour et perfusion pour le BVZ versus
traitement per os pour le sunitinib). Ces marqueurs prédictifs de réponse permettraient de
relancer le traitement BVZ pour des patients hautement répondeurs sélectionnés selon les

marqueurs biologiques identifiés.

L’amélioration des modéles précliniques est indispensable

En accord avec nos résultats qui suggerent une accélération de la croissance tumorale sous
traitement BVZ, dans les ccRCC, deux études précliniques (Ebos et al., 2009) (Paez-Ribes et
al., 2009) démontrent que le bénéfice thérapeutique des traitements anti-angiogéniques
dépend du stade de la maladie. Dans ces modeles, une phase de réponse initiale est
caractérisée par une diminution de la taille tumorale. Aprés cette premicre phase de réponse
objective le traitement par des molécules anti-angiogéniques de types TKI, augmente
I’agressivité ainsi que les capacités invasives et métastatiques des cellules tumorales. Les

traitements anti-angiogéniques augmentent 1’agressivité des tumeurs et la formation de

233



métastases. Mais quelle est la relevance clinique de ces deux articles ? Trés peu de données
cliniques sont en accord avec ces résultats. L’arrét du traitement sorafenib ou sunitinib dans
les ccRCC favorise la croissance locale de la tumeur et la formation de métastases (Johannsen
et al., 2009; Petrelli et al., 2010). Dans la plupart des cas, aucune évidence clinique indique
clairement que ces molécules anti-angiogéniques augmentent I’agressivité de la maladie et
diminuent la survie des patients (Miles et al., 2011). Cet effet n’est pas spécifique des
traitements anti-angiogéniques. La chirurgie, I’irradiation et la chimiothérapie provoquent les
mémes effets pro-métastatiques. Deux études cliniques de phase III qui étudient 1’efficacité
du BVZ associé a une chimiothérapie dans le traitement du cancer colorectal démontrent qu’a
des stades précoces de la maladie I’association avec le BVZ n’apporte aucun bénéfice
clinique par rapport a la chimiothérapie utilisée seule (Allegra et al., 2011; de Gramont et al.,
2011). Les molécules anti-angiogéniques présentent des bénéfices cliniques modestes avec
des effets secondaires souvent importants. Le colt de ces molécules est extrémement élevé.
Le gain en terme de survie des traitements anti-angiogéniques est mesuré en mois (Kerbel,
2008). Pourquoi la survie sans progression est augmentée sans amélioration de la survie
globale (Wilkerson et Fojo, 2009) ? Dans plusieurs ¢tudes cliniques, 1’arrét du traitement par
les TKI favorise la reprise de la croissance tumorale (Cacheux et al., 2008; Desar et al., 2009;
Wolter et al., 2009. Les mémes résultats sont observés en préclinique. L’arrét du traitement
entraine la revascularisation de la tumeur et la reprise de la croissance tumorale (di Tomaso et
al., 2011). Pourtant en clinique, ’interruption du traitement est souvent obligatoire pour
limiter les effets secondaires trop importants pouvant entrainer jusqu’a la mort des patients
(La Vine et al., 2010). La reprise de la croissance tumorale peut étre transitoire. Si le
traitement est repris avec la méme molécule ou une nouvelle, une nouvelle diminution de la
croissance tumorale est observée (Dudek et al., 2009). Dans certains cas, le maintient du
traitement BVZ aprés progression augmente la survie des patients. L’utilisation d’un
traitement BVZ sur une longue période est bénéfique pour les patients (Burger et al., 2011;
Cohn et al., 2011). L’amélioration des modeles précliniques est indispensable pour tester cette
hypotheése. Dans les modeles de xénogreffes en sous-cutané, la croissance de la tumeur est
trés rapide et pour des raisons éthiques évidentes la fenétre thérapeutique est souvent réduite.
Le temps de traitement est souvent limité. Dans ces modeles, il est impossible de tester
I’efficacité a long terme d’un traitement BVZ. En clinique, 30 a 50% des patients traités BVZ
développent une maladie plus agressive avec un phénotype plus invasif et une augmentation
de la formation de métastases (Iwamoto et al., 2009; Zuniga et al., 2010). Du fait de

I’efficacité thérapeutique, la survie des patients est prolongée sous traitement BVZ. Le temps
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de traitement est plus long et augmente le temps disponible pour acquérir un phénotype
invasif. A partir de ce moment 1a, le développement tumoral est trés rapide et la maladie
devient trés agressive. Le temps entre le moment de la rechute et le déces des patients est
réduit. Cela permet d’expliquer, au moins en partie, pourquoi dans la plupart des études
cliniques aucun effet des traitements n’est observé sur la survie globale des patients.
L’acquisition de résistances sous traitement anti-angiogénique est bien établie. Mais comment
ces résistances augmentent les capacités invasives et métastatiques de la tumeur ? La
formation de métastases est un phénomeéne complexe nécessitant la mise en place d’un
dialogue entre les cellules tumorales et leur microenvironnement (Nguyen et al., 2009).
Différents liens entre les thérapies anti-angiogéniques et la formation de métastases sont
évoqués. Les traitements augmentent 1’hypoxie intra-tumorale qui favorise I’expression du
récepteur MET. Ce récepteur augmente les capacités invasives des cellules et favorise la
dissémination. Ce mécanisme est un évenement clé de la progression tumorale (Blagosklonny,
2004). L’inflammation est un autre des mécanismes impliqués (Solinas et al., 2010). Une
question se pose ? Pourquoi certaines études ne montrent pas ces effets pro-métastatiques des
traitements anti-angiogéniques ? Les variations des conditions expérimentales expliquent en
partie ces résultats. Les modeles utilisés, le type de tumeur étudié, les molécules utilisées ainsi
que la dose et la durée du traitement sont souvent hétérogeénes. Le probléeme majeur est
souvent le manque de cohérence entre les études précliniques et la réalité clinique. En
clinique, les patients recoivent les inhibiteurs de VEGF a des stades tardifs de la maladie avec
des métastases déja en place (Blagosklonny, 2004). En préclinique, les molécules sont
rarement testées sur des stades avancés et métastatiques de la maladie. Les modeles de
référence (souris génétiquement modifiées, modeles orthotopiques de xénogreffes ou
syngéniques) testent seulement le traitement sur une tumeur localisée (Francia et al., 2011) et
a un stade précoce du développement de la maladie. L’évaluation de I’efficacité des
molécules s’effectue a la fin du traitement par une mesure de la taille tumorale. Quand la
tumeur atteint une taille éthiquement limite 1’expérience s’arréte, souvent de fagon précoce
bien avant 1’établissement de la maladie métastatique. Les seules études qui cherchent a
démontrer D’effet des inhibiteurs de 1’angiogenéese tumorale sur les métastases sont trés
hétérogenes. Les modeles et le mode de formation des métastases sont trés différents. La
méthode de quantification de I’efficacité des traitements est également trés variable. Ainsi, les
résultats obtenus sont trés hétérogenes et ne permettent pas de généraliser sur I’efficacité des
anti-angiogéniques sur les métastases (Bos et al., 2010) (Schomber et al., 2009; Yin et al.,

2010). Pour toutes ces raisons, 1I’'urgence est de développer des modeles permettant de tester
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I’effet des traitements sur des stades avancés et métastatiques de la maladie. Afin d’améliorer
la corrélation entre les études précliniques et les études cliniques, il faudrait également utiliser
des criteres d’évaluation ayant une relevance clinique comme par exemple, la survie sans
progression ou la survie globale. Au laboratoire I’arrét du traitement s’effectue surtout sur des
bases éthiques. Il faudrait d’avantage se baser sur des considérations cliniques pour évaluer
I’efficacité d’un traitement (Singh et al., 2010a). D’aprés moi, un autre aspect important est
I’évaluation précise du timing idéal pour I’administration des molécules anti-angiogéniques.
En néo-adjuvant avant la chirurgie ou en adjuvant aprés la chirurgie. La encore, les réponses a
ces questions nécessitent d’évaluer les nouvelles molécules dans des modeles précliniques
plus adaptés. 11 faut tester I’efficacité des traitements a différents stades de la maladie et sur
les métastases. Cela permet d’évaluer si les traitements utilisés ont une activité sur la tumeur
primaire et sur les métastases ou s’il faut combiner des anti-angiogéniques avec des anti-
métastastatiques. L’ important est de développer des modéles précliniques mimant une étude
clinique de phase III avec, comme évaluation de 1’efficacité¢ du traitement, la mesure de la
survie sans progression et de la survie globale (Francia et al., 2011). Les mode¢les précliniques
sont des composants essentiels dans [’étude et le design de nouvelles molécules
thérapeutiques. L’injection sous-cutanée de cellules tumorales humaines dans des souris
immuno-déficientes n’est pas une technique trés adaptée, c’est pourtant la plus utilisée. La
tumeur grossit rapidement ce qui ne mime pas le temps de doublement lent de la plupart des
cancers. Ces tumeurs sous-cutanées a croissance rapide sont donc plus sensibles a des drogues
ciblant les cellules en division. Beaucoup de parameétres sont différents. La réponse a la
thérapie est différente en fonction du site d’injection (sous-cutané vs orthotopique). Les doses
et les parametres pharmacocinétiques sont différents entre I’Homme et la souris. De plus, des
modeles précliniques pour lesquels les tumeurs sont pré-exposées au préalable a d’autres
traitements n’existent pas. Dans les études de phase II ou de phase III, les patients ont déja eu
une, deux ou mémes plusieurs lignes de traitement avant de devenir réfractaires au traitement.
Ces modeles précliniques ne minent pas ces ¢tudes cliniques ou les patients présentent une
maladie avancée avec de multiples résistances. Dans les modéles génétiques présentant une
altération dans un géne important pour le développement tumoral, les tumeurs se développent
en orthotopique. Le systéme immunitaire est fonctionnel, le stroma et la vascularisation de la
tumeur sont de la méme espeéce. Ces modeles sont tres utiles pour étudier les étapes précoces
du développement tumoral mais sont peu utilisés car 1’incidence tumorale est trés faible. La
transplantation orthotopique permet 1’obtention de métastases. Si la tumeur primaire est

retirée (comme s’est souvent le cas en clinique), cela permet d’augmenter la survie et laisser
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plus de temps au développement des métastases. Les modeles d’injection en sous-cutanés ou
en orthotopique sont trés utiles pour tester rapidement des molécules potentiellement efficaces
sur la tumeur. Mais Defficacit¢é de ces molécules doit étre validée dans des modeles
métastatiques voir dans des modeles génétiques. Les résultats peuvent étre différents d’un
modele a 1’autre. Une molécule peut étre efficace sur la tumeur primaire mais pas sur les
métastases et inversement. Ces résultats sont essentiels, car ils valident ou non 1’entrée d’une
nouvelle molécule dans une étude clinique de phase II ou de phase III, pourtant le nombre
d’étude utilisant des modeles métastatiques est tres faible (Dawson et al., 2009). La mise en
place de ces modeles métastatiques est difficile. Mais ces difficultés techniques sont
¢galement un avantage. Ces techniques engendrent des patterns métastatiques tres différents,
en accord avec ce qui se passe en clinique. Les modeles PDX pour « Patients Derived
Xenografts » sont tres intéressants. Ils reflétent la situation complexe de la tumeur chez
I’Homme et permettent une meilleure évaluation de la réponse clinique. Les fragments de
tumeurs humaines sont directement implantés chez la souris sans passer par des systemes in
vitro limitant ainsi la dérive génétique des cellules tumorale. Ces modeles sont en accords
avec la plupart des résultats cliniques (Krumbach et al., 2011; Raymond et al., 2011) (Hidalgo
et al.,, 2011; Yao et al., 2011). Ces mod¢les, plus proches des caractéristiques des tumeurs
humaines, présentent d’aprés moi une limitation de taille. L’influence du microenvironnement
et en particuliers du systéeme immunitaire sur la croissance tumorale et sur la réponse aux
traitements ne peut étre étudiée dans ces modeles. Le systéeme immunitaire influence les effets
des traitements anticancéreux (Kroemer et Zitvogel, 2012; Zitvogel et Kroemer, 2012). Des
souris dépourvues du récepteur TLR4 ne répondent pas a une chimiothérapie. Pour minimiser
cette limitation, une approche que je trouve trés intéressante, est I’humanisation partielle du
microenvironnement avec reconstitution chez la souris d’un systéme immunitaire humain
(NOG mice CIEA®). Cela permet d’étudier I’influence du microenvironnement sur les
traitements. D’aprés moi, continuer a développer et améliorer ce type de modeles humanisés
est essentiel afin d’augmenter la relevance clinique des modeles murins et de diminuer le
délai entre le développement préclinique et le bénéfice chez les patients. Des modeles
alternatifs sont également en cours d’évaluation. Le poisson zeébre ou zebrafish, longtemps
utilisé pour étudier le développement, est aujourd’hui considéré comme un modele unique
pour étudier la biologie et la génétique des cancers. En particuliers, ce modele est intéressant
pour I’étude des mélanomes (Ceol et al., 2008) et des tumeurs neuroendocrines (Bourque et
Houvras, 2011). Il permet la mise en place efficace de modéles métastatiques. L’injection de

cellules tumorales humaines ou de tumeurs primaires permet la colonisation a distance et la
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formation de métastases (Lee et al., 2009; Marques et al., 2009). Dans ces modéles, le
sunitinib diminue 1’invasion tumorale et la dissémination métastatique. Les modéeles
mathématiques et informatiques peuvent également étre trés informatifs (Basanta et al., 2012)
(Swanson et al., 2011). Les équipes du Dr Oberye et du Dr Gatenby ont développé des
modeles de cancers du poumon et de la prostate. Ces derniers ont recu un financement de plus
de trois millions d’euros pour mettre en place leur modele. Ils ont mis en évidence que les
modeles mathématiques sont plus efficaces que les médecins pour prédire la réponse aux
traitements et le devenir des patients. Ces modeles combinent une quantité beaucoup plus
importante de données. Des informations spécifiques de chacun des patients peuvent étre
incorporées au modele afin de prédire 1’évolution de la maladie et la réponse aux traitements.
Selon moi, cette approche est trés intéressante et complémentaire des outils cliniques déja
disponibles pour envisager avec plus de simplicité la prise en charge personnalisée des

patients.

Et la génétique dans tout ¢ca ?

La tendance actuelle est donc au développement d’une médecine personnalisée. Le seul
moyen d’obtenir le bon traitement pour le bon patient est d’identifier et de valider des
marqueurs prédictifs d’efficacité des traitements. Les stratégies d’identification des marqueurs
sont diverses. Dans la plupart des cas, il s’agit d’identifier des marqueurs trés spécifiques
reliés a Dactivité d’un traitement. Mais [’hétérogénéité au sein d’une tumeur ainsi que
I’évolution sous la pression des traitements limitent 1’efficacit¢é de 1’identification de
nouveaux marqueurs spécifiques. Il est indispensable de pouvoir classer les tumeurs en
fonction de leurs caractéristiques propres: mutations, amplifications géniques, méthylations,
expression de protéines ou ARNS.

Le succes des thérapies ciblées dans le traitement des cancers est incontestable. Depuis
I’utilisation de I’anticorps anti-HER-2 dans le traitement du cancer du sein, de I’inhibiteur de
la kinase BCR-ABL dans les leucémies my¢loides chroniques, en passant par 1’inhibition de
I’activité tyrosine kinase de ’EGFR dans les NSCLC et plus récemment I’inhibition de B-
RAF dans les mélanomes, I’apport de ces traitements est considérable. Aujourd’hui, 24 TKI
sont sur le marché dont 17 sont utilisés dans le traitement de cancers et 4 anticorps
monoclonaux bloquant les ligands de ces protéines kinases. Le nombre de cibles est
relativement faible. Par ordre décroissant d’importance on retrouve : le VEGF, la Pi3K, HER-
2, mTOR, ’EGFR, le récepteur MET, le PDGF et le récepteur KIT... Le succeés de ces

inhibiteurs ne dépend pas de la cible thérapeutique choisie mais d’avantage de la capacité a
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mettre en évidence des marqueurs prédictifs d’efficacité afin de sélectionner les patients
répondeurs. Les marqueurs les plus connus et les plus utilisés sont les mutations activatrices
dans les voies de signalisation ciblées par les inhibiteurs comme les mutations de KRAS dans
le cancer colorectal (Van Cutsem et al., 2011), de ’EGFR dans le cancer du poumon (Rosell
et al., 2012). En France, la recherche de ces mutations est méme remboursée par la sécurité
sociale (mutations EGFR pour les NSCLC et de BRAF pour le mélanome (Hauschild et al.,
2012)). La présence ou I’absence d’un de ces marqueurs est directement liée au taux de
réponse d’un traitement dans un cancer donné. Ainsi, tester ces marqueurs est une étape clé
dans le diagnostic et 1’évaluation thérapeutique des patients. L’expression du VEGF était un
candidat naturel pour prédire 1’efficacité des traitements anti-angiogéniques. Cependant les
résultats sont trés variables en fonction du type de tumeur et du traitement utilis¢ (Hegde et al.,
2013; Jayson et al., 2012) (Miles et al., 2010; Zhu et al., 2009). L’importance croissante de
I’analyse moléculaire dans la prise en charge clinique des patients nécessite la mise en place
de tests de haute qualité, robustes et validés en clinique. La mise en place de nouveaux tests
plus sensibles permet d’augmenter la valeur clinique des paramétres testés. Les limitations
majeures a l’identification de ces marqueurs sont I’hétérogénéité intra- et inter-tumorale
(Gerlinger et al., 2012) détectée par séquencage et I’altération génétique des voies de
signalisation qui apparait en cours de traitement due a la pression des thérapies (Garraway et
Baselga, 2012). L’identification des anomalies génétiques des tumeurs et des mécanismes de
résistances permet d’identifier la combinaison de traitement la plus adaptée au profil tumoral
et de se diriger progressivement vers une médecine individualisée. Pour la mettre en place, les
médecins ont besoin d’une carte d’identité compléte de la tumeur et de connaitre les facteurs
prédictifs d’efficacité (Al-Lazikani et al., 2012; Yap et Workman, 2012). Le séquencage de
I’ensemble du génome est encore loin de rentrer en routine clinique. Une des possibilités est
donc le séquencage uniquement d’un panel de biomarqueurs qui doivent donc étre identifiés
au préalable. L’adaptation rapide des traitements est essentielle afin d’éviter les résistances,
les effets secondaires et les rechutes rapides des patients causées par 1’évolution des tumeurs
sous traitement. Cela nécessite un suivi de 1’évolution du profil tumoral en cours de
traitements (Chen et al., 2012). Une faible proportion des patients répond objectivement a un
traitement. L’objectif principal est d’identifier spécifiquement les patients sensibles au
traitement et de les traiter en fonction de la biologie de leur propre tumeur. Au cours de
I’évolution d’un cancer, les cellules tumorales acquicrent des résistances aux traitements. Ces
cellules résistantes sont sélectionnées et une évolution clonale de la tumeur est observée

(Aparicio et Caldas, 2013). Des mutations secondaires peuvent apparaitre et favoriser
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I’apparition de ces résistances. Une analyse de I’évolution en cours de traitement est donc
indispensable afin d’adapter rapidement les traitements. Mais effectuer des biopsies intra-
tumorales répétées est tres invasif, éthiquement discutable, contraignant pour les patients et
difficile a mettre en place. De plus, les ccRCC sont trés hétérogénes. Le séquencage de
différentes régions de la tumeur révele une hétérogénéité importante (Gerlinger et al., 2012).
Une seule biopsie ne réveéle qu'une minorité des mutations présentes dans la tumeur. Cette
hétérogénéité explique au moins en partie les difficultés d’identification des marqueurs
d’efficacité des traitements dans les ccRCC. Ainsi, les marqueurs les plus recherchés par les
cliniciens sont des biomarqueurs circulants. On parle alors de « biopsie liquide » en
opposition aux biopsies intra-tumorales. Cette technique est plus simple a mettre en ceuvre,
moins invasive et permet de suivre 1’effet d’un traitement et de détecter de fagon précoce
I’apparition de résistances. En général, il s’agit soit d’un dosage de protéines circulantes
impliquées dans la résistance aux traitements, soit d’une estimation du nombre de cellules
tumorales circulantes permettant d’estimer les capacités métastatiques. La détection de
mutations directement a partir d’une prise de sang est envisagée. Il s’agit d’un séquencage de
I’ADN tumoral circulant libéré par les cellules tumorales présentent dans le sang. L utilisation
de cette technique a été validée dans plusieurs études (Chan et al., 2013; Forshew et al., 2012;
Leary et al.,, 2012). Le suivi sanguin de quelques patients atteints de différents cancers
(notamment les cancers du sein, du poumon et de I’ovaire) pendant un ou deux ans a montré
une augmentation des proportions de plusieurs mutations dans le génome plasmatique
associée a I’émergence de résistances aux traitements. Ces résultats suggérent que cette
technique pourrait remplacer les biopsies intra-tumorales pour I’identification des mutations
associées a I’apparition de résistances dans les cancers avancés (Murtaza et al., 2013). Il s’agit
d’une nouvelle approche pour étudier 1’évolution clonale des cancers. Une étude valide
I’utilisation du séquencage de I’ADN circulant pour suivre I’évolution des cancers du sein
sous traitement. Cet ADN est détectable dans 97% des patients, la technique est trés sensible
et trés informative. L’évolution est corrélée avec la croissance tumorale et permet d’évaluer
rapidement la réponse des patients au traitement utilis¢ (Dawson et al., 2013). Pour les
différentes molécules que nous avons identifiées et pouvant expliquer les résistances au
traitement BVZ, une analyse par « biopsie liquide » est envisageable ce qui renforce leur
intérét dans les ccRCC. Comme nous avons pu I’observer dans notre mod¢le, les phénomenes
de résistances dans les ccRCC mais également dans d’autres cancers, sont souvent associés a
une amplification des voies de signalisation EGFR et MET. Ces voies de signalisation

favorisent la prolifération et la migration des cellules tumorales. Ainsi, elles favorisent la
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croissance tumorale et la formation de métastases. Selon moi, I’identification précoce des
mutations pouvant survenir dans ces voies est indispensable pour limiter le temps nécessaire a
I’adaptation des traitements. L’utilisation, comme marqueur, de 1’activité de la phosphatase
PTPRx située en amont de ces deux récepteurs semble prometteuse. Dans les ccRCC, la
détection, en cours de traitement d’une diminution significative de 1’expression de
PTPRx permettrait en une seule mesure d’identifier des amplifications potentielles de ces
deux voies de signalisation importantes dans la résistance aux traitements. Cette identification
est indispensable afin d’adapter les traitements. La détection de niveaux faibles de cette
phosphatase avant traitement permettrait également d’envisager 1’association d’un traitement

ciblant ces voies de signalisation a la thérapie anti-angiogénique.

Dans les ¢ccRCC, seulement une proportion des patients répond aux inhibiteurs de mTOR.
Environ 15% des patients sont mutés dans la voie de signalisation impliquant mTOR et ce
sont ces patients qui sont les plus sensibles a ces inhibiteurs (présentation par Hsieh et al au
11°™ symposium international sur le cancer du rein en 2013). Le développement des
techniques de séquencage a considérablement modifi¢ la vision thérapeutique des ccRCC. Ces
techniques mettent en évidence des mutations récurrentes ayant une valeur pronostique et/ou
prédictive. Sept thérapies ciblées différentes pour les ccRCC sont actuellement disponibles.
Malheureusement, par défaut de marqueurs prédictifs, le choix de 1’administration de ces
drogues se fait essentiellement sur des critéres d’¢éligibilité aux études cliniques, de toxicité ou
de colt et pas en fonction de la signature génétique propre des patients. Récemment, le
séquencage des ccRCC a mis en évidence deux mutations exclusives intéressantes. Le géne
PBRM-1, dont la protéine est impliquée dans le remodelage de la chromatine au moment de la
transcription, est muté dans 40% des RCCs (Varela et al., 2011). Le géne BAP-1, dont la
protéine est impliquée dans les mécanismes de dé-ubiquitination est muté dans 15% des
ccRCC (Pena-Llopis et al., 2012). BAP-1 est également muté dans le cancer du sein, du
pancréas et dans le mélanome. L’inactivation de ces geénes a une implication clinique directe
en étant corrélée au grade de Furhman et a I’agressivité de la maladie. Ainsi, ces mutations
définissent des sous types de ccRCC (Kapur et al., 2013). D’aprés moi, il serait donc
indispensable d’exploiter ces défauts génétiques pour développer des traitements spécifiques.
L’idée étant de mettre en place une nouvelle classification des ccRCC basée sur le séquencage
et la présence ou I’absence d’une ou plusieurs mutations dans une certaine voie. Par exemple,
50% des patients atteints de ccRCC présentent des mutations dans la voie d’ubiquitination et
de dégradation des protéines par le protéasome (UMPP), ce qui permet d’établir deux groupes
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de patients en fonction des altérations de cette voie (Guo et al., 2012). Cependant, selon moi,
il faut étre trés prudent avec cette classification. L hétérogénéité décrite dans les ccRCC est
un frein important a cette analyse par séquengage. Il est difficile d’établir et de valider un
marqueur pronostique et/ou prédictif spécifique en se basant sur le statut des mutations. Enfin,
il est indispensable de suivre 1’évolution de ces mutations en cours de traitement car comme
dans le cas des mutations du gene de I’EGFR des mutations secondaires peuvent apparaitre
aprés traitement (Ohashi et al., 2013). Ces résistances multiples rajoutent un niveau de

complexité supérieur a ne pas négliger pour la prise en charge thérapeutique des ccRCC.

Et pourquoi pas le métabolisme ?

Une des cibles qui émerge actuellement est le métabolisme. Les cellules de cancer du rein ont
un métabolisme altéré et fortement glycolytique pouvant constituer une cible thérapeutique
intéressante. L’AMPK régule D’activation de mTOR qui a un rdle important dans la
tumorigenc¢se. L utilisation de I’AICAR qui active I’AMPK inhibe la croissance tumorale des
ccRCC (Woodard et Platanias, 2010). Les mémes résultats sont observés avec la metformine.
L’utilisation de cette molécule inhibe la croissance des ccRCC in vitro et in vivo suggérant un
réle important de I’AMPK dans la régulation de la croissance des ccRCC (Liu et al., 2013).
La metformine est dans ce cas un exemple de médicament utilis¢é depuis de nombreuses
années et dont la fonction premiere peut étre détournée pour le traitement d’une autre

pathologie.

Une chose essentielle : Ne pas négliger le microenvironnement tumoral

Les mécanismes de résistances dus a des modifications des cellules tumorales elles mémes
sont trés importants. Cependant, comme nous 1’avons mis en évidence dans notre modéle, le
microenvironnement a un role prépondérant dans ces mécanismes. La cytokine CXCL7 peut
étre produite par les cellules tumorales mais elle est également sécrétée par les cellules
immunitaires et les cellules stromales infiltrant la tumeur. Elle favorise la croissance tumorale
des ccRCC. Selon moi, il est trés important d’étudier les relations entre la tumeur et son
microenvironnement. Le dialogue mis en place entre les différents types cellulaires au sein de
la tumeur influence la réponse aux traitements. Ne pas considérer I’influence des cellules du
microenvironnement sur la croissance tumorale et sur la réponse aux traitements limite notre
approche expérimentale. Une information essentielle pourrait faire défaut et empécher
I’adaptation correcte du traitement. La résistance induite par les cellules stromales est un

mécanisme commun a plusieurs types de tumeurs. La présence de cellules stromales dans une
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co-culture avec différents types de cellules tumorales diminue ’efficacité d’un grand nombre
(65% des molécules testées) de traitements anticancéreux (Straussman et al., 2012). Cette
¢tude a également mis en évidence un mécanisme spécifique de résistance dans les
mélanomes mutés pour B-RAF. La sécrétion d’HGF par les cellules stromales active le
récepteur MET et les voies de signalisation en aval, MAPK et PI3K/AKT. Cette amplification
limite 1’efficacité des inhibiteurs de Raf. L’inhibition de la voie de signalisation HGF/MET,
en plus de I’inhibition de RAF, empéche I’apparition de ces résistances. Ces résultats
démontrent I’importance du microenvironnement tumoral et témoignent encore une fois de
I’importance de I’HGF et de son récepteur dans les mécanismes de résistances aux traitements

anticancéreux.

Et surtout le systéme immunitaire...

Pour moi, un autre aspect essentiel du développement tumoral et de la réponse aux traitements
est 'influence du systtme immunitaire. Les cellules tumorales mettent en place différents
mécanismes leur permettant d’échapper a la réponse immunitaire. Les ccRCC sont sensibles a
I’immunothérapie suggérant I’importance du systtme immunitaire, comme dans beaucoup
d’autres tumeurs. Différentes approches sont étudiées pour augmenter la réponse immunitaire
anti-tumorale. Une des approches est de bloquer les récepteurs qui inhibent cette réponse.
L’ipilimumab, un anticorps anti-CTLA4, a été approuvé par la FDA pour le traitement des
mélanomes métastatiques. L’interaction entre le ligand PDL-1 et sont récepteur PD-1 présent
a la surface des cellules T activées inhibe la réponse immunitaire. Le ligand PDL-1 est
exprimé par les cellules tumorales. Son expression est augmentée dans les ccRCC et les
mélanomes. L’inhibition de PDL-1 augmente la réponse T spécifique des cellules tumorales
(Blank et al., 2006). Dans les ccRCC, cette expression est corrélée a une diminution de la
survie sans progression des patients traités au pazopanib (présenté par le Dr Figueroa, DJ
ASCO, Chicago mai 2013). Les niveaux de PDL-1 sont inversement corrélés aux niveaux de
VEGF. Dans les ccRCC, les mélanomes et les NSCLC I'utilisation d’un anticorps anti-PD-1
entraine une réponse anti-tumorale objective pour un quart des patients. Cette réponse est
directement corrélée a I’expression du ligand PDL-1 a la surface des cellules tumorales
(Topalian et al., 2012). Ces résultats démontrent que 1’axe PDL-1/PD1 est responsable de
I’inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale lors de la progression de la maladie. Dans
les ccRCC multi résistants 1’utilisation d’un anticorps anti-PD1 diminue la croissance
tumorale de 30% des patients (ASCO, Chicago mai 2013). Cet anticorps est en cours d’étude
de phase III dans les ccRCC, le mélanome et les NSCLC.
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Utiliser les effets des anti-angiogéniques pour améliorer la réponse immunitaire

D’aprés moi, un autre parametre influengant la réponse immunitaire anti-tumorale est le
concept de normalisation vasculaire. Le systéme vasculaire, le systeme lymphatique et la
matrice extracellulaire sont anormaux dans les tumeurs. Une infiltration anormale de
fibroblastes, de macrophages et autres cellules immunitaires compléte ce microenvironnement
tumoral. L hypoxie et la pression intra-tumorales sont élevées. Ce microenvironnement
hostile favorise la progression tumorale, la formation de métastases et I’immunosuppression.
Il favorise également 1I’émergence de cellules présentant un phénotype de cellules souches. Ce
microenvironnement chaotique favorise 1’émergence de résistances. Les traitements anti-
angiogéniques sont normalement utilisés pour détruire les vaisseaux et réduire la tumeur.
Cependant, la normalisation vasculaire par les anti-angiogéniques diminue 1’hypoxie intra-
tumorale, augmente ’efficacité de certains traitements et la réponse immunitaire favorisant
ainsi la survie des patients (Goel et al., 2011; Jain, 2013). D’aprés moi, I’effet des anti-
angiogéniques sur I'immunité anti-tumorale et sur I’immunothérapie est essentiel et trés
prometteur d’un point de vue thérapeutique. Les vaisseaux tumoraux anormaux et la
croissance tumorale favorisent la mise en place d’un microenvironnement immunosuppressif
caractérisé par la production de cytokines immunosuppressives, la présence de macrophages
de type M2 et de lymphocytes T régulateurs (LTreg) (Terme et al., 2013) et la stimulation de
I’anergie des lymphocytes T (Tartour et al., 2011). Dans les ccRCC, la présence de LTreg
infiltrant la tumeur est un facteur de mauvais pronostic. Le traitement sunitinib ou BVZ
diminue I’expression des LTreg au sein de la tumeur (Adotevi et al., 2010; Finke et al., 2008).
La diminution des LTreg est corrélée avec la survie des patients. Au cours du développement
tumoral, des cellules myéloides suppressives (MDSC) sont recrutées au sein du
microenvironnement. Ces cellules favorisent 1’apparition des résistances aux traitements anti-
angiogéniques car elles produisent des molécules angiogéniques redondantes, comme la
cytokine CXCLS8 et la protéase MMP-9 (Shojaei et al., 2007). Ainsi, cibler ces cellules en
association avec les traitements anti-angiogéniques permettrait d’augmenter ’efficacité en
diminuant les résistances. Dans les ccRCC, le sunitinib, le sorafenib et le BVZ diminuent
I’activit¢ de ces cellules. Ce traitement diminue également [’expression des cytokines
immunosuppressives IL-10 et TGFP et des molécules de co-stimulation inhibitrices a la
surface des lymphocytes T infiltrants (Ozao-Choy et al., 2009). Le VEGF circulant altére
¢galement la prolifération, la différenciation et la fonction des cellules immunitaires et oriente

la réponse immunitaire vers une réponse de type Th2. Des hauts niveaux d’expression de
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VEGF inhibent la maturation des cellules dendritiques, augmentent la prolifération des LTreg
et diminuent la réponse T anti-tumorale (Gabrilovich et al., 1996; Huang et al., 2007). Cette
immunosuppression induite par un exces de VEGF est inhibée par le blocage de la voie de
signalisation VEGF/VEGFR-2 (Gabrilovich et al., 1999). Les traitements anti-angiogéniques
inhibent ’activit¢ immunosuppressive induite par le développement tumoral et réorientent la
réponse immunitaire vers une réponse de type Thl favorisant une réponse anti-tumorale. Plus
d’une douzaine d’études montrent que la normalisation vasculaire augmente 1’entrée des
lymphocytes T au sein de la tumeur. La diminution de I’hypoxie favorise la perte de
I’environnement immunosuppresseur au profit d’une stimulation de I’immunité (Huang et al.,
2012) (Manning et al., 2007; Shrimali et al., 2010). Cette normalisation vasculaire augmente
¢galement I’efficacité des traitements anticancéreux par immunothérapie (Huang et al., 2013;
Johansson et al., 2012). L’échec des traitements anti-angiogéniques pourrait étre compensé
par leur utilisation pour améliorer I’immunité anti-tumorale et [Defficacit¢ de
I’immunothérapie. Il existe une corrélation entre une normalisation vasculaire efficace et
I’augmentation de I’infiltration des lymphocytes CD8+ au sein de la tumeur (Shrimali et al.,
2010). L’ensemble de ces résultats suggere que les anti-angiogéniques peuvent étre utilisés
pour favoriser la normalisation du microenvironnement tumoral et pour augmenter 1’efficacité
des thérapies anticancéreuses en particuliers I’immunothérapie. Il existe une synergie entre les
traitements immunosuppresseurs et les traitements anti-angiogéniques (Walter et al., 2012). Si
les traitements anti-angiogéniques favorisent I’'immunothérapie, I’inverse est vrai également.
L’augmentation de I’efficacité des traitements anti-angiogéniques et la limitation de
I’apparition des résistances pourraient étre obtenues en levant I’immunosuppression induite

lors du développement tumoral.
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Conclusion générale et perspectives

L’ensemble de notre travail ne remet pas en cause [’utilisation des thérapies anti-
angiogéniques dans le traitement des ccRCC. Cependant, comme beaucoup d’autres travaux,
il souligne I’importance de mettre en évidence des facteurs prédictifs d’efficacité afin
d’anticiper sur I’apparition de résistances au traitement. Il nous reste encore du travail afin de
valider définitivement 1’expression du VEGF-C, de la cytokine CXCL7 ou encore I’activité
de la phosphatase PTPRk comme marqueurs pronostiques et prédictifs de réponse aux
thérapies ciblées dans les ccRCC. Nous pouvons également tester 1’utilisation de ces
marqueurs comme nouvelles cibles thérapeutiques.

Les années 2000 ont été celles de la mise en évidence d’un grand nombre de thérapies ciblées.
Ces traitements ont révolutionné la prise en charge des patients et considérablement
augmentés la survie et la qualit¢ de vie. Les années 2010 sont celles de la recherche de
marqueurs prédictifs d’efficacité afin d’améliorer et d’adapter les traitements en fonction des
résistances. Dans un futur, plus ou moins proche, la tendance est au développement de
thérapies personnalisées en fonction des caractéristiques spécifiques des patients. Dans cette
optique, nous avons développé au laboratoire une technique rapide de criblage de molécules
thérapeutiques. En collaboration avec le CHU de Nice nous obtenons des biopsies de tumeurs
rénales que nous sommes capables de remettre rapidement et efficacement en culture dans un
milieu adapté permettant d’éviter la dérive de la tumeur et la perte des caractéristiques
initiales. Sur ces cellules nous effectuons des tests permettant de mesurer la prolifération et la
viabilit¢ cellulaire, pour tester ’efficacit¢ des différentes molécules a disposition des
cliniciens pour le traitement des ccRCC. Nous espérons créer un dialogue avec les médecins
pour leur donner rapidement apres la chirurgie une indication des molécules les plus efficaces
in vitro. Une autre approche consiste a récupérer des fragments de tumeur chez le patient et de
les implanter directement chez la souris afin de tester directement I’efficacité des drogues in
vivo. Une nouvelle fois, le but est d’indiquer le plus rapidement possible et avec le plus
certitudes cliniques possibles les molécules les plus efficaces pour un patient donné. Un aller-
retour constant entre la paillasse du chercheur et le lit du patient est indispensable pour une

amélioration de la prise en charge personnalisée des patients.
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Angiogenesis has been targeted in retinopathies, psoriasis, and a variety of cancers (colon, breast, lung, and kidney). Among
these tumour types, clear cell renal cell carcinomas (RCCs) are the most vascularized tumours due to mutations of the von
Hippel Lindau gene resulting in HIF-1 alpha stabilisation and overexpression of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGEF).
Surgical nephrectomy remains the most efficient curative treatment for patients with noninvasive disease, while VEGF targeting has
resulted in varying degrees of success for treating metastatic disease. VEGF pre-mRNA undergoes alternative splicing generating
pro-angiogenic isoforms. However, the recent identification of novel splice variants of VEGF with anti-angiogenic properties has
provided some insight for the lack of current treatment efficacy. Here we discuss an explanation for the relapse to anti-angiogenesis
treatment as being due to either an initial or acquired resistance to the therapy. We also discuss targeting angiogenesis via SR
(serine/arginine-rich) proteins implicated in VEGF splicing.

1. Introduction

Therapies targeting angiogenesis seek to either decrease
VEGF levels or to block its receptors resulting in the
inhibition of downstream signalling pathways such as
RAS/RAF/MEK/ERK and PI3 Kinase. Thus, molecules used
in the clinic block VEGF or inhibit the tyrosine kinase activ-
ity of the VEGF receptors. These classical strategies evidently
target endothelial cells and thus prevent angiogenesis but
may also inhibit autocrine proliferative/survival pathways
due to abnormal expression of VEGF receptors by tumour
cells of different origins [1-9].

The main treatment commonly used is Bevacizumab
(BVZ), a humanized IgGl monoclonal antibody against
VEGF [10]. A phase II clinical trial has shown that BVZ
can significantly prolong the time to progression of disease
in patients with metastatic renal-cell cancer [11]. However,
only the BVZ plus interferon alpha (IFN) treatment has
obtained approval by the Food and Drugs administration
(FDA) in the United States of America and the European
Medicines Agency (EMA) in Europe following phase III

clinical assays [12, 13]. These clinical assays have demon-
strated an increase in progression-free survival associated
with the treatment combining IFN and BVZ compared to
IEN alone. Unfortunately, BVZ plus IFN did not improve
overall survival when compared to IFN monotherapy [14,
15]. Other treatments targeting the different VEGF receptors
are Receptor Tyrosine Kinase Inhibitors (RTKI) such as
sunitinib targeting VEGFR2, PDGEFR, FLT3, and c-Kit or
sorafenib targeting B-Raf, c-Raf, VEGFR2/3, PDGFR, FLT3,
and c-Kit. These compounds are used in cases of advanced
RCC with good or intermediate prognosis. Two clinical trials
showed the benefit of using sunitinib for treating advanced
RCC with a greater decrease in tumour size, an increase
of progression-free survival of about nine months, and a
better quality of life [16, 17]. Another phase III clinical trial
has also demonstrated efficacy of sorafenib on RCC [17].
However, as for the BVZ plus IFN combined treatment,
sunitinib or sorafenib did not increase overall survival of
RCC patients. Axitinib [18] and pazopanib [19] are new
VEGFR-TKI compounds generated for the treatment of RCC
but it is too early to evaluate their efficacy compared to
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sorafenib or sunitinib. The other class of compounds targets
the mTOR pathway. Patients who progressed on sorafenib or
sunitinib as well as patients who have a poor prognosis are
treated with mTOR blockers such as temsirolimus [20, 21]
or everolimus [22]. Deforolimus is also a new generation of
anti-mTOR compounds for the treatment of RCC [23].

2. Lack of Predictive Factors for the
Success/Failure of Anti-Angiogenic Therapies

One of the main problems for patients treated with anti-
angiogenic therapies is the lack of an effective predictive
biomarker for their use. Many trials have tried to identify
predictive biomarkers to assist in the selection of appropriate
therapies. However, contradictory results from a number
of these studies necessitate further investigations. Indeed,
the circulating VEGE, thought to be associated with BVZ
efficiency, is not predictive on benefit as has been shown
in a phase II trial on RCC [11, 24]. Plasma levels of VEGF
were not predictive of response to treatment by BVZ in
other cancers either [24-26]. In the same way, no correlation
had been observed with circulating endothelial cells (CECs)
or circulating endothelial progenitors (CEPs) at only early
stage, where RCC is rare to be diagnosed [27]. In summary,
identification of predictive biomarkers for this treatment
failed even though hypertension is thought to be a good
candidate as a predictive marker of outcome with BVZ plus
INF as the first-line treatment in advanced RCC [15, 28] as
well as sunitinib in metastatic RCC treated patients [29].

3. Different Biological Effects Depending on
Ligands and/or Receptors Involved

VEGF binds to its receptors, which then form either
homodimers or heterodimers. Following the dimerization,
the receptors are transphosphorylated and the downstream
signalling pathways are activated. Furthermore, the kinase
domain of each type of receptor is not the same and
consequently, signalling will differ depending on the receptor
involved. Thus, in the case of heterodimerization, the kinase
domain of VEGFR1 will phosphorylate different tyrosine
sites than VEGFR2 for example [30]. The same observations
are also found with VEGFR2, and VEGFR3 [31]. Further-
more, depending on the ligand bound to the receptor, the
signalling pathway can be rather different as has been well-
described previously by Autiero et al. [32]. The situation is
also complicated by the fact that neuropilin-1 a co-VEGFR is
overexpressed on RCC cells and induces a specific activation
of the PI3 Kinase pathway [33]. Whereas VEGFR are not
expressed on RCC cells, neuropilin overexpression mediates
potent proliferative and invasive capacities.

4. Implication of VEGFxxxb Isoforms

VEGF-A is the first form of VEGF that was described twenty
years ago for which the codiscoverer Napoleone Ferrara was
awarded the Lasker Prize [34]. The pre-mRNA of VEGF-A
undergoes alternative splicing leading to different isoforms
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noted as VEGFxxx (xxx stands for the number of amino
acids present in proteins minus the signal peptide). The
major ones are VEGF165, VEGF189, and VEGF121. There
are also a few minor isoforms spliced from the pre-mRNA,
which are VEGF206, VEGF183, VEGF145 and VEGF148,
and VEGFI111 although their functions remain less clear
(Figure 1) [35-40].

In 2002 Bates et al. identified a splice variant of
VEGF165, VEGF165b that is expressed in most normal
tissues and downregulated in cancers especially in RCC
[41]. Furthermore, this finding could put a full stop to
the paradox of a high level of VEGF in podocytes where
angiogenesis is not upregulated. As suggested by Bates and
Harper, the codiscoverers of VEGFxxxb, the existence of
anti-angiogenic forms of VEGF “needs reinterpretation or
at worst, require repeating the experiment with reagent that
differentiate between isoforms families” [42]. In light of
the discovery of Bates et al., these forms of VEGF may be
anti-angiogenic forms [41, 43]. After the identification of
VEGF165b, a new sub-family of VEGFxxxb isoforms were
identified (VEGF189b, VEGF121b) (Figure 1) [42].

Since then, a few publications assessed the anti-
angiogenic or at least a less angiogenic outcome of VEG-
Fxxxb isoforms by, in particular, the downregulation of
VEGEFR signalling pathway and a decrease of tumour growth
[44-46]. These results have been achieved in vitro on
proliferation and migration of endothelial cells along with in
vivo studies on tumour volume of RCC, prostate, melanoma,
and colorectal cancers and on experimental choroidal neo-
vascularization [44, 47-50]. Moreover, the downregulation
of VEGF165b expression leads to metastatic melanoma while
VEGF165b expression prevents metastasis of malignant
melanoma [51]. We can hypothesize that the ratio between
the pro- and the anti-angiogenic or the less angiogenic
isoforms may be crucial for the angiogenic balance. Recent
results strongly suggest that VEGFxxxb may act as an
anticancer therapy [45, 47, 48] and as an efficient therapy
of eye pathologies associated with exacerbated angiogenesis
[52].

5. VEGFxxxb Isoforms as an Explanation for the
Failure of Anti-Angiogenic Treatments

The identification of VEGFxxxb isoforms has complicated
the initial notion that targeting the pro-angiogenic forms
of VEGF would be beneficial for the treatment of diseases
associated with abnormal angiogenesis. Therefore, BVZ can
recognize and bind VEGFxxxb as well as VEGFxxx isoforms
since BVZ recognition motif is located in VEGFR-binding
domain of VEGF [53]. Hence, the concomitant presence
of VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms may contribute to
the inhibition of the anti-angiogenic effect of BVZ on
tumour growth [45]. This hypothesis is particularly striking
since we have detected VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms
in 70% of the RCC we have tested (Grépin, R and
Pages, G personal communication). Thus, BVZ can trap
the VEGFxxxb isoforms that are, by themselves, capable
of decreasing the activation of the angiogenic pathway.
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FiGure 1: Alternative splicing of VEGE-A pre-mRNA. The pre-mRNA of VEGF-A undergoes alternative splicing leading to pro-angiogenic
isoforms notated with the number of amino acids and containing as last exon, the exon 8a stemming from the Proximal Splicing Site (PSS)
located at the beginning of exon 8. The more recent subfamily of VEGF isoforms containing five members so far, are anti-angiogenic and
contain as last exon, the exon 8b resulting of the splicing at the Distal Splicing Site (DSS) located after the exon 8a.

Effectively, VEGFxxxb homodimers bind to the VEGF
receptors and block the downstream signalling pathway
[44]. On the other hand, VEGFxxxb can heterodimerize
with VEGF preventing VEGF-mediated activation of VEGF
receptors [42]. Consequently, the presence of VEGFxxxb
may have a double anti-angiogenic action through (i) direct
downregulation of VEGF receptors signalling pathways and
(ii) by inhibiting VEGF activation of the pathway. This
finding could explain why patients treated with BVZ do not
have as good results as expected if VEGFxxxb isoforms are
still present.

Furthermore, treatment of breast, lung, colon, and kid-
ney cancers has combined BVZ to conventional chemother-
apies. A phase III trial of metastatic breast cancers, at
primary diagnosis treated with BVZ plus Paclitaxel, showed
a better benefit on progression-free survival than Paclitaxel
alone [54]. Similarly, combination of BVZ plus Paclitaxel-
Carboplatin in a randomized study of non-small-cell lung
cancer showed a better benefit than Paclitaxel-Carboplatin
alone [55]. Also, the addition of BVZ to Irinotecan, Flu-
orouracil and Leucovorin for treatment of metastatic col-
orectal cancer improved survival [56]. Finally, a randomized
phase III trial of metastatic RCC showed the improvement
on progression-free survival of the addition of BVZ to
IEN as first-line treatment [12]. However, the relapse to
therapy or an acquired resistance may be explained by either
the redundancy of angiogenic factors or the selection of
aggressive cells, showing the limit of these treatments and the

necessity to switch to RTKI to bypass resistance to anti-VEGF
therapy. We can hypothesize that the chemotherapeutic
agents used in combination with BVZ may normalize the
VEGF/VEGFxxxb ratio in favour of VEGFxxxb. Hence,
targeting the “good and bad” VEGF isoforms may lead to
selection of more aggressive cells rendering the therapeutic
combination totally inefficient and even deleterious. Thus,
in order to get the expected benefit, two different strategies
could be investigated: either targeting specifically the pro-
angiogenic VEGF isoform or treating patients with BVZ only
in cases where the VEGFxxxb isoforms are absent, although
it represents a third of patients as described above.

6. Regulation of VEGF Splicing Leading to
Targeting Splicing for Therapy

The study of VEGFxxxb isoforms regulation may be key
for targeting the angiogenic balance in cancers and other
pathologies. Most genes, like VEGE, can produce different
transcripts, which result in the production of different
protein isoforms. This phenomenon, known as alternative
splicing, is mainly regulated by SR proteins. One of these
proteins, ASF/SF2, has been described as a protooncogene
with it being sufficient to induce cell transformation [57].
These observations provide a link between angiogenesis,
cancer, and splicing. The study of VEGF splicing has
illustrated in particular the need of SR proteins such
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angiogenesis. However, the existence and function of potential VEGFxxx/VEGFxxxb heterodimers remain unclear. The monoclonal antibody
Bevacizumab targets VEGFxxx blocking the VEGFR signalling pathways but also interacts with VEGFxxxb. Sorafenib and Sunitinib are
Receptor Tyrosine Kinase inhibitors that interact with the kinase domain of VEGFR and thus inactivate the downstream signalling pathways.
The VEGF gene is transcribed into a pre-mRNA that undergoes different splicing events leading to different isoforms. Splicing at Exon 8
will determinate the pro- or anti-angiogenic property of the produced protein. Hence, the use of the proximal splicing site (PSS) by in
particular the splicing factor ASF/SF2 leads to pro-angiogenic -VEGFxxx- forms while the use of the distal splicing site (DSS) by another
SR protein, SRp55 provides the anti-angiogenic -VEGFxxxb- forms. Combining all of this knowledge leads to propose that by acting on the
VEGFxxx/VEGFxxxb ratio through the modulation of splicing, we could modify the angiogenic potential.

as ASF/SF2 and SRp55. ASF/SF2, which is upregulated
in most tumour types [58-60], favours the production
of the pro-angiogenic isoforms, while SRp55 favours the
production of the anti-angiogenic isoforms in normal cells
[58]. Furthermore, TGFp treatment leads to an increase in
the VEGFxxxb expression through an increase of SRp55 by
the activation of the p38MAPK pathway. In contrast, IGF-
1 stimulation leads to an increase in activated ASF/SF2 by
phosphorylation and thus an increase of VEGFxxx isoforms
[58]. All of the SR proteins are mainly regulated by SRPK
and Clk kinases. Depending on the type of SR proteins,
their phosphorylation can be mediated by specific kinases.
Thus, the IGF-1-dependent increase of VEGFxxx could be
blocked by the use of specific inhibitors of SRPK and/or
Clk kinases. Thereby, TG0003 mainly inhibits Clk kinases
and SRPIN340 inhibiting SRPK kinase, mainly involved in
ASF/SF2 activation [60]. Furthermore, chromatin structure
and associated modifications may influence the splicing [61].

The balance of splicing and transcription regulation depends
on several other contributing factors, such as recruitment
of RNA recognition, motif-containing proteins, or potential
associated cofactors [62]. In addition, the sequence and
the length of introns and exons play a major role for the
splicing and the following translation of the mRNA. The use
of Histone Deacetylase (HDAC) inhibitors such as sodium
butyrate has been shown to promote the production of
specific splice variants from a single pre-mRNA [63]. In
the same manner, treatment of human lung microvascular
endothelial cells (HLMECs) with sodium butyrate showed
an increase of anti-angiogenic isoforms of VEGF suggesting
that the treatment may act via a change of splicing factors
acting on the balance of pro- and anti-angiogenic isoforms
[64]. Thus, treatments already used in the clinic such as
sunitinib or sorafenib may act through the same mechanisms
leading to an increase of VEGFxxxb isoforms. Furthermore,
when expressed, VEGFxxxb may be sequestered within the
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cytoplasm rather than secreted suggesting an intracellular
role for these isoforms [65] as was already demonstrated for
VEGF [3]. We can then predict that the combination of anti-
angiogenic therapies and targeting of SRPK activity to alter
the VEGF/VEGFxxxb balance may improve actual therapies
and be a key to increased treatment efficiency (Figure 2).
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Summary

During this past decade, the VEGF pathway has been extensively studied. VEGF is a
paradigm of molecular regulation since its expression is controlled at all possible steps
including transcription, mRNA stability, translation and pre-mRNA splicing. The latter form
of molecular regulation is probably the least studied. This field has been neglected, yet
different forms of VEGF with different sizes and different physiological properties issued
from alternative splicing have been described a long time ago. Recently a new level of
complexity was added to the field of splicing of VEGF pre-mRNA. Whereas thousands of
publications have described VEGF as a pro-angiogenic factor, an alternative splicing event
generates specific anti-angiogenic forms of VEGF that only differ from the others by a
modification in the last six amino acids of the protein. According to the scientists who
discovered these isoforms, which are indistinguishable from the pro-angiogenic ones with pan
VEGEF antibodies, some of the literature on VEGF is at least inexact if not completely false.
Moreover, the presence of anti-angiogenic forms of VEGF may explain the disappointing
efficacy of anti-VEGF therapies on the overall survival of patients with different forms of
cancers and with wet age-related macular degeneration (WAMD). This review will focus on
the existence of the different alternative splice variants of VEGF and the molecular

mechanisms associated with their expression and function.

Key words: VEGF, angiogenesis, splicing, anti-agiogenesis treatments.
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1. Introduction

Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF) was first identified by independent teams in
the late Eighties as a growth or permeability factor for endothelial cells (1-7). It is mainly
implicated in angiogenesis, the formation of new blood vessels from pre-existing ones, in
physiological situations such as pregnancy, the female menstruation cycle, wound healing but
also in several pathologies including WAMD, diabetic retinopathy, rheumatoid arthritis,
cardiovascular diseases and cancer. VEGF belongs to a family of growth factors for vascular
and lymphatic endothelial cells and include VEGF B, C, D and Placental Growth Factor
(PIGF). VEGF exerts its action through the stimulation of the tyrosine kinase receptors that
include VEGF receptors 1 and 2 (VEGFR1 and VEGFR2) and the co-receptor neuropilin, the
latter is deprived of intrinsic enzymatic activity. VEGF binding to its receptors stimulates
RAS/RAF/MEK/ERK and PI3 Kinase/AKT/mTOR pathways that are implicated in cell
proliferation and survival. The VEGF/VEGFR pathway has different levels of complexity
because of the different VEGF isoforms that can be present depending on the cell type and the
physiological/pathological situation. VEGF-dependent angiogenesis (i.e. VEGF produced by
epithelial or stromal cells stimulate endothelial cells to promote angiogenesis) is not
straightforward in the case of cancer since tumor cells aberrantly express both VEGF and
VEGF receptors. This generates autocrine loops that further induce production of VEGF.
Finally, specific splice isoforms of VEGF may slow down angiogenesis (8). Hence, from a
single gene, the different VEGF variants play a key role in the regulation of the angiogenic

balance.

2. Mechanism of splicing

Splicing is a modification of the nascent pre-mRNA, which takes place after or concurrent
with transcription. RNA splicing removes introns and joins exons into a primary transcript.
Since it occurs prior to mRNA translation, alternative mRNA splicing enables a single gene to
increase its coding capacity, allowing the synthesis of different proteins that are structurally
and functionally distinct, all from a single gene. Introns can range in size from less than 100
nucleotides to hundreds of thousands of nucleotides, which is in contrast to exons that are
generally short and have a size distribution of 50-300 nucleotides. Highly conserved
nucleotides are present at the beginning of the intron-the splice donor-, at the end of the

intron-splice acceptor- and at the 5 and 3’ exon/intron junctions. The branch site, located
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20 to 50 bases upstream of the acceptor site is also a very important domain since it directs
the splicing event. The consensus sequences of the splice donor, of the branch site and of the
splice acceptor are the following, respectively (the underlined sequences are present within
the exon, the sequences in bold are present in the intron): (A/C) AG G U (A/G) A G U; CU
(A/G) A (conserved in all genes) (C/U); the pyrimidine rich track N A G G, where A is
conserved in all genes (9) (Figure 1). The splicing mechanism involves a complex of five

proteins (U2AF and SF1) called spliceosome, which are active in the nucleus. Studies into

spliceosomes have revealed their role in cancer progression and may be a good target for the
development of novel anti-tumor therapies (10). More than 99% of splicing events involve
canonical splicing called the lariat pathway (11), although a non canonical pathway that does
not follow the GU/AG rule has been described (12).

In addition to the canonical mechanisms of splicing, specific sequences within the exons and
introns called exonic/introning splicing enhancers/silencers (ESE/ESS and ISE/ISS) (13-19)
and specific proteins of the Serine/Arginine (SR) family, which influence splicing, have been
described (20). SR factors belong to the most studied family of splicing regulators but they
also play a major role in nuclear export, RNA stability, mRNA quality control, and translation
(21). SR proteins have a common structure composed of one or two RNA binding domains
followed by a arginine-serine rich domain (RS domain) in which the serine residues can be
phosphorylated. The best studied SR factors are ASF/SF2 and SC35 but SRp20, SRp30c, 9GS,
SRp40, SRp55 and SRp70 also belong to the SR family of proteins. The Cdc2-like kinase
(Clk) family, the dual-specificity tyrosine phosphorylation regulated kinases, the SR Protein
Kinases (SRPK) 1 and 2 and the Protein Kinase B (PKB, Akt) have been shown to
phosphorylate SR proteins and to influence their activity (22-24). Because of the importance
of SR factors in cancer development SR factor kinases may become new therapeutic targets

(25,26).

3. The pro-angiogenic forms of VEGF

A general schematic of the different isoforms of VEGF identified to date is given in figure 2.
The different modifications lie in the 3’ part of the gene wherein splicing events have been
described. This results in nine clearly identified mRNA/proteins; VEGF 206; 189; 183; 165;
162; 148; 145; 121; 111 (Figure 2) (27). We will now focus principally on the most studied
forms, VEGF189, 165 and 121.
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3.1 Initial identification
The VEGF and Vascular Permiability Factor (VPF) proteins were purified to homogeneity
and micro-sequenced from the N- terminus. Oligonucleotide probes of 30 or 59 bases were
used to screen a cDNA library of bovine folliculo stellate cells (FC) (2) or a cDNA library of
human U937 histiocytic lymphoma cells stimulated with phorbol esters (5). The entire bovine
cDNA was used to screen a cDNA library of human HL60 promyelocytic leukemia cells
stimulated with phorbol esters (2). From this initial screening three independent cDNA
containing open reading frames that code for 215, 191 and 147 amino acids were cloned. In
each case 26 amino acids corresponded to a signal peptide. Hence the corresponding mature
proteins contain 189, 165 and 121 amino acids. A fourth mature molecular form of 206 amino
acids was identified by screening different human cDNA library (28). The presence of
different cDNAs suggested at that time a splicing mechanism but was not clearly
demonstrated. Strong evidence of splicing events was revealed when the VEGF gene was
cloned (28,29). Comparison of cDNA sequences indicated that the VEGF gene was split into
8 exons separated by 7 introns flanked by consensus splice donor and acceptor sites (see

above).

3.2 Biological role of the first identified VEGF isoforms

To assess the functionality of the different VEGF isoforms described above, the
corresponding cDNA was cloned into an expression vector and transfected into HEK 293
cells. Cell supernatants of transfected cells stimulated proliferation of capillary endothelial
cells (2) or extravasation of Evan's blue dye from the circulation after injection into guinea
pig (5). These properties confirmed that VEGF is a growth and a permeability factor for
endothelial cells. These early experiments were followed by experiments that determined the
alternative presence of specific splicing isoforms, depending on the cell type or the
physiological/pathological condition. However, the specific splicing factors and enhancer
splicing elements or inhibitor splicing elements controlling expression of specific VEGF
isoforms were not investigated at that time except for the anti-angiogenic forms of VEGF (see

below).
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3.3 Relationship between sub-cellular localization and function

3.3.1 VEGTF isoforms tightly associated with the plasma membrane
The logical view of the VEGF activity resides in its capacity to be secreted and to exert its
action through paracrine activation of endothelial cells. However, some VEGF isoforms are
tightly bound to extra-cellular heparin-containing proteoglycans through the presence of an
insertion of a 24-amino acid sequence that is rich in basic residues encoded by exon 6a. They
include VEGF 206, 189, 183, 162 and 145. The bioavailability of these forms depended on
their release by heparinase or heparin, or proteolytic cleavage by plasmin. Cleavage by
plasmin generated a diffusible protein but with a significant loss in bioactivity (30). Hence the
extracellular matrix plays a role in storage of these specific forms that can be progressively

released to exert a less potent effect but during a longer period of time.

3.3.2 Soluble VEGF isoforms
Soluble forms are the main isoforms that induce paracrine activation of proliferation of
endothelial cells through the binding to specific VEGF tyrosine kinase receptors, the
VEGFR1 and VEGFR2. They include VEGF 121 (31) and VEGF 111 (32). Since they do not
contain amino acids encoded by exons 6 and 7 they are freely diffusible and have potent
angiogenic properties. VEGF binding induces dimerization of the receptors, which is
followed by activation of the receptor kinase activity and subsequent phosphorylation of
tyrosine residues within the intracellular domain. This leads to the recruitment of molecules
that contain Src Homology 2 (SH2) or Phosphotyrosine Binding (PTB) domains that are
essential for further activation of intracellular signaling pathways, in particular the
RAS/RAF/MEK/ERK and PI3K/AKT/mTOR pathways. VEGF may also bind to Neuropilin-
1 (NP-1), a cell surface glycoprotein that serves as a co-receptor of VEGF (33). NPs were
originally identified as co-receptors of semaphorins, which are secreted or membrane proteins
responsible for axon guidance during the development of the central nervous system in
vertebrates. NPs have short cytoplasmic domains and generally rely on interaction with other
partners to transduce the signal from the cell surface to the nucleus although it was recently
shown that NP-1 may activate AKT (34). In contrast, a naturally soluble form of NP-1 (sNP-
1) was identified in liver, skin, kidney and liver cells. sNP-1 inhibits VEGF-dependent

activation of VEGFR2 and possesses a potent anti-tumor activity (35).

3.3.3 VEGF isoforms with moderate association with the plasma membrane
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The major representative of this category is VEGF165, one of the first isoforms to be
described and probably the most studied. The heparin-binding domains encoded by exons 6
and 7 modulate cell association and bioavailability. VEGF165 contains part of the
polypeptide encoded by exon 7 and thus at least 50% of this isoform remains cell-associated.
VEGF is indispensable for life since invalidation of one allele of its gene leads to embryonic
lethality (36,37). Moreover specific gene invalidation by homologous recombination of
VEGF 164 in mice (VEGF in humans has one additional amino acid) by deletion of exons 6

and 7 resulted in impaired myocardial angiogenesis and ischemic cardiomyopathy (38).

3.3.4 Intracellular isoforms
Any of the VEGF isoforms cited above can contain an additional 180 amino acids due to
translational initiation at a CUG codon situated in what was supposed to be the 5’
untranslated domain of VEGF mRNA (39-42). Initiation at this CUG codon is due to the
presence of Intra Ribosomal Entry Sites (IRES) sequences, which allow translation even
during stress condition and in particular in hypoxia. These VEGF isoforms, called large
VEGF (L-VEGEF) are present in different mouse tissues. L-VEGEF is subjected to proteolytic
cleavage to generate a 23 kDa NH2-specific fragment and a fragment with an apparent size
similar to that of the classical AUG-initiated form (39). While the C-terminal part of L-VEGF,
such as that of VEGFI165, is secreted, L-VEGF or its N-terminal part resulting from
proteolytic cleavage is an intracellular form. Moreover, the N-terminal part translocates to the
nucleus under hypoxic conditions (42). VEGF189 was also shown to be located in the nucleus

because of the presence of a highly conserved nuclear localization signal (43).

3.4 The function of the different VEGF isoforms

The role of the different isoforms of VEGF was investigated in different physiological and
pathological situations. However, these results should be interpreted with caution since the
presence of specific isoforms was investigated by specific RT-PCR analysis using specific
primers. Therefore, it is not really known whether the presence of specific RNA strictly

correlates with the presence of the corresponding protein.

3.4.1 Physiological properties of the most represented isoforms (VEGF121, 165,
189)
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VEGF121 is abundant in the kidney, lung and the anterior cruciate ligament (44,46). It is a
potent growth factor for vascular endothelial cells. It promotes vascular permeability and
angiogenesis (47). Approximately 50% of mice expressing exclusively the VEGF120 isoform
(equivalent to human VEGF121) die just after birth or after a few days of impaired
myocardial angiogenesis and ischaemic cardiomyopathy (38). VEGF120/120 mice also
exhibit a defect in angiogenesis during embryogenesis (48) and abnormal retinal vascular
outgrowth (49).

VEGF165 induces angiogenesis and vascular permeability in different in vivo models
(matrigel assays, the corneal eye pocket, the chick chorioallantoic membrane). Different
physiological processes also depend on VEGF165 including embryonic implantation (50), the
female reproductive cycle (51,52), wound healing and tissue repair (53,54). Moreover, it plays
an essential role as a growth or survival factor on non endothelial cells, including
lymphocytes and hematopoietic cells (55,56), retinal pigmental cells (57), neurons and
Schwann cells (58), and podocytes (59). Mice expressing only VEGF164 are normal, while
inactivation of this isoform caused embryonic lethality with major defects in vascularization
in many organs (60,61). Clearly, the various VEGF splice isoforms do not demonstrate the
same function.

VEGF189 is also highly expressed in cardiac and vascular tissue, albeit to a lesser degree
than VEGF165 and VEGF121 (62). VEGF189 may play an important role during phases of
lower angiogenic potential. Its effect on endothelial cell proliferation seems to be cell-specific
(63). It supports cell adhesion and survival via alpha(v)beta3 integrin (64). Mice only
expressing VEGF188 display normal venular outgrowth but impaired arterial development in
retinas, dwarfism, disrupted development of growth plates and secondary ossification centers,
and knee joint dysplasia (65). VEGF189 is preferentially expressed under conditions of
increased stretch-induced cell tension, where it is thought to play a role in vascularization

during bone repair (66).

3.4.2 Pathological situations involving the most represented isoforms (VEGF121,
165, 189)
Abnormal angiogenesis is a common feature of psoriasis, rheumatoid arthritis, diabetic
retinopathy, WAMD and cancer. The different VEGF isoforms play a pivotal role in such
pathologies (67).
VEGF121 was shown to be the most tumorigenic isoform in experimental models of breast

cancers (43). Its expression is up-regulated compared to VEGF165 in malignant colon and
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prostate cancers and it correlated with increased angiogenesis (68,69). VEGF121 promoted
lymphangiogenesis in lung cancer patients through the production of VEGF-C (70).
Recombinant VEGF121 or adenoviral delivery of VEGFI121 attenuated hypertension and
improved kidney repair in a rat or mouse model of preeclampsia (71,72). Intra-myocardial
administration of an Adenoviral Vector Expressing (AAV) the VEGF121 cDNA for the
treatment of diffuse coronary artery disease also showed promising results (73,74). VEGF121
protects rats from renal necrosis induced by thrombotic micro-angiopathy (75) and was
predominantly detected in psoriatic scales (76).

VEGF165 mediated neovascularization in diabetic retinopathy, WAMD (77) and in ischemic
retinal disease (78). The clear demonstration of the importance of VEGF165-mediated retinal
neovascularization came from a mouse transgenic model (79). VEGF165 promoted favorable
angiogenic effects but also aberrant vascular structures in normal and ischemic rabbit
hindlimb skeletal muscles after AAV-VEGF-A gene transfer. Importantly, increased amounts
of extracellular matrix with a high number of macrophages and fibrosis in AAV-VEGF A
transduced muscles were observed (80). Electroporation of plasmid DNA encoding VEGF165
was shown to promote wound healing of skin flaps in a rat model of skin reconstructive
surgery (81), sustained VEGF165 release from a sprayed fibrin biomatrix reduced ischemic
flap necrosis (82) and the delivery of AAV-VEGF165 prevented tissue ischemia and
improved flap survival in reconstructive surgery (83). Transfection of VEGF165 increased
angiogenesis with a subsequent improvement in anastomotic healing in a clinically relevant
model of gastrointestinal surgery (84). Liposome-mediated VEGF165 gene transfer may
alleviate acute ischemic limb disease (85) and ultrasonic destruction of plasmid-bearing
microbubbles induced therapeutic arteriogenesis in the setting of severe chronic ischemia (86).
Encapsulated VEGF-secreting cell grafts showed neuroprotective and angiogenic effects on
focal cerebral ischemia in rats (87).

Despite the positive effects of VEGF165 in the different situations described above, no
benefit of VEGF165 was observed in a preclinical model of ischemia/reperfusion (88) or in
patients with severe chronic ischemic heart disease (89).

VEGF165 is also over-expressed in solid and hematological tumors (68,90-98) and correlates
with tumor aggressiveness (99).

The role of VEGF189 was addressed in cancer patients. Tokunaga et al. classified isoform
patterns of VEGF mRNA in human cancers into three groups: type 1, only VEGF-A121; type
2, VEGF-A121+VEGF-A165; and type 3, VEGF-A121+VEGF-A165+VEGF-A189 (100).

The type 3 isoform pattern indicated the worst tumor type because of the presence of liver
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metastases of colon cancers (100), poor prognosis of renal cell carcinoma (101) and
hepatocellular carcinoma (96), and poor prognosis and post-operative relapse of lung cancers
(102,103). VEGF189 was suggested to induce an autocrine proliferation loop on breast and
renal cancer cells via NP-1 (104-105).

The localized role of VEGF189 in the tumor microenvironment appeared to be essential for
the dissemination of the most aggressive tumor cells.

In addition to its essential role in tumor development VEGF189 was recently associated with
choroidal endothelial cell transmigration across the retinal epithelial epithelium suggesting an

essential role in WAMD (106).

3.5 Anti-angiogenesis treatments

In the case of cancer or eye pathologies, notably WAMD, the evident increase of
neovascularization is principally driven by VEGF. The first approved targeted therapy against
VEGF was bevacizumab (BVZ) ‘Avastin’, which was developed by Genentech and
commercialized by Roche (107). Genentech also developed another therapeutic antibody,
Ranibizumab ‘Lucentis’ (RNZ) for the treatment of WAMD (108); RNZ is commercialized
by Novartis in Europe. RNZ is a recombinant humanized monoclonal IgG1 kappa-isotype
antibody fragment (with a molecular weight of about 48 kDa). It is produced in an
Escherichia coli expression system (and thus is not glycosylated) and is designed for
intraocular use. BVZ is a recombinant humanized monoclonal IgGl antibody (with a
molecular weight of about 149 kDa). It was produced in a Chinese-hamster-ovary
mammalian-cell expression system (and thus was glycosylated) and was designed for
intravenous infusion. Both the antibody fragment and the full-length antibody bound to and
inhibited all the biologically active forms of VEGF and were derived from the same mouse
monoclonal antibody. However, RNZ has been genetically engineered through a process of
selective mutation to increase its affinity for binding and for inhibiting the growth factor. The
Fab domain of RNZ differs from the Fab domain of BVZ by six amino acids, five on the
heavy chain (four of which are in the binding site) and one on the light chain (77).
Determination of predictive marker(s) of BVZ or RNZ efficiency is important since it is
expensive (about 1100 euros per injection). For WAMD only half of the treated patients
maintained an optimal response (109). Absence of normalization of the vascular network in

patients under treatment could help the decision to use an alternative therapy (110).
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Tumor neovascularization or angiogenesis and growth factors inducing proliferation of cells
constituting tumor blood vessels are considered as major targets for cancer treatment. The
general aim of these therapeutic approaches is to asphyxiate tumors through oxygen and/or
nutrient deprivation by reducing the blood flow. Inhibitors of these growth factors or of their
receptors named anti-angiogenesis therapies were approved for the treatment of cancers of
the colon, lung, breast, kidney, ovaries, brain, and pancreas (107, 111-116). Another anti-
angiogenesis therapy consists of the ATP mimetic /tyrosine Kinase inhibitor (TKi), which
inhibits the activity of the VEGF receptors 1,2,3, the Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)
receptor, the CSF receptor and c-Kit (117-119). Despite an increase in the time to progression
no convincing effects on overall survival were reported. Although physicians observed a
decrease in tumor size during the first months of treatment, for the large majority of patients
the remaining tumor cells acquired invasive properties and disseminated to distant sites from
the primary tumor, if not removed surgically (120,121), or resulted in metastatic re-growth
despite initial reduction in the size of the tumor or stabilization of the patient during the first

months of treatment.

Hence, in both cases (eye pathologies and cancers), epithelial or tumor cells acquired specific
properties when selection pressure was exerted by therapeutic agents, which promoted
treatment evasion. It is striking to note that these therapeutic agents should only target
endothelial cells. However, upon selection pressure epithelial or tumor cells aberrantly
express the receptors targeted by the drugs, a situation particularly evident in the case of

tumor cells.

4. The anti-angiogenic forms of VEGF

4.1 The discovery and expression in normal physiological conditions
The level of complexity of the VEGF biology was enhanced by the discovery of a new VEGF
variant in which the two sub-exons 8a and 8b were alternatively spliced (8). These new
isoforms were named VEGFxxxb (XXX is the number of amino acids present in the proteins,
as described above, VEGF165 being the most represented). Currently, the VEGF165b form
has been studied, in particular, and its properties investigated. However, in theory all pro-
angiogenic isoforms of VEGF mRNA could have an alternative exon 8b in their 3' end but to
date only VEGF121b, VEGF165b, VEGF145b, and VEGF189b isoforms have been described
as having this addition (122). This splicing event modifies the C-terminal part of the VEGF
protein from CDKPRR (VEGFxxx) to SLTRKD (VEGFxxxb). Cysteine 160 in the C-
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terminal part forms a disulfide bond with cysteine 146 of exon 7. Hence its loss in the
VEGFxxxb isoform modifies the tertiary structure of the protein (123). Modification of the
overall charge (RR positively charged versus KD neutral) and the presence of an arginine
residue instead of a proline participate in the general structure of this C-terminal domain.
When considering the presence of these new VEGF isoforms many publications should be
considered with caution and new studies in humans must address the role of VEGF and
VEGFxxxb in parallel. Specific antibodies directed against these latter isoforms are precious
tools for such studies (124).

In most normal non angiogenic tissues, VEGFxxxb constitutes 50% or more of the total
VEGF expressed whereas in non angiogenic tissues VEGFxxxb represents a small proportion
(125-128). In primary non-cancerous cells, VEGFxxxb isoforms are also significantly
expressed (124,129,130). When considering this striking observation, VEGFxxxb isoforms
were suggested to behave as being anti-angiogenic. A strong argument in favor of this
assumption came from a transgenic mouse model expressing VEGF165b in the mammary
gland. Over-expression of these forms decreased drastically blood vessel development,

impaired alveolar coverage of the fat pad, and significantly reduced milk production (131).

4.2 VEGFxxxb in pathological conditions: down-regulation or over-
expression?

According to Bates and collaborators the VEGFxxxb isoforms were identified through
serendipity from kidney in which they showed down-regulation in the tumor tissue compared
to the normal counterpart (8). Such down-regulation was confirmed in different cancer types
including prostate (132) and colon cancers (124), and melanoma (133).
VEGFxxxb isoforms are also down-regulated in pathologies with exacerbated angiogenesis,
including diabetic retinopathy (125), preeclampsia (134,135) and Denys-Drash syndrome
(136). In the Denys-Drash syndrome reduced VEGF165b is due to a lack of WT1-mediated
transcriptional repression of the splicing-factor kinase SRPK1 (137).
In contrast, VEGFxxxb was up-regulated in conditions of impaired angiogenesis including rat
model of glaucoma (138) and in patients with systemic sclerosis (139). VEGFxxxb expression
was down-regulated after stimulation of primary retinal or kidney epithelial cells with insulin-
like growth factor, PDGF, and tumor necrosis factor-alpha and up-regulated after stimulation

with transforming growth factor-beta. Such regulation is mediated by modulation of the
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activity of the splicing factors ASF/SF2, SRp40 and SRp55 by the kinases SRPK, Clk and
p38 MAP Kinase (130).

4.3 The mechanism of action of VEGFxxxb

VEGF165b can displace '*’I-VEGF165 from binding to HUVECs with the same affinity as
VEGF165 (132). Hence, VEGF165b can be considered as a competitive inhibitor of
VEGF165. VEGF165b binds to VEGFR1 and VEGFR2 but not to the VEGFR2 co-receptor
NP-1 (140). However, VEGF-165b is considerably less efficient than VEGF165 in inducing
phosphorylation of the positive regulatory site Y1052, which is essential for VEGFR2-
dependent angiogenesis (141). The lower ability of VEGF165b to induce VEGFR2
phosphorylation on Y1052 is due to its incapacity to induce optimal rotation of the
intracellular domain of the receptor. Therefore, autophosphorylation of the receptor following
its dimerization upon ligand binding is drastically reduced (142). Reduced Y1052
phosphorylation induces rapid inactivation of the kinase domains of the receptor hence
resulting in weak activation of the RAS/RAF/MEK/ERK and PI3 Kinase/AKT/mTOR
signaling pathways. Despite the role of VEGF165b as an antagonist of VEGF165, it has been
shown that VEGF165b and VEGF121b may stimulate endothelial cell proliferation and
subsequent ERK activation, although it was less potent than that induced by VEGF165.
Hence VEGFxxxb are not anti-angiogenic but weakly angiogenic forms of VEGF (143).

4.4 Therapeutic use of VEGFxxxb and consequences of the presence of VEGFxxxb
on anti-VEGF therapy efficiency

VEGFxxxb by itself or by over-expression in different models of tumors was shown to limit
abnormal angiogenesis and to prevent tumor growth, which suggested that it may be
considered as a potent therapeutic compound in the case of exacerbated angiogenesis
(122,124,126,132,144-147). The use of anti-angiogenesis therapies, especially the first to
have FDA approval BVZ, has shown disappointing effects. Varey and colleagues have
recently shown that BVZ recognized VEGF and VEGFxxxb with the same affinity since the
domain targeted by the antibody that allowed VEGF receptor binding was conserved in both
isoforms (124). These results may give a partial answer to the disappointing clinical results of
BVZ (148). Hence, VEGFxxxb may be considered as a predictive marker of BVZ efficiency
since its presence did not prolong overall survival of patients with colon carcinoma whereas

in its absence, BVZ significantly prolonged survival (149).
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4.5 The controversy on the existence of VEGFxxxb isoforms
Recently, a paper by Harris and co-workers questioned the real existence of the VEGFxxxb
isoforms (150). This was very provocative and globally argued that VEGFxxxb isoforms were
an artifact of PCR reactions. Harris et al. clearly showed that in a classical PCR reaction they
failed to amplify VEGFxxxb isoforms from human and mouse tissues as well as from mouse
cells. However, depending on the PCR primers they amplified a cDNA corresponding to a
VEGF164/120 heteroduplex but also to VEGF164b from mouse cells. As suggested by Qui et
al. VEGFxxx isoforms may amplify preferentially in PCR reactions, because of the presence
of secondary structure present in the 3’UTR of the VEGF mRNA (122). One important
difference in the experiments described by Bates and co-workers and Harris and co-workers is
the use of different reverse transcriptases for cDNA synthesis. The group of Bates used
MMLV reverse transcriptase, RNase H Minus, Point mutant (Promega) and oligo dT
(Promega) as a primer while Harris et al. used MMLV-RT (100 units/uL). MMLV-RT,
RNase H Minus can function at a higher temperature and this may be determinant in
amplifying specific VEGFxxxb isoforms. Nevertheless, different groups including ours
encountered difficulties in amplying VEGFxxxb isoforms, whatever the reverse transcriptase,
oligo dT or random primers used for cDNA synthesis and the oligonucleotides used in the
PCR reaction. As everybody knows, PCR may give rise to specific as well as non-specific
amplification. However, numerous experiments described in the literature used the only
commercialized anti-VEGFxxxb antibodies (anti-human VEGF165b). This antibody was
extensively used not only to detect human forms (124) but also mouse (151) and rat forms
(138). Although the detection and quantification of VEGFxxxb isoforms by immuno-
histochemistry or ELISA, respectively in human samples are convincing the immunoblot
experiments were more questionable, especially for mouse and rat samples. The VEGFxxxb
antibodies were raised against the SLTRKD peptide, which is specific for the human forms
(the mouse and rat counterparts are slightly different (PLTGKTD). Hence, it is very
surprising that the antibody directed against the human forms recognized the mouse and rat
form. Moreover, we generated HEK293 cells over-expressing VEGF165b by stable
transfection of the VEGF165b cDNA in parallel with HEK293 cell transfected with the empty
vector. Whereas ELISA detected high levels of intracellular and secreted VEGF165b in
VEGF165b cells and very low amounts in control cells (almost a 10-fold increase) no
differences were observed if the same extracts were tested by immunoblotting (for ELISA and

immunoblotting we used the antibodies MAB 3045 commercialized by R&D systems which
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is specific for VEGF165b). Hence, we believe that new tools must be developed to optimally

detect the VEGFxxxb isoforms and finally prove their existence.

5. Conclusion

VEGEF is a paradigm of gene regulation. The diversity of its isoforms demonstrates that
splicing mechanisms are at the origin of a variety of functions depending on the cell type,
tissues, organs and physiological and pathological conditions. The existence of VEGFxxxb is
still controversial because of the difficulties in detecting them reproducibly with the available
tools. Substantial effort is required to deepen the insight into all the subtleties of VEGF
biology. The importance of VEGF as a therapeutic target will require a redoubling of effort to
understand the subtleties of its different types of regulation. The proteins important for the
generation of specific spliced isoforms may constitute new relevant therapeutic targets.
Moreover, if VEGFxxxb isoforms definitely exist - we believe- that the development of
specific antibodies directed only against the pro-angiogenic (the more angiogenic if
VEGFxxxb is considered as less angiogenic) would be particularly pertinent in pathological

situations in which VEGF and VEGFxxxb are concomitantly expressed.
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Figures

Figure 1: The consensus sequences for splicing

The different important zones for splicing are indicated (splice Donor and splice Acceptor and

the Branch site). Pyr = Pyrimidine (C or T); nt = nucleotide.

Donor Branch site < 20-50nt > Acceptor
(AC)AG| GU(AIG)AGU === C U (A/G)A (C/U) e Pyr rich N A G -I G
Exon Intron Exon

Figure 1: Guyot, M and Pages, G

Figure 2: The different forms of VEGF

Sequence alignment of the different identified forms of VEGEF is presented. These forms only
concern spliced exons including exon 4, 5, 6a, 6b, 7a, 7b, 8a and 8b. The VEGF isoforms that
are associated with the plasma membrane appear on a grey background. The VEGFxxxb

isoforms that have already been described are presented (VEGFxxx/VEGFxxxb).

Exon 4 Exon 5 Exon 6a Exonéb Exon7a Exon7b ExonBa Exon8b

VEGF206 SFLQHNKCECRPKKDRARQEXKSVRCHE RYKSWSVYVGARCCLMPWSLE
VEGF189/1895 SFLQHNKCECRPKKDRARQEXK S ; S5 Ymmmmmmm
VEGF183/183b SFLQHNKCECRPKKDRARQEXKSVRCE DHRKRKKSR=mmmmmmmmmmm =
VEGF165/165b SFLQHNKCECRPKKDRARQE-—--————========—=————————————
VEGF162 SFLQHNKCECRPKKDRARQE < 3" : Y VYVGARCCLMPWSLPGE
VEGF148 SFLQHNKCECRPK e

VEGF145/145b SFLQHNKCECRPK RQEXKSVRGK 5 Vmmm e

VEGF121/121b SFLOHNKCECRPKKDRARQE — === = = === = = = = = o o e e ¥
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Figure 2: Guyot, M and Pagés, G|
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