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Le cancer correspond a la multiplication anarchique de certaines cellules de
Porganisme. Ces cellules échappent aux mécanismes normaux de différenciation et de
régulation de leur multiplication. La carcinogenése est un processus multi-étapes : lors de la
phase initiale, dite phase dormante, il existe un équilibre entre les phénoménes de
prolifération et ceux d apoptose ; la tumeur est avasculaire, et sa taille reste inférieure a 2 mm.
Le processus tumoral ne dépassera pas cette phase initiale dans la plupart des cas, et seule une
faible proportion de tumeurs dormantes entrera en phase de croissance.

Ainsi, pour croitre et subvenir a ses besoins nutritifs, la tumeur aura besoin de
développer sa propre vascularisation. Le mécanisme prépondérant auquel elle aura recours est
I’angiogenése, qui consiste en la formation de nouveaux vaisseaux a partir d’autres,
préexistants.

Priver la croissance tumorale des ressources qui lui sont nécessaires en bloquant la
formation des néovaisseaux est un concept trés prometteur qui a déja commencé a faire ses

preuves, et dont nous allons envisager les différents aspects.

Dans une premiere partie, nous envisagerons la physiopathologie de 1’angiogenése,
ainsi que I’intérét grandissant de cette derniere dans le traitement du cancer.

Dans une deuxiéme partie, nous étudierons les clés de I’angiogenése tumorale, avec
successivement son déroulement, ses différents acteurs et leur régulation, puis les différentes
voies de signalisation intracellulaires qui entrent en jeu.

Pour finir, nous verrons différentes stratégies anti-angiogéniques, avec des molécules

en cours d’essais thérapeutiques, ou déja commercialisées.



Définitions : vasculogenése, angiogenese, artériogeneése

La création de néovaisseaux sanguins a pour but d’apporter aux tissus et aux cellules
I’oxygene et les nutriments nécessaires a leur fonctionnement. Plusieurs mécanismes peuvent
concourir a la formation de ces nouveaux vaisseaux : la vasculogenese, 1’angiogencse, ainsi
que I’artériogenese (Carmeliet, 2005).

Au cours de ’embryogenese, de nouveaux vaisseaux prennent naissance initialement
comme de simples tubes de cellules endothéliales. Certains deviennent ensuite des capillaires
apres différenciation et apposition de péricytes ; d’autres se transforment en vaisseaux de plus
gros calibre (artéres, veines), apres la mise en place d’une paroi constituée de plusieurs
couches de cellules musculaires lisses disposées de maniere concentrique ou longitudinale. La
formation du systéme vasculaire débute par la vasculogenese, processus qui donne naissance a
un réseau primitif de structures vasculaires, par différenciation de cellules endothéliales in
situ, a partir de précurseurs mésenchymateux, les angioblastes (Pepper, 2000). La
vascularisation de certains organes, comme les poumons, est également effectuée par
vasculogeneése, tandis que d’autres, comme le systéme nerveux central, sont vascularisés par
un processus d’angiogenése, c’est-a-dire, la formation de nouveaux vaisseaux, par
bourgeonnement a partir d’autres, préexistants. Le processus de néovascularisation dépend
ainsi de Dorigine de 1’organe. La vasculogenése est un mécanisme prépondérant dans les
ébauches d’organes constitu¢s de mésoderme et d’endoderme (poumon, pancréas, rate). En
revanche, dans les organes composés de mésoderme et d’ectoderme (cerveau, rein), elle
s’effectue par angiogenése (Ortega et al., 1997).

Au cours de la vie adulte, la néovascularisation est principalement effectuée par
angiogenése. Cependant plusieurs preuves tendent & montrer un réle de la vasculogenése chez
I’adulte. En effet, les précurseurs endothéliaux n’existent pas uniquement au cours de la vie
embryonnaire : ils ont été identifiés dans le sang périphérique et dans la moélle osseuse

(Ferrara & Kerbel, 2005).



Trois mécanismes fondamentaux de I’angiogenése ont été identifiés (figure 1) : le
« sprouting », I’intussusception, et la septation (Carmeliet, 2000) :

e Au cours du « sprouting », des cellules endothéliales sont activées, ce qui conduit a la
dégradation de la membrane basale et de la matrice extra-cellulaire (MEC)
environnante. La migration orientée des cellules endothéliales est suivie d’une phase
de prolifération, puis d’une différenciation en structure capillaire.

C’est le mécanisme le plus étudié de I’angiogenése.

e [’angiogenése intussusceptive est caractérisée par un élargissement et une séparation
de vaisseaux déja formés.

e Au cours de la septation, les cellules endothéliales poussent a ’intérieur des vaisseaux,

pour créer des canaux vasculaires séparés.
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Figure 1 : Vasculogenése et angiogenése
Dans I’embryon, les cellules précurseurs endothéliales (angioblastes) s’assemblent en un réseau primitif
(vasculogeneése), qui se développe et se remodele (angiogenése). Les cellules musculaires lisses (SMC) couvrent
les cellules endothéliales pendant la myogenése vasculaire et stabilisent les vaisseaux durant I’artériogenése.
CL, collagéne ; EL, élastine ; Fib, fibrilline.

(D’apres Carmeliet, 2000)

Pour finir, on peut également citer I’artériogenése comme mécanisme de formation de
nouveaux vaisseaux : c’est un processus de remodelage des petites artérioles préexistantes,
conduisant a la formation d’un nouveau conduit artériel de plus grand diamétre. Ce

phénomeéne est stimulé, en condition normoxique, par le stress de cisaillement relatif a



I’augmentation du flux sanguin (Schaper & Scholz, 2003). Ainsi, aprés 1’occlusion d’une
artére principale, I’artériogenese peut conduire a I’élargissement de plus de 20 fois d’une
artériole préexistante : ¢’est un mécanisme compensatoire efficace. Du point de vue du
mécanisme : en réponse a I’augmentation du flux sanguin dans les artéres collatérales, les
cellules endothéliales vont exprimer des chimiokines ainsi que des molécules d’adhésion
monocytaire, favorisant 1’infiltration de monocytes, qui vont alors détruire la média de
I’artériole (production de protéases et libération de facteurs proapoptotiques). Les cellules
endothéliales activées se multiplient et recrutent de nouvelles cellules musculaires lisses pour

stabiliser le nouveau vaisseau. (Arras et al., 1998)

1.1) Physiopathologie de I’angiogeneése

1.1.1) Angiogenése physiologique

Chez un adulte, les vaisseaux sanguins sont formés par 1 a 6.10" cellules
endothéliales, ce qui représente environ 1 kg, et couvre une surface d’environ 1000 m?. La
plupart de ces cellules sont quiescentes. On estime chez ’adulte a 0,01%, la proportion de
cellules endothéliales en activité de prolifération.

Les cellules endothéliales comptent parmi les plus stables de I'organisme, en effet,
leur temps de renouvellement se porte a environ 1000 jours. Cependant, ce temps peut étre
ramené a 5 jours seulement, au cours de P’angiogénése. (Folkman & Sching, 1992)

Ce n’est qu’au cours de processus physiologiques bien particuliers que I’angiogenése
est réactivée. Ainsi :

e lors du remodelage tissulaire cyclique dans le systeéme génital féminin (dans
I’ovaire : avant ’ovulation et pendant la formation du corps jaune ; dans le placenta et
la glande mammaire : pendant la gestation)

e lors des phénomenes de réparation tissulaire. La fin du processus de cicatrisation
s’accompagne de la régression de la majorité de ces néovaisseaux.

e Au cours de ’'inflammation (aigu€ et chronique). (Pepper et al., 2000)

Dans les situations physiologiques, [’angiogenése représente un phénoméne

transitoire, parfaitement régulé a I’aide de facteurs pro et anti-angiogéniques.



[’activation inappropriée de I’angiogenése, par perte de ce processus de régulation,

peut participer au développement de plusieurs pathologies.

1.1.2) Angiogenése pathologique

1.1.2.1) Cancer

L’angiogenése constitue une des six propriétés caractéristiques des cellules

cancéreuses (figure 2).

1) Indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération
provenant de I’environnement.

2) Insensibilité aux signaux anti-prolifératifs.

3) Résistance a I’apoptose.

4) Prolifération illimitée (perte de la sénescence).

5) Capacité a induire I’angiogenése.

6) Capacité d’invasion tissulaire et dissémination

métastatique.

(D’apres Hanahan & Weinberg, 2000)

En 1971, Judah Folkman, qui a consacré toute sa carriére aux recherches sur
I'angiogenése, émet une hypothése: sur la base d'un raisonnement simple - un tissu
cancéreux est un tissu comme un autre qui a besoin de nutriments et d’oxygéne véhiculés par
les vaisseaux sanguins - il affirme que la croissance tumorale et le développement des
métastases sont dépendants de I’angiogenése. Les cellules cancéreuses ont en effet besoin de
nutriments (O, glucose...) et de pouvoir éliminer leurs déchets (acidose, CO;...). Tant que
I’épaisseur de la tumeur est inférieure a quelques millimeétres, la simple diffusion suffit
généralement pour permettre ces échanges. Pour croitre au-dela, les cellules du foyer tumoral
vont envoyer des signaux de stimulation aux cellules endothéliales, normalement quiescentes.

Ces cellules endothéliales vont alors acquérir un phénotype angiogénique. (Folkman, 1971)



L’importance de l’angiogenése dans le cancer est notamment illustrée par les
expériences de transplantations tumorales dans des organes avasculaires, comme par exemple
la cornée du lapin, ou le vitré. (Gimbrone et al., 1974).

L'oeil, grace a son accessibilité, et aussi parce qu'il contient des tissus non vascularisés, a été
depuis toujours un des modeles de prédilection pour analyser les mécanismes de l'angiogénése

et rechercher les moyens de s'y opposer.

En effet, lorsque les cellules tumorales sont inoculées dans un endroit avasculaire, elles
proliférent jusqu’a une taille d’environ 1 mm’ puis stagnent et deviennent «dormantes».
Lorsqu’on les inocule a nouveau dans des organes vasculaires, comme a proximité des
vaisseaux de I’iris, elles proliferent donnant naissance a une tumeur massive et a des
métastases. Ce «sommeil» tumoral correspond au stade ou la tumeur n’est pas vascularisée.
En I’absence d’angiogenése, alors que le taux de prolifération des cellules tumorales reste
élevé, il est contrebalancé par une activation de 1’apoptose, dans une proportion équivalente.

(Folkman, 1991)

Il ne faut cependant pas généraliser le caractére obligatoire de I’angiogenése dans la
progression du cancer : certaines tumeurs, comme les gliomatoses méningées, ou certaines

leucémies, évoluent pratiquement sans angiogenese.

Une cellule tumorale, pour migrer a distance de son origine, a travers les vaisseaux,
doit pouvoir les pénétrer. Dans les tumeurs expérimentales, on ne voit pas survenir de
métastases avant la néo-vascularisation. On établit une corrélation entre le pouvoir
métastatique des cellules tumorales et I'importance de la vascularisation de la tumeur
primitive. Les cellules tumorales pénétrent a travers les capillaires de la néo-vascularisation
qui seraient moins €étanches que les capillaires normaux, elles peuvent donc les traverser
facilement. (Weidner et al., 1991)

Au niveau de la croissance capillaire, existent toutes les enzymes nécessaires a la
migration des cellules endothéliales, et notamment ceux nécessaires a la dissolution de la
membrane basale des vaisseaux, comme les collagénases de type IV ou V ou encore
’activateur du plasminogéne. Mises a profit par les cellules tumorales, elles permettent a

celles-ci de migrer.



Les clones métastatiques migrent a partir de la tumeur initiale. Au niveau du site
métastatique, certaines sont capables de stimuler les cellules endothéliales de ’héte, et ainsi
de se développer. L’administration expérimentale a 1’animal de substances inhibant cette
angiogenése va empécher 1’éclosion de métastases macroscopiquement visibles. Cependant,
les cellules métastatiques sont présentes, mais « dormantes ». Elles ne s’exprimeront que
lorsque le traitement a visée anti-angiogénique aura €té arrété. In vivo, chez I’homme, certains
clones métastatiques ne poss¢dent probablement pas de pouvoir angiogénique et restent
dormants pendant de nombreuses années (expliquant ainsi les métastases de survenue trés

tardives). (http://1)

1.1.2.2) Autres pathologies

L’hyperglycémie chronique est a I’origine d’altérations dans la structure et la fonction des
microvaisseaux et des macrovaisseaux. Les altérations de ces microvaisseaux sont en cause
dans la rétinopathie diabétique, premiere cause de cécité chez I’adulte jeune en Occident.

Ces altérations vasculaires entrainent une ischémie tissulaire, qui va déclencher une série de
processus visant a augmenter le flux sanguin dans le territoire 1ésé. Ces derniers permettent
par 'ouverture de réseaux collatéraux de suppléance, et par le développement de nouveaux
vaisseaux, de prévenir la mort tissulaire.

Ces mécanismes sont excessifs au niveau de la rétine, et sont ainsi responsables de la forme la

plus sévére de rétinopathie. (Larger, 2003)

La DMLA est une cause majeure de la perte indolore de la vision centrale, et la cause
principale de cécité chez les personnes de plus de 50 ans. La DMLA apparait sous deux
formes : exsudative ou atrophique.

La forme exsudative est provoquée par la croissance anormale de vaisseaux sanguins ; elle est
également connue sous le nom de néovascularisation choroidienne, ou angiogenése oculaire
sous la macula. De ces vaisseaux s'échappent des fluides et du sang qui générent des tissus
cicatriciels détruisant la macula. Ceci se traduit par une détérioration de la vue allant de

quelques mois a plusieurs années. (http://2)



Dans la polyarthrite thumatoide, il y a prolifération vasculaire au sein du pannus, ce qui
permet son développement et sa croissance, favorisant secondairement la destruction
cartilagineuse et osseuse, ainsi que le remodelage articulaire.

L'angiogenese est ainsi un processus clé dans la maladie, faisant intervenir différents agents,
tels que le vascular endothelial growth factor (VEGF), principal médiateur pro-angiogénique
présent dans le liquide synovial et dans le sérum de patients atteints de polyarthrite
rhumatoide, et dont ’expression est corrélée a la sévérité de la maladie. De méme,
I’angiopoiétine 1 (Angl) est détectable au sein du tissu synovial. Les intégrines, le fibroblast
growth factor (FGF) participent également a [l'angiogenése articulaire et donc au

développement de la synovite rhumatoide. (Clavel et al., 2003)

Au niveau du développement d’une plaque d’athérome, 1’événement initiateur est la
pénétration de low density lipoprotein (LDL) oxydés dans I'intima de la paroi vasculaire, qui
sont reconnus par les récepteurs «€boueurs» («scavenger receptorsy») des macrophages. Il y
alors formation de cellules spumeuses. (Vainio & Ikonen, 2003)

L’expansion et la fragilisation de la plaque sont attribuées a un remodelage de la MEC par
protéolyse, accompagnée d’une néovascularisation sur les sites d’inflammation. De plus, le
recrutement et le transport d’un infiltrat riche en macrophages a l’intérieur de la paroi
vasculaire entretiennent d’une part le développement de la plaque d’athérome par
accumulation des macrophages, et d’autre part, le processus angiogénique car les
macrophages stimulés par les LDL oxydés produisent du VEGF en grande quantité. (Ramos
etal., 1998)

En pathologie vasculaire, le r6le de ’angiogenése dans la fragilisation des plaques d’athérome
semble étre un des mécanismes majeurs préliminaire a la rupture de la plaque qui conduit a la

thrombose et a la survenue de 1’accident vasculaire ischémique aigi.



1.2) L’angiogenese tumorale : un enjeu thérapeutique dans le traitement du
cancer

1.2.1) Structure des vaisseaux issus de [’angiogenése tumorale vs vaisseaux
normaux

Comme le montre le tableau 1, les néovaisseaux issus de 1’angiogenése tumorale sont trés

différents des vaisseaux sanguins normaux :

Tableau 1: Différences fondamentales entre les vascularisations normales et tumorales

Vascularisation normale Vascularisation tumorale
Organisation générale Hiérarchisée Anormale, chaotique
Péricytes Présents Absents ou détachés
Membrane basale Présente et continue Absente ou trop épaisse,
discontinue
Diametre des vaisseaux Régulier Irrégulier, vaisseaux
dilatés
Densité des vaisseaux Répartition homogene Répartition hétérogene
Perméabilité aux molécules de | Faible Importante
poids moléculaire important
Statut par rapport a 1’02 Normoxique Hypoxique
Perméabilité aux médicaments | Homogéne Hétérogene

(D’apres Jain, 2005)

1.2.1.1) Sur le plan structurel

Ils forment un réseau anarchique, désorganis¢, composé de vaisseaux immatures (figures 3 et
4). Ces vaisseaux sont dilatés, et présentent un diamétre irrégulier avec de nombreux
embranchements, d’ou un flux sanguin inadapt¢, et conduisant a des régions hypoxiques. Il
n’y a pas de sphincter pré-capillaire. Ces vaisseaux sont fragiles : les cellules endothéliales
forment des jonctions de type fenestrées, avec de larges espaces intercellulaires, une lame
basale discontinue ou absente, et peu de péricytes (ces derniers jouent un role important dans
les flux circulatoires). De plus, certaines cellules endothéliales anormales se chevauchent les

unes les autres, et occupent une partie du lumen. (Dvorak, 2002)



Par conséquent, les débits en jeu sont trés irréguliers, et la perméabilité considérablement
augmentée. Ce type de vascularisation trés perméable favorise le phénomeéne d’extravasation
plasmatique. (Dvorak ef al., 1988)

Les dépdts de fibrine et fibronectine dans le stroma tumoral ainsi que ’apport de facteurs de
croissance qui en résultent servent alors de matrice a la prolifération cellulaire.
L’hyperpression régnant dans le milieu intersticiel bloque la diffusion vers la tumeur des
défenses naturelles de I’organisme, et des traitements. La perméabilité vasculaire favorise
également le passage de cellules tumorales dans le flux sanguin, et donc ’apparition de foyers

métastatiques secondaires (Folkman, 1975).

Figure 3 : Analyse microscopique des différences structurelles entre vaisseaux sanguins normaux et
angiogéniques
a: Microscopie a balayage : vascularisation normale, avec un arrangement simple et organisé d’artérioles,
capillaires et veinules.
b : Microscopie a4 balayage : néovascularisation tumorale, avec une désorganisation des vaisseaux sanguins et
une perte de la hiérarchisation de ces vaisseaux. Les artérioles, capillaires et veinules ne sont plus
différenciables.

(D’apres Mac Donald & Choyke, 2002)

Figure 4 : Représentation schématique de l'architecture du réseau vasculaire normal, bien organisé ; et du
réseau vasculaire tumoral, anormal et chaotique

(D’apres Jain, 2002)
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1.2.1.2) Sur le plan physiologique

Le stroma vasculaire des cancers n’est pas homogene. Il est commode de distinguer, au sein
des cancers, la vascularisation :

* De la zone périphérique d’invasion tumorale,

* Du centre de la tumeur,

* De ses métastases.

Dans la zone périphérique d’invasion tumorale, la prolifération des cellules endothéliales est
active et elle produit de nouveaux vaisseaux.

- La prolifération vasculaire est particuliérement vigoureuse et I’'index de prolifération des
cellules endothéliales est 50 a 200 fois plus €élevé que pour les mémes cellules des tissus
normaux.

- Les vaisseaux créés au sein de la tumeur sont anormaux.

- Ces vaisseaux défectueux ne sont pas controlables par les mécanismes locaux habituels
- L’efficacité de perfusion est médiocre. Les courts-circuits artério-veineux s’opposent a
une perfusion capillaire efficace. Le régime liquidien est chaotique avec des inversions de
flux et une stase selon une période de 2 a 3 minutes.

- Le drainage des fluides interstitiels est déficient, en liaison avec I’exces de perméabilité et
I’absence de drainage lymphatique fonctionnel.

- Enfin, cette vascularisation est trés inégalement répartie en densité d’un point a un autre
de la tumeur. |

Dans cette région de la tumeur on retrouve des taux élevés de VEGF, de FGF, de thymidine
phosphorylase (TP) ; tous ces facteurs sont induits par I’hypoxie.

(http://3)

Au centre de la tumeur se mélent néovascularisation et vascularisation d’origine de I’héte. La
densité de microcirculation devient 4 a 10 fois plus faible que dans les berges. Les cellules
tumorales s’adaptent a I’hypoxie en activant la glycolyse anaérobie. Les cellules endothéliales
activent la fabrication des molécules du stress hypoxique (VEGF, TP, complexe

VEGF/récepteur du VEGF) et les inhibiteurs de I’apoptose (bcl-2: B-cell
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leukemia/lymphoma 2). Cette stimulation augmente la fuite des cellules tumorales vers le
systéme lymphatique (hyperpression), mais également vers la circulation sanguine.

(http://3)

Les cellules malignes qui migrent a distance de la tumeur principale sont capables de
s’implanter dans le nouveau site tissulaire et de croitre localement sans 1’aide d’une
angiogenese.

Expérimentalement des métastases peuvent s’implanter dans la substance cérébrale sans
angiogenése. Néanmoins, sans angiogencse, les nodules métastatiques restent sensibles a
I’apoptose. Le développement local d’une angiogenese protége les cellules tumorales de
I’apoptose. C’est un des mécanismes invoqués pour expliquer ’efficacité expérimentale des
agents anti-angiogéniques sur la croissance des nodules métastatiques.

(http://3)

Au total on retiendra que la néovascularisation issue de I’angiogenése tumorale
présente un état d’activation cellulaire maximum pour une efficacité de perfusion médiocre,
qu’elle est trées hétérogeéne en terme de densité, de maturation phénotypique d’une zone
tumorale a ’autre, d’une tumeur a [’autre au sein du méme type. On notera que ’activation
cellulaire endothéliale peut protéger indirectemeént les cellules tumorales en inhibant

I’apoptose.

1.2.2) Avantages des cellules endothéliales comme cibles anti-cancéreuse

Concentrer le traitement sur la cellule endothéliale et ses facteurs de croissance posséde de

nombreux avantages par rapport a un traitement dirigé contre la cellule tumorale.

1.2.2.1) Accessibilité

Un agent toxique pour les cellules endothéliales arrive facilement a sa cible, par
administration systémique. En revanche, un agent dirigé contre une tumeur doit d’abord
diffuser de longues distances et vaincre la pression interstitielle élevée typique des tumeurs
solides. (Ferrara & Alitalo, 1999)

De plus, comme vu précédemment, la perfusion au centre de la tumeur est assez précaire.

12



1.2.2.2) Stabilité génétique

L’un des principaux facteurs d’échec des thérapies anti-cancéreuses classiques, est
I’acquisition de résistances au traitement par les cellules tumorales. Dans les cellules
tumorales, les mutations sont nombreuses et leur réplication est intense. La pression de
sélection induite par les traitements cytotoxiques finit par sélectionner des cellules tumorales
résistantes au traitement et trés agressives. La thérapie anti-angiogénique cible les cellules
endothéliales. A la différence des cellules tumorales, les cellules endothéliales sont stables
génétiquement, les mutations spontanées sont rares. Il se développe donc moins souvent de
résistances qu’avec les drogues ciblant directement les cellules tumorales. Des traitements

prolongés peuvent ainsi étre envisageables. (Boehm et al., 1997)

L’acquisition de résistances pour les cellules endothéliales est un événement de faible
fréquence, mais existant. Des travaux précliniques, et certaines données cliniques, suggérent
la possibilité d’émergence de résistances aux anti-angiogéniques, selon trois mécanismes
principaux :
1) la sélection de mutants cellulaires tumoraux résistant a I’hypoxie, moins dépendants
de I’angiogenése tumorale ;
2) Penrichissement tumoral progressif, a mesure que les néovaisseaux immatures
dépérissent sous I’effet du traitement, en vaisseaux matures couverts de péricytes, moins
sensibles aux anti-angiogéniques ;
3) la redondance, notamment aux stades avancés des cancers, des facteurs de croissance

pro-angiogéniques.

Breast cancer Progression

VEGF VEGF VEGF VEGF
FGF-2 FGF-2 FGF-2
TGF-B TGF-B

PD-ECGF

Figure 5 : Evolution de l'expression des facteurs angiogéniques au cours de la progression du cancer du sein
Une tumeur récente du sein exprimera uniquement VEGF comme stimulus angiogénique. Au fur et 4 mesure de
la progression tumorale, d’autres facteurs tels que FGF-2, TGFp (transforming growth factor f) ou PD-ECGF
(platelet-derived endothelial cell growth factor), seront également exprimés.

@) Tissu tumoral @) Centre nécrotique
(D’apres Cao, 2004)
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En effet, outre le VEGF, médiateur-clé de I’angiogenese tumorale, on peut trouver, au sein
des compartiments cellulaires tumoraux et/ou endothéliaux, divers autres facteurs pro-
angiogéniques : FGF, angiopoiétine 1 et 2, IL-6 (interleukine 6), IL-8, placenta growth
factor (PLGF), platelet-derived growth factor (PDGF), etc...(figure 5)

Hanahan (2005) et son équipe ont utilisé des souris RIP-Tag2, qui développent spontanément
des tumeurs des ilots pancréatiques, croisées avec des souris génétiquement déficientes pour
le géne Ragl, incapables de toute réponse immunitaire.

IIs ont pu ainsi étudier, dans ce modéle RIP-Tag? Ragl -/-, effet d’anticorps
antiangiogéniques, sans «bruit de fond» dG a une réponse immunitaire murine.
L’administration intrapéritonéale d’anticorps anti-VEGFR-2 (anti-vascular endothelial
growth factor receptor 2), qui est un récepteur clé de ’angiogenese, au stade précoce de la
carcinogenese (avant la cinquieéme semaine) a totalement prévenu le développement de
lésions  précancéreuses, dites «ilots rouges», parce qu hypervasculaires et
microhémorragiques. En revanche, les anticorps anti VEGFR-1 étaient inefficaces.

A un stade plus tardif (10-13 semaines), ou les tumeurs sont constituées, I’anti-VEGFR-2
(mais non l’anti-VEGFR-1) diminuait le volume tumoral, la densité¢ et la perméabilité
vasculaire tumorale. Les tumeurs des animaux traités étaient moins bien encapsulées, et
d’aspect histologique plus «agressif». Le traitement pendant 10 jours de ces tumeurs établies
montrait un effet cytostatique tumoral de ’anti-VEGFR-2 ; cependant, la prolongation du
traitement pendant 4 semaines (impossible chez les souris témoins, qui mouraient plus tét de
leur progression tumorale) ¢€tait associée a un ¢chappement tumoral : augmentation de la
masse tumorale a un niveau supérieur au niveau initial, réapparition de néovaisseaux, etc...
Cet échappement n’était pas di a une faillite du blocage VEGFR-2 : le récepteur restait
indétectable. En fait I’hypoxie tumorale induite par I’anti-VEGFR-2 est associée a une
production accrue d’autres facteurs de croissance pro-angiogéniques qui viennent relayer le
VEGF : FGF-1, FGF-2, FGF-7, éphrines Al et A2, Angl et 2.

L’ajout d’un anti-FGF a I’anti-VEGFR-2 permet de contrer I’échappement tumoral, et
d’obtenir & nouveau une régression tumorale et une diminution de la densité vasculaire
tumorale.

Si ces résultats ne sont pas encore reproduits chez I’homme, et si leur portée est amoindrie par
le fait que les anti-angiogéniques sont actuellement généralement associés a une
chimiothérapie, ils militent tout de méme en faveur d’un traitement anti-angiogénique

personnalis€é en fonction des facteurs pro-angiogéniques & I’ccuvre a chacun des stades

14



tumoraux, voire en un traitement anti-angiogénique multicibles systématique, en cas de

progression tumorale, ou méme avant cette dernic¢re. (Casanovas et al., 2003)

1.2.2.3) Large panel de cancers concernés

Le principal avantage de la thérapie anti-angiogénique est qu’elle est applicable a une trés

grande diversité des génotypes et phénotypes tumoraux.

1.2.2.4) Marqueurs spécifiques

Les cellules endothéliales des tumeurs se divisent 50 a 100 fois plus rapidement que les
cellules endothéliales normales, et ces cellules activées expriment des marqueurs qui ne sont

pas présents ou moins nombreux, sur les cellules endothéliales quiescentes.

1.2.2.5) Moins d’effets secondaires

Comme vu précédemment, I’angiogénese chez ’adulte est assez limitée, d’ou peu d’effets
secondaires sur 1’angiogénése physiologique, a la différence de ceux observés avec les
chimiothérapies anticancéreuses, ce qui en limite ainsi les doses administrables. (Manley

etal.,2004)

1.2.2.6) Possibilité d’associations avec des thérapeutiques existantes

De nombreuses associations peuvent étre envisagées : plusieurs anti-angiogéniques entre eux,
des anti-angiogéniques accompagnés de chimiothérapie, des anti-angiogéniques et de la

radiothérapie. ..
1.2.2.7) Autres

De nombreuses cellules tumorales ne sont dépendantes que d’un seul micro-vaisseau, ainsi, la
destruction d’un petit nombre de ces micro-vaisseaux peut avoir un effet anti-tumoral
conséquent. De plus I’inhibition de ’angiogenese ne demande pas une destruction totale des
vaisseaux. En effet, la discontinuité de 1’endothélium provoque la formation d’un thrombus

occlusif, bloquant I’afflux de sang vers la tumeur. (Ferrara & Alitalo, 1999)
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Tous ces avantages illustrent ainsi 1’intérét grandissant du ciblage de 1’angiogencse en

éme

cancérologie, ciblage que nous allons mieux comprendre a travers la 2™ partie, dans laquelle

nous tenterons d’expliquer les mécanismes de I’angiogenése.
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2'™ partie : Mécanismes régissant ’angiogenése

Les molécules et mécanismes mis en jeu au cours de I’angiogenese tumorale sont trés
similaires a4 ceux impliqués dans I’angiogenése embryonnaire. Néanmoins, comme nous
’avons vu au chapitre précédent, la nature des vaisseaux formés est distincte : le réseau
vasculaire formé au cours de I’angiogenése physiologique est organisé, composé de vaisseaux
matures ; alors que le réseau tumoral est chaotique, hétérogéne et désorganisé, constitué de

vaisseaux immatures.

2.1) Déroulement de ’angiogenése

Pericytes
detach,

blood vessel /) ||
swells a Ih‘lloC_ i
IR

1
1. B

Figure 6 : Angiogenése bourgeonnante : schéma simplifié de son déroulement

a) Vaisseau sanguin normal.

b) Des péricytes se détachent du vaisseau sanguin, aux endroits oil la balance locale entre facteurs pro-
angiogéniques et anti-angiogéniques est en faveur de I’angiogenése. La membrane basale, ainsi que la
MEC sont dégradées.

¢) Les cellules stromales synthétisent une nouvelle MEC, qui avec I’aide de facteurs de croissance
solubles, va guider la migration et la prolifération de cellules endothéliales, pour former une structure
tubulaire.

d) Les péricytes ou les cellules musculaires lisses vont se placer 4 la surface de ce bourgeonnement et vont
aider a le stabiliser.

e) Le nouveau bourgeon fusionne avec d’autres, pour former une nouvelle circulation

(D’apres Nicosia, 2005)
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Nous distinguons ainsi 3 étapes que nous pouvons qualifier de « morphologiques » : (figure 6)

o La prolifération

Elle correspond a I’apparition de bourgeons de cellules endothéliales sur la surface externe
des vaisseaux sanguins préexistants.

Les sites privilégiés de formation de ces bourgeons sont les capillaires et a un moindre degré
les veinules. Les bourgeons endothéliaux néoformés font saillie a la surface externe des
vaisseaux. Ils sont d’abord pleins puis se creusent rapidement de lumicres se terminant en cul-

de-sac. (Matto et al., 1998)

e [a migration

Elle correspond a la croissance des bourgeons formés a la surface des vaisseaux. Ils
s’allongent rapidement et migrent de fagon orientée et vectorielle. Lors de ’angiogenése
tumorale, les bourgeons migrent vers le foyer tumoral, source de stimulus angiogénique.

(Vandenbunder et al., 1994)

e [’organisation

Elle correspond a la reconstitution dun réseau capillaire. Les capillaires néoformés
s’anastomosent les uns aux autres et acquicrent leur architecture fonctionnelle. Comme nous
I’avons vu précédemment, les réseaux vasculaires associ¢s aux tumeurs sont différents des
réseaux capillaires normaux. Les capillaires associ€és aux tumeurs sont ainsi en évolution
constante. Ils accompagnent la croissance du foyer tumoral et suivent le développement de la
stroma-réaction. En permanence, des capillaires disparaissent tandis que d’autres apparaissent
de maniére rapide. De nouveaux bourgeons capillaires formés lors de phases successives de
stimulation angiogénique viennent fusionner avec les capillaires préexistants. Comme les
cellules normales au cours de l'embryogenese, les cellules cancéreuses (notamment celles
d'origine épithéliale ou glandulaire) s'entourent de cellules de soutien (fibroblastes, cellules
vasculaires) nécessaires a leur survie, qui constituent un complément non cancéreux a la
tumeur, appelé stroma-réaction.

Cette réaction tissulaire peut parfois étre, en volume, plus importante, que le contingent

cancéreux lui-méme. (Dvorak, 2002)
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2.2) Acteurs et voies de signalisation mis en jeu et role au sein_de
Pangiogenése tumorale

2.2.1) Acteurs de ’angiogenése tumorale

On dénombre aujourd’hui une centaine de molécules intervenant dans I’angiogenése

(initiation, régulation...). Ces molécules peuvent étre regroupées en 7 classes : (figure 7)

a. Les facteurs de croissance et leurs récepteurs

b. Les molécules de signalisation

¢. Les molécules d’adhésion

d. Les protéines de la MEC

e. Les protéinases

f. Les molécules intervenant dans les phénoménes de maturation, de morphogenése et de
guidance

g. Les facteurs de transcription

Signaling molecules
MAPK

Rac-1, CdC42
PKC
PKB
COX-2

Figure 7 : Les différentes classes de molécules intervenant au cours de l'angiogenése
(D’aprés http://4)
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Certains de ces acteurs présentent une importance fondamentale dans le processus

angiogénique ; leurs roles respectifs sont illustrés dans la figure 8.

V¥ VEGFs

O Ang-2

(. Proteases
* Macrophages
® PDGFs

Pericytes o ®© v
% e« o€

Ve

Vascular endothelial celis

Figure 8 : Schéma simplifié du réle des principaux acteurs mis en jeu dans l'angiogenése

A) L’hypoxie, ou d’autres stimuli, entrainent la libération par la tumeur, de facteurs pro-angiogéniques
(tels que le VEGF), qui vont stimuler directement ou indirectement la prolifération et la migration de
cellules endothéliales.

B) La sécrétion d’enzymes protéolytiques (protéases) entraine une dégradation de la membrane basale du
vaisseau sanguin précurseur, et la faiblesse des interactions cellulaires ; ce qui est nécessaire pour la
génération de nouveaux vaisseaux sanguins.

C) Des cordons de nouvelles cellules endothéliales s’organisent en tubes creux, créant ainsi de nouveaux
vaisseaux sanguins. Des macrophages (et d’autres cellules myéloides) sont attirés vers le site et
sécrétent d’autres protéases et facteurs qui encouragent la formation de nouveaux vaisseaux.

D) Le VEGF-A, ou d’autres facteurs de croissance, stimulent la croissance de cellules endothéliales, leur
division, et leur production de facteurs de croissance de I’angiogenése. (ex : PDGF)

(D’apres Nicosia, 2005)

2.2.1.1) Acteurs de la dégradation de la MEC

La protéolyse extracellulaire est nécessaire pour I’angiogenese, car elle permet la
dégradation de la lame basale sous-endothéliale, I’invasion de la MEC et la formation d’une
lumiére au sein d’un capillaire néoformé. Elle est également impliquée dans la régulation de
I’activité de certaines cytokines, soit en activant des formes latentes (par exemple TGF B), soit
en permettant le relargage des cytokines liées a la MEC (par exemple le FGF basique). Une
autre conséquence de cette protéolyse est la formation de fragments protéiques ayant eux-
mémes une activité biologique (par exemple I’endostatine, formée a partir du

collagene XVIII). (Pepper, 2000)
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La dégradation de la MEC au cours de I’angiogen¢se implique deux grands systémes
protéasiques :
- le systeme du récepteur de I’urokinase/urokinase (WPAR/PA, urokinase plasminogen
activator receptor/urokinase plasminogen activator)

- et le systeme des métalloprotéinases matricielles (MMP, matrix metallo-proteinase)

Le plasminogeéne est une molécule synthétisée par le foie. C’est une pro-enzyme
présente dans les liquides corporels. Sa forme active, la plasmine, est impliquée
principalement dans la fibrinolyse. Elle peut cependant dégrader d’autres composants de la
matrice extracellulaire en activant certaines MMPs.

La transformation du plasminogéne en plasmine se fait par I’intermédiaire des activateurs du
plasminogene (PA, plasminogen activator). Ces derniers sont des sérine-protéases dont on
connait deux types : le type tissulaire (tPA, tissue plasminogen activator) et le type

urokinase (uPA). (Nalbone et al., 2001)

Le tPA est impliqué essentiellement dans la fibrinolyse intra-vasculaire (thrombolyse).

Par contre, PuPA intervient surtout dans la dégradation de la MEC et dans la migration
cellulaire. Elle est secrétée par divers types cellulaires, dont les cellules cancéreuses et les
celles du stroma tumoral. L’uPA est synthétis€¢ et sécrété sous une forme inactive,
monocaténaire : la pro-uPA. L’urokinase, molécule beaucoup plus active, est libérée par
clivage peptidique. Elle est constituée de deux chaines A et B, reliées par des ponts
disulfures. La chaine A comprend le fragment N-terminal appelé amino-terminal
fragment (ATF). La chaine B comporte le domaine enzymatique, situé dans sa partie C-
terminale.

La fixation de la pro-uPA sur le récepteur de 'uPA facilite sa transformation en uPA et

’activation du plasminogéne en plasmine a la surface des cellules. (Blasi & Carmeliet, 2002)
Des inhibiteurs spécifiques (PAI, PA inhibitor) et un récepteur cellulaire pour

I’'uPA (uPA receptor, uPAR) représentent des facteurs importants de la régulation de I’activité

des activateurs du plasminogene.
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uPAR est une protéine liée a la surface cellulaire par un domaine de glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI). Le groupement GPI assure une mobilité importante de I’'uPAR

dans la membrane, ce qui permet en particulier de le concentrer au niveau du front de

migration cellulaire.

forme peut lier I’'uPA. Elle a été retrouvée dans le plasma et d’autres fluides, particuliérement
chez des patients présentant une inflammation, un cancer du poumon ou de 1’ovaire. Le role
physiologique de suPAR n’est pas encore ¢lucidé. Cependant, il a été décrit une inhibition de
la prolifération et de ’invasion de cellules tumorales in vitro par du suPAR recombinant,

vraisemblablement par rétention de 'uPA. (Mohanam et al., 1999)

Les fonctions du complexe uPAR/uPA

e activation du plasminogene :

La fixation de la pro-uPA sur I’uPAR facilite son activation en uPA. L’uPA, associée a son
récepteur va hydrolyser le plaminogene, qui est lui-méme ancré a la membrane. Le
plasminogene, formé d’une chaine unique, est ainsi clivé en deux chaines reliées par un pont
disulfure, formant la plasmine. Les récepteurs membranaires pour le plasminogeéne permettent
de localiser I’activité de la plasmine a la surface cellulaire, au niveau du front de migration.

L’activité de 'uPA peut étre bloquée de fagon compétitive par I’ATF, dépourvue de centre
actif, et donc d’activité enzymatique (mais renfermant néanmoins le site de liaison a I’uPAR).
L’ATF ayant une demi-vie courte, son administration a été réalisée par thérapie génique, a
I’aide d’adénovirus. Cette thérapie a donné des résultats satisfaisants dans la thérapie anti-

cancéreuse dans plusieurs modeles murins. (Li ez al., 1998)

o adhésion des cellules, motricité cellulaire
L’uPAR, essentiellement localis€ au niveau du front de migration cellulaire, module
I’adhésion des cellules a la matrice. Ce mécanisme d’adhésion réversible est adapté a la
migration des cellules, qui nécessite ’alternance de phases d’ancrage et de migration sur

la MEC.

L’'uPAR peut former un complexe stable avec certaines intégrines, et moduler ainsi
secondairement les capacités de liaison des intégrines aux protéines de la matrice (Blasi &
Carmeliet, 2002). L’association de I’'uPA sur son récepteur module I’affinité de ’'uPAR pour

ces intégrines.
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Les PAI

L’activité de I’'uPA et du tPA est inhibée par deux principaux inhibiteurs physiologiques : le
PAI-1 et le PAI-2.

Le PAI-1 est le principal inhibiteur de 'uPA et du tPA. Son expression est fortement stimulée
par les cytokines, les facteurs de croissance ou I’endotoxine. II a été montré que le bFGF et le
VEGF, deux facteurs angiogéniques, sont capables de stimuler la synth¢se de PAI-1 dans les

cellules endothéliales.

La protéolyse extracellulaire est également réalisée par les métalloprotéinases de la matrice
(MMPs), qui représentent une famille d’enzymes capables de dégrader la plupart des
composants de la matrice. Elles clivent diverses protéines de la MEC : structurales (collagene,
laminine, fibronectine...) ou non (facteurs de croissance, récepteurs a la surface cellulaire...).
Ces enzymes sont principalement sécrétées, mais il existe ¢galement des MMP
transmembranaires appelées membrane-type MMPs ou MT-MMPs.

o Les MMPs secrétées comprennent les collagénases (MMP-1, MMP-§, MMP-13),
les gélatinases (gélatinase A, MMP-2 ; gélatinase B, MMP-9), les stromélysines
(stromélysine 1, MMP-3 ; stromélysine 2, MMP-10 ; stromélysine-3, MMP-11) et
les autres MMPs (MMP-7 et MMP-12).

o Les MT-MMPs sont les MMP-14, 15, 16, 17, 21

Les MMPs sont solubles, a I’exception du groupe MT-MMPs, qui contient un domaine
transmembranaire a D’extrémité C-terminale et qui est localisé¢ a la surface des cellules.

(Pepper, 2001)

Les métalloprotéinases possédent une structure similaire et leur activité est dépendante d’un
atome de Zn. Les MMPs possédent toutes un prédomaine correspondant au peptide signal de
sécrétion et un prodomaine qui est enlevé lorsque ’enzyme est activée par clivage. Elles
possédent également un domaine catalytique contenant un ion Zn, et a c6té, un domaine

contenant un site de liaison pour les tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs).
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La plupart des MMPs sont sécrétées sous la forme d’un zymogeéne latent qui est activé par
protéolyse a ’extrémité carboxy-terminale, ce qui permet de libérer le pro-domaine et de
dégager ainsi le site actif qui contient un ion Zn.

La plupart des MMPs sont activées par différentes protéases, dont la plasmine et, pour
certaines, I'uPA, ainsi que par des ions mercuriques et certains dénaturants qui dissocient la
liaison entre I’atome de zinc et le pro-domaine. Possédant une activité protéasique, les MMPs

participent a leur propre activation. (Liekens ef al., 2001, Silvestre et al., 2002)

MMPs et angiogenése

Le premier obstacle que rencontre la cellule endothéliale est formé par la membrane
basale constituée de collagene IV, de laminine, de fibronectine et d’autres composants
matriciels.

e La MMP-2, aussi appelée collagénase de type IV, participe a la dégradation de la
membrane basale. Une fois cette barriére vasculaire franchie, les cellules endothéliales
doivent se frayer un chemin a travers des fibrilles de collagene, d’¢lastine, de protéines

microfibrillaires et de protéoglycanes.

e La MMP-9 (ou gélatinase B) lyse les fibres d’¢lastine et les noyaux protéiques des

protéoglycanes.

Des preuves de I’implication des gélatinases dans ’angiogenc¢se ont été apportées par des
études génétiques effectuées chez la souris :

e Les souris déficientes en MMP-2 et MMP-9 sont viables mais présentent clairement
un phénotype moins angiogénique. L’angiogenese tumorale est réduite chez les souris
dont le gene codant pour MMP-2 a été invalidé. Chez les souris déficientes en MMP-
9, I’angiogenese du tissu osseux est altérée sans doute en raison d’une diminution de la
libération de facteurs pro-angiogéniques par le cartilage hypertrophique. (Itoh et al.,

1998)
e Dans un modele de carcinogenese de cellules béta-pancréatiques chez les souris

transgéniques Rip1Tag2, I’angiogencse tumorale est dépendante du VEGF, cependant,

chez ces souris, il n’y a pas d’augmentation du niveau d’expression du VEGF ou de
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ses récepteurs tyrosine kinase. Le VEGF est en fait mobilisé a partir des stocks
matriciels, favorisant ainsi I’activation des récepteurs du VEGF. Cette mobilisation est
dépendante de I’activité MMP-9 qui est augmentée pendant la progression tumorale et
plus spécifiquement pendant la transition de la phase pré-vasculaire vers la phase
vasculaire. (Gabison et al., 2003) La progression tumorale est inhibée chez la souris
transgénique Rip1Tag2 dont le gene MMP-9 a ¢été invalidé. Bien que les activités
MMP-2 et MMP-9 augmentent en paralléle chez les souris RiplTag2, les souris
RiplTag2 dont le gene MMP-2 a été invalidé ne présentent pas de changement dans la
progression tumorale. L’activation et la présence d’une matrice extracellulaire
dégradable sont donc indispensables a D’effet pro-angiogénique des facteurs de

croissance. (Bergers ef al., 1999)

La MMP-2, aussi appelée collagénase de type IV, ainsi que la MMP-9 (ou
gélatinase B), sont critiques pour le « switch » angiogénique, que nous détaillerons

dans un chapitre suivant (Rundhaug, 2005).

D’autres MMPs jouent un réle important dans I’angiogenese, telle que la MT1-MMP :

II a été montré que la MT1-MMP joue un rdle dans ’angiogenese physiologique et
tumorale. Des expériences d’inactivation de geéne chez I’animal, ont montré que
cette MT-MMP est une protéase majeure dans le processus d’angiogenese (Holmbeck
et al., 1999). La MT1-MMP participe au remodelage de la matrice extracellulaire de
facon directe en dégradant certains de ses composants et de facon indirecte en activant

la pro-MMP-2 (Sounni et al., 2003).

Les MMPs sont ainsi cruciales pour ’angiogenése. Elles dégradent la matrice extracellulaire

en faisant de la place pour les cellules endothéliales en migration. Elles contribuent aussi a

I’angiogenese en détachant les péricytes des vaisseaux angiogenes et en libérant des facteurs

de croissance liés a la matrice extracellulaire. De plus, elles générent des fragments

promigratoires de la matrice extracellulaire et clivent la vascular endothelial cadherin (VE-

cadhérine) afin de briser les adhésions cellule-cellule.

générant des inhibiteurs endogenes de I’angiogenese par clivage protéolytique de certaines

chaines de collagéne et du plasminogeéne. Ainsi, MMP-2, MMP-7, MMP-9 et MMP-12
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peuvent hydrolyser le plasminogéne pour former 1’angiostatine, un puissant inhibiteur de
I’angiogenese. De méme, un autre facteur antiangiogene, I’endostatine peut étre libéré par

MMP-3, MMP-9, MMP-12, MMP-13 et MMP-20 (Rundhaug, 2005).

Inhibition de I’activité MMP

L’inhibition de I’activité MMP est suftisante pour bloquer 1’effet pro-angiogénique du bFGF
dans la cornée de rat. (Johnson et al., 1994)

Le BB-94, un inhibiteur des MMPs, et TIMP-2 bloquent la néovascularisation induite par des
facteurs de croissance dans un gel de fibrine.

Le domaine C-terminal de MMP-2 (le fragment hémopexine: PEX) inhibe également
I’angiogenése induite par le bFGF dans le modéle de la membrane chorio-allantoide de
poulet. PEX prévient I’activité collagénolytique a la surface cellulaire en bloquant I’activation
et activité de MMP-2. PEX bloque également la fixation de MMP-2 sur I’intégrine avfp3, et

ainsi la réponse angiogénique. (Brooks et al., 1998)

Régulation de 1’activité des MMPs

L’existence d’inhibiteurs spécifiques (les TIMPs), de méme que la sécrétion sous forme
latente des MMPs, constituent des éléments cruciaux de la régulation de ’activité des MMPs.
L’activité des MMPs est notamment contrdlée par quatre inhibiteurs tissulaires dans un
rapport stoechiométrique 1:1. Les TIMP1 et 2 inhibent toutes les MMPs, le TIMP1 ayant une
plus forte affinité pour les MMP-1, 2, 3 et 9.

Les TIMPs sont des protéines ou des glycoprotéines qui différent par leurs propriétés comme
leur schéma d’expression (inductible, constitutif), leur solubilité... IIs se lient aux MMPs et

peuvent aussi lier de facon spécifique des pro-MMPs, régulant alors leur activation.

Les relations qui existent entre les deux systeémes protéasiques uPAR/UPA et MMPs sont

illustrées par la figure 9.
L’uPA fixée a son récepteur (uPAR) catalyse la transformation du plasminogene en plasmine.

La plasmine participe a la dégradation de la fibrine et de certaines protéines matricielles, mais
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aussi a ’activation de la majorité¢ des pro-MMPs. Le role régulateur de ces processus est
assuré, d’une part, par le PAI-1 qui inhibe I’activation du plasminogéne en plasmine et,
d’autre part, par les TIMPs qui inhibent I’activation des pro-MMPs. Par ailleurs, ce schéma
montre aussi le role potentiel du systéme fibrinolytique dans I’adhérence cellulaire. L’uPAR
fonctionnellement associé a I’intégrine aVf3, lie la vitronectine et joue ainsi une fonction
adhésive. Le PAI-1, en liant le méme domaine que I’uPAR sur la vitronectine, entre ainsi en

compétition avec I’'uPAR et déplace la liaison établie par ce dernier.

===={ Inhibition
= = = Activation

Synthéese * Liaison
Adressage
Secrétion

Plasmine

Pro-uPA * / : : : Pro-MMP
U'?A i : i
R g e o= TP

¥ / S
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' ¢ MMP

PAI-1 Mg % 3
# u

Fibrine ‘,’ . ‘
Fibronecting ————p Eg uttl)?:ss e COMlAENE, Gélatine...
Laminine

Figure 9 : Liens unissant les deux systémes protéasiques uPAR/uPA et MMPs
Plgn : plasminogéne ; PlgnR : récepteur du plasminogéne

(D’apres Nalbone et al., 2001)

2.2.1.2) Acteurs pro-angiogénes

Les facteurs de croissance polypeptidiques, ou cytokines, modulant le comportement des
cellules endothéliales (prolifération, différenciation, migration), de fagon positive ou négative,
sont produites par des cellules épithéliales ou conjonctives normales, ou par des cellules
tumorales. Ces cytokines peuvent étre stockées dans la matrice extracellulaire.

Le tableau 2 nous présente la grande diversité qui existe au niveau des cytokines impliquées
dans la régulation positive de I’angiogenése. Nous verrons par la suite que la puissance et
I'intérét de certains de ces acteurs priment sur ceux des autres. Les mieux étudiés

appartiennent aux familles du VEGF et du FGF.
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Tableau 2 : Facteurs pro-angiogéniques connus

FACTEURS PRO-ANGIOGENIQUES

Angiogénine

Angl

Del-1 (Developmental endothelial locus 1)
FGFa et FGFb

Follistatine

G-CSF (granulocyte colony stimulating factor)
HGF/SF (hepatocyte growth factor/scatter factor)
IL-8

Leptine

Midkine

PIGF

PD-ECGF

PDGF

Pleiotropine

Proliférine

TGF-a

TGF-$

TNF-a (Tumor necrosis factor alpha)
VEGF-VPF

(D’apreés http://5)

2.2.1.2.1.1) Les membres de la famille du VEGF

C’est une famille de facteurs de croissance des cellules endothéliales, se présentant sous la
forme de glycoprotéines homodimériques. Ils jouent un réle majeur dans I’angiogenése,
qu’elle soit physiologique ou pathologique.

On en dénombre 6 membres : VEGF-A (ou VEGF), B, C, D, E et le PIGF ; qui se lient a des
récepteurs de type tyrosine-kinase, entrainant la dimérisation et ’activation du récepteur, d’ou
la transduction de signaux. Le VEGF-A, qui a d’abord été étudié pour sa capacité a induire la
perméabilité et 1’épanchement vasculaire, est principalement impliqué dans I’angiogenése,

tandis que les VEGF-C et D le sont principalement dans la lymphangiogenése. (Ellis, 2004)
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% VEGF-A

Il s’agit du facteur pro-angiogénique le plus puissant connu. Il est également dénommé
VEGF, ou encore VPF.

Le géne codant pour le VEGF-A comprend 8 exons et 7 introns. L’épissage alternatif explique
I’existence d’au moins 4 isoformes: VEGF-121, 165, 189, et 206 aa (figure 10), qui se
distinguent entre autres par leur capacité a lier I’héparine et I’héparane-sulfate (tableau 3). Un
variant du VEGF-165 a été récemment identifié : le VEGF-165b, il inhibe I’angiogenése. Le
VEGF-165 est le plus efficace en terme d’induction de I’angiogenése, et est I’isoforme
prépondérante. Il est généralement surexprimé dans diverses tumeurs chez ’homme. (Ferrara

etal.,2003)

Plasmin
Signal  Nterminus  VEGFR-1. VEGFR2." ) o° Heparin-  Neuropiin-
sequenoe\ 1 binding site binding site binding site binding site
p=Niy P — P- —= =

Brons | 1 [ 2 | 3 [ma | s | Tea [rEn ]
VEGFxe | | | | [ | D I I
VEGFye [ | [ [ | | & ]
VEGFie [ ] [ ==l
Veo |ERE|Eea] | | | B
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Figure 10 : Représentation des isoformes du VEGF-A, issues de l'épissage alternatif
(D’apres Cross et al., 2003)
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Tableau 3 : Caractéristiques physico-chimiques et structurales des isoformes du VEGIF-A

Isoforme(s) du | Caractere acide ou | Capacité a se | Situation

VEGF-A basique lier a I’héparine

concernée(s)

121 Acide Non Soluble, diffusible

189 et 206 Basique (résidus | Oui Séquestrée au niveau de la
lysine et arginine) MEC, par complexation

avec des héparanes sulfate

165 Basique (résidus | Out Secrété et 1i¢ a la surface
lysine et arginine) des cellules endothéliales
ou a la MEC, par fixation
sur [’héparine ou des
glycosaminoglycanes  a

héparines

(ID’apres Cross et al., 2003 ; Alitalo KK, 2004)

Les formes de VEGF-A, liées a la matrice, constituent ainsi une réserve tissulaire de VEGF-A
inactif. La libération de ces isoformes latentes de la MEC se fait par clivage protéolytique
post-traductionnel. Parmi les protéases impliquées, ’'uPA, induite par le VEGF-A lui-méme,

est essentielle ; ainsi que ’héparanase, qui clive les héparines sulfates.

La transcription de ’ARNm du VEGF est induite par différents facteurs de croissance et
cytokines (PDGF, EGF (epidermal growth factor), TNFa, TGFp, et 1I-1B), par I’activation de
la cyclo-oxygénase 2, par I’hypoxie, aussi bien que par des forces mécaniques de stress. Une
des caractéristiques du VEGF est son expression particulierement forte en condition

d’hypoxie. (Liekens et al,2001 ; Milkiewicz et al., 2006).

Le VEGF-A ¢tait dénommé a l’origine vascular permeability factor (VPF), démontrant cette
fonction trés importante qu’il possede, d’augmentation de la perméabilité vasculaire, ce qui
facilite ’extravasation de liquide et de protéines plasmatiques des vaisseaux sanguins. Le
VEGF-A stimule les cellules endothéliales a produire des activateurs du plasminogéne (uPA

et tPA), 'inhibiteur 1 de D’activateur du plasminogéne et du collagéne interstitiel. 11 induit
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ainsi un systeme ¢équilibré de protéolyse qui peut remodeler des composés de la MEC
nécessaires a ’angiogenese.

Le VEGF-A stimule la prolifération des cellules endothéliales et leur migration via de
nombreuses voies incluant Dactivation des protéines kinases MAPK (mitogen-activated
protein kinase), ERK (extracellular signal-regulated kinase), p38 et INK (¢-Jun N-terminal
kinase),et des membres de la famille RhoGTPase. (Papetti ef al., 2002)

Il agit comme facteur de survie des cellules endothéliales via 1’activation de la voie de la
kinase phosphatidyl-inositol 3 (PI3K/AKT, phosphatidylinositol-3 kinase/ AKT) et via son
association avec l’intégrine avp3 et ’activation de kinases d’adhésion focale (FAK, focal

adhesion kinase). (Milkiewicz et al., 2006)

Le VEGF-A est également susceptible de stimuler la lymphangiogenése.

Le VEGF-A s’exprime par activation de récepteurs du VEGF décrits plus loin : les VEGFR-
1 et 2. (Alitalo KK, 2004)

<+ VEGF-B
Structurellement proche du VEGF-A, il se lie également au VEGFR-1.
Le VEGF-B est produit en grande quantité par le myocarde en développement, les graisses,
muscles, os, le pancréas, les glandes surrénales, et par les cellules musculaires lisses de
plusieurs larges vaisseaux.
Sa production est relativement stable, et n’est pas augmentée par les mémes facteurs que ceux
induisant celle de A.
On distingue 2 variants, issus de 1’épissage alternatif.

e VEGF-B 167 : se lie a I’héparane sulfate, et a NRP-1 (neuropiline 1)

e VEGF-B 186 : soluble, se lie 8 NRP-1 s’il y a eu clivage protéolytique
Dans la plupart des tissus, c’est I'isoforme 167 que I’on retrouve. Cependant, la production de

186 est tout de méme trés importante dans un cas : au niveau des tumeurs humaines primaires.

Il y a également formation d’hétérodimeres, avec le VEGF-A.
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Des niveaux élevés des VEGF-B et C ont été associés a la formation de métastases dans les
nodules lymphatiques du cancer colorectal, mais son rdle dans la progression tumorale n’a pas

été complétement éclairci. (Cross et al., 2003)

“ VEGF-C

Ce facteur de croissance présente 30 % d’homologie avec le VEGF-A. 11 s’agit d’une protéine
précurseur, qui aprés un processus protéolytique, va engendrer plusieurs formes, avec une
affinité croissante pour VEGFR-2 et 3.

Les propriétés de VEGF-C présentent des similarités avec celles de A : au niveau de la
migration des cellules endothéliales, et de la perméabilité vasculaire. 1l se lie au VEGFR-2
principalement.

Le VEGF-C peut également se lier au VEGFR-3, localis¢ surtout au niveau des vaisseaux
lymphatiques.

Selon le contexte biologique, on ira plutot vers la formation de nouveaux vaisseaux de type
vasculaire, ou lymphatique ; cela dépendra notamment du degré de protéolyse et de
I’expression du VEGFR.

L’hypoxie n’entre pas en jeu dans sa régulation, contrairement aux facteurs de croissance

suivants : PDGF, EGF et TGF B, et aux cytokines inflammatoires suivantes : IL.-1 et TNF a.
(Alitalo KK, 2004)

% VEGF-D

Il présente 61 % d’homologie avec le C, et interagit avec les mémes récepteurs VEGFR-2
et 3.

Il s’agit également d’une protéine précurseur, capable de se lier directement au VEGFR-3.
Aprés activation par des protéases, VEGF-D sera a méme de se lier au VEGFR-3 avec une
plus forte affinité, puis au VEGFR-2 si la protéolyse se poursuit.

Ce facteur de croissance est exprimé au niveau du cceur, des poumons, des muscles
squelettiques, du cdlon et de I’intestin gréle.

Il présente un effet mitogene sur les cellules endothéliales. (Ferrara et al., 2003)

% VEGF-E
Un homologue du VEGF, le VEGF-E, a récemment ét¢ découvert dans le génome du
parapoxvirus, le virus d'Orf, qui infecte les moutons, les chevres, et parfois les humains.

L'infection par ce virus cause des 1ésions prolifératives de la peau qui nécessitent d’abord une
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prolifération et une dilatation capillaires. Le génome du virus code pour différentes formes du
VEGF-E, qui lient spécifiquement le VEGFR-2 et la NRP-1 et peuvent stimuler la
prolifération des cellules endothéliales et la perméabilité vasculaire. Le VEGF-E n'est pas
essentiel pour la réplication virale mais joue un réle important en modulant l'environnement

de I’héte pendant l'infection. (Cudmore et al., 20006)

+ Placenta Growth Factor (PIGF)

Comme son nom le laisse deviner, ce facteur de croissance a été découvert au niveau du
placenta. Mais il peut également étre détecté au niveau du cceur, des poumons, de la thyroide,
des muscles squelettiques, et de plusieurs tumeurs.

Ce facteur de croissance active uniquement les récepteurs de type VEGFR-1, en s’y liant. 11
présente 50 % d’homologie avec le VEGF-A. Son activité mitogéne et son pouvoir
d’augmentation de la perméabilité sont cependant plus faibles que ceux de ce dernier.

Une fois activées, les cellules endothéliales produisent d’importantes quantités de PIGF,

phénomene important pour I’angiogenese dépendante de VEGF-A. (Ferrara et al., 2003)

Plusicurs mécanismes semblent é&tre impliqués dans [’amplification de I’angiogenése
contrélée par le VEGF-A :
e PIGF peut entrer en compétition avec le VEGF-A pour VEGFR-1, permettant au
VEGF-A d’interagir avec VEGFR-2, ce qui favorise I’angiogenése.

e [aliaison de PIGF a VEGFR-1 peut é¢galement augmenter cette angiogenése contrblée

par VEGF-A, par une activation croisée de VEGFR-2.

e Les hétérodiméres VEGF-A-PIGF impliquent la formation d’hétérodiméres au niveau

des récepteurs, stimulant une réaction croisée entre VEGFR-1 et VEGFR-2.

Le PIGF n’a aucun effet sur le développement embryonnaire, mais la perte de PIGF affaiblit
I’angiogenese associée aux tumeurs et mene a une cicatrisation prolongée.

Ainsi, la fonction du PIGF chez I’adulte semble étre restreinte a la formation pathologique des
vaisseaux, et est donc susceptible de servir de cible au niveau thérapeutique.

(Alitalo KK, 2004)
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2.2.1.2.1.2) Les récepteurs au VEGF

Ce sont des récepteurs a activité tyrosine kinase. Ils comportent 7 domaines
transmembranaires, et deux domaines intracellulaires a activité tyrosine kinase. La partie
extracellulaire du récepteur comporte sept domaines de type immunoglobuline, et lie le
VEGEF.

On distingue trois types de récepteurs au VEGF : VEGFR-1, 2 et 3. Le VEGFR-1 est exprimé
au niveau des cellules souches hématopoiétiques, des macrophages, des monocytes, ainsi
qu'au niveau de I’endothélium vasculaire. Le VEGFR-2 est présent au niveau de
’endothélium vasculaire, ainsi qu’au niveau de I’endothélium des vaisseaux lymphatiques. Le

VEGFR-3 est présent uniquement au niveau des vaisseaux lymphatiques. (figure 11)
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Figure 11 : Représentation schématique des différents récepteurs du VEGF, de leur profil d'expression ainsi que
de leurs ligands respectifs.

En jaune sont représentés les ligands du VEGFR-1, en bleu ceux du VEGFR-2 et en vert ceux du VEGFR-3. Les
ligands symbolisés par un ovale bicolore ont la capacité de se lier a deux récepteurs différents.

(D’aprés Cross et al., 2003)

% VEGFR-1, également connu sous le nom de Flt-1 (= Fms-like tyrosine kinase-1)
Ce récepteur de 180 kDa, présente une affinité importante pour les VEGF-A et B, et le PIGF.
Il est présent également au niveau d’autres types cellulaires tels que monocytes, macrophages,

et cellules souches hématopoiétiques.
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La fonction précise de ce récepteur fait toujours 1’objet d’études. Les données conflictuelles le
concernant semblent provenir du fait que ses fonctions et sa signalisation dépendent du stade
de développement. Le VEGF n’induit qu’une faible activité tyrosine kinase du VEGFR-1.
Son expression est augmentée par ’hypoxie, selon un mécanisme dépendant du facteur de

transcription HIF1 (hypoxia-inducible factor 1), détaillé plus loin. (Gerber et al., 1997)

Ce récepteur agit comme un régulateur négatif de 1’activit¢ du VEGF, en empéchant sa
fixation sur le VEGFR-2. En effet, en ’absence de ce récepteur, on assiste a une
augmentation du nombre de précurseurs endothéliaux. Les souris sans VEGFR-1 meurent aux
environs du 8™ ou 9™ jour, les vaisseaux se trouvant bouchés a cause de la prolifération
excessive des cellules endothéliales.

Il existe également un variant soluble de ce récepteur, variant secrété par les cellules
endothéliales. La partie intra-cellulaire, au niveau transmembranaire, est absente. Il est trés
exprimé au niveau du placenta, pendant la grossesse. 1l lie le VEGF-A avec une haute affinité.

Ainsi, celui-ci n’interagira pas avec le VEGFR fonctionnel.

% VEGFR-2, également connu sous le nom de Flk-1/KDR (fetal liver kinase 1/ kinase
domain-containing receptor)

C’est le premier récepteur endothélial activé au début de I’embryogenése. 11 lie le VEGF-A, et

les formes clivées de C, D et E.

1l est présent a la fois au niveau des cellules endothéliales vasculaires et‘lymphatiques.

Il est essentiel au développement vasculaire ; en effet, un embryon sans VEGFR-2, meurt au

bout du 8 ™ ou 9 °™ jour, par défaut de précurseurs endothéliaux et hématopoiétiques.

L’affinité¢ du VEGF-A pour le VEGFR-1 est dix fois plus grande que pour le VEGFR-2, dans
les cellules endothéliales. Néanmoins, d’aprés le compte-rendu de la 4° euroconférence sur
I’angiogenese, tenue a Helsinki en 2004, il s’agit du médiateur le plus important pour les
effets physiologiques et pathologiques du VEGF A, au niveau des cellules endothéliales

vasculaires, en terme de prolifération, survie, migration, et perméabilité :

e Voie de la prolifération cellulaire :
L’autophosphorylation du VEGFR-2 entraine la phosphorylation de la phospholipase C, qui
génere le diacylglycérol (DAG) et I'inositol triphosphate (IP3). Le DAG active les protéines

kinases C, qui, elles, activent la voie des MAPKSs, et stimulent la prolifération cellulaire.
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e Voie de la migration cellulaire :
La p38-MAPK, la FAK et la paxilline sont décrites comme des voies de signalisation induites
par la liaison VEGF-VEGFR-2. Ces effecteurs jouent un réle au niveau du turn-over du

réseau d’actine dans le cytosquelette, et sont impliqués dans la migration cellulaire.

e Survie cellulaire par activation de la voie PI3K
L’activation de la PI3K permet la formation de phophatidylinositol triphosphate et I’activation
de la Ser/Thr kinase AKT. La survie cellulaire est favorisée par I’inhibition par AKT des
voies pro-apoptotiques (BAD : Bcl-xL/Bcel-2-Associated Death Promoter) ou par la
stimulation des voies anti-apoptotiques (bcl2).

Ces différentes voies sont notamment illustrées par la figure 12 :
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Figure 12 : Signalisation intra-cellulaire induite par le VEGF via le VEGFR-2
(D’apreés http://6)
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% VEGFR-3
Ce récepteur lie les VEGF-C et D.
Chez I’embryon, il est exprimé au niveau de tous les vaisseaux. Pendant le développement,

I’expression au niveau des vaisseaux sanguins diminue, et devient restreinte aux vaisseaux

lymphatiques. (Alitalo KK, 2004)

2.2.1.2.1.3) Les co-récepteurs du VEGF

Domaines de partagés enlre
SEMA et VEGF
Inhibe Stimule
néoangiogenése néoangiogenése

Figure 13 : Les neuropilines, des récepteurs bifonctionnels
(D’apres Tobelem, 2006)

Les neuropilines 1 et 2 (NRP-1, NRP-2) sont des récepteurs membranaires capables de lier
deux ligands différents : les sémaphorines de classe 3 (SEMA3F) et les VEGFs, pour réguler
deux processus fondamentaux : la guidance neuronale et 1"angiogenése. (figure 13) Selon le
ligand, les réponses cellulaires seront différentes, ce qui fait toute 1"originalité et la complexité

des NRPs.
Le couple NRP/VEGF favorise la néoangiogenése tumorale
Les génes NRP-1 et NRP-2 partagent des structures voisines mais différent dans leur

expression et leur régulation, et les protéines NRP-1 et -2 différent dans leur ligand.

NRP-1 fixe le VEGF-B, le VEGF-E et le PLGF ; NRP-2 fixe une isoforme plus courte de
VEGEF : le VEGF-145, et le VEGF-C.
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NRP-1 fonctionne comme un co-récepteur du VEGFR-2 qui augmente la fixation du
VEGF-165 a son récepteur principal le VEGFR-2, ce qui induit une augmentation de la
migration des cellules endothéliales. NRP-1 module également 1'augmentation de
perméabilité vasculaire induite par le VEGF.

En fait, les deux récepteurs NRP et VEGFR forment en présence de ligands un complexe

moléculaire qui se traduit par une réponse cellulaire accrue. (Byrne et al., 2005).

L’expression des NRPs est différente selon les cellules. Si les cellules endothéliales
vasculaires expriment les deux formes de NRP, les cellules endothéliales lymphatiques

n’expriment que NRP-2 et les cellules épidermiques, NRP-1.

Les carcinomes (prostate, sein, vessie, rein, colon, pancréas, ovaire et poumon) expriment
NRP-1 alors que les tumeurs neuronales et les mélanomes expriment NRP-2.

L’expression combinée des deux NRPs semble corrélée a un trés mauvais pronostic dans les
cancers pulmonaires a petites cellules.

Une surexpression de NRP-1 dans les cellules de cancer de prostate accélére leur
développement tumoral par augmentation du potentiel angiogénique. A 1'inverse, 1'utilisation
d'une forme tronquée soluble de NRP-1 agit comme un antagoniste du VEGF et inhibe

"angiogenese et la progression tumorale.

Ainsi le couple NRPs/VEGF joue un réle important dans la néoangiogené¢se tumorale.

Le couple NRP/sémaphorine inhibe 1'angiogenese et la progression tumorale
SEMAS3F et VEGF partageant les mémes domaines de liaison des NRPs, ils se comportent
1'un vis-a-vis de l'autre comme des inhibiteurs compétitifs. Ainsi deux ligands différents
peuvent se lier aux mémes récepteurs tout en induisant des réponses cellulaires opposées. La
migration et 1’adhésion des cellules endothéliales sont effectivement inhibées par la SEMA3F.
La transfection de SEMA3F dans des cellules tumorales réduit leur capacité a former des
colonies, stimule leur apoptose et réduit leur prolifération. SEMA3F se comporte comme un
suppresseur de métastases. Il apparait clair que SEMA3F présente un vrai potentiel

thérapeutique dans les tumeurs qui expriment NRP.
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La figure 14 présente un schéma récapitulant le role des différents acteurs du systéme

VEGF/VEGFR.
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Figure 14 : Les différents facteurs de croissance endothéliaux vasculaires, leurs récepteurs et co-récepteurs

(Dapres Alitalo KK, 2004)

» Angiopoiétine 1 : Ang 1

L’Ang 1 est une protéine glycosylée de 70 kDa. Elle est formée de deux régions : la région
aminoterminale, qui contient un motif de type coiled-coil caractéristique des protéines
capables de s’hétérodimériser ; et la région carboxyterminale, homologue au fibrinogéne.
L’Angl se lie a Tie2 (tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 2) et

active sa phosphorylation.

Au cours du développement embryonnaire de la souris, son expression est localisée au niveau
du myocarde et du mésenchyme a un stade précoce, et a un stade ultérieur dans les cellules
autour des vaisseaux en développement. La perte du géne codant pour I’Angl conduit a une
létalité des embryons au stade 12,5 jours, ce qui est vraisemblablement la conséquence de
modifications profondes de I’architecture vasculaire. (Yancopoulos et al., 2000)

Par ailleurs, le ciblage de I’Angl dans la peau de souris transgéniques, entraine une
augmentation du diamétre des vaisseaux sans extravasation: il n’y pas de signe de

perméabilité. (Suri ef al, 1996)
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L’implication de 1’Angl dans 1’angiogenése semble indirecte, par induction au niveau des
cellules endothéliales des facteurs responsables du recrutement des cellules
mésenchymateuses (cellules accessoires, péricytes). Angl participe donc ainsi a la maturation

des vaisseaux.

Certaines données indiquent que 1’Angl peut aussi contribuer au remodelage vasculaire en

I’absence de cellules mésenchymateuses accessoires.

Différents autres types d’angiopoiétines ont ¢ét¢ identifiés, incluant les angiopoiétines 2, 3, 4 et
5 (Ang2, Ang3, Ang4 et Ang5). Cependant, s’il est établi que I’Ang2 est un antagoniste de

I’Angl, le rle des autres angiopoiétines n’est pas clairement connu.

Signalisation induite par Ang 1 dans les cellules endothéliales :

e Voie PI3K/AKT

Tie2 phosphorylé peut intéragir avec la sous-unité p85 de la PI3 kinase, ce qui conduit 4 son

activation, puis a celle de la protéine kinase AKT. Ainsi, Angl induit la survie des cellules
endothéliales, via 1’activation de la voie PI3K/AKT. Angl induit également le
bourgeonnement des cellules endothéliales via 1’activation de la PI3K et de FAK. (Kim et al.,

2000)

e Lavoie de la protéine Bmx
Bmx est une tyrosine kinase, stimulée par ’activation de Tie2. Cette protéine est impliquée
dans ’adhésion et la migration des cellules endothéliales. Bmx pourrait donc étre le lien entre

Tie2 et le cytosquelette. (Rajantie et al., 2001)

e La voie des transducteurs du signal, et activateurs de la transduction (STATS, signal
transducers and activators of transcription)

L’activation de Tie2 peut aussi conduire a ’activation des STATS, tels que STAT3 et STATS,

impliqués dans la régulation de la prolifération, la différenciation, la migration et la survie

cellulaire. (Korpelainen et al., 1999)

% Angiopoiétine 2 : Ang 2
Ang 1 et Ang 2 présentent environ 60 % d’homologie, et toutes deux se lient a Tie2 avec la
méme affinité. Cependant, Ang2 n’est pas capable d’induire une auto-phosphorylation

de Tie2.
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Ang2 inhibe la phosphorylation de Tie2 induite par Angl. Ang2 serait donc un facteur
proangiogene qui, par sa fonction d’antagoniste a la fonction stabilisatrice de Angl, rendrait
I'endothélium vasculaire plus susceptible de répondre a des facteurs angiogénes comme le
VEGF (Pepper, 2000). En I’absence de VEGF, Ang2 déstabilise les vaisseaux, entrainant
finalement la régression des vaisseaux.

L’expression de I’Ang2 est significativement corrélée a un mauvais pronostic allant de pair
avec une angiogenése tumorale trés importante. Ceci est encore plus prononcé, quand

I’expression du VEGF est élevée dans ces tumeurs.

Il semble donc que le ratio Angl/Ang2, ainsi que la présence ou 1’absence de VEGF soient

deux parametres importants dans la régulation de ’angiogenese.

% Récepteurs Tie
Les récepteurs Tiel et Tie2 sont des récepteurs a activité tyrosine kinase.
Leur région extracellulaire est constituée de deux domaines de type immunoglobuline, trois
domaines de type EGF répétés en tandem, et trois domaines de type fibronectine I11.
Leur région intracellulaire est formée de domaines tyrosine kinase, séparés par I’insertion des
kinases.
Aucun ligand pour Tiel n’a été identifié a ce jour. Tiel serait peut-étre impliqué dans la
modulation d’activité de Tie2, en formant des hétérodimeéres.
Il existe par contre quatre ligands connus pour Tie2 : Ang 1, 2, 3 et 4 ; que ’ont peut classer
en deux groupes.

e Ang 1 et 4, agonistes de Tie2 capables de s’y lier et d’induire ainsi 1’auto-

phosphorylation de ce récepteur

e Ang?2 et 3, ligands antagonistes de Tie2

¢ Structure

Les FGFs sont des facteurs de croissance au nombre de 24 isoformes. Les plus étudiés sont
FGF-1 = aFGF = dit acide ; et FGF-2 = bFGF = dit basique.

Ces facteurs ont un poids moléculaire de 18kDa, et une homologie d’environ 50 %. Le role du

FGF-1 semble moins important que celui du FGF-2.
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Le FGF-2 est synthétisé sous différentes formes. (Ornitz & Itoh, 2001)

Les formes de haut poids moléculaire du FGF-2 (HPM FGF-2), de 21 a 24 kDa, ont une
extension N-terminale riche en motifs GC présentant des arginines méthylées. Ces formes
sont localisées préférentiellement dans le noyau.

A I’opposé, la forme standard du FGF-2 (d’un poids moléculaire de 18 kDa) ne comporte pas
d’extension N-terminale. Cette isoforme est cytosolique ou associée a la membrane
plasmique. Il a été montré que les différentes formes moléculaires ont des roles et des
mécanismes d’action distincts.

Les HPM FGF-2 contrélent la prolifération cellulaire par un mécanisme intracellulaire
indépendant d’un récepteur de surface, tandis que le FGF-2 de 18 kDa induit une migration

cellulaire par la voie autocrine.

FGF-1 et FGF-2 stimulent I’angiogenese in vitro et in vivo.

L’activation des cellules endothéliales par ces facteurs est nettement supérieure a celle du
VEGF in vitro. Par exemple, I’effet du FGF-1 et du FGF-2 sur la prolifération des cellules
endothéliales capillaires ou macrovasculaires est au moins deux fois supérieur a celui du
VEGF. De méme, le FGF-2 régule de mani¢re tres fine la production des activateurs du
plasminogene, tandis que ’effet du VEGF est nettement plus modéré. Enfin, les formes
exogenes et les formes endogénes du FGF-2 exprimées par les cellules stimulent fortement
I’expression des intégrines in vitro. L’ensemble des données indique donc que plusieurs
parametres majeurs de l’angiogenése sont régulés in vitro d’une maniére treés précise par

le FGF.

Les FGF activent au niveau de la cellule endothéliale non seulement la voie classique des
MAP kinases, mais aussi la p38 kinase qui semble jouer un role capital dans la morphogenése
tubulaire des vaisseaux capillaires. (Matsumoto et al., 2002)

L’expression du FGF-2 est fortement associée a la densité microvasculaire dans des tumeurs
synthétisant le FGF-2 comme les mélanomes cutanés ou les carcinomes prostatiques, et
I’expression du FGFR-1 (récepteur 1 du FGF) est stimulée dans les vaisseaux angiogéniques.
L’injection de molécules anti-sens pour le FGF-2 ou le FGFR-1 inhibe le développement de
mélanomes. De méme, D'injection d’adénovirus recombinant codant pour ’ADNc¢ du
récepteur soluble du FGFR-1 (qui inhibe I’activité¢ des FGFs) chez des souris RipTag entraine

une inhibition de I’angiogencse et du développement tumoral in vivo. (Compagni et al., 2000)
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Aussi, le traitement de souris présentant une xénogreffe de mélanome, avec des anticorps
neutralisants inhibant a la fois FGF et VEGF, est plus efficace que le traitement avec un
inhibiteur monospécifique inhibant seulement le VEGF.

Par ailleurs, une protéine de liaison du FGF-2, le FGF-BP1 (FGF binding protein 1), a été
identifiée. Il a été proposé que cette molécule agisse comme un chaperon qui lie le FGF-2 et
mobilise la molécule liée a la matrice extracellulaire pour stimuler I’angiogenése. Le
FGF-BP1 pourrait participer de cette maniére au switch angiogénique, que nous détaillerons

plus loin.

% Récepteurs

Ces deux facteurs se lient a des récepteurs de surface cellulaire spécifiques. Quatre types de
récepteur a activité tyrosine kinase ont été caractérisés, dont les FGFR-1, les FGFR-2, les
FGFR-3 et les FGFR-4, dont la structure est similaire a celle du VEGFR, avec un domaine
extra-cellulaire contenant 3 boucles immunoglobulin-like (Ig-like), et un domaine tyrosine
kinase interne divisé en 2.

La spécificité et I’affinité de ces récepteurs sont régulées par ¢pissage alternatif d’exons
codant pour la boucle extracellulaire Ig-like en 3°. Les cellules endothéliales expriment les
récepteurs FGFR-1 et FGFR-2, et leur autophosphorylation est stimulée par le FGF-1 et
le FGF-2. (Bikfalvi, 2003)

La grande famille des récepteurs aux éphrines possede la spécificité d'avoir des ligands
membranaires non circulants. Elle a été divisée en deux sous-familles, les ligands de type A,
simplement accrochés aux membranes plasmiques ; et les ligands B, qui possédent une partie

cytoplasmique. (L’ Allemain, 2000)

% Role des éphrines en angiogenese

Les éphrines et leurs récepteurs ont d'abord et surtout été impliqués dans les processus
neurodéveloppementaux qui ont lieu lors de I'embryogenése.

En 1995, une premicre étude décrivait le réle pro-angiogénique de 1'éphrine Al lors de

l'angiogenése inflammatoire induite par le TNFo. En 1999, un test d'angiogenése in vitro
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montrait que l'addition des éphrines Bl ou B2 seules induisait le bourgeonnement des
structures de capillaires, et ce avec la méme intensité que les plus forts facteurs angiogénes.
Chez les animaux invalidés soit pour les génes codant les récepteurs EphB2 et EphB3, on a
des embryons avec de multiples défauts d'angiogenése au niveau des organes.

Ainsi, les couples éphrine-Eph participent a 1'organisation des vaisseaux.

Les phénotypes présentés par ces animaux, a savoir la désorganisation des structures
capillaires, rappellent ceux obtenus lorsque le récepteur angiogénique Tie2 ou son ligand
Angl sont altérés. Cela suggeére que la signalisation des couples éphrine-Eph de type B
pourrait interagir avec celle issue de Angl/Tie2. Un premier résultat allant dans ce sens est la

phosphorylation in vitro du domaine cytoplasmique de 1'éphrine B1 par le récepteur Tie2.

*» Role des éphrines dans l'adhésion cellulaire
[’activation du couple EphA2-éphrine A1l suffit a supprimer la fonction des intégrines et des

protéines associées aux plaques d'adhésion cellulaire.

L’endothéline-1 (ET-1) et I’angiotensine II (Angll) (figure 15) sont des peptides vasoactifs,
mais aussi mitogeénes et pro-angiogéniques. Tous deux exercent leurs actions par
’intermédiaire de récepteurs couplés aux protéines G : ETA-R et ETg-R (récepteurs de types
A ou B de I’endothéline) pour ET-1; ATIR et AT2R (récepteurs de type 1 ou 2 de

I’angiotensine II) pour Angll.

Prépro-€T-1 Angiotensinogéne
Furine —+ Rénine s l
Big €T-1 Angl
et — | e — |
o8 Angll
ET-R ET-R ATIR AT2R
Prolifération + + + -
Expression
Cellules i 7 ¢ i
musculaires lisses
Cellules ‘ 3 %

endothéliales

Figure 15 : Similitudes entre les étapes de synthése de ET-1 et d'Angll, et modes d'action
(D’apres Cazaubon et al., 2006)
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ET-1 et Angll agissent sur les différentes étapes de la progression tumorale, et I'utilisation
d’antagonistes spécifiques de leurs récepteurs, ou d’inhibiteurs de leur synthése, est efficace
pour ralentir la croissance tumorale in vitro et in vivo dans différents modeles animaux.

Des essais cliniques utilisant des antagonistes d’ETA-R donnent des résultats encourageants
pour le traitement antitumoral, et une approche similaire ayant pour objectif de bloquer

ETB -R ou ATIR est envisageable.

% Expression des systemes endothéline-1 et angiotensine II dans les tumeurs: des

similitudes dans les deux systémes

ET-1 et Angll ont d’abord été caractérisées pour leur vasoactivité.

L’ET-1 est essentiellement sécrétée par les cellules endothéliales, alors que 1’Angll est
produite dans la circulation, mais aussi localement, notamment a la surface des cellules
endothéliales. Ces deux peptides sont produits par un mécanisme similaire, faisant intervenir

la coupure enzymatique de précurseurs inactifs par une métalloprotéase.

Les deux peptides ET-1 et Angll ont de nombreuses cibles cellulaires, parmi lesquelles les
cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses des vaisseaux. Ils exercent tous deux
leurs actions par 1’intermédiaire de récepteurs appartenant a la superfamille des récepteurs a
sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G hétérotrimériques (RCPG,
récepteurs couplés aux protéines G).

Dans le systeme ET-1, deux sous-types de récepteurs ont été identifiés, ETa-R et ETp-R, qui
transmettent des effets vasoactifs opposés : vasoconstriction couplée a ETs-R dans les
cellules musculaires lisses, vasodilation couplée a ETg-R dans les cellules endothéliales. En
revanche, tous deux sont capables de relayer 1’ effet mitogene d’ET-1.

Angll se lie également & deux récepteurs : ATIR, exprimé de fagon prédominante chez
I’adulte, et AT2R, exprimé chez le fcetus et dans des situations de remodelage tissulaire. Les
effets physiologiques d’Angll sont majoritairement attribués a ATIR, AT2R étant considéré
comme un récepteur régulateur. Comme ET-1, Angll régule positivement la prolifération et la
migration cellulaire par I’intermédiaire d’AT1R, tandis qu’AT2R exerce un contréle négatif

sur ces fonctions.
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Une expression de plusieurs des composants du systeme ET-1, et plus récemment du systéme
Angll, a été mise en évidence dans différentes cellules cancéreuses. Outre une €lévation de la
synthése du peptide, une régulation positive de 1’expression du récepteur est couramment

observée.

C’est ainsi qu’une augmentation de I’expression de composants du systéme ET-1 a pu étre
reliée a I’invasivité de certaines tumeurs (adénome colorectal, cancers du sein et de la
prostate). Il en est de méme pour I’expression du systéeme Angll, notamment dans le cas de
cancers de la peau ou de carcinomes cervicaux.

Les récepteurs d’Angll surexprimés dans les cellules tumorales sont essentiellement du sous-
type ATIR, méme si une augmentation de I’expression d’AT2R a été observée dans les
cancers du sein, suggérant une éventuelle participation des deux sous-types de récepteurs a la
progression tumorale.

Pour le systtme ET-1, la surexpression des récepteurs ETA-R et ETg-R est observée de
maniére différentielle selon le type cellulaire, la surexpression d’ETA-R étant plus
particulierement notée dans les tumeurs d’origine épithéliale (carcinomes). De maniére
intéressante, les cellules tumorales expriment le plus souvent un sous-type de récepteur d’ET-
1 différent de celui qui est exprimé par le tissu normal correspondant.

Outre les cellules tumorales, I’endothélium des vaisseaux intratumoraux exprime également
ETA-R, ETB-R et/ou ATI1R.

% Me¢écanismes d’action de I’endothéline-1 et de I’angiotensine II dans ’angiogenése

g{ -R ECI'H ATZR
ATIR @ Q”

\ [SHp-1
o |0 O/
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\ PI3K/ALE I ERK S FAK
HIF/VEGF J\l / J
S
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Angiogenése  Prolifération/survie Migration/invasion

Figure 16 : Principales voies de signalisation intracellulaire, couplées aux récepteurs de ET-1 et de Angll,
impliquées dans la progression tumorale

(D’aprés Cazaubon et al., 2006)
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Parall¢lement aux facteurs angiogéniques VEGF, FGF ou HGF, ET-1 et Angll apparaissent
aussi comme des acteurs de I’angiogenése. (figure 16)

Ces deux peptides, en agissant directement sur les cellules endothéliales par I’intermédiaire
d’ETg-R et d’ATIR, sont capables de moduler in vitro les étapes précoces de I’angiogenése
(prolifération, migration, invasion, production de MMPs), mais aussi I’étape, plus tardive, de
tubulogenése.

ET-1 et Angll, en activant respectivement ETs-R et ATIR, sont également de puissants
mitogénes pour les cellules musculaires lisses vasculaires. Au contraire, AT2R, par son action
négative sur les voies de signalisation couplées a ATIR et au récepteur du VEGF, régule
négativement la migration des cellules endothéliales et la tubulogenése.

Il faut en outre noter qu’ET-1 et Angll stimulent indirectement 1’angiogenése tumorale via la
production de VEGF, aussi bien par les cellules tumorales que par les cellules endothéliales.
Cela implique notamment I’induction d’HIF-1a, le facteur de réponse a I’hypoxie (hypoxia-
induced factor) contrélant la production de VEGF. Une augmentation de la sécrétion de
VEGEF par les macrophages associés a la tumeur et par les cellules stromales a également été
observée en réponse a I’Angll. Réciproquement, le VEGF induit la sécrétion d’ET-1 par les
cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses, conduisant a une boucle
d’amplification de la production de ces facteurs pro-angiogéniques.

Finalement, ET-1 comme Angll sont sécrétés en réponse a plusieurs stimuli associés au
processus tumoral (hypoxie, cytokines inflammatoires, facteurs de croissance), et peuvent agir

de concert avec le VEGF sur les différentes étapes de I’angiogenése.

o La lactadhérine

Sans VEGF

VEGF-R2 E
. r‘_‘
r

ovfi3 m;]

= =

p Pas de phoiphorylution p

Pas 4
Phénotype angiogénique d'activation Phénotype angiogénique
de lavoie
VEGFR2

Figure 17 : La lactadhérine interagit avec l'intégrine avfi3 pour activer le processus de néovascularisation
(D’apres Silvestre et al., 2005)
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Comme vu précédemment, le VEGF est un facteur de croissance majeur pour le
développement des nouveaux vaisseaux sanguins. Il agit principalement par ’intermédiaire de
son récepteur, le VEGFR-2, en activant de nombreuses voies de signalisation, notamment
celles dépendantes des intégrines avfB3 et avps.

La lactadhérine est une glycoprotéine sécrétée par les glandes mammaires. Son rdle
physiologique reste obscur. Elle est impliquée dans la reconnaissance des cellules
apoptotiques par les macrophages, elle présente des homologies de séquence avec une
protéine pro-angiogénique Del-1, et posséde une séquence RGD (séquence arginine-glycine-
acide aspartique) lui permettant de se lier aux intégrines avf3 et avp5.

En présence de VEGF, la phosphorylation de son récepteur, le VEGFR-2, permet la formation
d’un complexe trimoléculaire VEGFR-2/lactadhérine/intégrine avB3 qui initie le processus
angiogénique. En I’absence de VEGF, la lactadhérine, en interagissant directement avec
I'intégrine avP3, est capable d’initier le développement de nouveaux vaisseaux sanguins.

(figure 17)

L’ensemble de ces propriétés conférerait donc a la lactadhérine un potentiel pro-

angiogénique.

Pour étayer cette hypothése, ’équipe de JS Silvestre a analysé¢, dans un premier temps,
I’expression de la lactadhérine dans le tissu vasculaire. L'ARN et la protéine ont été détectés
dans 1’aorte murine et humaine, soulignant son rbéle éventuel dans le développement de
nouveaux vaisseaux.

Un certain nombres d’outils ont alors été développés, et une lignée de souris déficientes pour
la lactadhérine créée, afin d’analyser ’implication de cette molécule dans le développement

des néovaisseaux. (Silvestre et al., 2005)

% Role de la lactadhérine dans I’angiogencse induite par le VEGF

Dans un premier temps, son potentiel proangiogénique a été testé dans un modéle
d’angiogenese in vivo. Le VEGF y induit une forte infiltration de cellules, essentiellement de
type endothélial. Cette équipe a montré que I’utilisation d’un anticorps anti-lactadhérine ou de

souris déficientes en lactadhérine atténue totalement 1’effet pro-angiogénique du VEGF.
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% Mcécanisme d’action de la lactadhérine

Les effets chimiotactiques et mitogéniques du VEGF sont classiquement contrdlés par les
protéines kinases ERK et AKT. Dans le muscle ischémié, comme dans des cultures de
cellules endothéliales humaines, il apparait que I'effet du VEGF sur la phosphorylation

d’AKT est bloqué par I’inhibition ou I’absence de lactadhérine.

o La famille Ets

La mise en place de vaisseaux sanguins est un phénomeéne essentiel au développement
embryonnaire, au remodelage tissulaire et au développement tumoral chez l'adulte.

Les molécules impliquées dans ce processus sont nombreuses, depuis les facteurs de
croissance des cellules endothéliales et ceux impliqués dans la maturation vasculaire,
jusqu'aux effecteurs de l'inflammation et de la coagulation ; pourtant, les mécanismes
controlant 'expression de leurs geénes au cours de l'angiogenéese sont encore peu connus.

Les cellules endothéliales forment les nouveaux capillaires a l'origine des futurs vaisseaux
sanguins. Elles expriment un répertoire spécifique de marqueurs qui leur donne une identité
«endothéliale ». Dans les génes de certains de ces marqueurs ont été identifiées des zones de
régulation responsables de l'expression spécifique dans les cellules endothéliales. Certains
facteurs de transcription de la famille Ets participent a la détermination de cette spécificité

d'expression et aussi a la régulation basale de ces genes.

% La famille Ets

La famille des facteurs Ets est composée de plusieurs dizaines de molécules qui ont en
commun un domaine de fixation a 'ADN appelé ETS. Ce domaine est composé d'environ
85 acides aminés et forme une « hélice-boucle-hélice » qui permet la reconnaissance d'une
séquence d'ADN dont le motif central est GGAA/T, nommé Ets-binding site (EBS). Les
régions situées de part et d'autre de ce motif sont importantes pour la spécificité d'interaction
des facteurs Ets avec I'ADN.

La plupart des membres de la famille Ets active la transcription.

Une fonction pour certains facteurs Ets dans la mise en place et le développement vasculaire a
été suggérée suite aux études de leur expression pendant le développement normal et tumoral.
De ces études, il ressort que quatre membres de la famille Ets : Ets/, Flil, Tel et Erg, sont

particulicrement intéressants dans le cadre de I'étude de I'angiogeneése.
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% Expression des facteurs Ets pendant l'angiogenése

Chez l'adulte, l'expression de ets/ est détectée lors de l'angiogenése induite pendant la

cicatrisation et le développement tumoral.

In vitro, les observations montrent également que l'expression de ets/ est corrélée a
l'activation de I'endothélium ; ets/ est exprimé dans les cellules endothéliales qui proliferent
et qui migrent, mais pas apres que ces cellules aient atteint la confluence. Cette expression est
augmentée dans les cellules endothéliales stimulées par différents facteurs angiogéniques,
mais aussi dans les cellules musculaires lisses stimulées par l'endothéline 1 et le PDGF.
L'expression de el est détectée dans les cellules endothéliales pendant la formation de tubes et

il semblerait que le VEGF ['inhibe.

% Les génes tie

Comme vu précédemment, les genes tiel et tie2 codent des récepteurs a tyrosine kinase
exprimés dans 'endothélium des vaisseaux sanguins pendant le développement embryonnaire
et chez l'adulte. L'inactivation de l'un ou l'autre induit des défauts sévéres dans le
développement vasculaire.

Les expériences ont révélé que deux régions contenant des doubles EBS sont critiques pour

l'activité basale du promoteur tiel in vitro, et au moins une de ces régions l'est également in

vivo.

v Le géne VE-cadhérine

La VE-cadhérine est une protéine transmembranaire qui permet l'adhérence intercellulaire
homophile et dépendante du calcium ; elle est spécifiquement exprimée par les cellules
endothéliales in vivo. L'inactivation du géne VE-cadhérine entraine une mort embryonnaire
avec une absence de différenciation des ilots sanguins en réseau vasculaire primaire dans le
sac vitellin.

L'analyse d'une région tres proximale du promoteur de géne de la VE-cadhérine révéle la
présence de deux EBS essentiels a l'expression basale du géne puisque leur mutation réduit
fortement 1'activité du promoteur.

Un r6le du facteur Erg dans le contréle du gene de la VE-cadhérine a été proposé et la
surexpression de Ets1 dans les cellules endothéliales et fibroblastes de souris induit également

une surexpression de la VE-cadhérine in vitro.

50



Des expériences de transactivation utilisant un fragment de 2,5 kb du promoteur ont révélé
que Etsl augmentait l'activité du promoteur par les deux EBS précédemment localisés dans la

région proximale.

Ces données suggérent que Etsl pourrait étre impliqué dans le contrble de l'expression du
géne de la VE-cadhérine in vivo. Cependant, a la différence de Etsl, I'expression de la VE-
cadhérine est maintenue dans l'endothélium quiescent, suggérant que d'autres facteurs de
transcription sont requis pour le maintien de cette expression apres la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins.

% Les génes flt1 et flk] (= vegfr-1 et vegfr-2)

Fltl et Flk1 sont deux récepteurs au VEGF dont I'expression est pratiquement restreinte aux
cellules endothéliales vasculaires. L'inactivation du géne de 1'un ou l'autre de ces récepteurs
entraine un développement vasculaire anormal.

L'analyse du promoteur du géne fIt/ a permis d'identifier un fragment qui porte une forte
activité transcriptionnelle in vitro et qui s'exprime spécifiquement dans les cellules
endothéliales apres infection par adénovirus. Un EBS localisé dans la région de 90 bp située
en amont du site d'initiation de transcription est nécessaire pour l'activité du promoteur.

Etsl, Ets2 et Erg sont capables de stimuler l'activité transcriptionnelle de cette région du
géne fltl.

De plus, une corrélation significative entre l'expression des protéines Etsl et Fitl dans les
cellules endothéliales microvasculaires de gliomes humains a été observée, suggérant que

Etsl pourrait effectivement réguler la transcription du géne fIt/ in vivo.

Les propriétés in vitro et in vivo des différents facteurs ETS évoqués suggérent qu'ils jouent
un réle dans le controle de I'expression spécifique de geénes importants pour l'angiogenése
dans les cellules endothéliales. Cependant, la multiplicité¢ des facteurs ETS peut rendre

délicates les interprétations des roles distincts de chaque facteur. (Leliévre et al., 2001)

2.2.1.3) Acteurs anti-angiogeénes

Le processus d’angiogenése est finement régulé par des facteurs pro et antiangiogéniques.
Chez I’adulte, les facteurs angiogéniques restent exprimés a un faible taux dans les cellules

normales, ou sont co-exprimés avec des facteurs inhibiteurs. L’équilibre entre ces deux
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activités contribue a maintenir la quiescence de I’endothélium. Le tableau 4 nous présente une

liste de facteurs anti-angiogéniques présents dans le corps humain.

Tableau 4 : Facteurs anti-angiogéniques connus

FACTEURS ANTI-ANGIOGENIQUES

Angiostatine

Antithrombine III

Canstatine

Inhibiteur dérivé du cartilage
Fragment CD59 du complément
Endostatine

Fibronectine

Gro-beta

Héparinases

Fragment hexasaccharidique de ’héparine
hCG (hormone chorionique gonadotrope)
Interferon o/P/y

IP-10 (interferon inducible protein)
IL-12

Kringle 5

TIMPs

2-ME (2 méthoxyestradiol)

PF4

Fragment de 16kD de la prolactine
Rétinoides

Tétrahydrocortisol-S

Tumistatine

Vasculostatine

Vasostatine

(http://5)

e La thrombospondine 1 (TSP1) appartient a une famille de glycoprotéines produites par
nombre de cellules normales et transformées. Il a été montré que la TSP1 est un
inhibiteur puissant de ’angiogenése in vivo et in vitro et joue un rdle dans le switch
angiogénique. (Lawler, 2002)

Par exemple, la surexpression de TSP1 dans des lignées cellulaires A431 et SCC13 inhibe
fortement le développement tumoral in vivo chez la souris sans pour autant modifier la
croissance in vitro. La perte d’un gene suppresseur de tumeur dans les fibroblastes de hamster
induit aussi une réponse angiogeénique par diminution de la sécrétion de la TSP1. La nature du

géne suppresseur capable de réguler I’expression de TSP1 a été élucidée en utilisant les
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fibroblastes isolés de patients présentant la maladie de Li-Fraumeni. Il s’agit de la
protéine p53. Finalement TSP1 est régulé par Idl qui est aussi un répresseur de sa

transcription.

TSP1 inhibe I’angiogenese tumorale grace a des effets directs sur la prolifération, la migration
et la survie des cellules endothéliales, mais aussi grace a des effets indirects sur la
mobilisation des facteurs proangiogéniques. En effet, elle est capable de lier et d’activer
CD36 a la surface des cellules endothéliales et d’empécher la mobilisation du VEGF de la
cellule tumorale vers la cellule endothéliale grace a une inhibition de activation de MMP-9.
TSP1 inhibe le développement des vaisseaux sanguins, mais non celui des vaisseaux
lymphatiques. En effet, les souris transgéniques présentant une surexpression cutanée de la
TSP1 montrent une inhibition des métastases hématogeénes mais non celle des métastases

ganglionnaires lymphatiques en raison de I’absence de CD36 au niveau de I’endothélium

lymphatique.

e L’expression de la TSP2, contrairement a celle de la TSP1, est induite dans un modéle
de carcinogenése cutanée au niveau du stroma tumoral. Les souris TSP2-/- ont un
développement tumoral accéléré dans le méme modele tumoral. La TSP2 semble donc
participer & un mécanisme de défense antitumorale de I’hote. Par ailleurs, son
expression dans des cellules tumorales A431 entraine une forte inhibition du
développement tumoral in vivo sans altérer la croissance ou la survie in vitro. L’ effet
semble étre additif, voire synergique, avec la TSP1. Aussi, le relargage continu
systémique de TSP2 par des implants de fibroblastes transfectés avec I’ADNc de la
TSP2 chez la souris entraine-t-il une inhibition considérable de la croissance tumorale

in vivo. (Hawighorst et al., 2001)

e L’angiostatine a été découverte et isolée a partir d’urine de souris présentant une
tumeur pulmonaire de Lewis.

L’angiostatine est un fragment de la plasmine de 56 kDa représentant quatre boucles Kringle.

Son action est principalement endothéliale. Récemment, le r6le des différentes boucles

Kringle a été élucidé. 1l semble que la boucle IV présente une activité d’auto-inhibition
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moléculaire. Cependant, son récepteur n’est pas identifié et les mécanismes de régulation et le
mode d’action de I’angiostatine ne sont pas encore ¢lucidés. (O’Reilly et al., 1996)

Les résultats de Folkman ef al. (1996) sont en faveur d’une action inhibitrice de 1’angiostatine
sur le développement des métastases latentes. En effet, I’exérése de la tumeur primaire de
Lewis entraine le développement de métastases en corrélation étroite avec une chute du taux
urinaire en angiostatine.

L’administration d’angiostatine juste aprés 1’exérese inhibe le développement des métastases.
Ces résultats indiquent que 1’angiostatine joue un role dans le maintien de la latence des

meétastases.

e [’endostatine est un inhibiteur de 1’angiogencse identifié dans les cellules
endothéliales hémangiomateuses. (O’Reilly et al., 1997)

C’est une molécule de 20 kDa correspondant au fragment C-terminal du collagéne
type XVIIL. Les souris déficientes en collagéne XVIII présentent des anomalies vasculaires
importantes avec, notamment, une absence totale de la formation de vaisseaux rétiniens
rappelant le syndrome de Knobloch. L’endostatine inhibe fortement 1’angiogenese in vitro et
in vivo ainsi que la croissance tumorale. Il a été proposé que son relargage continu in vivo fait
régresser completement la tumeur primaire vers 1”état d’ilot microscopique latent. La validité

de cette derni¢re observation n’est cependant pas acceptée d’une fagon générale.

e Fragment hémopexine (PEX)
PEX est I’extrémité C-terminale de la métalloprotéinase MMP-2 et posséde une forte activité
anti-angiogénique et antitumorale in vivo. Ce fragment inhibe la fixation de la proMMP-2 a
I’intégrine avPB3 et 8 ’MT1-MMP et inhibe ainsi I’activité catalytique de MMP-2.
L’effet biologique du PEX semble donc résider dans une inhibition de la dégradation de la
matrice extracellulaire et une inhibition de la migration cellulaire. Le PEX est une molécule
trés puissante dans [Dinhibition du développement tumoral, notamment celui des

glioblastomes. (Bello et al., 2001)
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e Facteur plaquettaire 4
Le facteur plaquettaire 4 (PF4) est un polypeptide de 7 kDa qui est produit dans les plaquettes
sous forme de complexe tétramérique. 1l inhibe I’angiogenese in vitro et in vivo.
En effet, lors de ’activation, les plaquettes libérent un inhibiteur de Iactivit¢ du FGF-2
identique au PF4.
Il a été proposé que le PF4 exerce son effet par inhibition de la liaison du FGF-2 et du VEGF
a leurs récepteurs. Il empéche aussi I'activation des récepteurs aux FGF par inhibition de la
liaison et de la dimérisation du récepteur. L’activité inhibitrice est due a une interaction
directe entre PF4 et une molécule angiogéne.
Des fragments du PF4 dérivés de la partie C-terminale présentant une activité inhibitrice trés
puissante dans P’inhibition du développement tumoral ont ¢été également identifiés.

(Bikfalvi, 2004)

e Cornea-derived transcript 6 (CDT6)
Le CDT6, apparenté aux angiopoiétines, est un facteur qui a été identifi¢ apreés hybridation
différencielle dans le stroma de la cornée humaine. Des cellules de mélanome humain
transfectées avec du CDT6 présentent une inhibition de la croissance tumorale et de

I’angiogenese et une induction de la production de collagenes I et V. (Peek et al., 2000)

e RECK
RECK (REversion-including Cystein rich protein with Kazal motifs) est une glycoprotéine de
membrane qui inhibe les MMPs. Des souris RECK -/- meurent a 10,5 jours, en raison d’un
développement vasculaire anormal. RECK inhibe MMP-2, MMP-9, et MMP-14.
RECK est surexprimé dans des cellules de fibrosarcome, et entralne une réponse

angiogénique et une croissance iz vivo altérées. (Gabison et al., 2003)

2.2.1.4) Acteurs du déclenchement de 1’angiogenése : le switch angiogénique

Chez les mammiféres adultes, en conditions physiologiques normales, le réseau vasculaire est
quiescent. L’angiogenése est un processus finement contrélé par une balance d’activateurs et

d’inhibiteurs produits par des cellules normales.
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Le terme de switch angiogénique fait référence au moment pour lequel il y a plus de facteurs
pro-angiogéniques que de facteurs anti-angiogéniques, ce qui active des cellules quiescentes,

qui vont initier I’angiogenése. (figure 18)

Activateurs > Inhibiteurs Activateurs < Inhibiteurs
VEGF TSP1 VEGF TSP1

FGF TSP2 FGF TSP2
EG-VEGF endostatine EG-VEGE Endostatine
ete. ete, ete. et

Hypoxic
Oncogénes (ras)
Facteurs de croissance

Figure 18 : Le switch angiogénique

L’hypoxie stimule I’expression des facteurs proangiogéniques (activateurs) et inhibe I’expression ou la
production de facteurs anti-angiogéniques (inhibiteurs), grice 4 la stabilisation d’HIFlea, [P’activation
oncogénique ou certaines boucles autocrines ou paracrines de facteurs de croissance. Quand I’oxygéne
moléculaire augmente ou quand I’effet des oncogenes et des facteurs de croissance est inhibé, la production des
inhibiteurs est supérieure a celle des activateurs. Cela entraine un blocage de I’angiogenése tumorale et une

régression des néovaisseaux.
(D’aprés Bikfalvi, 2004)

% Role majeur de I’hypoxie dans le déclenchement de 1’angiogenése :

L’ hypoxie est le stimulus majeur qui déclenche 1’angiogenese. (Harris, 2002)
Physiologiquement, I’hypoxie peut étre le résultat d’une diminution de la pression partielle en
oxygeéne de I’air, d’une augmentation de la consommation d’oxygene, ou du développement
rapide d’un tissu (comme c’est le cas pour le corps jaune et le placenta).

En pathologie, la croissance tumorale conduit également a I’hypoxie.

Les cellules soumises a des conditions d’hypoxie vont alors lancer une réponse au stress,
adaptée et coordonnée grace a un facteur de transcription majeur : le HIF-la. Méme si
plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la réponse au stress hypoxique, tels que
le NF-xB (nuclear factor kappa B) et I’AP-1 (activating protein 1), ’'HIF est le plus puissant
inducteur de I’expression des génes de la glycolyse anaérobie, du VEGF, du Flt-1 et de

I’EPO (érythropoiétine).
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HIF est un facteur de transcription ubiquitaire composé de 2 sous-unités : HIF-a et HIF-, qui
s’hétérodimérisent. La sous-unité HIF-B est une protéine nucléaire constitutive alors que
I’HIF-a est la sous-unité régulée par I"hypoxie et il en existe 3 isoformes la, 2a et 3a. Les
isoformes 1 et 2 sont controlés de fagon similaire par des conditions hypoxiques par un
mécanisme post-traductionnel. HIF-1a et HIF-2a forment des hétérodimeres avec la sous-
unité HIF-f.

HIF-a est la sous-unité en condition de stress hypoxique, qui induit la transcription de génes
contenant une séquence HRE (hypoxia responsive element) dans leur région promoteur. Parmi
les geénes induits par I’hypoxie, impliqués dans I’angiogenese on trouve le VEGF, le Flt-1, le

Tie2, le TGF-B et ’EPO. (Park et al., 2004)

L’hypoxie induit ’expression du VEGF-A et régule négativement 1’expression de la TSP2
dans un grand nombre de cellules normales ou transformées. L.a nature précise de cette
régulation a été récemment ¢élucidée. Une enzyme appelé prolyl-hydroxylase domain-
containing enzyme (PHD) lie I’oxygeéne moléculaire et le fixe sur des résidus spécifiques de
proline du HIFla. Une autre protéine, appelée pro‘iéine de von Hippel-Lindau (VHL), lie
ensuite le HIF1a oxydé, et le complexe ainsi formé est ensuite ubiquitinylé et dégradé dans le
protéasome.

Quand le taux d’oxygene baisse, ce processus est ralenti et le taux de HIFla augmente. A
I’inverse, quand le taux d’oxygene augmente, la dégradation de HIF1a est accélérée.

Il existe trois familles de PHD (PHD1, PHD2, PHD3) possédant des similarités de séquence.
En dehors des sites d’hydroxylation de proline, des sites d’asparagine hydroxylée ont été
identifiés. L’enzyme responsable de cette hydroxylation n’a pas encore été identifiée.

Une autre cible de ’hypoxie est également HIF2a. La cible transcriptionnelle dans ce cas est

le VEGFR-2 au niveau de la cellule endothéliale.

% Autres acteurs du switch angiogénique

Un modele de souris transgénique RIP-Tag (souris présentant un insulinome), développé par
Hanahan et al. en 1985, a permis de mieux comprendre les mécanismes d’induction de la
néovascularisation tumorale et de fournir une base expérimentale pour le concept de switch
angiogénique.

Les ilots pancréatiques de souris RIP-Tag, prélevés en phase préangiogénique et cultivés en
présence de cellules endothéliales, n’entrainent pas de modifications de ces derni¢res quant a

leur statut de différenciation, de migration ou de prolifération. En revanche, lorsque les ilots
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sont prélevés a un stade de malignité déclarée et cocultivés avec les cellules endothéliales en
gel de collagéne en trois dimensions, la formation de réseaux capillaires convergents vers
I’flot est observée. Cela indique que les cellules tumorales acquiérent la capacité de stimuler
I’angiogenese au cours de leur progression maligne.

Différentes molécules semblent étre a ’origine du switch angiogénique dans ce modéle.
Néanmoins, la présence de VEGF-A est absolument requise. Ce facteur semble étre essentiel
et non redondant, car les souris présentant une inactivation conditionnelle de ce géne ne sont

plus capables de développer une néovascularisation tumorale dans ce modele. (Inoue et al.,

2002)

Par ailleurs, comme vu précédemment, Bergers et al. (1999) ont également montré que le
VEGF est transloqué des cellules tumorales vers 1’endothélium tumoral grace a I’action d’une
protéase, la métalloprotéinase MMP-9, et que cette translocation est un événement essentiel
pour le switch angiogénique. La conversion du proMMP-9 en MMP-9 semble étre le fait
d’une autre protéase, la MMP-3.

L’activation oncogénique est également impliquée dans le switch, comme cela a ét€¢ montré
pour I"oncogéne ras. L’insertion d’un oncogene c-ras activé dans des cellules MCF7 entraine

Pinduction de I’expression du VEGF et la formation in vivo de tumeurs trés vascularisées.

La perte d’hétérozygotie au niveau du locus codant pour p53 favorise clairement le switch, de
méme que le facteur de croissance/survie IGF11 (insulin-like growth factor) ; FGF-1 semble
également impliqué. Le role de la protéine p53 a ét¢ élucidé dans différents modéeles. Elle
régule positivement 1’activité d’inhibiteurs de I’angiogen¢se comme TSP1 et négativement le
VEGF. A I’appui du réle de p53, le groupe de Kerbel a récemment montré que des tumeurs
HCT116 négatives pour p53 étaient moins sensibles, in vivo, a I’inhibition par des molécules

anti-angiogéniques que les tumeurs HCT116 p53-positives. (Yu et al., 2002)

A terme, ’objectif thérapeutique serait d’empécher la survenue de switch angiogénique et
ainsi de bloquer le développement tumoral a sa phase trés précoce avant la survenue d’un
risque de dissémination a distance. Un traitement anti-switch préventif pourrait ainsi étre

proposé aux patients a risques ou en situation adjuvante en cas de risque de récidive.
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Cependant, certaines études ont démontré qu’il existe d’autres moyens d’approvisionner la
tumeur :

e Par le recrutement de précurseurs endothéliaux (vasculogenese postnatale)
Il a été montré que des cellules précurseurs endothéliales circulantes, issues de la moelle,
existent également chez I’adulte. Ces cellules sont recrutées au niveau des sites ou la
néovascularisation est intense, et peuvent étre incorporées dans les néovaisseaux.
L’hypoxie et le VEGF sont les principaux médiateurs de ce recrutement. L’ importance de ce
phénomene dans la vascularisation tumorale dépend de la nature de la tumeur. (Asahara et al.,

1999)

e Par mimétisme vasculaire (« vascular mimicry »)
11 a été décrit, dans certains cancers trés agressifs, que les vaisseaux intra-tumoraux pouvaient
étre constitués par des cellules tumorales dont le phénotype est de type endothelial. En effet,
par un processus de transdifférenciation, les cellules cancéreuses miment les cellules
endothéliales, jusqu’a former des vaisseaux fonctionnels. Les néovaisseaux ainsi formés sont
constitués de ces cellules tumorales différenciées en endothéliales, en association ou non avec

des cellules endothéliales normales. (Folberg et al., 2000)

Beaucoup de questions restent encore sans réponse concernant le switch angiogénique, dont le
mécanisme précis est encore largement méconnu. Quel est I’événement qui va initier le
switch ? Pourquoi certaines cellules restent-elles quiescentes alors que d’autres progressent ?
Quelle est I'importance du switch angiogénique dans le processus de progression tumorale ?
Ce mécanisme est-il unique, ou l’activation de la néoangiogenése peut-elle intervenir par
I’intermédiaire de différents processus ? Est-ce un phénomene irréversible ? Comment est-il

régulé ?

2.2.1.5) Acteurs des interactions cellules/MEC

Les intégrines constituent une famille de récepteurs d’adhérence, impliqués dans I’adhésion

des cellules aux MEC, et dans les interactions cellule-cellule. Elles représentent une famille
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de plus de 20 récepteurs transmembranaires différents constitués par 1’association de sous-
unités a et B. Actuellement, on a identifié environ 18 sous-unité a, et 8 f3.

L’assemblage des sous-unités a et § forme un récepteur transmembranaire comportant un long
domaine extracellulaire, une région transmembranaire, et un court domaine cytoplasmique.
Le domaine extracellulaire peut se lier a différents ligands, tels que les protéines des MEC,
comme la fibronectine, la vitronectine, le collagéne, ou les récepteurs d’autres membranes
cellulaires tels que ICAM-1 (intracellular adhesion molecule) ou VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule). Le domaine cytoplasmique du récepteur intéragit avec les protéines du
cytosquelette.

Outre leurs propriétés de protéines d’adhérence, les intégrines ont un réle important dans la
transduction du signal, et interviennent dans la régulation de la réorganisation du
cytosquelette, le transport intracellulaire des ions, le métabolisme des lipides, ’activation de
certaines kinases et 1’expression genique.

Les protéines-kinases interviennent dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que la
croissance et la différenciation cellulaire. Aprés fixation de ligands sur les intégrines, de
nombreuses protéines cellulaires, telles que les protéines d’adhésion focale (protéines FAK

par exemple), sont phosphorylées sur des molécules de tyrosine. (Varner & Cheresh, 1996)

L’intégrine avp3 est une intégrine impliquée dans 1’angiogenese, et le remodelage vasculaire.
Elle est ainsi exprimée essentiellement au niveau des néovaisseaux, et peu (ou pas) dans les
vaisseaux quiescents. Elle est aussi présente au niveau des leucocytes, macrophages,

ostéoclastes et dans certaines tumeurs malignes.

Le complexe d’adhérence est une large structure composée de protéines connectées entre elles
par leur domaine SH2 ou SH3. (figure 19) Au sein de ces complexes, FAK est I'un des points
centraux de ces connexions en ¢étant D'intermédiaire entre les signaux activateurs des
intégrines ou des facteurs de croissance et les autres protéines. Le nombre de protéines
nécessite 1’association de plusieurs protéines FAK pour permettre une bonne cohésion du

systeme.
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s extracefiolairs Figure 19 : Le complexe d'adhérence focale
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FAK est une protéine d’un poids moléculaire de 125 kDa, de structure trés conservée au sein
des especes. Son geéne est localisé sur le chromosome 8. Elle ne posséde ni région
transmembranaire, ni région SH2 (src homology 2) ou SH3. Elle est divisée en 3
domaines (figure 20) ; un domaine amino-terminal et un domaine carboxy-terminal,
délimitant un domaine central portant I’activité catalytique.
La région FAT (focal adhesion targeting), située dans le domaine C-terminal, est nécessaire
pour la localisation de FAK dans le complexe d’adhérence par I’intermédiaire des liaisons

avec la taline et la paxilline.
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Figure 20 : Structure de FAK

La protéine FAK est divisée en trois domaines. L’autophosphorylation de la tyrosine en Y397 permet la liaison
avec les kinases de la famille Src. Ces kinases vont phosphoryler les autres résidus tyrosine de FAK ainsi que
des résidus de protéines liées a FAK. Dans la partie amino-terminale, on retrouve un domaine homologue avec
les protéines du groupe bande 4.1/ERM (ezrine, radixine, moésine). Ce domaine permet I’association de FAK
avec des récepteurs de facteurs de croissance. Sur la figure sont représentées les principales protéines
interagissant avec FAK et leur site de liaison respectif.

(D’apres Cornillon et al., 2003)
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ACTIVATION DE FAK

Les intégrines, des facteurs de croissance comme I'IGF, et des hormones peuvent activer
FAK.

La protéine FAK activée va subir une phosphorylation en cascade de résidus tyrosine. C’est
d’abord 1’autophosphorylation du résidu tyrosine 397 qui est le témoin de son activation.
Cette phosphorylation libére un site de liaison de forte affinité pour des protéines contenant
un domaine SH2.

Les kinases de la famille Src, Fyn et c-Src, vont €tre recrutées et activées sur ce site. Elles
vont phosphoryler d’autres résidus tyrosine dans le domaine catalytique, ainsi que dans la
région C-terminale. Les phosphorylations des tyrosines Y576 et 577 par c-Src augmentent
I’activité enzymatique de FAK, et permettent la création de nouveaux sites de liaison pour
d’autres effecteurs.

L’activation de FAK et de c-Src est donc le point central du signal de transduction. (Mitra &

Schlaepfer, 2006)

...........................................................

Aprés son activation, FAK phosphorylée libére plusieurs sites de fixation pour des protéines
contenant des domaines SH2. Ces sites vont permettre le recrutement successif des protéines
du complexe.

Dans un second temps, les différentes protéines vont subir a leur tour une activation entrainant
la mise en route de cascades de voies régulatrices intracellulaires importantes comme
ERK/MAPK, PI3-kinase, et des réarrangements du cytosquelette.

Une nouvelle interaction entre FAK et STATI1 a ét¢ décrite récemment. B. Xie ef al. (2001)
ont montré que, parmi les différentes protéines STAT, STAT-1 pouvait étre activée par FAK
apres I’adhérence a la matrice, et que cette activation influencait la migration cellulaire en
limitant I’adhérence.

Le schéma simplifié de la figure 21 propose un résumé des possibilités d’interaction entre les
protéines du complexe d’adhérence et les voies de signalisation sous-jacentes. FAK est
initialement activée par I’intermédiaire d’intégrines et/ou de facteurs de croissance.

Cette activation va permettre la liaison et ’activation de plusieurs protéines.

Graf, Grb7, PLC-y vont participer au remaniement du cytosquelette d’actine, engendrant ainsi
un cycle de migration et d’adhérence cellulaires avec pour chaque étape une restructuration et

une déstructuration des complexes d’adhérence.
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p130Cas, Grb2, PI3-kinase vont secondairement participer a I’activation en cascade de
plusieurs voies intracellulaires : la voie de ERK, la voie de JNK et la voie de la PI3-kinase.
Elles vont permettre in fine de réguler plusieurs processus vitaux pour la cellule tels que la
survie, la prolifération et la migration cellulaires en favorisant I’activation de facteurs de

transcription.

Intégrines

Figure 21 : Les voies de signalisation de l'adhérence focale
(D’apres Cornillon et al., 2003)

e Migration cellulaire et FAK

Les cellules déficitaires en FAK, liées a la fibronectine, ont une forte diminution de leur
capacité migratoire et cette capacité dépend de la phosphorylation des tyrosines 397, 576 et
577. Ces résultats sont bien démontrés pour des lignées fibroblastiques dérivées de cellules
embryonnaires invalidées pour le géne FAK ; I’augmentation de I’expression de FRNK (FAK-
related non-kinase) bloque la migration ; I’augmentation de I’expression de FAK augmente la

migration; enfin, la mutation au niveau du site de liaison de FAK a la famille Src, Grb7,
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PI3 kinase ou a Cas limite la migration. Si FAK est de nouveau exprimée correctement, on
retrouve une migration normale.

La coopération entre adhérence et facteurs de croissance semble intervenir dans les processus
d’angiogenése au niveau des cellules endothéliales comme au niveau des cellules musculaires
lisses. Dans les cellules endothéliales, il existe en effet une coopération étroite entre les
intégrines et le VEGFR-2 passant par l'intermédiaire de FAK. Cette coopération est
nécessaire pour une migration correcte de ces cellules. De méme, dans les cellules
musculaires lisses vasculaires, I’activation de FAK potentialise I’activation de ERK par le
PDGF favorisant la prolifération et la migration.

Parallélement a son action sur la migration cellulaire, de nombreuses ¢tudes ont montré

clairement la participation de FAK dans les processus du développement tumoral.

e Survie, prolifération cellulaire et apoptose

Les interactions entre les intégrines et la matrice extracellulaire participent aux processus
vitaux cellulaires.

FAK, par ses interactions avec les intégrines est nécessaire pour la prolifération cellulaire.
Zhao et al. (1998) ont montré a travers plusieurs études que la régulation de la prolifération se
faisait par son intermédiaire. En activant les voies de ERK et de JNK, FAK permet
d’accélérer le passage de la phase G1 a la phase S de la mitose, participant ainsi au cycle
cellulaire.

La méme €quipe a montré que la voie de ERK, en réglant directement le promoteur de la
cycline D1, une protéine nécessaire pour le déclenchement du cycle cellulaire, permettait une
augmentation de son expression.

Dans un modé¢le de cellules épithéliales, il a été démontré que I’interaction entre I’adhérence
cellulaire et le facteur de croissance MSP (macrophage stimulating protein) est nécessaire
pour assurer correctement la survie des cellules par un effet de potentialisation entre les deux
partenaires sur les signaux intracellulaires qui limitent 1’anoikis.

En potentialisant la prolifération cellulaire et la survie, FAK est donc indirectement une
protéine anti-apoptotique.

Cerdle a été confirmé sur différentes lignées cellulaires.
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o (Cancérogenése

Par son implication dans la migration et la survie cellulaires, FAK pourrait jouer un réle dans
le développement tumoral. Ainsi, I’expression de FAK est élevée dans des tumeurs du sein,
du cblon, de la prostate, de la thyroide, des ovaires ou du mésenchyme.

Plusieurs ¢tudes suggerent que FAK intervient dans les premiers événements conduisant au
développement tumoral. Dans les cellules transformées surexprimant v-Src, FAK présente
une phosphorylation trois a dix fois plus élevée et ne nécessite pas obligatoirement
I’adhérence préalable a la matrice extracellulaire pour étre activée.

Ces résultats suggerent la possibilité d’une autonomisation des complexes d’adhérence dans
certains modéles tumoraux occasionnant une hyperactivation et participant ainsi a la
prolifération et & la migration cellulaires.

En raison de son réle dans la migration cellulaire, il a été supposé que FAK pouvait participer

a la formation des métastases. (Cornillon et al., 2003)

Fak est donc au coeur d’un systéme régulateur impliquant 1’adhérence a la MEC, mais
aussi les facteurs de croissance, les hormones... Ce systeme est indispensable pour la
migration, la prolifération et la survie cellulaire ; ce qui en fait une cible potentielle pour

contrer 1’angiogeneése.

2.2.2) Voies de signalisation intracellulaire

De nombreuses voies de signalisation oncogéniques convergent vers un nombre limité de
facteurs nucléaires de transcription. Il pourrait sembler logique de chercher a inhiber les
activateurs transcriptionnels ce qui permettrait de contrecarrer ’action des voies de
signalisation dérégulées dans les cancers.

En réalité, ce sont les étapes qui conduisent & leur activation qui fournissent les points

d’entrée.

Le récepteur membranaire est une protéine située a la surface cellulaire, pouvant reconnaitre
spécifiquement un ligand. En se fixant sur leurs récepteurs, certains types de ligands sont

capables de déclencher une action dans la cellule, sans entrer eux-mémes dans cette cellule.
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Ces ligands transmettent ainsi un signal qui est traduit en langage intracellulaire : ¢’est la

transduction.

La transduction s’effectue selon deux types de mécanisme possible :
e Transduction directe : le récepteur transduit lui-méme le signal extracellulaire. C’est le
cas des récepteurs-enzymes a « 1 passage membranaire ».
e Transduction ou le récepteur est couplé a un effecteur: le récepteur assure les
fonctions de reconnaissance du ligand ; un effecteur est responsable de I’action ; entre

3 éeme

ces 2 protéines intervient une , qui assure le couplage entre récepteur est effecteur.

C’est le cas des récepteurs a « 7 passages membranaires ».

1) Transduction Directe

Les principales molécules impliquées dans la transduction directe, sont les protéines kinases,

les protéines a domaine SH2/SH3, ainsi que les petites protéines G monomériques.

e Les protéines kinases

Les kinases qui phosphorylent des protéines situées dans la chaine du signal formée depuis la
membrane jusqu’au noyau, peuvent étre, selon le résidu qu’elles phosphorylent, des Tyr-
kinases (Tyrosine), ou des Ser/Thr kinases (Sérine/thréonine).

Les kinases situées sur la membrane sont des Tyr-kinases ayant un r6le de récepteurs de
différents ligands. L activité Tyr-kinase est stimulée lorsque le ligand se fixe sur le récepteur.
D’autre part, la face interne de la membrane, et le cytosol, contiennent également de
nombreuses kinases (Ser/Thr ou Tyr-kinase). Souvent une kinase existe dans le cytoplasme a
I’état inactif, puis se trouve étre activée par phosphorylation. Elle peut alors phosphoryler une
autre kinase inactive, qui deviendra ainsi active, et phosphorylera alors a son tour une autre

kinase inactive...

Les récepteurs tyrosine kinase (RTK)

Les RTK sont des récepteurs possédant une activité enzymatique tyrosine kinase, ¢’est-a-dire
de phosphorylation de résidus tyrosine.

L’effet des phosphorylations sur résidus tyrosine est double : modulation d’une activité
enzymatique, mais aussi création de sites d’ancrage pour des domaines protéiques particuliers
(domaines SH2, PTB (phosphotyrosine binding)), permettant le regroupement de plusieurs

partenaires protéiques.
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Les RTK sont regroupés en une vingtaine de familles d’apres leurs homologies de structure.
Certains récepteurs membranaires qui ne posseédent pas d’activité tyrosine kinase sont
directement couplés a des tyrosine kinases cytoplasmiques et peuvent étre rattachés aux RTK.
Les RTK sont principalement impliqués dans la régulation de la croissance cellulaire, sous

P’effet de facteurs de croissance.

Tous les RTK sont composés de trois domaines principaux :

— un domaine extracellulaire qui fixe le ligand ; ce domaine est composé d’un ensemble
d’éléments conservés comme les domaines Ig-like, les régions riches en cystéine et les
répétitions de fibronectine ; la composition en chacun de ces €léments varie selon les familles
de RTK ;

— un domaine transmembranaire unique, constitué par une hélice o ;

— un domaine catalytique kinase, conservé entre les différents RTK, mais aussi proche du
domaine de la sous-unité catalytique de la PKA (protéine kinase A) ; il posséde un site de
liaison a ’ATP (adénosine triphosphate), nécessaire a la phosphorylation, et un site de liaison
du substrat ;

Les RTK contiennent également plusieurs résidus tyrosine, dont la phosphorylation entraine
I’activation du récepteur.

Dans certaines familles de RTK, le domaine régulateur constitue une boucle d’activation ou
kinase insert, qui bloque I’acces au domaine catalytique.

Lors de la fixation du ligand, les RTK forment des dimeres, ce qui permet la phosphorylation
du domaine régulateur d’un récepteur par le domaine catalytique du récepteur associé.
Plusieurs RTK sont également capables d’autophosphorylation.

La structure tertiaire des RTK peut étre déduite des données du récepteur de I’insuline, dont la

structure a €té ¢tablie apres cristallisation, en I’absence et en présence de ligand.

Transduction du signal des récepteurs tyrosine kinase

La phosphorylation des résidus tyrosine de la portion intracellulaire des RTK conduit a
I’interaction avec des partenaires protéiques spécifiques. Ces partenaires contiennent des
domaines protéiques particuliers appelés SH2 et PTB. Les RTK peuvent alors phosphoryler
ces partenaires protéiques sur des résidus tyrosine, premiére étape de la transduction du
signal.

Chaque RTK interagit avec une combinaison spécifique de partenaires, certains étant

communs & plusieurs RTK, voire a plusieurs voies de signalisation, d’autres étant spécifiques
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d’un récepteur. Parmi les partenaires communs, on retrouve la PLC (phospholipase C), la
PI3K, le rasGAP (ras GTPase activating protein) et les tyrosine kinases de la famille Src.
Parmi les partenaires spécifiques, on peut citer les insulin receptor substrate (IRS). Enfin, les
partenaires peuvent avoir un role d’effecteur (comme la PLC) ou un rdle d’adaptateur (comme

les IRS) dont la fonction est le rapprochement d’autres partenaires.

e Les protéines a domaine SH2/SH3
Les domaines SH2/SH3 ont été tout d’abord identifiés dans la protéine Src. Comme ils ont été
retrouvés par la suite dans d’autres protéines, avec une assez bonne conservation, ils ont été
appelés « src homology region 2 » et « 3 », d’ou les termes SH2 et SH3. Les domaines SH2 et
SH3, qui peuvent étre situés n’importe ou dans une chaine peptidique, permettent
I’interaction, I’emboitement, de protéines différentes. Ils sont généralement dénués d’activité

catalytique.

Domaines SH2 :

Il est constitué d’une centaine d’acides amings, et contient le plus souvent 2 poches.

La premicre, toujours présente, qui reconnait spécifiquement une Tyr, mais uniquement
lorsque celle-ci est phosphorylée. La Tyr phosphorylée peut donc s’insérer dans cette poche,
ce qui permet ainsi une interaction entre la protéine a Tyr phosphorylée, et la protéine a
domaine SH2.

La deuxiéme, pas nécessairement présente, qui reconnait le résidu situé en position +3 (ou +2)
par rapport & la Tyr phosphorylée s’insérant dans la 1°° poche. Ce résidu est responsable de la
spécificité.

Les protéines a domaine SH2 sont par exemple, outre la protéine src, les protéines

Grb2 (growth factor receptor bound 2), GAP (GTPase activating protein)...

Domaines SH3 :

Un domaine SH3 est constitué d’environ 60 acides aminés. Il reconnait une région d’environ
10 acides aminés, riche en Pro (proline), située sur une autre protéine, ce qui permet donc
également une interaction entre deux protéines.

(Etienne et al., 2006)

68



2) Transduction ot le récepteur est couplé a un effecteur

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) ont en commun I’existence de sept domaines
transmembranaires, une portion N -terminale extracellulaire, une portion C-terminale
intracellulaire, trois boucles intracellulaires et trois boucles extracellulaires. La plupart des
RCPG possede une cystéine dans les boucles extracellulaires 1 et 2, formant un pont
disulfure. La taille de ces protéines est tres variable.

L’élément structural central ou central core, est constitu¢é des sept domaines
transmembranaires. Les RCPG sont classés en six familles principales ou classes de RCPG en

fonction de leurs homologies de séquence.

Les récepteurs a sept domaines transmembranaires sont pour la plupart couplés aux
protéines G, qui sont leurs effecteurs principaux. Les protéines G sont des hétérotriméres
associant une sous-unité Ga, Gp et Gy. A 1’état inactif, les trois sous-unités sont associées et
la sous-unité Ga. lie un guanosine diphosphate (GDP).

L’activation du RCPG catalyse la libération du GDP, qui est alors rapidement remplacé par
une molécule de guanosine triphosphate (GTP). Il y a alors une dissociation du complexe
hétérotrimérique en deux parties : d’un c6té le Ga-GTP et de I'autre les sous-unités Gf et Gy
qui restent associées. Ces deux parties vont moduler I’activité de différents effecteurs : PLC,
adényl cyclase, canaux ioniques...La fin du signal d’activation est marqué par la
déphosphorylation du GTP en GDP : la sous-unité Ga a une activité GTPase qui catalyse cette
réaction. La sous-unité Go-GDP ainsi formée se réassocie alors aux deux autres sous-unités.
La plupart des sous-unités o des protéines G s’associent a des regulators of G protein signal,
qui sont des cofacteurs de I’hydrolyse du GTP. Ces facteurs accélérent environ 100 fois la
dégradation du GTP et permettent I’inactivation précoce du signal. Certains effecteurs
accélérent également 1’hydrolyse du GTP.

L’activation d’un RCPG permet ’activation de plusieurs protéines G : il y a amplification du

signal. Cette amplification est variable d’un récepteur a I’autre.

Différentes sous-unités Ga, GB. Gy

La sous-unité a est constituée de deux domaines entre lesquels se trouve le site de liaison du
GDP. Le domaine supérieur interagit avec la sous-unité } et également avec les RCPG. Les

domaines P et y sont imbriqués et indissociables, formant une seule sous-unité Gfy.
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Environ 16 geénes codent pour des sous-unités a. Ces genes peuvent étre classés en quatre
familles selon leurs homologies de séquence.

Les combinaisons entre différentes sous-unités au sein des hétérotrimeres ne sont pas
aléatoires : chaque type de sous-unités o s’associe exclusivement avec certains types de sous-
unités Py.

Cependant, en général, une protéine Ga s’associe a plusieurs couples GBy différents.

L’expression de la plupart des sous-unités de protéine G est ubiquitaire.

Jusqu’a récemment, on pensait que ’essentiel de la transduction du signal des RCPG passait
par les sous-unités Ga. Or, les sous-unités GBy ont également une action de modulation
d’effecteurs, probablement aussi importante. Parmi ces effecteurs, on retrouve les cibles des
sous-unités Go (AC, PLC, canaux Cat++ et K+), mais aussi d’autres cibles comme la

phospholipase A2, les MAP-kinases, la PI3K.

Chaque couple Gy active ou inhibe spécifiquement certains de ces effecteurs.

Transduction par I’intermédiaire des protéines G

Les protéines G sont les cibles principales des RCPG activés. Chaque RCPG active un ou
plusieurs sous-types spécifiques de protéines G. Les mécanismes moléculaires de cette

activation commencent a étre élucidés. (Assié et al., 2004)

3) Exemple de la protéine Src

Src est une protéine tyrosine kinase appartenant a une famille de neuf membres, les Src family
kinases, dont certains sont ubiquitaires (Src, Fyn, Yes) et d’autres tissu-spécifiques (Blk, Yrk,
Fgr, Hck, Lck, Lyn). La découverte de Src date de 90 ans : un virus est capable d’induire une
tumeur solide, appelée sarcome de Rous. Le geéne responsable, appelé v-Src, posséde un
homologue dans les cellules appelé c-Src.

c-Src est composé de cinqg domaines : un domaine N-terminal, myristilé, permettant 1’ancrage
de Src a la membrane plasmique, un domaine SH3, un domaine SH2, un domaine tyrosine
kinase et un domaine C terminal. Il existe par ailleurs deux résidus tyrosine importants : I'un
en position 416, dans le domaine catalytique, dont la phosphorylation augmente 1’activité
enzymatique, ’autre dans le domaine C-terminal en position 527, dont la phosphorylation

maintient la protéine en conformation inactive.
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A T’état basal, Src est cytoplasmique. L’activation de Src passe par sa translocation & la
membrane plasmique (myristylation), et par I’interaction avec les résidus phosphotyrosine de
certains domaines protéiques de récepteurs membranaires ou d’adaptateurs.

Src se lie a ces protéines par le biais de son domaine SH2.

Les principaux récepteurs membranaires qui activent Src sont les RTK, les RCPG et les
intégrines (lorsqu’elles sont liées a la matrice extracellulaire). La liaison de Src s’accompagne
d’un changement de conformation, d’une déphosphorylation du résidu tyrosine 527 (par des
phosphatases comme SHP-1 (Src homology phosphatase-1)) et d’une phosphorylation de la

tyrosine 416, ces trois mécanismes conduisant a I’activation de la tyrosine kinase.

Au plan moléculaire, I’activation de c-Src est complexe : a I’état basal, le domaine SH2 se lie
au résidu phosphotyrosine C-terminal 527 ; le domaine SH3 réalise également des interactions
intramoléculaires, donnant a Src un aspect globulaire. L’activation de Src passe par la
déphosphorylation de la tyrosine 527 : le domaine SH2 est alors libéré et peut s’ancrer sur les
phosphotyrosines d’autres partenaires protéiques (des récepteurs membranaires ou des
adaptateurs). De plus, le changement de conformation active le domaine tyrosine kinase ; la
phosphorylation du résidu tyrosine 416 situé dans le domaine catalytique augmente encore
I’activité enzymatique.

Les substrats de Src sont nombreux, principalement les protéines d’adhésion a la matrice
extracellulaire, la PI3K, Ras, les JAKSs (janus kinases).

Src active ainsi plusieurs voies de signalisation ; la spécificité du signal est liée a la spécificité

des interactions protéiques a la membrane plasmique.

Les effets principaux de Src sont la régulation de la croissance cellulaire et de 1’adhésion

cellulaire. (Assié et al., 2004)
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2.2.2.1) Voie de la PI3Kinase
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Figure 22 : La voie PI3K-AKT-mTOR
(D’apres Cortot et al., 2006)

La signalisation par la PI3K joue un role central dans la régulation de la croissance cellulaire,
de I’entrée dans le cycle cellulaire, de la migration cellulaire et de la survie. (figure 22)
L’activation des récepteurs membranaires par divers facteurs de croissance entraine la
transmission d’un signal a travers le cytoplasme jusqu’au noyau ou s’exerce une modulation
signal-dépendante de I’activation de certains génes.

Dans son passage intracytoplasmique, la transmission de ce signal passe par la
phosphorylation de protéines kinases.

Parmi ces kinases, on individualise une famille de kinases de haut poids moléculaire a
domaine catalytique proche, comprenant la PI3K et les kinases qui lui sont apparentées : les
PIKKs (phosphatidylinositol-3 kinase like-kinases).

La PI3K peut interagir directement avec des récepteurs tyrosine kinase (PDGFR par
exemple), indirectement via des adaptateurs (IGF1 receptor et IRS1 par exemple) ou encore
par lintermédiaire de Ras. Son activation entraine une activation de la PDKI
(phosphoinositide-dependent kinase) qui, elle-méme, provoque la phosphorylation d’AKT.
Cette activation d’AKT est responsable de I’activation de différentes protéines ayant un role

dans la régulation du cycle cellulaire, de I’apoptose et de la traduction.
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La PI3K est une enzyme lipidique hétérodimérique composée d’une sous-unité catalytique et
d’une sous-unité régulatrice/adaptatrice. Il en existe huit formes chez I’homme, réparties en
trois grandes classes (I, IT et III) selon I’homologie de séquence et la préférence de substrat.
Trois enzymes peuvent servir de sous-unité catalytique dans les PI3 kinases de
classe I (sous-groupe Ia) : p110a, p110b et p110d.

Les deux premiéres sont des isoformes ubiquitaires, la derniére est particuliérement exprimée
dans les leucocytes.

La sous-unité régulatrice/adaptatrice est représentée par ’enzyme p85d. L’association de ces
deux sous-unités forme un complexe hétérodimérique. Les enzymes du sous-groupe la sont
capables de se lier aux protéines phosphorylées en tyrosine ainsi qu’aux protéines comportant
des séquences riches en proline.

Une des principales fonctions de la PI3K est de phosphoryler la partie D3 des phospho-
inositols membranaires, ce qui aboutit a la formation de lipides tels que le PI3-phosphate
(PI3P), le PI3,4-biphosphate (PI3,4P2) et le PI3,4,5-triphosphate (P13,4,5P3). Ces lipides
prennent part a de nombreux processus intracellulaires dont la prolifération cellulaire, la
survie, la réorganisation du cytosquelette, le trafic membranaire, I’adhésion cellulaire, la

mobilité cellulaire, I’angiogen¢se et I’action de 1’insuline.

PI3,4,5P3 est le principal lipide produit in vivo. Deux phosphatases différentes sont capables
de le dégrader : les phosphatases & domaine SH2 et la phosphatase PTEN (phosphatase and
tensin homolog deleted on chromosome 10). La perte de PTEN est une anomalie retrouvée
dans plusieurs tumeurs solides (sein, mélanome, prostate, rein, ovaire, endomeétre), soulignant

le réle de la voie PI3K dans la cancérogenese.

La PDK1 est une protéine acide a domaines kinase N-terminal et pleckstrin-homology (PH)
C-terminal, ce dernier interagissant avec le PI(3,4,5)P3. Elle a une capacité de
phosphorylation de la boucle T de multiples kinases. Certaines de ces kinases, dont AKT,
nécessitent une interaction membranaire via les domaines PH. D’autres n’ont pas besoin

d’interaction membranaire, comme la kinase ribosomale S6K.
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Les kinases AKT (PKB) sont des Ser/Thr kinases. Il en existe trois types (AKT1, 2 et 3),
chacun codé par un géne différent.

Elles possedent un domaine PH en N-terminal.

Leur expression est variable selon les tissus.

Les domaines kinase des différentes isoformes ont une grande homologie (~ 85 %). Les effets
oncogéniques des différentes formes d’AKT ne peuvent pas étre distingués.

La protéine AKT intervient dans la survie cellulaire & plusieurs niveaux, notamment en
activant mTOR (mammalian target of rapamycin), en inhibant la GSK3 (glycogen synthase
kinase 3), ce qui provoque une augmentation des taux de P-caténine, ou en inhibant la

protéine pro-apoptotique BAD.

La mTOR, également appelée FRAP, RAF1 ou RAPTI, joue un réle central dans la
modulation des signaux prolifératifs, qu’ils soient physiologiques ou liés a une activation
anormale de certaines voies. Il s’agit d’une phosphoprotéine kinase.

Elle appartient a la famille des PIKK. Le domaine kinase C-terminal présente une homologie
avec les PI3 kinases. Cependant, il n’existe aucune activité kinase sur les lipides.

Sur le plan structural, mTOR se compose de trois grands domaines : le domaine FRB (FKBP-
RAP binding), le domaine catalytique et le domaine HEAT. Le domaine FRB est le domaine
de liaison a la rapamycine.

mTOR peut se trouver dans différents sites de la cellule : membrane cytoplasmique, réticulum
endoplasmique, appareil de Golgi, mitochondrie et noyau.

Bien que tous les mécanismes de ’activation de mTOR par les signaux extracellulaires ne

soient pas entiérement €lucidés, la voie PI3K-AKT semble étre la voie prépondérante.

Les perturbations de la voie PI3K-AKT-mTOR peuvent intervenir dans ’oncogenése a
plusieurs niveaux : autonomie par rapport aux facteurs de croissance, indifférence aux signaux
antiprolifératifs, échappement a 1’apoptose, néoangiogenese et acquisition d’un potentiel
invasif. Ces anomalies peuvent concerner différents acteurs de la voie et différentes tumeurs.
Les anomalies de PI3K (amplification) sont en cause dans les cancers de 1’ovaire chez

I’humain et dans ’hémangiosarcome chez le poulet.
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Les mutations de pl10a ont été retrouvées dans des cancers bronchiques, coliques, gastriques,
mammaires et cérébraux.
Les anomalies de AKT (amplification) sont en cause dans les cancers de 1’ovaire, de la

prostate et du sein chez I’humain et dans les lymphomes chez la souris.

2.2.2.2) Voie de la phospholipase C

La PLC génere I'IP3 et le diacylglycérol DAG a partir d’un phospholipide membranaire peu
abondant, le phosphatidyl inositol 4,5-bisphosphate (PIP2). L’IP3 induit ’augmentation du

calcium intracellulaire et le DAG active la PKC (protéine kinase C).

La PLC est une enzyme soluble, ancrée a la face cytosolique de la membrane plasmique.
Deux types de domaines la composent : les domaines catalytiques (communs) et les domaines

régulateurs, spécifiques, permettant de définir 11 isoformes de PLC.

L’IP3 augmente le calcium intracellulaire par deux mécanismes :

Le premier est l'ouverture de canaux calciques situés dans la membrane du réticulum
endoplasmique, permettant la libération de calcium : ces canaux sont des homotétrameéres
formés par 1’association de quatre récepteurs de 1’IP3. Les monomeéres possédent en effet un
site de liaison & I'IP3 dans leur partie N-terminale, six domaines transmembranaires dans la
portion C-terminale et un domaine de régulation intermédiaire. Dans le domaine de
régulation, on retrouve des sites de phosphorylation par la PKA (qui diminue I’ouverture du
canal), la PKC, un site de liaison du calcium et un site de liaison de I’ATP (r6le régulateur).

Il existe pour ces récepteurs un rétrocontrdle positif : I’ouverture est favorisée par une petite
augmentation du calcium intracellulaire. Cependant, une concentration ¢élevée du calcium

intracellulaire entraine la fermeture de ces canaux.
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L’ autre mécanisme d’action d’IP3 est ['ouverture de canaux calciques spécifiques situés dans
la membrane plasmique : ces canaux sont différents des canaux calciques connus jusqu’a
présent et Pentrée de calcium associée est a distinguer de I’entrée de calcium associée a la
dépolarisation des cellules excitables. Leur nature exacte n’est pas encore établie. Leur
ouverture est déclenchée par la diminution des stocks de calcium dans le réticulum
endoplasmique. Le couplage entre ces récepteurs et le réticulum endoplasmique n’est pas
élucidé : des protéines appelées transient receptor potential (TRP) sont impliquées.

L’IP3, mais aussi le DAG semblent également impliqués.

L’inactivation de I’IP3 passe par deux mécanismes : la majeure partie est déphosphorylée par
une phosphatase spécifique (cette phosphatase est la cible thérapeutique du lithium) ; une

faible proportion est phosphorylée, transformée en inositol 1,3,4,5 tétraphosphate (1P4).

Le DAG, formé par la PLC, fait partie de dérivés de lipides membranaires : sa concentration
augmente lors de I’activation de la PLC. Le DAG reste localisé dans la membrane plasmique
et active certaines isoformes de la PKC lorsqu’elles sont transloquées a la membrane
plasmique. D’autres composés régulent I’activation des PKC : des composés dérivés de
phospholipides membranaires (acide arachidonique, phosphatidyl sérine, acides gras libres),
et des composés hydrosolubles comme le calcium ou certains dérivés du PI.

Douze isoformes de PKC sont connues, réparties en trois classes : les PKC classiques (a, BI,
BIL, v) qui sont sensibles au DAG et au calcium, les PKC nouvelles (9, €, 0, 0), activées par
DAG seul, et des PKC atypiques qui ne sont activées ni par le DAG ni par le calcium. Il existe
d’autres activateurs de la PKC, qui varient selon I’isoforme : les isoformes de PKC nouvelles
et atypiques sont spécifiquement activées ou inhibées par certains acides gras particuliers, par

P’acide arachidonique ; certaines sont activées par PIP3 (voie de la PI3-kinase).

Par le biais de ces activateurs spécifiques, chaque isoforme de PKC est la cible d’une (ou
plusieurs) voie(s) de signalisation : les PKC classiques et nouvelles sont les cibles du DAG
formé par I’activation de la PLC ; les PKC atypiques sont des cibles de voie de signalisation

plus spécifiques.
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Les domaines C1 et C2 des PKC sont les domaines régulateurs et possedent des sites de
liaison pour les différentes molécules régulatrices (DAG, acides gras libres, PIP3,
phosphatidylsérine, calcium). Le domaine CaLB (calcium lipid binding) permet la fixation du
calcium et participe a la translocation de la PKC a la membrane (par liaison a des
phosphatidylsérines). Le domaine catalytique contient un site de liaison pour ’ATP et un site

spécifique de liaison des ligands de ’enzyme.

Les PKC ont une activité sérine/thréonine kinase. La présence de phosphatidylsérine est
indispensable a leur activation, ce qui explique probablement la translocation de I’enzyme
nécessaire a I’activation. A 1’état inactif, une partie du domaine C1, le pseudosubstrat, est lié
au domaine catalytique. L activation de la PKC passe par un changement conformationnel qui
permet la coupure du pseudosubstrat par des protéases : le site catalytique est alors libéré.

La translocation des PKC a la membrane fait intervenir des partenaires protéiques appelés
RACK (receptors for activated C kinase). 11 en existe plusieurs isoformes, chacune étant
spécifique d’isoformes particulieres de la PKC. Ces adaptateurs sont régulés (taux
cytoplasmique, phosphorylation). Ces adaptateurs sont aussi essentiels dans la spécificité de
phosphorylation par les PKC : seuls des substrats spécifiques sont présentés a ’enzyme.
Enfin, les RACK contribuent au crosstalk entre la PKC et d’autres voies de signalisation (par

exemple, interaction avec Src, avec des phosphodiestérases, avec Ras-GAP).

Les cibles des PKC sont tres variées et différentes selon 1’isoforme considérée et selon le
tissu. Par ailleurs, la majorité des substrats phosphorylés in vitro ne le sont pas in vivo : cette
sélectivité s’explique probablement par des partenaires protéiques nécessaires a la
colocalisation de la PKC et de son substrat. Les cibles de la PKC in vivo sont multiples : on
peut citer la phosphorylation de récepteurs membranaires (RCPG, RTK), qui contribue a la
désensibilisation de ces récepteurs, ’activation de la voie des MAPkinases impliquée dans la
régulation de la prolifération cellulaire, activation de la voie de signalisation NFkB. (Assié

etal., 2004)
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2.2.2.3) Voie Ras/Raf/MAPK
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Figure 23 : Les voies de signalisation intracellulaire induites par I’oncoprotéine Ras
(D’apres Beeram, 2005)

Les cellules reconnaissent et répondent aux signaux extracellulaires par la mise en jeu de
programmes intracellulaires spécifiques tels que les cascades de signalisation qui conduisent a
’activation des MAPK. Le cycle des MAPK varie entre un état inactif non phosphorylé et un

état actif phosphorylé sur un résidu thréonine et un résidu tyrosine.

Toutes les cellules eucaryotes possédent de nombreuses voies MAPK dont la fonction est de
coordonner la régulation de diverses activités cellulaires, telles que la division, la survie, la

motilité, le métabolisme et la différenciation cellulaire, I’apoptose et I’expression génique.

(figure 23)
A ce jour, cinq groupes distincts de MAPK ont été identifiés dans les cellules de

mammiferes :
e JesERK ] et2,
e JesJNK1,2et3,
e lesisoformesde p38a,b,cetd,
e ERK3et4,

e ERKS.
La complexité du génome humain suggére de plus I’existence d’autres sous-familles de MAP

kinase non encore caractérisées.
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Les groupes de MAPK les plus étudi¢s, chez les vertébrés, sont ERK, INK et p38 kinase.

Les MAPK sont activées par une grande vari¢té¢ de stimuli différents mais, de maniére
générale, ERK1 et ERK2 sont préférentiellement activées en réponse aux facteurs de
croissance, alors que les JNK et P38 kinases le sont par les cytokines inflammatoires et des

stimuli de stress, allant du choc osmotique a I’exposition aux radiations ionisantes.

Bien que chaque MAPK ait des caractéristiques uniques, I’ensemble des voies MAPK partage
des propriétés communes.

Chaque voie MAPK est composée d’un ensemble de kinases, conservées au cours de
I’évolution, qui agissent de maniere séquentielle : les MAPKK kinases (MAPKKK), les
MAPK kinases (MAPKK), les MAPK.

Les MAPKKK sont des Ser/Thr kinases qui sont le plus souvent activées par phosphorylation
et/ou par interaction avec les GTPases des familles Ras ou Rho, en réponse a des signaux
extracellulaires. Leur activation conduit a la phosphorylation et a I’activation des MAPKK
qui, par la suite, stimulent I’activitt MAPK a travers une double phosphorylation sur un
résidu Thr et Tyr situé dans la boucle d’activation du domaine VIII de la kinase. Ainsi
activées, les MAPK catalysent la phosphorylation d’une série de substrats sur des résidus
sérine ou tyrosine. De plus, les protéines de la cascade des MAPK interagissent avec des
protéines d’échafaudage, ce qui permet d’apporter un niveau supplémentaire de spécificité en
organisant la voie de signalisation en modules définis dans le temps et 1’ espace.

Les MAP kinases exercent leur fonction par phosphorylation de divers substrats comprenant
des phospholipases, des facteurs de transcription, et des protéines du cytosquelette.

Elles catalysent aussi la phosphorylation et 1’activation de différentes protéines kinases
appelées MAPK activated protein kinase (MK), qui représentent un échelon enzymatique

supplémentaire dans I’amplification de la réponse cellulaire. (Hilger et al., 2002)

Différentes familles de MAP kinases

Le module ERK1-2 est connu par sa fonction d’activation de la prolifération cellulaire. 11 est
constitué de A-Raf, B-Raf et Rafl pour les MAPKKK, de MEK1 et MEK2 pour les MAPKK,
de ERK1 et ERK2 pour les MAPK.

ERK1 et ERK2 partagent 83 % d’identité en acides aminés et sont exprimés dans la totalité

des tissus. Ils sont trés fortement activés par les facteurs de croissance, les esters de phorbol
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et, dans une moindre mesure, par les RCPG, les cytokines, le stress osmotique et la
désorganisation du cytosquelette microtubulaire.

De maniere générale, les récepteurs membranaires tels que les RTK, comme le récepteur a
I’EGF ou les RCPG, une fois activés, transmettent le signal d’activation vers différentes

GTPases de la famille Ras.

L’activation de Ras se fait par I’intermédiaire de la protéine Sos qui est un facteur d’échange
du nucléotide de Ras. Ainsi, la protéine Ras va ¢échanger le GDP pour le GTP, modifiant ainsi
sa conformation, et lui permettant d’interagir avec toute une série de protéines effectrices,
incluant la kinase Raf.

Le mécanisme exact de ’activation de Raf n’est que partiellement connu, mais nécessite la
liaison a Ras ainsi que de multiples phosphorylations qui surviennent au niveau de la
membrane plasmique. Une fois activée, Raf se lie et phosphoryle les kinases MEK 1 et MEK?2
qui, par la suite, vont phosphoryler ERK1-2 sur le site thr-glu-tyr (TGY).

L’amplification du signal, qui résulte de cette cascade de signalisation, est telle que ’on peut
estimer que I’activation de seulement 5 % des molécules RAS est suffisante pour induire la
compléte activation de ERK1-2.

Cette cascade enzymatique est structurée dans la cellule grace a des protéines d’échafaudage
qui permettent un contréle spatiotemporel de cette voie de signalisation. La protéine
échafaudage SteSp, chez la levure, lie spécifiquement les MAPKKK, MAPKK et MAPK et,
ainsi, permet leur couplage avec les activateurs. Chez les mammiféres, aucun homologue de
SteSp n’a été identifi¢ a ce jour, mais la protéine GIP1 semble avoir des fonctions similaires

dans la cascade JNK chez les vertébrés.

Les protéines ERK1 et ERK2 sont localisées majoritairement dans le cytoplasme des cellules
quiescentes mais, aprés stimulation, une population importante d’entre elles s’accumule dans
le noyau. Activées, elles catalysent la phosphorylation de nombreux substrats dans tous les
compartiments cellulaires aux niveaux nucléaire, membranaire et du cytosquelette. RSK,
MSK et MNK sont les principaux substrats de ERK1 et ERK2. 1l est intéressant de constater
que les membres de la famille RSK sont exclusivement activés par les ERK, identifiant ainsi

une cible spécifique de cette voie.
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Le module P38 est composé de différentes MAPKKK comprenant les MEKK1-4, deux
MAPKK MEK3 et MEKG6, et les quatre isoformes de p38 a, b, c et d.

Dans les cellules de mammiferes, les isoformes de p38 sont treés fortement activées par les
stress environnementaux et les cytokines inflammatoires.

La plupart des stimuli qui activent p38 activent aussi JNK. Cependant, seule P38 est activée
dans le processus inflammatoire. MEK3 et MEKG6 sont activées par de nombreuses
MAPKKK, qui sont elles-mémes activées en réponse a différents stress physiques ou
chimiques tels que le stress oxydant, les radiations UV, I"hypoxie, I'ischémie, ou différentes
cytokines, telles que I’interleukine 1 et des membres de la famille du TNFa. Il existe une
certaine sélectivité entre MEK6 et MEK3 puisque MEK3 phosphoryle préférentiellement les
formes a et b de p38.

La kinase p38 est présente essentiellement dans le cytoplasme des cellules quiescentes. Aprés
stimulation, sa localisation cellulaire n’est pas clairement comprise; certains travaux
décrivent sa translocation du cytoplasme vers le noyau, d’autres indiquent que, activée, elle
est aussi présente dans le cytoplasme.

L’activation de p38 est critique pour la réponse immune et inflammatoire. La protéine p38 est
activée dans les macrophages, les neutrophiles et les cellules T, par de nombreux médiateurs
extracellulaires de 1’inflammation, tels que les cytokines et le lipopolysaccharide bactérien.
Elle participe a la réponse fonctionnelle des macrophages et des neutrophiles, notamment le
chimiotactisme, 1’exocytose des granules, I’adhérence, le contréle de la différenciation des

cellules T et 1’apoptose par régulation de la production de I’interféron vy.

Ce module est certainement le moins bien connu. JNK1, INK2 et JNK3 (aussi connus sous les
termes SAPKa, b et c) existent sous la forme d’au moins dix variants d’épissage et sont
exprimés de maniére ubiquitaire, bien que JNK3 soit présent préférentiellement dans le
cerveau. Les JNK sont activés tres fortement par la réponse aux cytokines, aux radiations UV,
a des privations en facteurs de croissance, aux agents endommageant I’ADN et, de maniére
moins importante, par les récepteurs couplés aux protéines G. Comme celles d’ERK et de

P38, I’activation de JNK nécessite une double phosphorylation sur tyrosine et thréonine sur le
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motif trés conservé TPY. Les MAPKK qui catalysent cette réaction sont connues sous le nom
de MEK4 et MEK7. Elles sont elles-mémes phosphorylées par différentes MAPKKK.
Comme ERK et P38, JNK se localise au noyau apres sa stimulation. Son substrat le plus

connu est la protéine c-Jun.

Sa phosphorylation permet d’activer sa fonction de facteur de transcription. D’autres facteurs
de transcription ont été décrits pour étre phosphorylés par JNK tels que ATF2, HSF1 ou
STATS3. Le fait que la stimulation de JNK ne permette pas sa localisation exclusive dans le
noyau suggére que des cibles cytoplasmiques peuvent exister. Elles ne sont pas encore

caractérisées. (Assié et al., 2004)

2.2.2.4) Voie JAK/STAT

Les JAK sont des protéines tyrosine kinase cytoplasmiques qui contribuent a la transduction
du signal de récepteurs membranaires, principalement de la famille des récepteurs des
cytokines.

Certains RTK phosphorylent (et activent) la voie des JAK, conduisant a I’activation de STAT.
Par ailleurs, certains adaptateurs des RTK comme Grb2 font partie des cibles des JAK.

Les principaux récepteurs sont les récepteurs des cytokines (ex : récepteurs des interférons) et
apparentés (ex : récepteur de la GH (growth hormone), de la prolactine, de la leptine), et des
récepteurs de facteurs de croissance. Chacun de ces récepteurs interagit avec une combinaison
spécifique de JAK.

L’action globale de la voie des JAK est la croissance cellulaire et la prévention de I’apoptose.

Domaine
pseudo-kinase
e,

']ml I._IHSI I Ji2 I ] JHI I ]C-lcr JAnus Kinase
——
Domaine de liaison Domaine
au récepteur catalytique
[~N-Ter| Coited-cot] DBD | Linker [s#2] | TAD |Coter STAT

Figure 24 : Structure des JAK et des STAT
(D’apres Espert et al., 2005)
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La famille des JAK se compose de quatre membres : JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2. Les JAK
sont composés de sept domaines : un domaine catalytique tyrosine kinase JHI1 (JAK
homology), en C-terminal, un domaine JH2, homologue aux domaines catalytiques tyrosine
kinase mais dépourvu d’activité enzymatique, qui semble jouer un rdle régulateur, et cing
domaines conservés JH3 a 7, jouant probablement un rdle dans les interactions avec les
partenaires protéiques. Contrairement aux autres protéines tyrosine kinases, les JAK ne
possédent pas les domaines habituellement retrouvés (PH, SH2 et SH3). (figure 24)

Les JAK sont présentes a 1’¢état inactif dans une cellule quiescente.

Leur activation passe par une translocation a la membrane : les JAK se lient & un récepteur
membranaire dimérisé aprés fixation du ligand. Elles sont ainsi mises au contact de tyrosine
kinases également transloquées a la membrane : des JAK (auto- ou transphosphorylation), des
domaines tyrosine kinase de récepteurs de facteurs de croissance, des kinases de la famille
Src. Les JAK phosphorylées actives participent a la phosphorylation des récepteurs
dimériques sur lesquelles elles se sont ancrées. Les résidus phosphotyrosines ainsi formés sur
les récepteurs servent de site d’ancrage a des protéines possédant des domaines SH2 et SH3
comme les STAT, les Src-kinases, des protéines phosphatases, des adaptateurs de type Grb2.

Ces protéines sont phosphorylées par les JAK.

L’inactivation des JAK passe par le protéasome et 1’action de protéines tyrosine phosphatases

spécifiques comme SHP-1.

Les STAT sont les principaux effecteurs de la voie des JAK : il s’agit de facteurs de
transcription présents a 1’état inactif dans le cytosol, qui sont activés par phosphorylation sur
résidu tyrosine aprés translocation a la membrane plasmique. L’activation conduit a une
homo- ou hétérodimérisation des STAT, qui sont alors transloqués a la membrane.

Six génes de STAT sont connus ; il existe par ailleurs des épissages alternatifs.

Les STAT sont des protéines d’environ 800 acides aminés, composés de cinq domaines : un
domaine N-terminal trés conservé et indispensable a activation, un domaine de liaison a
I’ADN reconnaissant la séquence consensus TTNCNNNAA, un domaine SH3 putatif
(certains résidus critiques des domaines SH3 sont cependant absents), un domaine SH2
permettant I’ancrage des STAT aux récepteurs membranaires et la dimérisation des STAT, un
domaine C-terminal nécessaire a ’activation de la transcription. Il existe enfin un résidu

tyrosine vers la position 700, cible des tyrosine kinases activatrices (JAK, mais aussi Src).
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Parmi les mécanismes d’inactivation des STAT, il existe des inhibiteurs spécifiques appelés
PIAS (protein inhibitor of activated STAT), qui bloquent la capacité de liaison a I’ADN.

L’effet inhibiteur des PIAS semble étre modulé par des modifications post-traductionnelles de
leurs cibles. Par exemple, STAT1 peut étre méthylée. Cette méthylation inhibe la capacité de
PIAS1 d’interagir avec cette molécule, ce qui augmente la capacité de STAT1 a se lier ’ADN

et a activer ses génes cibles en réponse a I’'IFN. (Raner & Reddy, 2002)

De plus en plus de publications soulignent le lien existant entre angiogenése et voie
JAK/STAT. Korpelainen ef al. (1999) ont par exemple cherché a étudier ’activation des
STATSs par les trois récepteurs au VEGF (VEGFR-1, 2 et 3), et par Tiel et Tie2. Il ressort
essentiellement de cette étude que les trois VEGFRs (ainsi que Tie2 dans une moindre
mesure) sont de puissants activateurs de STAT3 et 5.

STATS3 est le facteur de transcription le plus documenté pour le moment. De récentes études
(Zhong & Zhong, 2007) qualifient son réle de « pivot », dans I’angiogencse. 1l a en effet été
montré qu’il pouvait induire 1’expression du VEGF, mais ¢également d’autres facteurs
impliqués dans 1’angiogenése : bFGF et les MMPs 2 et 9. De plus, en bloquant STAT3, on
peut inhiber la migration des cellules endothéliales et la formation de tubes capillaires,
induites par le VEGF.

STATS3 agit donc a deux niveaux dans I’angiogenése : régulation de 1’expression de certains
facteurs angiogéniques, et implication dans la réponse des cellules endothéliales aux signaux
pro-angiogéniques. STAT3 constituerait ainsi une cible potentielle pour I’inhibition de

I’angiogencse.

2.2.2.5) Voie Wnt

Une des meilleures preuves de I’importance de la voie Wnt est sa conservation au cours de
I’évolution. En effet, le géne Wnt présente 98 % d’homologie avec la séquence d’acides
aminés correspondante chez la souris.

Beaucoup plus complexe qu’on ne le pensait il y a quelques années, la famille des génes Wnt
code a elle seule pour 19 molécules extracellulaires structurellement proches, qui sont des
ligands pour la famille du récepteur membranaire Frizzled (Fzd) (comprenant elle-méme déja

plus d’une douzaine de membres), un récepteur a sept domaines transmembranaires.
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La technique par microarray permet aujourd’hui de caractériser plus d’une centaine de génes
g

impliqués dans la transmission du signal véhiculé par les voies Wnt, dont voici les principaux,

de I’extérieur vers I’intérieur de la cellule :

Dans la famille des ligands : les ligands Wnt, les protéines régulatrices WISP (Wnt-
induced secreted protein), et des antagonistes de fixation de Wnt sur les Fzd comme
les SFRP (Secreted Frizzled-related protein).
Dans la famille des récepteurs, Fzd, et les corécepteurs LRPS5/6 (LDL related
proteins).
Dans la famille des relayeurs intracellulaires :
> le principal est la B-caténine, une protéine multifonctionnelle, capable aussi
bien de réguler I’adhésion cellule-cellule, que d’induire une forte activation
génique,
» le régulateur Dsh (Dishevelled),
» 1’adaptateur axine qui est un régulateur négatif du signal,
> le suppresseur de tumeur APC.
Dans la famille des régulateurs post-traductionnels :
> Des kinases telles que GSK3, ou les caséines kinases I et 11
Dans la famille des facteurs de transcription :
> le complexe LEF-TCF (lymphoid enhancer factor-T-cell factor), qui est la
principale cible (certaines des cibles directes de ce complexe sont Fos, Jun ou
Myec, ce qui explique le grand nombre de geénes finalement ciblés par la voie

Wnt)

La protéine caténine de type béta est la molécule effectrice majeure de la voie de signalisation

Wnt. La régulation de 1’adhésion cellulaire s’effectue grace aux capacités de fixation de cette

protéine, a la fois au réseau d’actine (par I’intermédiaire de son association avec 1’a-caténine),

mais aussi aux jonctions adhérentes (par sa fixation aux cadhérines transmembranaires).

(figure 25)
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Figure 25 : Régulation de la f-caténine dans la voie Wnt
(D’aprés Reya & Clevers, 2005)

En I’absence de Wnt, la B-caténine cytosolique forme un complexe protéique avec ’axine et
le suppresseur de tumeur APC (adenomatous polyposis coli) ; elle est ensuite rapidement
dégradée par le systéme d’ubiquitination du protéasome.

Lorsque les cellules sont stimulées par les ligands Wnt, la B-caténine est libre de passer dans
le noyau ou elle forme des hétérodimeres avec les facteurs de fixation a I’ADN de la famille
LEF-TCF en venant exercer le role de coactivateur de la transcription génique. Des
changements déterminants dans le programme d’expression génique vont en résulter.

La grande particularit¢ de la P-caténine est qu’elle posséde une seconde fonction bien
différente, I’adhésion, qu’elle exerce via son interaction avec la E-cadhérine, le constituant
principal des jonctions cellule-cellule. Elle relie ces jonctions au cytosquelette intracellulaire
d’actine. Au total, les quantités de B-caténine qui effectuent ces deux fonctions sont en
équilibre 1’une par rapport a ’autre, et tout changement de ’une peut influer sur I’action
exercée par I’autre.

Par ailleurs, le signal Wnt peut étre bloqué de fagon extracellulaire par des facteurs sécrétés
tels que WIF1 (Wnt inhibitory factor-1), des membres de la famille Dickkopf (Dkk) et des
SFRP (frizzled-related proteins).
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A c¢oté de la voie originelle de signalisation, il a aussi €été montré que Wnt pouvait agir en
induisant un signal différent de celui régulant les quantités de B-caténine. C’est le cas de la
voie Wnt dépendant du Ca2+ qui passe par I’activation des protéines GTPases monomériques,
telles Rho, Rac ou Cdc42, déja connues pour réguler finement la motilité cellulaire.

Une autre voie Wnt utilise la protéine Dsh pour induire 1’activation de la sérine-thréonine
kinase JNK, une protéine sérine/thréonine kinase déja impliquée dans bon nombre de voies de
signalisation. Le blocage spécifique de cette activité va méme inhiber sélectivement

I’apoptose normalement induite, lorsque la voie Wnt est arrétée. (I’ Allemain, 2006))

La voie Wnt peut donc étre activée par la voie canonique — selon différents mécanismes
parmi lesquels on peut citer la répression d’antagonistes de Wnt tels que WIF1, la

surexpression d’effecteurs de Wnt comme Dsh — ou par des voies non canoniques.

Plusieurs articles tendent a impliquer la voie Wnt dans 1’angiogeneése.

Nestor et al. (2005) ont par exemple montré que I’expression de Wnt-1, ou d’une forme
stabilisée de la [-caténine: la P-caténine S37A ; favorise la prolifération des cellules
endothéliales, prolifération optimale en présence de bFGF. La voie de signalisation Wnt
favorise également I’angiogenese, en augmentant la production de facteurs pro-angiogéniques
tels que I’'1L-8.

Goodwin & D’Amore (2002) ont quant a eux montré que I’inhibition de la signalisation de la

voie Wnt entraine une stabilisation, voire une régression des vaisseaux sanguins.

2.2.2.6) La voie Delta/Notch

Le VEGF est fortement exprimé par les tissus en hypoxie, qui recrutent de nouveaux
vaisseaux a partir des territoires environnants pour assurer leurs besoins en oxygene et
nutriments. Plus la vascularisation des tissus, et donc leur oxygénation, se développe, plus
Pexpression du VEGF diminue. Cet élégant mécanisme de rétrocontréle négatif est une clef
de la régulation de la croissance des vaisseaux.

Toutefois, les vaisseaux exposés a de fortes concentrations de VEGF ne bourgeonneront pas
tous. La réponse vasculaire au VEGF est affinée par d’autres mécanismes régulateurs.

Plusieurs articles révelent le role d’un autre partenaire, Delta-like 4 (Dl14), un ligand de
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Notch, dans la restriction de la réponse des vaisseaux au VEGF. Ce ligand DI114 a suscité un
intérét particulier, puisqu’il est spécifique des artéres et capillaires en bourgeonnement. La
contribution de DIl4/Notch a P'angiogenese embryonnaire et pathologique a ainsi été

examinée.

Les divers modeles expérimentaux utilisés démontrent que ’absence de la signalisation
DIl4/Notch, soit par ablation génétique, inhibition pharmacologique, ou administration
d’anticorps antagonistes, provoque une angiogencse excessive par bourgeonnement
vasculaire.

Par exemple, S. Suchting (2007) montre que 1’ablation d’un seul alléle dll4 chez la souris
accroit de fagon spectaculaire le bourgeonnement et le branchement vasculaires au sein de la

rétine. (figure 26)

La microscopie a haute résolution a permis d’observer un grand nombre de tip cells
endothéliales un peu partout dans le plexus vasculaire des rétines dli4*". (Les tip cells sont
situées a D’extrémité des capillaires en bourgeonnement, ce sont des cellules dotées de
nombreuses extensions filopodiales qui fonctionnent comme des senseurs de 1’environnement
et guident la croissance des vaisseaux.

Cette augmentation significative des tip cells chez les animaux an4*" indique que, dans les
conditions normales, leur formation est inhibée par une signalisation impliquant DIl4. En
bloquant avec un inhibiteur pharmacolbgique spécifique la voie de signalisation Notch activée
par la fixation de DI14 a son récepteur, un phénotype similaire a celui du mutant dli4™ a pu
étre observé, ce qui montre que Notch est I'intermédiaire par lequel DIl4 agit dans ces

vaisseaux.

Le VEGF est, comme nous I’avons vu précédemment, nécessaire au développement des
vaisseaux dans la rétine. Le niveau d’expression du VEGF n’est pas modifi€é chez les animaux
déficients en DIl4. Une possible altération de la présentation des récepteurs au VEGF,
VEGFR-1 et VEGFR-2 a donc ét¢ envisagée.

En effet, I’expression du VEGFR-2, qui relaie les effets pro-angiogéniques du VEGF, est
augmentée chez les mutants dll4'". En revanche, celle de VEGFR, régulateur négatif du
VEGEF, est réduite. L’absence de D14 semble donc entrainer une dérégulation de la balance

d’expression des récepteurs au VEGF, avec pour effet ultime une réponse accrue au VEGF.
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Le VEGF et les voies de signalisation Notch sont encore plus étroitement liés. En inhibant la
signalisation du VEGF dans la rétine, une diminution de I’expression de d//4 dans les tip cells
a été observée. L’expression de D114 est donc dépendante de celle du VEGF qui agit, in vivo,
en amont de DIl4. Le VEGF induit I’expression de DIl4, qui a son tour agit pour limiter la

réponse du VEGF, se comportant comme un frein intrinséque de I’angiogenése.

Ces découvertes sur la boucle de régulation VEGF/DIl4-Notch ont donc un intérét
thérapeutique potentiel dans le traitement des angiogenéses pathologiques. Des anticorps
bloquant la signalisation D114 ont ainsi été développés, indépendamment, par deux sociétés de
biotechnologies américaines.

Dans des modéles de xénogreffes tumorales humaines chez la souris, I’administration
d’anticorps anti-DIl4 provoque une augmentation spectaculaire de I’angiogenése tumorale
avec, de maniére paradoxale en apparence, une réduction de la taille des tumeurs. Les
nombreux nouveaux vaisseaux sont en fait hérissés de fip cells, et deviennent non
fonctionnels, incapables d’assurer la circulation sanguine et la croissance tumorale qui en
dépend. 11 faut souligner que ce blocage de DIl4 s’est avéré efficace dans le traitement de
tumeurs résistantes a des thérapies anti-VEGF.

Avec la mise au point d’anticorps humanisés anti-D1l4, les thérapies anti-angiogéniques
pourraient donc prochainement s’enrichir d’un nouvel outil élargissant leur spectre

d’application. (Suchting S et al., 2007)

A
Situation normale 8 dli4”
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Figure 26 : Modéle proposé pour le mécanisme d'action de DIl4/Notch
En situation normale (4), le VEGF provoque I’acquisition par une cellule endothéliale (CE) d’un phénotype de
tip cell, ce qui se traduit par I’émergence d’un bourgeonnement capillaire. Le VEGF induit également
I’expression de dl//4. En se liant & son récepteur Notch présent sur la CE adjacente, D14 inhibera la formation
d’une autre tip cell en induisant une altération du taux d’expression des récepteurs au VEGF, rendant la cellule
moins sensible au VEGF. Les vaisseaux dl/4"" (B) sont incapables de transmettre le signal inhibiteur et le
nombre de CE qui répondent de fagon inapproprié¢ au VEGF et deviennent des tip cells augmente. Il en résulte un
branchement et une fusion excessifs de ces vaisseaux.

(D’aprés Suchting et al., 2007)
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Cette partie nous a donc montré la grande diversité des facteurs angiogéniques, ainsi que
les nombreuses voies de transduction intracellulaires qui interviennent dans 1’angiogenese.
Nous allons poursuivre en voyant de quelle maniére ces données sont exploitées dans les

stratégies anti-angiogéniques.
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La stratégie anti-angiogénique a pour objectif de s’opposer au développement des néo-
vaisseaux tumoraux, ou d’obtenir leur destruction sélective. Elle peut donc bloquer ou ralentir
la croissance tumorale, maintenir les micro-métastases a 1’¢tat de dormance, et réduire la
masse tumorale jusqu’a sa taille avasculaire.

En revanche, elle est peu susceptible a elle seule d’éradiquer les tumeurs ou d’induire leur
régression, puisque celles-ci ne dépendent plus a ce stade de la vascularisation. D’ou I’intérét
de coupler les agents anti-angiogéniques avec des chimiothérapies antitumorales, de fagon a
ce que la tumeur réduite puisse étre €éliminée.

Dans le cadre des tumeurs métastatiques, contrairement aux traitements chimiothérapeutiques
conventionnels, dont le but recherché est de détruire le plus grand nombre de cellules
tumorales en un laps de temps assez court, les agents anti-angiogéniques seront utilisés de
fagon chronique a faible dose, de fagon a induire une régression graduelle de la tumeur et a

fournir une prévention a plus long terme de la dissémination métastatique.

3.1) Les thérapies moléculaires ciblées : généralités

3.1.1) Définition

Les limites des traitements cytotoxiques des cancers ont conduit de nombreuses
équipes a travailler sur des approches alternatives du traitement des tumeurs. Du fait de
I’intérét du contréle de I’angiogenese dans le traitement du cancer, de nombreuses approches
thérapeutiques visant les mécanismes biologiques qui permettent la vascularisation tumorale,
ont été développées ces dix dernicres années.

L’approche ciblée du traitement des tumeurs a été initi€ée par I’hormonothérapie dans les
cancers du sein et de la prostate, confirmée par I’acide rétinoique dans les leucémies aigués

promyélocytaires et par I’imatinib mésylate dans les leucémies myéloides chroniques.
Le concept de thérapie moléculaire ciblée fait référence a un type de médication qui

bloque la croissance des cellules tumorales en interférant avec des cibles moléculaires

indispensables pour la croissance tumorale ou la carcinogenése.
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On peut ainsi distinguer a titre d’exemples différents types d’agents thérapeutiques :

e dec type monocible et monotypique : une seule cible moléculaire et un seul type

cellulaire tels que bevacizumab et VEGF-A, erlotinib et HER1 (human epithelial
growth factor), trastuzumab et HER2 ;
e de type multicible et homotypique : lapatinib et HER1 et HER2 ;

e de type multicible et hétérotypique : imatinib pouvant cibler les cellules tumorales ckit

mutées et les cellules péricytaires par le récepteur du PDGF (PDGFRa), ou sunitib
pouvant cibler également les cellules tumorales ckit mutées, les cellules endothéliales

via les récepteurs du VEGF (VEGFR) et les cellules péricytaires via PDGFRa.

Le ciblage homotypique est une occurrence assez rare. Que ce soit par voie directe ou
indirecte, le ciblage d’un seul récepteur a souvent un effet sur plusieurs populations
cellulaires. Ainsi Izumi et al. montrent sur un mod¢le de xénogreffe de cancer du sein que le
trastuzumab a un effet anti-angiogénique indirect. Il normalise la vasculature tumorale et
s’accompagne d’une augmentation locale des facteurs anti-angiogéniques (TSP1) et d’une

diminution des facteurs proangiogéniques (VEGF et TGFa). (Izumi et al., 2002)
Le ciblage de la néoangiogenése tumorale offre des possibilités importantes.

Le phénotype angiogénique cancéreux est caractérisé par une forte densité tumorale de
microvaisseaux et des taux ¢élevés de VEGF. Lors de [D’angiogenése, comme vu
précédemment, les cellules endothéliales sont stimulées par divers facteurs de croissance qui
se lient a des RTKs. Les RTKs directement impliqués dans 1’angiogenese comprennent les
récepteurs du VEGF, du FGF, du PDGF, de 'angiopoiétine, du HGF, de I’Eph et des
récepteurs appartenant a la famille des récepteurs pour le facteur de croissance

épithélial (EGF).

Plusieurs types de cibles peuvent étre définis :

e Les interactions entre les cellules endothéliales et la MEC
La stratégie repose sur ’inhibition de la dégradation de la MEC, pour empécher I’invasion et
la migration des cellules endothéliales et bloquer ainsi I’angiogenése. Elle est basée sur les
inhibiteurs des MMPs, et les analogues de I’héparine, qui inhibent la fixation des facteurs

angiogéniques bFGF.
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Elle repose également sur ['inhibition des molécules d’adhésion et de jonction par des
anticorps anti-intégrine avf3, et des anticorps anti VE-cadhérine, inhibant ainsi les

interactions requises dans la néovascularisation.

e La transmission intra-cellulaire du signal
11 s’agit de bloquer la transduction du signal, en ciblant les molécules qui interviennent tout au
long de la cascade de signalisation. En effet, on peut supposer que toute molécule

éme

interagissant avec les voies de signalisation intracellulaires décrites dans la 2™ partie de cette
these, aura un impact sur I'angiogenese. Cette stratégie est par conséquent potentiellement
exploitable en thérapeutique. L’inhibition de la signalisation interviendra dans ce cas plus en
aval qu’avec les stratégies thérapeutiques touchant les facteurs de croissance angiogéniques
ou leurs récepteurs. Ces deux approches peuvent par conséquent étre envisagées de maniere

complémentaire et permettre d’obtenir des réponses synergiques.

e La liaison des facteurs angiogéniques & leurs récepteurs, au niveau des cellules
endothéliales

Nous avons, dans le cadre de notre premicre partie, étudi¢ les différents acteurs de
I’angiogenese, leurs propriétés, et leur mécanisme d’action via leur récepteur.
La stratégie consiste ainsi a utiliser des inhibiteurs de facteurs de croissance, des antagonistes
de leurs récepteurs, ou encore des inhibiteurs de I’activité tyrosine kinase. La stratégie anti-
VEGEF reste encore la plus étudiée, a en juger par le nombre de molécules contrant le VEGF
en cours d’essai clinique.
En effet, ce dernier est un facteur clé de 1’angiogen¢se tumorale, et il est accessible
directement par voie systémique.
Il est également surexprimé dans de nombreuses pathologies tumorales telles que : cancers
colorectaux, du foie, du poumon, de la thyroide, du sein, du rein, de la vessie, dans les
angiosarcomes. ..
Afin d’inhiber la voie VEGF, on peut agir soit sur la molécule, soit sur ses récepteurs.

» Stratégie anti-VEGF via ses récepteurs :
Anticorps anti-VEGFR-2, molécules inhibant 1’activité des récepteurs, ribozymes...

» Anti-VEGF

Aptamers, récepteurs solubles, anticorps bloquant...

¢ Les cellules endothéliales directement
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3.1.2) Le concept de normalisation vasculaire

Ce n’est que depuis moins de 5 ans, sous ’impulsion des travaux du groupe de Rakesh Jain,
que ’on s’intéresse a comprendre le paradoxe existant entre la destruction des néovaisseaux
par des traitements anti-angiogéniques et ’amélioration de I’efficacité des traitements de
chimiothérapie et de radiothérapie. (Jain, 2005)

En effet, I’hypoxie qui devrait étre créée par I’éradication des vaisseaux devrait produire
I’effet inverse. D’ou ’hypothése que ces traitements pourraient produire une éradication des
néovaisseaux, puis secondairement favoriser la reconstruction des contacts entre cellules
luminales et murales des vaisseaux, les rendant ainsi moins matures, moins tortueux, moins
dilatés et moins perméables, et que donc cette normalisation favoriserait une meilleure
diffusion aux agents de chimiothérapie.

Les preuves expérimentales de la normalisation des vaisseaux tumoraux sont encore
parcellaires. L’idée centrale de la recherche préclinique repose sur la mesure de la pression
interstitielle et de la fraction hypoxique des tumeurs sous I’effet d’agents anti-VEGF.

Il semble qu’un traitement dirigé contre le VEGF ou le VEGFR-2 est rapidement suivi d’une
réoxygénation de la tumeur la rendant plus sensible a la radiothérapie et a une diminution de
la perméabilité, provoquant une diminution de la pression interstitielle, donc une meilleure
diffusion des agents de chimiothérapie.

Pour le groupe de Jain, il s’établirait une fenétre thérapeutique pendant laquelle la
réoxygénation et la baisse de la pression interstitielle se maintiendraient grice a une
couverture accrue des cellules endothéliales par les péricytes par le biais de I’angiopoiétine et
de la dégradation des matrices extracellulaires anormalement épaisses.

Une trop forte pression anti-angiogénique provoquerait une résistance au VEGFR-2 et une
reprise de la réaction angiogénique. Il est peut-étre difficile d’imaginer que dans les tumeurs
humaines, D’extréme hétérogénéité de la vascularisation des tumeurs primaires et des

métastases les rende aussi sensibles a I’établissement d’une fenétre thérapeutique.

Le concept de normalisation vasculaire n’a pas encore été tres documenté chez ’homme. La
publication du groupe de Willett démontrait sur 6 patients atteints de cancer du colon
meétastatique traités par le bevacizumab une réduction de la pression interstitielle, du nombre
de cellules endothéliales tumorales, des progéniteurs endothéliaux circulants, une

augmentation de la couverture péricytaire des cellules endothéliales intratumorales. (Willett,

2007)
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3.2) Stratégies en rapport avec les voies de transduction du signal

3.2.1) La voie de signalisation PI3SK-AKT

3.2.1.1) Inhibiteurs non spécifiques de la voie PI3K

UCNO1

UCNO1 (7-hydroxy-staurosporine) est un dérivé de la staurosporine ayant la capacité
d’inhiber PDK, ce qui entraine la déphosphorylation et ainsi I’inactivation de AKT. Il a
¢galement une action inhibitrice des CDK. Des études de phases I et Il sont en cours. Une
¢tude de phase Il n’a pas montré d’effet antitumoral dans le carcinome rénal a cellules claires.
Les effets secondaires sont une hyperglycémie (avec risque d’acidose métabolique), une
hypotension (avec risque de syncope), une hypoxémie, des céphalées et des troubles digestifs.

[.’administration se fait par voie intraveineuse. (Fuse et al., 2005)

Périfosine

La périfosine est un alkyl-phospholipide synthétique capable d’inhiber AKT, mais aussi PKC,
et la phospholipase C. Elle provoque également un arrét du cycle cellulaire via I’induction de
la voie P21-WAF1/CIP1. Son activit¢ antitumorale a ¢été étudiée et confirmée en phase
préclinique. Des études de phases I et II sont en cours, notamment sur les glioblastomes et les
sarcomes.

Ses principaux effets secondaires sont 1’asthénie et les troubles digestifs (nausées,
vomissements, diarrhées) qui peuvent nécessiter I’arrét du traitement. Son administration se

fait par voie orale. (Kondapaka et al., 2003)

17AAG

Le 17-alkyl-déméthoxygeldanamycine (17AAG), un dérivé de la geldanamycine, est un
inhibiteur de la heat shock protein 90 (Hsp90). La Hsp90 appartient a la famille des chaperons
moléculaires qui participent a ’organisation et au bon repliement des protéines dans la
cellule. Elle est particulierement impliquée dans le repliement des récepteurs d’hormones
stéroides et de kinases régulatrices du cycle cellulaire.

Le 17AAG entraine une diminution d’expression d’AKT, de PDKI1 et d’autres kinases

participant a d’autres voies signalétiques. Des études de phases I et II sont en cours. Ses effets
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secondaires sont des diarrhées et une élévation transitoire des transaminases. L.’administration

se fait par voie intraveineuse. (Banerji ef al., 2005)

3.2.1.2) Inhibiteurs de mTOR

Rapamycine
La rapamycine, ou sirolimus, est un antibiotique de la famille des macrolides identifié il y a

plus de 20 ans. Elle est issue de Streptomyces hygroscopicus, un micro-organisme tellurique.
Dépourvue d’efficacité antibactérienne, elle posséde une activité antifongique, notamment
contre Candida albicans. La découverte du tacrolimus (FK506), autre dérivé issu d’un
Streptomyces, et son efficacité en tant qu’immunosuppresseur ont relancé I'intérét porté a la
rapamycine.

En raison de son action immunosuppressive, la rapamycine a regu une autorisation de mise
sur le marché pour la prévention du rejet d’organe pour les greffes rénales. Par ailleurs, elle
diminue le risque de resténose coronaire apres pose de stent et a re¢u une AMM dans cette
indication (stents dits « actifs », imprégnés de sirolimus).

La rapamycine se lie, via son groupe méthoxy, a un récepteur intracytoplasmique de la famille
des immunophilines, appelé FKBP12 (FK506 binding protein). Ce complexe interagit avec
mTOR et I’inhibe. La rapamycine inhibe ¢galement la prolifération des lymphocytes T induite

par antigeéne ou par certaines cytokines.

En inhibant mTOR, la rapamycine provoque :

— une inhibition de la traduction par diminution de I’activation de P70S6K et de 4E-BP1,
ce qui entraine une diminution de la synthése protéique globale d’environ 15 % et une
diminution plus marquée des protéines a domaine 5’TOP et 5’UTR (protéines
ribosomales, facteurs de croissance, c-myc, cycline D),

— un arrét du cycle cellulaire en G1 par augmentation du turnover de la cycline D1,
activation de p27 et diminution de la phosphorylation de Rb,

— un ralentissement de la croissance tumorale et de la néoangiogenése,

— un ralentissement de la prolifération cellulaire, confirmé sur plusieurs types de tumeur,

— Pinduction de ’apoptose dans certains modéles.

(Liu et al., 2005)
La rapamycine est difficilement soluble dans 1’eau et ne présente pas une bonne stabilité

chimique, ce qui a poussé au développement d’analogues de la rapamycine possédant des
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caractéristiques pharmacologiques plus adéquates. Les analogues de la rapamycine

actuellement en développement sont le CC1779, le RADOO1 et I’AP23573.

CCI779

Le CCI779 (cell-cycle inhibitor 779), ou temsirolimus (Wyeth), est un dérivé du sirolimus
dot¢ d’une meilleure solubilité dans 1’eau, rendant son utilisation possible par voie
intraveineuse. Les études précliniques ont démontré son activité antitumorale dans plusieurs
lignées cellulaires issues de tumeurs humaines (prostate, sein, glioblastome, mélanome...). Il
entraine ¢galement une inhibition de la croissance tumorale dans les mode¢les de xénogreffes
de tumeurs humaines, avec cependant peu de cas de régression tumorale.

Les ¢tudes de phase I ont initialement étudié I’administration de CCI779 selon deux schémas
différents : perfusion intraveineuse de 30 minutes de 0,75 a 19,1 mg/m? tous les jours pendant
5 jours, répétée toutes les 2 semaines, et perfusion intraveineuse de 30 minutes de 7,5 a
220 mg/m” toutes les semaines. La dose maximale tolérée dans le premier schéma était de
24 mg/m%/j (en I’absence de chimiothérapie antérieure), alors qu’elle n’a pas été atteinte dans
le second schéma. La pharmacocinétique du CCI779 est dose-dépendante. Sa demi-vie est de
15,2 a 17,3 heures. Le sirolimus est son principal métabolite.

Ses principaux effets secondaires sont : toxicit¢ cutanée (folliculite aseptique, rash
maculopapulaire, xérodermie, lésions unguéales), toxicité hématologique (thrombopénie
principalement), asthénie, anorexie, mucite, nausées, vomissements, diarrhées,
hypercholestérolémie, hypertriglycéridémie, ¢lévation des transaminases. Ils sont modérés et

réversibles a I’arrét du traitement. On ne note pas d’infection opportuniste.

Alors que les études précliniques montraient surtout un ralentissement de la croissance
tumorale sous CCI779, des réponses majeures ont été décrites dans des cas de carcinome rénal
a cellules claires, de cancer bronchique non a petites cellules, de sarcome des tissus mous et
des réponses mineures ont été observées dans des cas de cancer du sein, de cancer de
I’endometre et de lymphome malin non hodgkinien.

Le fait que ces réponses soient obtenues a des doses non toxiques laisse supposer que la

posologie optimale est inférieure a la dose maximale tolérée. (Raymond et al., 2004)
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RADOO1

Le RADOO01, 40-O-(2-hydroxyéthyl)-rapamycine ou évérolimus (Novartis Pharma AG) est un
dérivé hydroxyéthyl éther de la rapamycine, disponible par voie orale. Il a montré une activité
antiproliférative importante sur les lignées cellulaires issues de tumeurs humaines et sur les
modeles de xénogreffe de tumeur humaine. Il possede également une activité anti-
angiogénique.

Il est en cours d’étude dans des essais de phases I et II en tant qu’agent anticancéreux et est
actuellement étudié en association avec la ciclosporine dans une étude de phase 1II dans la
prévention du rejet de greffe rénale.

Les ¢tudes de phase I ont permis d’évaluer sa demi-vie a 26-38 heures. La concentration
plateau est atteinte a partir d’une posologie de 20 mg/semaine. Ses principaux effets
secondaires sont I’anorexie, la fatigue, la mucite, les céphalées et la toxicité cutanée (rash).
Des stabilisations prolongées ont ¢été obtenues, notamment chez des patients atteints de cancer
bronchique non a petites cellules, de fibrosarcome et de carcinome hépatocellulaire.

(O’Donnell et al., 2003)

AP23573

Le AP23573 (Ariad Pharmaceuticals), dernier-n¢ des analogues de la rapamycine, a été
synthétisé grice a des programmes de modeling informatique. Il posséde une grande affinité
pour FKBP12 et mTOR. Il n’est pas une prodrogue de la rapamycine.

Cet agent a montré une action antiproliférative dans des modéles de lignées cellulaires issues
de tumeurs humaines et de xénogreffes de tumeurs humaines.

Les ¢tudes de phase I ont testé deux schémas d’administration : perfusion de 3 a 28 mg de
30 minutes tous les jours pendant 5 jours, répétée toutes les 2 semaines dans un cas, perfusion
de 30 minutes de 6,25 4 25 mg, 1 fois par semaine dans I’autre cas.

Les effets secondaires sont : anémie, mucite, rash cutané, diarrhée, fatigue, anorexie,
élévation des transaminases. Il n’y a pas toxicité dose-limitante. La demi-vie est évaluée entre
39 et 54 heures. L’inhibition de mTOR, évaluée par une diminution de plus de 80 % des taux
de 4E-BP1 phosphorylé dans les cellules mononucléées sanguines, semble rapide et prolongée
(supérieure a 10 jours).

Une réponse partielle a été observée chez un patient atteint d’un carcinome rénal a cellules
claires. Des stabilisations ont été obtenues chez des patients atteints de sarcome et de cancer

médullaire de la thyroide. (Desai et al., 2004)
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3.2.2) La voie de signalisation Ras-Raf-MEK-ERK dans le traitement du cancer

3.2.2.1) Inhibiteurs de la farnésyltransférase

La protéine Ras a été la premicre cible identifiée pour inhiber la voie ERK sur la base de deux
observations :
e les protéines Ras participent a la transmission des signaux de prolifération déclenchés
par les récepteurs membranaires a activité tyrosine kinase,
e e gene Ras est le siege de mutations activatrices fréquemment retrouvées dans de

nombreuses tumeurs humaines.

Le fait que la farnésylation de Ras soit indispensable a son réle oncogénique a logiquement
conduit au développement d’inhibiteurs de la farnésyltransférase (FTI), afin de cibler
spécifiquement des tumeurs présentant des mutations activatrices de Ras. Ces derniéres
années, de nombreux inhibiteurs compétitifs, spécifiques de la farnésyltransférase, ont été
congus et peuvent étre schématiquement répartis dans quatre classes :

¢ les analogues du farnésyl diphosphate (FPP) qui est le second substrat de la farnésyl

transférase,
e les peptidomimétiques de la boite CAAX,
e les inhibiteurs bisubstrats,

¢ les produits obtenus par criblage de produits naturels, tels que le R115777.

Leur capacité¢ a inhiber la croissance des cellules tumorales in vivo est liée a leurs effets sur le
cycle cellulaire, a leur capacité a induire I’apoptose et a leur effet inhibiteur de ’angiogenése.
Néanmoins, les mécanismes intimes qui sous-tendent ces effets restent partiellement élucidés.
Leur développement préclinique a permis de montrer leur capacité a inhiber in vivo la
croissance tumorale sur de nombreux modeles. De nombreuses études ont prouvé qu’elles
sont capables d’inhiber la croissance de fibroblastes transformés par ras ainsi que des

xénogreffes de tumeurs humaines.
Les FTT ont également été évaluées chez des souris transgéniques porteuses de H-ras, sous le

contréle du promoteur MMTV (mouse mammary tumor virus). Chez ces souris, qui

développent spontanément des tumeurs mammaires et salivaires, le traitement par les FTI
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induit une régression tumorale spectaculaire. Les deux principaux enseignements tirés de ces
mod¢les animaux sont un effet cytotoxique parfois spectaculaire, alors que ’on attendait un
effet cytostatique, et une tres faible toxicité des traitements, laissant espérer un fort index

thérapeutique.

Les FTI ont été initialement congues pour cibler Ras. Effectivement, elles inhibent la
transformation et la croissance tumorale dans les fibroblastes transformés par H-Ras.
Cependant, de nombreux arguments expérimentaux suggerent que Ras n’est pas la seule cible
des effets cellulaire des FTI et que d’autres protéines farnésylées doivent étre également
impliquées dans leurs effets anti-transformants. D’autres cibles potentielles ont ainsi été
étudiées. Les arguments les plus solides concernent les protéines RhoB et Rnd de la famille
des Rho GTPases et impliquées dans la régulation du cytosquelette, les protéines Rheb de la
superfamille Ras qui activent la croissance tumorale et les protéines PRL qui sont des

protéines phosphatases impliquées dans la transformation et 1’invasion tumorale.

En conclusion, il apparait que I’effet biologique des FTI implique ’inhibition de multiples
protéines farnésylées et que cet effet est variable en fonction du type de tumeur. L’¢lucidation

de ces cibles demeure actuellement un défi crucial dans le développement des FTT.

La démonstration de ’efficacité des FTI dans des modéles précliniques in vitro et in vivo a
abouti en moins de 5 ans au développement clinique (phases I-1I) de quatre composés
inhibiteurs non peptidomimétiques de la farnésyltranférase :

e le tipifarnib (R115777, Zarnestra®, Janssen),

e e lonafarnib (SCH66336, Sarasar®, Schering-Plough),

e le BMS214662 (Bristol Myers Squibb)

e ctle L778/123 (Merck). Ce dernier a été retiré des études cliniques devant une toxicité

cardiaque.
Parmi les trois autres molécules, le tipifarnib est a ’heure actuelle le plus étudié, que ce soit

dans les tumeurs solides ou en hématologie.

On retiendra de ces essais une toxicité non négligeable.
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L’analyse permet de mettre en évidence des réponses inconstantes, mais parfois inattendues,
en particulier dans des tumeurs bronchiques ou pancréatiques lourdement prétraitées.

Les essais de phase II semblent montrer I’intérét de ce type de molécules dans les cancers du
sein et les glioblastomes. En revanche, ceux de phase III menés dans les cancers bronchiques

a petites cellules et les cancers pancréatiques ont été tres décevants.

De nombreuses observations précliniques plaident pour une utilisation des FTT en association
avec d’autres traitements antitumoraux.

Par exemple, un effet synergique a été rapporté pour les associations des FTI avec les taxanes
et les épothilones, probablement par leur action conjuguée sur les microtubules. Ces données
ont été confirmées par un essai clinique ¢tudiant I’association de SCH66336 (lonafarnib) et de
paclitaxel.

Les FTI apparaissent également comme des agents radiosensibilisants trés prometteurs, en
particulier dans le traitement des gliomes mais aussi des tumeurs bronchiques et ORL.

Un effet synergique peut également étre obtenu en associant les FT1 a d’autres thérapeutiques
ciblées. L’association d’inhibiteurs de CDK (cyclin dependent kinase) tels que la roscovitine,
de la PI3K ou de HER2/Neu majore les effets pharmacologiques des FTI.

Enfin, il a été montré que 1’association des FTI avec des traitements hormonaux était

également prometteuse dans les cancers du sein hormonodépendants.

Bien qu’il puisse y avoir des niches thérapeutiques pour lesquelles les FTI soient
particulicrement efficaces, le principal enseignement des ¢tudes précliniques et cliniques est
que l’inhibition de la farnésyltransférase n’est pas une bonne stratégie pour un blocage

spécifique de la voie Ras-ERK. (Mazi¢res et al., 2004)

3.2.2.2) Inhibiteurs de RAF

La famille RAF comprend trois membres A-Raf, B-Raf et Rafl qui partagent entre 78 et 80 %
d’identité en acides aminés. lls contrélent le module ERK et sont le siége d’interactions avec
de nombreuses molécules de la signalisation.

Le premier intérét d’utiliser des inhibiteurs de Raf provient du fait que Raf est un effecteur

important de Ras. Il est, en effet, raisonnable de penser que I’inhibition de cette kinase puisse
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entralner un effet antitumoral, dans des cellules qui expriment de maniére anormale des
récepteurs a tyrosine kinase, tels que la famille ERB, ou qui présentent des mutations de Ras.
La découverte récente de mutations activatrices de B-Raf dans les tumeurs humaines a
conforté I’intérét de développer des inhibiteurs de la kinase Raf.

Parmi les genes raf, seul b-raf est le sicge de mutations activatrices, retrouvées avec une forte
fréquence dans les mélanomes. En effet, prées de 70 % des échantillons tumoraux de
mélanomes présentent des mutations de raf. On peut retrouver ces mutations avec des
fréquences significatives dans d’autres cancers tels que les cancers colorectaux, les cancers
ovariens et les cancers d’origine thyroidienne. Pres de 90 % des mutations activatrices
concernent le remplacement de la valine en position 599 par un résidu glutamate.

Cette mutation, qui se situe dans la boucle d’activation de la kinase, conduit a une activation
constitutive de B-Raf. On suppose que I’activité de B-Raf est augmentée par cette mutation
ponctuelle, parce que la charge négative amenée par le glutamate mime la phosphorylation
qui se produit dans la boucle d’activation de RAF.

Des expériences de perte d’expression de B-Raf dans des cellules de mélanome, par une
technique d’interférence a I’ARN, ont permis de confirmer que la fonction oncogénique de ce
géne sur I’induction de la prolifération tumorale et la protection de I’apoptose dépendait de
ERK.

Ces résultats ont conforté le développement d’inhibiteurs pharmacologiques de cette kinase et
ont par ailleurs montré que seule la déprivation de B-Raf, mais pas celle de A-Raf ou de Rafl,

dans des cellules de mé¢lanome est a 'origine des effets observés.

Compte tenu de la grande homologie de séquences en acides aminés des trois protéines Raf; il
n’est pas du tout sr que I’inhibiteur actuellement développé, le BAY439006, soit spécifique
de B-Raf. Ce manque de spécificité pourrait étre a ’origine de résultats peu probants des
études précliniques et cliniques actuellement en cours chez des patients atteints d’un
mélanome ou d’un cancer du rein.

Ainsi, des efforts doivent étre consentis pour le développement d’inhibiteurs spécifiques de la

kinase B-Raf, permettant de mieux appr¢hender le r6le de Raf sur la voie des MAP kinases.

Le fait que Raf soit aussi impliqué dans une voie de survie, indépendante de MEK, laisse
supposer pour I'inhibition de Raf un spectre d’activité anticancéreuse plus large que pour
Pinhibition de MEK. Il sera nécessaire de valider cette cible avec des inhibiteurs plus

spécifiques. (Beeram et al., 2005)
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Sorafenib, BAY 43-9006, (NEXAVAR®)

Le sorafenib est une petite molécule en administration orale développée initialement en tant
qu’inhibiteur d’une sérine-thréonine kinase, Raf-1.

Elle a également une activité¢ anti-tyrosine kinase étendue et cible VEGFR-2 et 3, cKIT,
PDGFRa et FLT3. L’originalit¢é de cette molécule réside donc dans son
multiciblage « horizontal » (c’est-a-dire plusieurs récepteurs de facteurs de croissance
pouvant appartenir a des types cellulaires différents) et « vertical » (c’est-a-dire plusieurs

niveaux de transduction du signal, du récepteur a la cascade Ras-Raf-MAPK).

Nous reparlerons de cette molécule un peu plus loin dans cette these. ( ¢f3.3.1.2.2)

3.2.2.3) Inhibiteurs de MEK

Le rationnel pour utiliser les kinases MEK1 et 2 comme cible est similaire a celui pour utiliser
Raf. En effet, ces enzymes ont un réle central dans la voie ERK en transmettant des signaux
de prolifération d’un large spectre de tumeurs humaines. De plus, I’expression in vitro d’une
forme constitutivement active de MEK conduit & la transformation cellulaire donnant

naissance a des cellules a tres fort potentiel tumorogéne.

Les protéines MEK sont des kinases a double spécificité qui contiennent deux sites kinase,
I’un impliqué dans la phosphorylation d’un résidu sérine ou thréonine, ’autre dans la
phosphorylation d’un résidu tyrosine.

Les kinases MEK1 et MEK?2 sont exprimées de maniére ubiquiste chez les mammifeéres et
elles catalysent la phosphorylation aussi bien de ERK1 que de ERK?2, sur la thréonine 185 et
la tyrosine 183. Leur fort degré d’homologie suppose que les inhibiteurs de MEK développés

auront pour conséquence le ciblage des deux protéines homologues MEK 1 et MEK?2.

Le premier inhibiteur de MEK a avoir ét€ développé en phase clinique précoce est le CI1040.
Cependant, les résultats encourageants de son efficacité¢ antitumorale dans les essais de
phase I n’ont pas été confirmés dans 1’étude de phase II, ce qui a eu pour conséquence
d’arréter son développement. La preuve de I’inactivation de ERK a été faite sur des biopsies

de patients, montrant simplement une réduction de 50 % de sa phosphorylation. Cela indique
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d’une part qu’il est possible de caractériser in vivo I’effet pharmacologique de ces inhibiteurs
et, d’autre part qu’il doit étre possible d’augmenter I’efficacité de ces molécules.

Deux autres inhibiteurs plus spécifiques sont actuellement en cours de développement, le
PD0325901 et I’ARRY 142886.

De maniere originale, ce sont des inhibiteurs non compétitifs de I’ATP vis-a-vis de son site de
liaison. Leur capacité a inhiber les kinases MEK1 et 2 serait liée au changement de
conformation de la protéine, occasionné par la liaison de I’inhibiteur sur un site différent de la
poche de liaison de I’ATP. Ce mécanisme pourrait expliquer la remarquable sélectivité de ces
molécules, d’autant plus que ce site est une région de la protéine qui n’a pas d’homologie de

séquence avec les autres kinases. (Wallace ef al., 2005)

3.2.3) La voie JAK/STAT

Pour I’instant, la recherche d’inhibiteurs de cette voie de signalisation en est & ses premiers

balbutiements.

De nombreux travaux ont démontré ’implication de ’activation de la voie JAK/STAT dans la
tumorigenése. A ce jour, sept membres de cette famille ont été identifiés et sont activés en
réponse a la fixation de plusieurs dizaines de ligands a leur récepteur spécifique. Compte tenu
du fait que l’activation de certaines STAT, en particulier STAT1, STAT3 et STATS, est
souvent dérégulée dans un grand nombre de tumeurs, il est capital de découvrir comment cette
activation est maintenue ou réprimée et de connaitre son rdle dans la transformation
cellulaire.

Nous avons vu que plusieurs familles de protéines ainsi que plusieurs membres au sein d’une
méme famille, participent a D’extinction du signal aprés stimulation par les cytokines en
ciblant diverses étapes de I’activation de la voie JAK/STAT. Cependant, la cellule cancéreuse
parvient a échapper a ces controles négatifs en altérant ou en dérégulant une ou plusieurs de
ces voies.

Ainsi ’expression ou ’activité de protéines a activité phosphotyrosine phosphatase, comme
SHP1, ou des protéines SOCS comme SOCS1 peuvent étre inhibées et favoriser ainsi I’action

de facteurs de croissance et la croissance de la cellule tumorale dans certains cancers.
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L’étude des voies de régulation négative de cette signalisation ouvre donc de nouvelles
perspectives dans la recherche de stratégies thérapeutiques. L’identification de molécules qui
imitent ’action des protéines inhibitrices de la voie JAK/STAT devrait ouvrir de nouvelles

perspectives dans le domaine des thérapies anticancéreuses. (Espert et al., 2005)

3.2.4) La voie Wnt
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Figure 27 : Sites d'action envisageables sur la voie Wnt
(D’aprés Reya & Clevers, 2005)

Innovations thérapeutiques sur la voie WNT

L’approche de base est d’identifier les cibles transcriptionnelles de la signalisation Wnt/p-
caténine afin d’isoler, si elles existent, la ou les cibles spécifiques de la transformation
oncogénique. A partir de multiples travaux réalisés sur des lignées cancéreuses ou sur des
tumeurs plusieurs génes candidats ont été ciblés.

Une bonne stratégie thérapeutique doit donc rechercher ces génes a la fois parmi les
activateurs de la voie Wnt mais aussi parmi les inhibiteurs puisque la dérégulation de la voie
Wnt/B-caténine semble impliquée dans la progression du cancer et non seulement dans son

induction.
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Ainsi, ont été testées des petites molécules inhibitrices de I’interaction de la pf-caténine avec
les facteurs transcriptionnels TCF ou CBP (CREB-binding protein). (Emami ef al., 2004)
D’autres principes d’action ont été envisagés comme des anticorps thérapeutiques contre les
Whnt ou comme la nouvelle et trés prometteuse approche des siRNA. (figure 27)

A coté, plusieurs agents trés €loignés de la voie de signalisation montrent des effets
inhibiteurs : c’est le cas de certains anti-inflammatoires non stéroidiens de type aspirine ou
sulindac, ou de I’inhibiteur de tyrosine kinase STI571 (Glivec®) qui peut faire reconsidérer le

role de Wnt dans les tumeurs sensibles au Glivec®. (Zhou et al., 2003)

3.3) Autres stratégies de thérapie ciblée

3.3.1) Inhibition de la liaison des facteurs angiogéniques a leurs récepteurs

Parmi les cibles angiogénes de prédilection dans le traitement antitumoral, la famille du
VEGF prédomine, car la plupart des tumeurs, si ce n’est toutes, expriment des niveaux élevés
de VEGF (Cao, 2004). Différentes stratégies concernant cet acteur de ’angiogenése sont

exploitées. (figure 28)

Anti-VEGF-1
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Figure 28 : Différentes stratégies d’inhibition de la signalisation induite par le VEGF
(D’apres Ferrara & Kerbel, 2005)
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3.3.1.1) Anti-VEGEF

Ce sont des molécules d’ARN synthétiques qui agissent en se liant a la molécule de VEGF,
inhibant sa fixation au récepteur VEGFR-2. Cette stratégie n’a pas encore été testée sur des
modeles tumoraux mais dans le traitement de rétinopathie. Ces « aptamers » se lient

exclusivement sur I’isoforme VEGF125. (Lee et al., 2005)

Il s’agit d’un anticorps soluble, formé par fusion de portion du VEGFR, et du domaine Fc de
I’immunoglobuline humaine, ciblant le VEGF-A. 1l joue un role d’antagoniste spécifique et
son affinité pour VEGF est supérieure a celle des anticorps monoclonaux. (Thurston et
al.,2004). Une étude de phase II est en cours aux Etats-Unis dans le cancer du rein

métastatique.

Bevacizumab, (AVASTIN®)

Le bevacizumab est un anticorps monoclonal partiellement humanisé (93 % humain-7 %
murin). Il inaugure une nouvelle classe thérapeutique, celle des inhibiteurs du VEGF. Cette
classe agit directement sur la vascularisation tumorale, et non sur les cellules tumorales.
L’AMM en France, a été obtenue en avril 2005, en traitement de premiére ligne, chez les
patients atteints de cancer colorectal métastatique, en association a une chimiothérapie
intraveineuse 5-fluorouracile/acide folinique avec ou sans irinotécan.

C’est le 1*" anti-VEGF commercialisé.

I se lie au facteur pro-angiogénique VEGF, I’empéchant ainsi de se fixer a ses récepteurs

VEGF-R, et donc d’exercer son activité biologique. (figure 29)

107



Existing
blood
vessel

VEGF receptor
It

New
blood
vessel

Figure 29 : Mode d'action de I’A VASTIN®
(D’apres http://7)

Les voies de signalisation permettant la prolifération et la migration des cellules endothéliales
ne sont pas activées. La croissance vasculaire est alors inhibée, et la survie des cellules

tumorales n’est plus assurée.

Le bevacizumab permet, outre la régression des vaisseaux existants, de réduire la pression
intra tumorale, avec comme conséquence une meilleure pénétration des molécules dans la
tumeur.

De plus, les radiations ionisantes utilisées lors de la radiothérapie nécessitent de 1’oxygéne
pour étre efficaces, d’ou la résistance des cellules tumorales hypoxiques. En inhibant le
VEGF, la vascularisation tumorale créée est plus normale, d’ot une meilleure oxygénation et

ainsi le recours a la radiothérapie redevient une option envisageable.

La demi-vie de cet anticorps est de 17 a 21 jours. Jusqu’a présent, aucun anticorps anti-

bevacizumab n’a encore été détecté, montrant ainsi le succés de I’humanisation.

Contrairement au cétuximab (Erbitux®), la prescription du bévacizumab (Avastin®) ne
nécessite pas d’étude du status VEGF sur biopsies ou piéce opératoire. De plus, ’utilisation
de I’Avastin® ne concerne pas la situation d’échec & une ou plusieurs lignes de
chimiothérapie en cancérologie colique métastatique. Les deux molécules sont donc dans leur

indication complémentaires et non en concurrence directe.

108



L’¢étude princeps ayant testé I'apport d’Avastin® a été faite en premicre ligne métastatique
dans le cadre des cancers du célon. Elle comparait le protocole IFL (associant irinotécan, SFU
en bolus et ’acide folinique) avec ou sans Avastin®. Le gain est statistiquement effectif en
termes de SG (survie globale) (15,6 mois vs 20,3 mois) (p < 0,001). 1l en est de méme pour la
survie a 1 an (63,4 % vs 74,3 % ; p < 0,001), la durée moyenne de survie sans progression
(SSP) (6,2 mois vs 10,6 mois ; p = 0,004) et le taux de réponse objective (RO) (34,8 % vs 44,8
% ; p = 0,004). Cette étude est donc clairement positive. Elle s’accompagne aussi d’effets
secondaires. Un effet indésirable grade III/IV est apparu statistiquement plus souvent dans le
bras Avastin® (74 % vs 84,9 % ; p < 0,001).

Ceux-ci vont induire une sélection des patients qui vont bénéficier de cette molécule a
I’avenir. L hypertension artérielle tout grade est survenue dans 22,4 % vs 8,3 % dans le bras
témoin (p < 0,01). Une HTA non contrélée est donc une contre-indication a 1’Avastin®. La
survenue d’épisodes thromboemboliques est I’autre particularité de ce type de traitement. Des

cas de perforations digestives ont été rapportés uniquement dans le bras Avastin®.

On se doit de noter que le protocole IFL testé a été le gold standard aux Etats-Unis. Il ne I’est
plus actuellement. Il n’a, par ailleurs, jamais ét¢ le protocole recommandé en Europe. 11 a été
remplacé par le Folfox (S5FU, acide folinique et oxaliplatine) ou le Folfiri (irinotécan, SFU en
perfusion continue et acide folinique). L’IFL est associ¢ a un taux d’effets secondaires
beaucoup plus important.

Par ailleurs, I’étude de I’Avastin® a été faite chez des patients en état général plus précaire
toujours en premiecre ligne métastatique. Dans cette indication, Kabbinavar rapporte une phase
II randomisée portant sur 209 patients. Ils ont regu soit SFU et acide folinique plus Avastin®
ou placebo. Il n’existe pas de différence en termes de SG. Par contre, il existe une différence
statistique en termes de SSP (9,2 mois vs 5,5 mois ; p = 0,0002).

[AMM obtenue début avril 2005 concerne les patients porteurs de cancer du cdlon
métastatique non opérable traité dans le cadre d’une association Avastin® et chimiothérapie a
base de SFU. Différentes contre-indications seront a rechercher comme 1’hypertension
artérielle non controlée, la susceptibilité a des pathologies thromboemboliques et 1’existence

d’une protéinurie effective. (Metges et al., 2005)

¢ Bevacizumab et cancer bronchique non a petites cellules
L’¢tude de PECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) 4599 présentée a I’ASCO 2005, a

permis D’enregistrement par la FDA en octobre 2006 (AMM européenne en cours) du
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bevacizumab pour le traitement du cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC) avancé
en association avec une chimiothérapie a base de platine en premicre ligne. Cette étude de
phase III faisait suite a une étude randomisée ayant permis de retenir le schéma classique
nord-américain carboplatine/paclitaxel associé a une injection de 15 mg/kg de bevacizumab
toutes les 3 semaines. Sa particularité est surtout liée a la restriction & une population de
patients atteints de cancer CBNPC d’histologie non-épidermoide.

La phase II préliminaire avait permis d’identifier un risque hémorragique majeur (hémoptysie
massive) en cas d’histologie épidermoide (4 patients sur 13 soit 31 %), de notion
d’hémoptysie antérieure, ou de tumeur a proximité des gros vaisseaux. Huit cent soixante dix-
huit patients ont été randomisés entre 6 cycles de chimiothérapie avec ou sans bevacizumab.
La SG, objectif principal, était significativement supérieure dans le bras bevacizumab avec
une médiane de 12,3 vs 10,3 mois. Pour I’efficacité, tous les autres parameétres restaient en
faveur du bras bevacizumab avec une SSP médiane de 6,2 vs 4,5 mois, un taux de réponse de
35% vs 15 %. Ceci reste vrai pour les analyses de sous-groupes, a ’exception des patients de
sexe féminin (prés de 50 % de la population) qui, malgré un meilleur taux de réponse, avaient
une survie similaire dans les 2 bras (13,3 vs 13,1 mois). Les explications potentielles sont
multiples, y compris un pronostic spontanément meilleur (survie médiane de seulement 8,7
mois pour les hommes). En ce qui concerne la tolérance, on retrouve les effets secondaires
classiques du bevacizumab dont la majoration des effets secondaires de la chimiothérapie, y
compris hématologiques, avec un risque plus grand de neutropénie fébrile. Il faut également
insister sur le risque hémorragique ou thrombotique accru 1ié au bevacizumab.

En conclusion, la survie médiane du CBNPC avancé franchit pour la premicre fois la barre
des 12 mois, ce qui représente I’avancée la plus significative de ces 15 derni¢res années, au
prix toutefois d’une toxicité¢ qu’il ne faut pas négliger et en se restreignant a une population

dépourvue de risque hémorragique et d’histologie non-épidermoide. (Deplanque, 2007)

“ Bevacizumab et cancer du sein

La premic¢re étude de phase I/Il avec escalade de doses a étudié le bevacizumab en
monothérapie (3 mg/kg, 10 mg/kg et 20 mg/kg tous les 15 jours) chez des patientes traitées
préalablement pour un cancer du sein métastatique. La dose la plus élevée a été associée a des
céphalées.

La dose recommandée est ainsi de 10 mg/kg tous les 15 jours d’autant que davantage de
réponses ont été observées a ce palier (6,7 %). Cette dose a été étudiée dans tous les essais de

phase II et III qui ont été réalisés par la suite.
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La premiere étude de phase III (AVF 2119 g) a comparé la capecitabine seule vs la
capecitabine associée au bevacizumab chez des patientes traitées préalablement par
anthracyclines et taxanes pour un cancer du sein métastatique. Cette ¢tude a montré un taux
de réponse plus élevé avec 1’association bevacizumab et capecitabine (19,8 % vs 9,1 %, p =
0,001). Mais il n’existait aucun bénéfice en termes de SSP et de SG. La toxicité spécifique de
la capecitabine n’a pas ét¢é modifiée par 1’ajout du bevacizumab. Celui-ci a induit une
hypertension artérielle (HTA) chez 23,5 % des patientes et a majoré le risque de thrombose
(7,3 % vs 5,6 %). Cet essai a montré un signal d’activité de I’association bevacizumab et

chimiothérapie et a motivé la réalisation d’une étude en premiére ligne thérapeutique.

Une autre ¢étude de phase III a évalué en 1ére ligne thérapeutique, en phase métastatique,
I’association du paclitaxel hebdomadaire avec le bevacizumab vs le paclitaxel hebdomadaire
seul. Cet essai a été arrété précocément du fait de la supériorité de ’association en termes de
SSP. En effet, elle était de 13,3 mois vs 6,7 mois (p < 0,0001). Le taux de réponse globale
était supérieur pour 1’association thérapeutique 36,2 % vs 16,4 % pour la monothérapie (p <
0,0001). La SG était de 25,7 mois pour le bras combiné vs 23,8 mois pour le bras contrdle.
Dans tous les différents sous-groupes, le bénéfice en terme de SSP était observé : quels que
soit I’intervalle libre sans récidive, le statut des récepteurs hormonaux, I’4ge, le nombre de
sites tumoraux, le traitement ou non par une chimiothérapie adjuvante. Malgré de nombreux
essais, aucun facteur prédictif utilisable en pratique clinique n’a été formellement identifié
pour savoir chez quel patient le bevacizumab serait le plus bénéfique.

Une HTA a été retrouvée dans 15 % des cas vs 2 % (p < 0,0001), une protéinurie dans 1% des
cas vs 0 % (p = 0,002), des saignements dans 2 % des cas vs 0 % (p = 0,002). Les accidents
thromboemboliques étaient similaires dans les 2 bras de I’étude. Le bevacizumab n’a pas
modifié le profil de toxicité du paclitaxel.

Une telle amplitude en terme de bénéfice sur la SSP n’a jamais été vue dans des essais
comparant des polychimiothérapies. La différence des SSP entre les mono et/ou
polychimiothérapies des autres ¢tudes est comprise entre 1,2 et 2,1 mois. L’addition du
bevacizumab au paclitaxel a induit un bénéfice d’une amplitude de 6,6 mois. La durée de SSP
du bras contrdle (paclitaxel hebdomadaire) est semblable a celles observées dans les autres

études randomisées.

Le bevacizumab a ainsi tout naturellement obtenu I’AMM dans le cadre d’un cancer du sein

métastatique en premiere ligne, en association avec le paclitaxel, en avril 2007.
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De nombreux autres essais cliniques sont encore en cours dans le cancer du sein :

> Un essai de phase 1II (AVADO) qui a terminé son recrutement en mars 2007 étudie
chez les patientes en 1ére ligne métastatique le docetaxel associé soit a un placebo soit
au bevacizumab a la dose de 7,5 mg/kg ou de 15 mg/kg toutes les 3 semaines. L’objectif
est de confirmer le bénéfice du bevacizumab combiné avec un taxane. De maniére
intéressante, cet essai évalue la possibilité d’utiliser des doses plus faibles de
bevacizumab.

> Une étude de phase III (RIBBON 1) évalue chez les mémes patientes I’efficacité d’une
chimiothérapie comportant des anthracyclines ou des taxanes ou la capecitabine, en
association avec un placebo ou le bevacizumab.

» Une étude de phase III (RIBBON 2) étudie efficacité et le profil de toxicité du
bevacizumab associé a une chimiothérapie en deuxieme ligne thérapeutique d’un cancer
du sein métastatique.

» Une étude internationale de phase IV (ATHENA) évalue bevacizumab associé a une
chimiothérapie a base de taxanes en 1ére ligne de traitement dans une cohorte de 2 000
patientes avec un cancer du sein évolué. Le bénéfice observé a la phase métastatique
justifie le développement en adjuvant du bevacizumab.

> Deux études vont débuter chez des patientes HER-2 négatif. L’essai du groupe ECOG
étudie chez les patientes ayant un envahissement ganglionnaire ou a haut risque de
récidive, une chimiothérapie adjuvante associée ou non au bevacizumab. La durée
d’administration de I’anticorps pourra étre de 6 mois ou d’un an. L.’objectif de cet essai
est de confirmer le bénéfice du bevacizumab combiné avec la chimiothérapie en
situation adjuvante et d’évaluer la possibilité d’utiliser le bevacizumab pendant une
durée plus courte.

» L’essai BEATRICE va étudier chez les patientes ayant une tumeur triple négative
(récepteurs hormonaux et HER-2 négatifs), I’efficacité du bevacizumab associé a la
chimiothérapie.

» Les données précliniques suggerent 1’existence d’interactions entre les voies de
signalisation de HER-2 et de VEGF. Ainsi, des essais étudiant ’association du
bevacizumab et du trastuzumab (anti-HER-2) ont montré des résultats prometteurs. Une
étude de phase I chez des patientes présentant des tumeurs avec sur-expression de HER-

2 a montré des résultats surprenants : 5 réponses partielles observées chez 9 patientes
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traitées. Ceci a motivé I'initiation d’une étude de phase II. Les résultats préliminaires
chez 37 patientes ont montré un taux de réponse globale de 54 %. Ces données sont
prometteuses et elles constituent le rationnel de I’étude de phase III (AVEREL). Elle
intéresse des patientes en situation métastatique d’un cancer du sein avec une sur-
expression de HER-2. L’objectif est d’évaluer |’efficacité du bevacizumab associé au

trastuzumab et au docetaxel, en 1ére ligne de traitement.

3.3.1.2) Anti-VEGFR

Ce sont des fragments d’ARN de ribosome de bactéries, dou€¢s comme une enzyme de
propriétés catalytiques. Ils sont dits « substrats spécifiques », car ils servent d’intermédiaire au
clivage catalytique des substrats ARN dont ils peuvent étre extrémement spécifiques. Un des
avantages de leur utilisation est que peu de molécules sont nécessaires pour supprimer
I’expression de la protéine cible dans la cellule.

IIs nécessitent une modification chimique pour maintenir leur stabilité et ils peuvent étre
utilisés pour supprimer spécifiquement la translation. Leur spécificité est lie a la structure a
deux hélices de ’ARNm, 'une Helix 1 contenant 4 nucléotides et I’autre Helix 2 contenant
8 nucléotides. Le clivage de I’ARNm cible se fait par clivage entre ces deux hélices.

Dans un but anti-angiogénique, ces molécules sont utilis€es contre les récepteurs VEGFR en

modifiant leurs fonctions par clivage spécifique de leur ARNm (Glade-Bender et al., 2003).

Sunitinib, SUI 1248, (SUTENT®)

Le sunitinib maléate a regu ’agrément de la FDA en janvier 2006 dans le traitement des
tumeurs stromales gastro-intestinales et des cancers rénaux métastatiques. Cet inhibiteur
multityrosine kinase de bas poids moléculaire cible avec des affinités variables VEGFR-1

et 2, PDGFRa et B, cKIT et FLT3.
Le sunitinib est administré oralement et son absorption digestive est rapide, avec un taux

maximal atteint en 5 heures. Il est trés fortement 1i€ aux protéines. Il est métabolisé au niveau

hépatique par I’isoforme 3A4 du cytochrome P450 (CYP3A4) et aboutit & un métabolite actif,
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le SU12662. L’utilisation de molécules inhibitrices du CYP3A4, comme le kétoconazole,
expose les patients & une concentration de sunitinib circulant 2 fois plus importante. Au cours
des différents essais de phases I et II, 1’étude de la pharmacocinétique du sunitinib confirme
une concentration maximale atteinte en 5 heures et une demi-vie de 40 heures. La prise
d’aliments ne modifie pas ’absorption intestinale. Son métabolite actif, le SU12662, a une
demi-vie supérieure a 80 heures.

La dose de 50 mg par jour pendant 4 semaines suivie de 2 semaines d’arrét est le schéma

retenu.

%+ Sunitinib et cancer du rein

Dans un essai clinique de phase II incluant 63 patients avec un cancer du rein métastatique
réfractaire aux cytokines (87% de cellules claires), 40 % des sujets ont eu une réponse
partielle, 27 % une stabilisation de plus de 3 mois. Le temps médian jusqu’a progression était
de 9 mois.

Ces résultats ont été confirmés par une seconde étude de phase II ayant inclus uniquement les
cancers du rein a cellules claires. (Loriot et al., 2006)

Une analyse groupée de deux essais de phase II du sunitinib, apres traitement cytokinique a
montré un taux de réponse de 42 %, supérieur a celui obtenu en premicre ligne avec les
cytokines. (Motzer et al., 2006)

11 existe un rationnel clair pour I’inhibition du VEGF au cours du cancer du rein. En effet, le
géne suppresseur de tumeur von Hippel-Lindau (VHL) est inactivé par délétion, mutation ou
méthylation dans 60 & 80 % des cas sporadiques de cancer du rein a cellules claires.

Or, le géne VHL code pour une protéine impliquée, via HIF (hypoxia inducible factor), dans
la régulation de la production de VEGF, PDGF et d’autres protéines induites par I’hypoxie.
L’inactivation de VHL entraine une sur- expression de ces agonistes de VEGFR et PDGFR, et
la stimulation persistante de ces récepteurs promeut l’angiogenése, la croissance et la
diffusion métastatique tumorale. Le bevacizumab, un anticorps monoclonal anti-VEGF, avait

déja ét¢ montr¢ efficace dans le cancer du rein.

Le premier essai de phase III a comparé en premiere ligne, chez 750 patients recrutés dans
101 centres, le sunitinib (ou SU11248 : 50 mg/j per os, 4 semaines sur 6) a I’IFN (9 millions
d’unités trois fois par semaine en sous-cutané). Les patients devaient étre en bon état général
(statut de performance selon ’'ECOG de 0 ou 1) et ne pas avoir de contre-indication au

traitement anti-angiogénique (hypertension artérielle (HTA) non controlée, maladie ou

114



événement cardiovasculaire datant de moins de 12 mois, meétastases cérébrales). (Motzer et
al., 2007) Un cross over vers le bras sunitinib €tait autorisé pour les patients progressant sous
IFN. Hormis le syndrome pseudo-grippal spécifique de I'IFN, les effets secondaires de grade
3 étaient plus fréquents avec le sunitinib : diarrhée (5% vs 0 %), vomissements (4 % vs 1 %),
HTA (8 % vs 1 %) et syndrome main-pied (5 % vs 0 %) (p< 0,05).

Les neutropénies (12 % vs 7 %), les thrombopénies (8 % vs 0 %) et les hyperlipasémies (16 %
vs 6 %) de grade 3-4 ¢étaient plus fréquentes avec le sunitinib (p < 0,05). Cependant, la
tolérance était jugée meilleure avec le sunitinib, du fait notamment d’une fréquence moindre
d’asthénies grade 3-4 (7 % vs 12 % ; p < 0,05), de méme que la qualité de vie. La SSP en
intention de traiter (ITT), critére de jugement principal de cet essai et évaluée, comme les
réponses objectives (RO), par un comité¢ de relecture radiologique indépendant, était
significativement plus longue dans le bras sunitinib comparé au bras IFN : 11 vs 5 mois. Le
taux de RO en ITT était également plus élevé : 31% vs 6% (p < 0,001).

Toutefois, aucune RO compléte n’était observée. La SG médiane n’était pas encore atteinte
dans les deux bras au moment de 1’analyse. Le bénéfice conféré par le sunitinib était observé

dans tous les sous-groupes de patients.

Cette étude est la premiere a démontrer dans le cancer du rein un avantage significatif d’ un
traitement anti-angiogénique face a la thérapeutique de référence ; cette preuve du concept
positionne le sunitinib comme le nouveau traitement de référence en premiere ligne
métastatique. De nombreuses études d’association sont également en cours.

Un schéma alternatif est aussi €tudié, utilisant une dose réduite de 37,5 mg/j administrés en

continu, les résultats n’étant pas encore disponibles a ce jour.

% Sunitinib et CBNPC

Soixante-quatre patients présentant un CBNPC ont été traités par sunitinib 50 mg/j,
4 semaines sur 6. Le nombre moyen de lignes de traitement antérieur est de 2 et il s’agissait
d’une majorité d’adénocarcinomes (64 %). L’existence de métastases cérébrales était un
critere d’exclusion. Le taux de réponse est de 9,6 % et le taux de stabilisation de plus de
8 semaines est de 43 %. La durée médiane de réponse est de 12,2 semaines et la survie
globale moyenne de 24 semaines.

La toxicité est finalement lourde avec 3 déces, soit prés de 5 % des inclusions (2 hémoptysies

sur des carcinomes épidermoides et une hémorragie cérébrale sur métastase cérébrale).
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Vingt-sept pour cent des patients ont présenté une asthénie de grades IlI-1V, 17 % des
myalgies de grades 1II-1V, 10 % des vomissements de grades I1I-1V, 13 % une dyspnée de
grade III et 5 % une HTA de grades III-IV. 5 % des patients ont présenté une thrombopénie
ou une neutropénie de grades III-IV. Au final, 38 % ont d0 arréter le traitement pour toxicité.
Ces résultats sont particuliérement prometteurs et des études randomisées sont en cours. A
I'instar de ce que les profils de toxicités avaient imposé avec le bevacizumab dans les
CBNPC, une sé€lection des patients parait nécessaire. Il faut probablement exclure, dans un
premier temps, les localisations cérébrales, pulmonaires centrales ou proches d’un gros

vaisseau. (Ropert et al., 2007)

% Sunitinib et cancers colorectaux

Quatre-vingt deux patients présentant un cancer colorectal métastatique résistant au moins a
une premiere ligne de chimiothérapie ont été€ inclus dans un essai de phase Il avec du sunitinib
en monothérapie. Parmi ceux ayant déja recu du bevacizumab, on a observé 1 réponse
partielle et 10 stabilisations (24 %). Pour ceux n’ayant jamais regu de bevacizumab, il n’y a
pas eu de réponse objective et le taux de stabilisation est de 35 %. La survie sans progression
est de I’ordre de 2,3 mois.

Il s’agit encore de résultats prometteurs qui semblent montrer qu'une résistance au
bevacizumab n’est pas prédictive de la réponse au sunitinib.

Le cas des tumeurs stromales et du sunitinib malate est conceptuellement différent. A4 priori,
I’effet antitumoral est ici lié principalement a une inhibition directe de la croissance par
inhibition de c-Kit et ’effet sur le stroma pourrait étre plus secondaire. Dans ce cadre-13, le

sunitinib est beaucoup plus qu’un agent anti-angiogénique.

+ Sunitinib et GIST aprées échec de I’imatinib mésylate

Le traitement des tumeurs stromales a été révolutionné par I’introduction de P’imatinib
mésylate. Néanmoins, ce médicament ne semble pas étre en mesure d’éradiquer une maladie
métastatique et le temps médian jusqu’a progression est de I"ordre de 18 a 26 mois. Les
résistances secondaires sont en général liées a des mutations secondaires de c-Kit ou de
PDFGRa.

Dans un essai clinique de phase III randomis€ en double aveugle, 312 patients présentant une
tumeur stromale ont été randomisés entre placebo et sunitinib 50 mg/j pendant 4 semaines
puis 2 semaines de pause. Il existait 15 % de résistance primaire a I’imatinib et 85 % de

résistance secondaire (au-dela de 6 mois). Le double aveugle a été levé aprés la premiére
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analyse intermédiaire concluant a une différence significative entre placebo et sunitinib en
termes de survie sans progression. Ainsi, en janvier 2006, la FDA a approuvé 'utilisation du

sunitinib dans lesGIST résistant a I’imatinib. (Ropert, 2007)

Sorafenib, Bay 43-9006, (NEXAVAR®)

Le sorafenib est un inhibiteur oral multicible ciblant RAF-1, B-RAF, VEGFR-2, VEGFR-3,
PDGFR-B, FLT-3 et c-kit sur les cellules tumorales, et les vaisseaux péritumoraux.

Dans les ¢études précliniques a base de xénogreffes, le sorafenib est capable d’inhiber
I’angiogenése tumorale de nombreuses lignées tumorales incluant cancer du colon, du sein,
cancer du poumon non a petites cellules.

Actuellement le sorafenib fait I’objet d’un développement clinique avancé, en particulier dans
le cancer du rein, le mélanome, le carcinome hépatocellulaire et le cancer du poumon non a

petites cellules en monothérapie ou en association avec une chimiothérapie conventionnelle.

% Sorafenib et cancer du rein

L’efficacité du sorafenib dans le cancer du rein avancé a été rapportée a ’ASCO 2005.
Reposant sur des résultats encourageants issus d’une phase II, 769 patients atteints d’un
cancer du rein avancé , en ¢échec d’un premier traitement étaient inclus dans une étude
randomisée comparant le sorafenib ( 400 mg deux fois par jour) a un placebo. Malgré un taux
de réponse trés faible (2 %), la SSP était de 24 semaines dans le groupe sorafenib contre 12
semaines dans le groupe placebo (p < 0,00001). Celui-ci a donc regu 1’autorisation de mise

sur le marché aux Etats-Unis en décembre 2005 et en Europe en avril 2006.

Un second essai de phase III (TARGET), mené dans 117 centres dans 19 pays, a évalué en
double aveugle contre placebo le sorafenib (400 mg 2 fois/jour), chez 903 patients atteints de
cancer du rein a cellules claires métastatique, apres progression sous ou dans les 8 mois
suivant une premicre ligne par cytokine. Le cross over vers le sorafenib des patients
progressant sous placebo a été autorisé des la démonstration lors d’une analyse intermédiaire
d’un bénéfice en SSP avec le sorafenib (5,5 vs 2,8 mois, p < 0,01). Ce bénéfice de SSP était
observé dans tous les sous-groupes de patients. La SG (critére de jugement principal de cet
essai) était également améliorée avec le sorafenib (non atteinte vs 14,7 mois ; p = 0,02) a la
premiere analyse intermédiaire, mais de facon non (encore) statistiquement significative. Les
taux de RO (toutes partielles) en ITT étaient plus élevés dans le bras sorafenib : 10 % vs 2 %

(p <0,001). Une seule réponse compléte était observée.
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L’HTA grade 3-4 (4 % vs <1 % ; p = 0,001) et I’ischémie (incluant des infarctus) cardiaque
(12 patients (3 %) vs 2 patients (< 1 %) ; p = 0,01), rares, ¢taient significativement plus
fréquentes dans le bras sorafenib. Il n’y a pas eu de neutropénie fébrile ou de thrombopénie
grade 4 ; 'anémie de grade 3-4 était de fréquence similaire dans les deux groupes (3 % vs 4

%). (Escudier et al., 2007)

Les résultats préliminaires d’une étude randomisée de phase 111 vs placebo, ayant inclus pres
de 900 cancers du rein avancés de type carcinome a cellules claires, ont été présentés a
I’ASCO 2005. Le taux de réponse global est faible a 2 % mais le taux de réponse stable est de
78 %. La survie médiane sans progression est de 24 semaines vs 12 semaines dans le bras
placebo. Le bénéfice clinique pour cette majorité de patients en stabilisation est confirmé par
un essai clinique de phase II randomisant & 12 semaines de traitement dans ce type de
situation ’arrét vs la poursuite du sorafenib. Apres 6 nouvelles semaines de traitement, on
observe 21 % de progression dans le bras poursuite du traitement vs 45 % de progression dans
le bras placebo. A noter que dans cette seconde ¢tude sur de petits effectifs, il n’a pas été noté

de différence entre les types histologiques cellules claires et papillaires.

D’autres études de phase II en cours évaluent 'efficacité du sorafenib en premicére ligne de
traitement, seule ou en association avec I’interféron.

Les principaux effets secondaires rapportés sont les suivants : rash cutané (34 %), diarrhée
(33 %), syndrome pied-main (27 %), fatigue (26 %), hypertension (11 %).

Ces toxicités dose-dépendantes sont bien contrélées par la réduction de dose ou par des
traitements spécifiques. Toutefois, leur fréquence mérite d’étre prise en considération car la
prise concomitante de traitement symptomatique associ¢ (lopéramide pour la diarrhée,
traitement antihypertenseur) peut constituer une cause majeure d’inconfort chez le patient et
in fine une mauvaise compliance dans la prise du sorafenib.

La physiopathologie de ces effets secondaires est tres mal connue a I’heure actuelle.

Par ailleurs, comme pour les inhibiteurs de EGFR, la corrélation entre la survenue de certains
de ces effets secondaires (rash et/ou diarrhée) et Pefficacité mérite d’étre posée et

approfondie. (Loriot et al., 2006)

Il ne reste donc qu’une place probablement limitée aux cytokines, et notamment a 1’IL-2, qui
reste encore le seul traitement connu a pouvoir donner (dans environ 5 % des cas) une réponse

compléte prolongée en premiére ligne de traitement du cancer du rein métastatique.
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«» Sorafenib et CBNPC

Une ¢étude de phase II en monothérapie a été conduite chez 52 patients atteints de CBNPC
avancé, en progression apres une ou deux lignes de traitement. Les principales toxicités
enregistrées ont ¢été la diarrhée, un rash cutané, une érythrodysesthésie palmoplantaire
(syndrome pied-main), une fatigue et une hypertension en régle modérée. Un patient est
décédé d’hémoptysie compliquant une cavitation de sa tumeur aprés irradiation 30 jours aprés
’arrét du sorafenib. Aucune réponse objective n’a été constatée mais 59 % des patients étaient
stabilisés apreés 8 semaines de traitement avec une médiane de survie sans progression et de
survie respectivement de 11,7 et de 29,5 semaines. Une ¢tude de phase 11l en combinaison
avec une chimiothérapie de type carboplatinepaclitaxel vs chimiothérapie seule va

prochainement débuter. (Gatzemeier et al., 2006)

% Sorafenib et mélanome

En monothérapie, sur 22 patients présentant un mélanome métastatique, on note une réponse
partielle et 12 stabilisations avec un temps médian jusqu’a progression de 4 mois. En
association avec la dacarbazine, apres deux cycles et sur 11 patients avec un mélanome
métastatique, il y a 2 réponses partielles et 3 stabilisations. (Fisen, 2005) Dans un essai
clinique de phases I-II, une association taxol-carboplatine-sorafenib va produire, sur 35
mélanomes métastatiques, 40 % de réponses partielles de plus de 6 mois et 43 % de réponses
stables. Le taux de réponse semble plus €levé dans les localisations cutanées, sous-cutanées
ou ganglionnaires. Le temps moyen jusqu’a progression est de 10 mois. Quatre vingt pour
cent des patients n’avaient pas recu plus d’un traitement systémique. Avec le taxol a 225
mg/m2, le carboplatine AUCH et le sorafenib a 100, 200 ou 400 mg deux fois par jour, il n’y a
pas d’exces de toxicité, ni de modification des différents paramétres pharmacocinétiques.

(Flaherty, 2006)

Vatalanib, PTK787/ZK222584

Le vatalanib est un inhibiteur oral de plusieurs kinases comprenant VEGFR-1, VEGFR-2,
VEGFR-3 ainsi que PDGF-R et ¢-KIT a plus hautes concentrations. Les ¢tudes précliniques
sur xénogreffes chez la souris ont montré sa capacité a inhiber la croissance cellulaire et a
réduire les microvaisseaux tumoraux. Plusieurs phases I ont étudié la vatalanib chez des
patients atteints de tumeurs surexprimant le VEGF et les récepteurs au VEGF. Chez I’homme,

le vatalanib est rapidement absorbé avec un pic plasmatique deux heures apreés la prise orale et
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une demi-vie de quatre a six heures lors d’une prise unique quotidienne. Une phase I a donc
étudié I’intérét d’une prise biquotidienne compte tenu de la demi-vie courte du médicament.
Les résultats des données de pharmacocinétique et de I’imagerie par résonance magnétique
avec séquence dynamique ont permis d’établir que la dose quotidienne biologiquement active
est supérieure a 1000 mg par jour et que la dose maximale tolérée est de 750 mg deux fois par
jour.

Les toxicités retrouvées au cours des phases I sont similaires a celles induites par les autres
inhibiteurs de tyrosine kinases antiangiogéniques, a savoir hypertension artérielle, céphalées,
diarrhée, fatigue, nausée et vomissement. La fréquence des principales toxicités rapportées au
cours des phases III sont les suivantes : hypertension (21 %), diarrhée (16 %), fatigue (15 %),

nausée (11 %), vertige (9 %), accidents thromboemboliques artériels et veineux (6 %).

Le PTK787/ZK 222584 a montré au cours de son développement initial une activité sur de
nombreuses tumeurs en particulier le cancer colorectal métastatique.

Deux études randomisées de phase 11l ont comparé un schéma associant FOLFOX4 et PTK-
ZK (4 la dose de 1250 mg par jour en une prise) au FOLFOX associé€ a un placebo dans les
cancers du colon métastatiques en premiere et seconde lignes (respectivement, CONFIRM 1
et CONFIRM 2).

La premiére a inclus 1168 patients en premiere ligne de traitement. La SSP n’était pas
significativement différente entre les deux bras (7,7 mois pour le groupe FOLFOX4 associé
au PTK/ZK contre 7,5 mois pour le groupe FOLFOX4 associ¢ a un placebo). De fagon
inexpliquée, seul le sous-groupe de patients ayant un taux de LDH élevé avait une
augmentation de la SSP.

Les résultats de la seconde étude récemment rapportée a I’ASCO 2006 ne retrouvent pas de
bénéfice en terme de SG (12,1 contre 11,8 mois; p = 0,511) alors que la SSP semble
meilleure dans le groupe FOLFOX4 plus PTK/ZK (5,5 contre 4,1 mois ; p = 0,026) en
particulier chez les patients avec un taux de LDH supérieur a 1,5 fois la normale. La
signification de l’augmentation de survie sans progression dans cette sous-population de
malades observée tant dans Confirm 1 que dans Confirm 2 n’est pas ¢lucidée. Les résultats

définitifs sont attendus.

Le vatalanib est en cours d’évaluation pour d’autres cancers en particulier les tumeurs
stromales digestives, glioblastomes, cancer du poumon.

(Loriot et al., 2006)
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Le ZD6474 (ZACTIMA®) est un inhibiteur oral qui inhibe plusieurs cibles tyrosine kinases
dont le VEGFR-2, EGFR et RET. Cette molécule inhibe donc deux voies principales de la
carcinogenese. Une phase I a montré que la dose recommandée de ZD6474 était de 100-
300 mg/jour et quatre réponses partielles ont été observées dans les cancers du poumon non a
petites cellules.

Des phases II dans le cancer du poumon non a petites cellules ont montré des résultats

intéressants. Ce produit est actuellement en phase IIL. (http://10)

Le composé AEE788 est un nouvel inhibiteur oral de EGFR et du VEGFR. Cette double
inhibition permet une inhibition de la croissance tumorale et des métastases dans des modeles

murins. Cette substance est en évaluation dans les tumeurs solides en phase I.

L’agent AZD2171 est un inhibiteur du VEGFR, inhibant aussi le PDGFR-B et c-Kit. Ce
composé¢ a montr¢ une inhibition de I’angiogenése induite par le VEGF dans des modeles
murins.

Une phase I a montré que la dose recommandée était de 45 mg/jour et que les effets
secondaires les plus fréquents étaient des nausées, des diarrhées et de la fatigue. Cet agent est
en phase III d’essai clinique, en association avec carboplatine et paclitaxel, dans le cancer du

poumon non a petites cellules. (http://10)

Le compos¢ AG-013736, I'axitinib (AGURON®), est un inhibiteur oral de VEGFR-1,
VEGFR-2 et PDGFR-B. C’est un agent qui in vitro bloque la phosphorylation du VEGFR
entrainant une inhibition de la prolifération et de la survie des cellules endothéliales, et inhibe
dans les mode¢les murins ’angiogenése des tumeurs et la croissance des tumeurs murines, et
humaines pulmonaires et coliques. Une phase 1 a ¢été conduite chez des patients avec des
tumeurs solides avancées. La dose recommandée a été fixée a 5 mg deux fois par jour. Les
doses limitantes toxiques observées ont été I’hypertension, des hémoptysies et des stomatites.
Des réponses ont €té observées en particulier dans les cancers du rein. Une phase II a été
conduite dans le cancer du rein avancé et a montré une activité thérapeutique trés intéressante
avec des taux de réponse de 40 % (réponse partielle) et 69 % des patients qui restaient en

cours d’étude avec une maladie stable ou en réponse. (Loriot et al., 2006) Une étude de phase
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IIT est actuellement en cours, avec axitinib + gemcitabine, dans le traitement du cancer du

pancréas avancé. (http://10)

Le pazopanib (GW786034) est un agent oral inhibiteur de VEGF-R, PDGFRuo et B, et de c-kit.
Son spectre d’activité et sa tolérance sont proches de ceux de I’axitinib. 11 fait ’objet d’une

¢tude de phase Il randomisée apres échec des cytokines. (Hurwitz et al., 2005)

3.3.2) Drogues qui inhibent la dégradation de la matrice

La dégradation de la MEC étant essentielle a I’angiogenese (en allouant I’espace nécessaire a
la migration des cellules endothéliales d’une part, et en libérant de nombreux facteurs anti-
angiogéniques séquestrés dans la matrice d’autre part) ; son inhibition revét un intérét non
négligeable dans la thérapie anti-angiogénique. Par ailleurs, cette stratégie pourrait également

limiter la migration des cellules cancéreuses.

Le Néovastat est un inhibiteur de ’angiogenése agissant sur plusieurs fronts. C’est un
inhibiteur des MMP-2, 9 et 12. En outre, il semble bloquer la fixation du VEGF sur le
récepteur VEGFR-2.

Un essai de phase II a inclus 144 patients avec des tumeurs variables (dont 22 cancers du
rein). Le néovastat ¢tait administré oralement deux fois par jour a la dose de 60 ou 240 ml par
jour. La plupart des patients ont recu une immunothérapie avant I’inclusion (75% dans le
premier groupe a 60ml par jour et 43%, dans le second groupe). Deux réponses objectives ont
été observées dans le second groupe. La médiane de survie était de 16,3 mois dans le second
groupe contre 7,1 mois (p = 0,01) dans le premier. Le taux de survie a deux ans était de 0 %
dans le premier groupe contre 36 % dans le second.

Le néovastat a également été étudié en phase I11 d’essai clinique dans le cancer du poumon a
petites cellules (Batist et al., 2002), et dans les cancers du rein (Escudier et al., 2003). Les

résultats n’étant pas probants, le développement de ce médicament a été stoppé.
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3.3.3) Drogues qui inhibent les fonctions des cellules endothéliales

3.3.3.1) Les interférons

Leur activité anti-angiogénique est principalement indirecte. En effet, I’interféron alpha
inhibe la sécrétion de VEGF, de bFGF, et d’IL8 par de nombreuses cellules, comme les
fibroblastes, et des cellules cancéreuses.

L’interféron gamma induit la production d’une protéine anti-angiogénique, la protéine 10,
induite par I’interféron (IP-10).

L’interféron alpha semble aussi agir de maniere directe sur les cellules. En effet, des milieux
conditionnés a partir de cellules transfectées par les rétrovirus codant pour 1’interféron
inhibent la migration des cellules endothéliales et la formation de tubes capillaires.
L’interféron o a aussi montré une activité pro-apoptotique sur des cultures de cellules
endothéliales.

Cependant, dans le cancer du poumon a petites cellules, le traitement par les interférons n’a

apporté aucun bénéfice. (Shepherd & Sridhar, 2003)

3.3.3.2) La thalidomide et ses dérivés

La thalidomide est un médicament, initialement utilisé comme anxiolytique, qui a montré un
effet trés puissant sur la néo-vascularisation. Elle bloque I’angiogencése induite par le bFGF, et
bloque I'activité du TNF-0. (Rajkumar & Kyle, 2001) La thalidomide, ainsi que d’autres
dérivés font actuellement I’objet de plusieurs essais cliniques dans le traitement du cancer.
Son utilisation, notamment dans le traitement du my¢lome, a des résultats encourageants.

Un essai de phase Il incluant 19 patients (14 évaluables) avec un cancer du rein avancé a testé
la combinaison de faibles doses de thalidomide (100 mg/jour) a de I’'IFNa (3 MUI/jour). Trois
(21,4 %) réponses partielles et sept (50 %) SSP ont été obtenues. La SG était de 17,4 mois.

En pratique, le développement de la thalidomide dans le cancer du sein n’est plus d’actualité :
une étude de phase Il a été rapportée dans le cancer du sein : 28 patientes présentant un cancer
meétastatique prétraité ont été incluses et traitées avec 3 doses (200, 800 ou 1 200 mg/j).
Aucune réponse objective n’a été rapportée ; il n’y a eu que 2 stabilisations, I'une d’une durée
de 11 semaines avec arrét pour toxicité neurologique de grade 3 et I’autre ayant duré 16

semaines. La toxicité n’était pas négligeable, particuliérement dans les bras fortement dosés et
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les dosages sériques de VEGF n’ont pas montré d’action évidente de la drogue sur ce facteur

de croissance.

Une deuxiéme étude italienne de phase Il a confirmé ces résultats. (Morabito et al., 2005)

Des analogues de la thalidomide plus efficaces sont actuellement développés. Parmi ces
agents, le CC-5013 (lenalidomide) a été testé en phase I chez 20 patients avec des tumeurs

cérébrales. Trois patients ont eu une SSP pendant cing, six et sept mois. (Fayette et al., 20006)

3.3.3.3) Autres

La squalamine, un stéroide angiostatique extrait du foie de requin, a été testé dans le cancer
du poumon, en combinaison avec une chimiothérapie et a pu améliorer la survie de certains
patients. La squalamine a ¢galement prouvé son efficacité dans le traitement des souris
xénogreffées avec des tumeurs ovariennes humaines. Elle augmente les effets du cisplatine.
De fagon intéressante, les cellules surexprimant HER2 sont résistantes au platine et cette

résistance est supprimée quand le cisplatine est combiné a la squalamine.

Le 2-ME est en phase I d’essai clinique, dans le traitement des tumeurs solides. Il s’agit d’un
métabolite de 1’oestrogéne endogeéne qui inhibe la prolifération tumorale via ses activités
antiangiogéniques et proapoptotiques. Un essai de phase 1 sur 14 patients a démontré sa bonne
tolérance avec une réponse partielle (cancer ovarien) et une SSP (cancer prostatique) de plus

de dix mois. (Dahut et al., 2003)

Les agents conventionnels utilisés a faible dose pour une période prolongée (chimiothérapie
métronomique) peuvent montrer une activité clinique, probablement via I’inhibition de
I’angiogen¢se. Des travaux ont montré que le paclitaxel a faible dose en perfusion continue
avait une toxicité directe sur les cellules endothéliales, effet augmenté par I’association avec

le celecoxib. (Merchan et al., 2004)
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3.3.4) Autres stratégies a l’étude

3.3.4.1) Systéme Angiotensine/Endothéline

Les systemes ET-1/ETa-R et Angll/ATIR sont depuis plusieurs années des cibles
thérapeutiques dans le domaine de UDhypertension, en liaison avec leur activité
vasoconstrictrice. L’utilisation d’antagonistes des récepteurs ETa-R ou ATIR, ou
d’inhibiteurs de 'ECA (iECA), fait désormais I’objet de protocoles cliniques établis.

Plus récemment, ces mémes antagonistes ou inhibiteurs ont montré une activité antitumorale
dans des modéles précliniques (pour les deux systémes) et dans plusieurs essais cliniques

(pour le systéme ET-1).

+ Inhibition des systemes ET-1 et Ang II dans des modéles animaux
Plusieurs modeles in vivo ont démontré le role d’antagonistes spécifiques d’ET4-R, ETg-R ou
ATIR, ainsi que d’inhibiteurs de 'ECA (iIECA), dans différentes étapes de la carcinogencse :

croissance tumorale, angiogenése et formation de métastases.

L’effet bénéfique d’antagonistes des récepteurs d’ET-1 sur le développement de diverses
tumeurs a ainsi €t¢ montré : un antagoniste d’ET4-R (BQ123) permet de réduire la croissance
de tumeurs hépatiques, tandis qu’un antagoniste non sélectif des récepteurs d’ET-1 (bosantan)
ralentit I’évolution d’adénocarcinomes du colon vers un grade plus élevé.

Dans des modeles de souris athymiques, une diminution de la croissance de tumeurs
humaines implantées a été obtenue a I’aide d’antagonistes spécifiques du sous-type de
récepteur exprimé par la tumeur: ETA-R (A127722) pour les tumeurs osseuses, ETp-R
(BQ788) pour les mélanomes.

Le blocage des récepteurs d’ET-1 peut conduire a une inhibition de 1’angiogenése, comme
cela a été mis en ¢vidence, avec un antagoniste d’ETs-R (ABT-627), pour des carcinomes
ovariens dans un modele de xénogreffe.

Dans un modele de xénogreffe de cellules de sarcome de Kaposi, I’invasion et la croissance
tumorales sont également ralenties par [’'utilisation d’un antagoniste non sélectif des

récepteurs d’ET-1 (A-182086), du fait de I’inhibition de la production de MMP-2 et MMP-9.

Pour le systéme Angll, les premiéres observations montrant les effets anti-angiogéniques et

antiprolifératifs de I'iECA captopril dans un modele de fibrosarcome de rat ont par la suite été
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étendues a divers types de tumeurs. En effet, ['utilisation du captopril permet d’atténuer la
croissance tumorale et 1’angiogenese du carcinome pulmonaire de Lewis chez la souris, et de
réduire de fagon significative la taille des tumeurs dans des modeles de xénogreffes de
carcinomes rénaux et de mélanomes humains. De plus, le captopril permet de diminuer le
nombre de métastases pulmonaires et d’augmenter la survie des souris, en inhibant
I’expression et I’activit¢ des MMP-2 et MMP-9. 11 est intéressant de noter que le captopril
bloque I’activité de I’ECA, et donc la synthése d’ Angll, mais peut également avoir une action
inhibitrice directe, indépendante de 1’Angll, sur le site actif des MMP-2 et MMP-9.
L’utilisation d’un autre iECA, le périndopril, permet également de réduire significativement la
croissance et la vascularisation tumorales dans des mod¢les murins de carcinomes hépatiques
et des voies ORL. Seul ou en combinaison avec d’autres traitements, il réduit I’angiogenése
tumorale en inhibant ’expression du VEGF, la migration des cellules endothéliales et leur
formation tubulaire.

L’utilisation plus récente d’antagonistes spécifiques d’ATIR (candesartan, losartan) a
également donné des résultats intéressants, avec une réduction de la croissance et de la
vascularisation des tumeurs dans des modeles syngéniques de cancer rénal, de sarcome,
de mélanome et de gliome, ainsi que dans des modeles xénogéniques de cancers de la prostate
et de I'ovaire. Le candesartan s’est ¢galement révélé actif pour réduire le nombre de

métastases pulmonaires provenant de carcinomes de Lewis et de carcinomes rénaux.

% Inhibition du systéme ET-1 dans des essais cliniques

Des essais cliniques impliquant [’inhibition du systéme ET-1 ont récemment ¢été menés dans
le contexte de thérapies antitumorales.

Le traitement du cancer de la prostate par administration orale d’un antagoniste d’ETA-R,
’atrasentan (actuellement en phase clinique I1I), constitue ainsi un véritable progres.

Une approche similaire, utilisant D’atrasentan, donne ¢également de premiers résultats
encourageants dans le cadre du traitement d’adénocarcinomes.

Les effets secondaires liés aux conséquences physiologiques du blocage d’ETa-R par des
antagonistes (maux de téte, hypotension, cedéme périphérique) sont généralement limités, et
bien tolérés. Ces premicres données suggérent que ’utilisation d’antagonistes spécifiques de
sous-types de récepteur d’ET-1 pourrait étre élargie aux différentes tumeurs exprimant ET5-R
ou ETg-R. De plus, on peut supposer que I’action inhibitrice de ces antagonistes sur

I’angiogenése pourrait également contribuer a ralentir la progression tumorale.
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De facon analogue a celle du systeme ET-1, I'inhibition du systéme Angll pourrait avoir des
applications thérapeutiques antitumorales. L observation d’effets bénéfiques d’un traitement a
long terme par un iECA, inhibiteur de la synthése d’Angll, dans des cas de cancers du sein ou
du poumon, reste cependant sujette a controverse; ces résultats doivent étre confirmés.

(Cazaubon et al., 2006)

3.3.4.2) Stratégie thérapeutique fondée sur la lactadhérine

La lactadhérine étant nécessaire a I’effet du VEGF, 1’équipe de JS Silvestre a considéré que
cette molécule pourrait avoir un effet thérapeutique dans le traitement des maladies
ischémiques.

Ils ont alors développé des plasmides codant pour la forme longue ou courte de la lactadhérine
et démontré que 1’administration, par la méthode d’électro-transfert in vivo de lactadhérine, en
I’absence de VEGF exogene, induit une forte néovascularisation dans le membre inférieur
ischémié des souris traitées. Cet effet semble li¢ a I’activation des intégrines avp3 et avf5s.

En effet, ’adhérence de cellules endothéliales a des plaques de culture recouvertes de
lactadhérine est bloquée par un anticorps anti-avp3. De plus, 1’administration de la protéine
recombinante lactadhérine augmente, en ’absence de VEGF, la phosphorylation d’AKT dans

des cellules endothéliales en culture.

Or, cet effet est diminué par 1’utilisation d’un anticorps anti-ovf3 ou anti-avp5, démontrant
ainsi que la lactadhérine interagit avec les intégrines avB3 et avp5 pour activer la protéine

kinase AKT, et donc le processus angiogénique.

Ce travail démontre ainsi pour la premiére fois que la lactadhérine est exprimée dans les
cellules vasculaires et joue un réle clé dans la phosphorylation de la protéine kinase AKT par
le VEGF, et par conséquent dans ’effet de ce facteur de croissance sur le processus de
néovascularisation.

L’effet du VEGF par son récepteur VEGFR-2 requiert 1’association de ce dernier avec
I’intégrine avP3 et I’inhibition de avB3 diminue I’effet pro-angiogénique du VEGF.

Les résultats démontrent que la lactadhérine est un facteur endogéne qui, en interagissant avec

I’intégrine avP3, module la voie de signalisation dépendante de VEGF/VEGFR-2.
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L’activation des intégrines, méme en ’absence de facteurs de croissance, peut affecter
I’angiogenese. Les travaux de Silvestre et al. prouvent que la lactadhérine interagit avec les
intégrines avfB3 et avP5 et, par un mécanisme dépendant d’AKT, qu’elle est capable d’activer
le développement de nouveaux vaisseaux dans un contexte ischémique en 1’absence de VEGF
exogene. Ainsi, une stratégie thérapeutique fondée sur la surexpression de lactadhérine

pourrait étre proposée dans le traitement des pathologies ischémiques. (Silvestre ez al., 2005)

Inversement, lorsque la lactadhérine est inactivée chez la souris, I’introduction du facteur de
croissance VEGF n’entraine plus d'angiogenése : il n’y a plus de formation de vaisseaux
sanguins en réponse a une ischémie.

Une étude des chercheurs de I’Hopital Lariboisicre et de I’Institut Curie montre en outre que

la lactadhérine, a elle seule, peut remplacer le VEGF pour induire l'angiogeneése. (http://8)

La lactadhérine est ainsi une cible prometteuse pour de nouveaux traitements : en 'empéchant
d’agir, on bloque I’angiogenése et par conséquent le développement des tumeurs et, a
I’inverse, sa stimulation favorise 1’apparition de nouveaux vaisseaux et donc la réparation de

tissus endommagés par I’ischémie.

128



REMARQUE :

A coté des agents antiangiogenes qui affectent directement les cellules endothéliales, il existe
des stratégies qui ont pour but d’interférer avec certaines cellules non endothéliales (cellules
stromales et murales, cellules hématopoiétiques et cellules tumorales) impliquées dans
I’angiogenése tumorale. Ainsi, le ciblage des vaisseaux tumoraux établis représente une
thérapie alternative, probablement complémentaire a la thérapie antiangiogene. (figure 30)

Des agents antivasculaires (toxine, cytokine, etc.) sont délivrés spécifiquement aux vaisseaux
tumoraux grace a des molécules (anticorps, peptides, aptameres) qui lient des marqueurs
vasculaires spécifiquement exprimés sur les vaisseaux sanguins tumoraux. Ces agents
antivasculaires induisent une hémorragie ou la formation de thrombus au sein de la tumeur
entrainant une réduction de la perfusion de la tumeur et ensuite une nécrose (Neri et al., 2005;

Tozer et al., 2005).

Le combrestatine A-43-O-phosphate (CA-4-P) et les médicaments liés au 5,6-
diméthylxhanténone-4-acide acétique (DMXAA) utilisés en combinaison avec des thérapies
conventionnelles sont actuellement en phase clinique (Tozer et al., 2005). Un essai de phase
III est méme en cours, avec une association CA-4-P + paclitaxel, dans le traitement du cancer
anaplasique de la thyroide. (http://10) La prodrogue phosphorylée CA-4-P est un analogue
synthétique de la combrestatine, un agent se liant a la tubuline qui induit in vitro
spécifiquement 1’apoptose des cellules endothéliales proliférantes, et qui entraine une
réduction allant jusqu’a 90 % du flux sanguin tumoral dans des modéles de tumeurs
xénogreffées. La cardiotoxicité est son principal effet secondaire. Il s’agit 1a avant d’un agent

tout vasculotoxique plutot qu’antiangiogénique.
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Figure 30 : Stratégies ciblant les cellules endothéliales et non endothéliales dans le but d'inhiber l'angiogenése
tumorale

Les encadrés jaunes montrent des agents (tels que des inhibiteurs du VEGF, la chimiothérapie
métronomique et autres composés) qui ciblent les cellules (précurseurs) endothéliales (EPC); ils
inhibent la (lymph)angiogeneése (a), induisent la régression (a) et la normalisation (b) des vaisseaux, et
bloquent le recrutement des EPC (c). Les encadrés rouges montrent des agents (ex : inhibiteurs du
PDGF) qui ciblent les cellules stromales et murales et déstabilisent les vaisseaux (d), réduisent le
relargage de facteurs proangiogénes ou de cytokines, et diminuent la pression du fluide interstitiel
(IFP), ce qui améliore la délivrance des médicaments (e). Les encadrés verts indiquent des agents
(inhibiteurs du VEGFR-1, antagonistes des chemokines, etc.) qui ciblent les cellules hématopoiétiques
et réduisent I’infiltration de précurseurs proangiogénes dérivés de la moelle osseuse et de leucocytes
matures (c, f) et stimulent la libération d’inhibiteurs endogénes de I’angiogenese dans les cellules
dendritiques (g). Les encadrés bleus montrent des agents ciblant les cellules cancéreuses
(chimiothérapie, radiation, molécules biologiques ciblant les cellules tumorales) ce qui améliore la
délivrance des médicaments par dilatation des vaisseaux tumoraux (h) et diminution de la libération de
facteurs (lymph)angiogénes (i); certains agents antiangiogénes sont aussi cytotoxiques pour les
cellules tumorales (j). BV, vaisseau sanguin; CAF, fibroblaste activé par un carcinome; DC, cellule
dendritique; LV, vaisseau lymphatique; Ly, lymphocyte; Ma, macrophage; PC, péricyte; MC,
mastocyte

(d’aprés Carmeliet, 2005).
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3.3.5) Ouantification de ’efficacité de ces thérapies

La dose maximale tolérée (DMT) des cytotoxiques est généralement associée au bénéfice
clinique maximal. La DMT des anti-angiogéniques, dont la toxicité est dose-dépendante, n’est
pas nécessairement la dose biologique optimale (DBO) en terme d’efficacité anti-tumorale.
Celle-ci pourrait en effet étre diminuée en cas de «normalisation » trop marquée de la
vasculature tumorale, réduisant la délivrance tumorale non seulement de I’anti-angiogénique,
mais aussi de la chimiothérapie éventuellement associ€e. Ainsi, la personnalisation de la DBO
permettrait d’optimiser 1’exposition tumorale a [D’anti-angiogénique et d’en accroitre
I’efficacité, et ce a un niveau éventuellement inférieur a la DMT, épargnant au patient une

toxicité inutile.
Les biomarqueurs utilisés sont alors différents en fonction de ’objectif visé. (tableau 5)

e Si celui-ci consiste & choisir en premicre ligne, ou ultérieurement en cas de résistance,
le meilleur anti-angiogénique ; le profil d’expression tumorale des génes pro- et anti-
angiogéniques par immunohistochimie ou biologie moléculaire rendra mieux compte
qu’un marqueur unique (expression du VEGF, etc.) des caractéristiques quantitatives
et qualitatives de la vasculature tumorale ; caractéristiques variables en fonction du
type, du stade, voire du génotype tumoral. Le colt, le caractére invasif et la lourdeur
de ces méthodes pourraient étre acceptables dans la mesure ou elles ne seraient

réalisées qu’une fois, avant la mise en route du traitement.

e Si P'objectif est de guider le traitement, le monitorage des cellules endothéliales
circulantes (CEC) ou leurs progéniteurs (CEP), viables (censés diminuer sous
traitement) ou au contraire non viables (censées augmenter), ou des protéines
plasmatiques (VEGF, VEGFR-2) parait plus adapté. Toutefois, les protéines
« candidates » restent a valider, voire a identifier, et les méthodes de mesure

(cytométrie de flux, RT-PCR, etc.) des CEC et CEP sont non consensuelles.
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Tableau 5 : Biomarqueurs des anti-angiogéniques : cahier des charges

OBJECTIF SOURCE BIOLOGIQUE METHODES
Choix de I’anti-angiogénique Tumeur Profil d’expression angiogénique
(initial ou si résistance) (tissue ou DNA array)

Imagerie fonctionnelle
Titration, prédiction précoce Tumeur Protéines, CEC, CEP

du bénéfice clinique Sang Répéteées, non invasives,
reproductibles, peu coiiteuses

(D’apres Malka, 2006)

Exemple de la mesure de la densité en microvaisseaux

Elle est effectuée au moyen de techniques d’immunohistochimie utilisant principalement le
CD34 et le CD31. Cette mesure est faite dans les zones les plus fortement colorées. Les plus
riches en microvaisseaux sont appelées « hot spots». La sélection des «hot spots » est
réalisée en scannant, a un faible grossissement, la totalité de la lame pour chaque échantillon.
(figures 31et 32)

Le comptage va s’intéresser a tous les capillaires et aussi a chaque cellule endothéliale isolée
ou aux groupes de ces cellules. Par contre, les cellules inflammatoires sont bien évidemment
écartées de ce comptage. La lecture débute a I’extérieur du réticule (viseur) pour se poursuivre
a I'intérieur de celui-ci. Le résultat pour chaque tumeur est exprimé en MVD max (densité en
microvaisseaux maximum) : nombre de vaisseaux le plus élevé noté au niveau d’un champ

d’un des hot-spots et par la MVD moyenne (moyenne des valeurs obtenue dans 1’ensemble

des hot-spots).
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Sens de lecture
Tumeur

/ Muqueuse

Prélevement &
examiner —— Sous-mugquetise
- Musculeuse
Hot-spot ==
S Sereuse

Figure 31 : Technique de repérage hot spot

(D’apres Metges et al., 2005)

Néovaisseaux
La lecture du hot-spot commence par
I'extérieur du réticule ( —>—) et

se poursuit par l'intérieur du réticule
{(—=>—1). Ceci permet d'éviter les
oublis et/ou les doublons

Réticule —___

Figure 32 : Apprentissage de la quantification en microvaisseaux
(D’apres Metges ef al., 2005)
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Pour évaluer le degré d’angiogenese dans les tumeurs ainsi que la réponse a une thérapie anti-
angiogénique, on peut également utiliser I'intégrine ayfBs Comme nous [’avons vu
précédemment, ¢’est une molécule d’adhésion impliquée dans les processus d’angiogencse et
de dissémination tumorale. Elle est exprimée a la surface des cellules endothéliales en
prolifération mais aussi par certains types de cellules tumorales. Utilisant un anticorps
monoclonal (LM609) couplé au Gd-DTPA, Cheresh ef al. ont mesuré I’expression de cette
intégrine par IRM dans un mod¢le de mélanome humain xénogreffé chez la souris nude.

(Cheresh et al., 1998)
Par imagerie fonctionnelle, on peut mesurer des paramétres comme le flux sanguin, la densité

vasculaire, I’index de taille et la perméabilit¢é des vaisseaux. L’IRM est aujourd’hui

considérée comme la technique de référence dans ce domaine. (Guilbaud et al., 2005)

3.3.6) Durée optimale de traitement pour ces thérapies

Durée du traitement anti-angiogénique

Quelle est la durée optimale, s’il en existe une ? Un traitement prolongé comporte-t-il des
risques ? Peut-on arréter (et si oui, quand ?) un traitement anti-angiogénique sans
compromettre le bénéfice clinique ? Faut-il au contraire poursuivre le traitement anti-
angiogénique méme en cas de progression ? Ces questions légitimes que se pose le clinicien,
et parfois le patient, sont encore loin d’étre résolues aujourd’hui, et nous n’avons que des

éléments de réponse.

Cette durée de traitement ne peut se concevoir qu’au regard des bases résumées ci-dessous.

Eléments pouvant dicter la durée d’un traitement anti-angiogénique :

- Mécanisme d’action supposé de I’agent considéré
- Enjeu du traitement anti-angiogénique

- Sensibilité de la tumeur traitée a ’agent en monothérapie et/ou association

Premier exemple : si le mécanisme d’action supposé ou prépondérant est un phénomeéne de

normalisation vasculaire, que le but du traitement antiangiogénique est palliatif et que la

tumeur n’est pas sensible a l’agent considéré en monothérapie, on peut spéculer qu’un
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traitement d’entretien en monothérapie sera probablement inefficace et ne permettra pas ou
peu de retarder la progression tumorale.

Si, par contre, I’agent antiangiogénique en question continue d’étre administré en association
avec une chimiothérapie efficace, alors on pourrait potentiellement observer un bénéfice a la

poursuite du traitement anti-angiogénique.

Un tel exemple pourrait se vérifier dans le cancer du colon métastatique : dans une étude de
phase II rapportée récemment au dernier congrés de I’ASCO 2007, la poursuite du
bevacizumab en monothérapie d’entretien, aprés obtention d’une réponse ou stabilisation par
’association Folfiri/bevacizumab semble étre inefficace en terme de SSP avec une médiane a
3 mois. (Smith et al., 2007)

Un cas clinique plus ancien rapporté par I’équipe du MD Anderson faisait état d’un patient
restant sous traitement prolongé par bevacizumab en association avec du 5-FU/acide folinique
pendant pres de 3 ans avec une stabilisation prolongée de la maladie et une progression

tumorale rapide apres arrét du traitement qui était alors repris avec succes. (http://9)

Deuxiéme exemple : si le mécanisme d’action supposé est anti-angiogénique proprement dit
>

avec un but de traitement palliatif, et que la tumeur est sensible a I’agent considéré, alors le
traitement peut étre poursuivi jusqu’a progression tumorale en monothérapie en I’absence de
toxicité limitante. »

Un tel exemple existe pour le cancer du rein ou le bevacizumab est actif modérément,
essenticllement en allongeant le temps jusqu’a progression, et ou les TKI sont actifs en
monothérapie (sunitinib et sorafenib) et peuvent étre poursuivis sur de longues périodes

jusqu’a progression tumorale. (Jain, 2006)

On peut ainsi décliner de multiples mani¢res mécanisme d’action/but du traitement/sensibilité
tumorale. En situation adjuvante, si le mécanisme d’action prépondérant est une normalisation
vasculaire pour une tumeur non sensible en monothérapie, la durée de I’anti-angiogénique ne
se concevrait que tant que dure la chimiothérapie ; si le mécanisme d’action est anti-
angiogénique avec une tumeur sensible, un traitement adjuvant prolongé couvrant la période
de rechute maximale semble logique, c’est-a-dire souvent au minimum 2 ans. On remarquera
qu'un traitement jugé inefficace en situation métastatique en monothérapie (par exemple,
bevacizumab et cancers du colon, poumon, sein) pourrait s’avérer potentiellement efficace en

situation adjuvante, par le biais d’un mécanisme d’action prépondérant qui sera non plus un
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phénomene de normalisation vasculaire et de facilitation de la chimiothérapie, mais un effet

anti-angiogénique proprement dit et donc également antimétastatique.

Un traitement anti-angiogénique prolongé comporte-t-il des risques ?

Le recul reste insuffisant pour pouvoir répondre a cette question. Bien évidemment, la
tolérance générale a un traitement, et son efficacité, dicteront son utilisation dans le long
terme. Il existe un effet de classe des agents anti-angiogéniques avec des effets
cardiovasculaires communs, tout particulicrement ’HTA, mais aussi le risque hémorragique
ou thrombotique. Les TKI visant d’autres cibles que ’angiogen¢se comportent aussi des effets
secondaires généraux et cutanés.

Si I’on prend, par exemple, les données rapportées par deux larges cohortes de patients traités
par chimiothérapie plus bevacizumab dans le cancer du c6lon métastatique (études BRIiTE et
first BEAT regroupant pres de 4 000 patients), on retrouve un arrét définitif du bevacizumab
dans seulement 1,5 % des cas pour toxicités. Dans ces deux études, on observe méme moins
d’effets secondaires graves de type thrombo-emboliques que dans les études princeps, ceci
témoignant probablement d’une meilleure sélection des patients par les cliniciens dont
I’expérience de I'utilisation du produit s’accroit.

Les données sur des traitements anti-angiogéniques prolongés restent peu nombreuses. La
aussi, c¢’est avec le bevacizumab qu’il existe le plus grand recul. Yang rapporte le cas de
patients atteints de cancer du rein métastatique traité pendant plus de 5 ans, sans effets
secondaires limitants. A noter toutefois que la protéinurie devient quasi constante, parfois

importante, mais sans retentissement sur la fonction rénale. (Yang, 2004)

Ainsi les effets secondaires a long terme du bevacizumab semblent peu importants et plaident
en faveur de son utilisation prolongée. Pour le sunitinib et le sorafenib les données restent en
attente, mais la aussi certains patients atteints de cancer du rein (et de GIST (gastro-intestinal
stromal tumor) pour le sunitinib) ont pu poursuivre leur traitement sur des périodes

supérieures a 2 ou 3 ans.

Peut-on arréter un traitement antiangiogénique sans compromettre le bénéfice clinique?
Les observations rapportées par Yang et Langmuir, ainsi que I’expérience clinique sur le
terrain, font état de patients pour lesquels un traitement anti-angiogénique est suspendu, puis

repris avec succes.
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Ainsi pour des patients atteints de cancer du rein métastatique et répondeurs au bevacizumab,
Yang rapporte le cas de 2 patients qui ont arrété au bout de 2 ans (fin du protocole), ont
présenté une nouvelle progression tumorale et ont alors repris le bevacizumab avec a nouveau
I’observation d’une réponse et la poursuite du traitement pour 3 et 3,5 ans. (Yang, 2004)

Dans I’étude AVF0778g, sur les 35 patients inclus, 23 étaient en arrét du bevacizumab depuis
plus de 6 mois et 13 (soit 57 %) ont & nouveau présenté une réponse ou stabilisation avec la

reprise du bevacizumab. (Langmuir, 2002)

Certaines données montrent que la recroissance vasculaire tumorale est tres rapide, apres arrét
des anti-angiogéniques, dés 8 jours, peut-étre en raison de la persistance de manchons de
membrane basale précédemment associés aux cellules endothéliales et formant de véritables
«tunnels» a partir desquels la recolonisation vasculaire se fait. (Mancuso et al., 2006) Par
ailleurs, certains cliniciens ont observé sous traitement classique par sunitinib, qui
s’administre de maniére discontinue par cycles de 4 semaines sur 6, des repousses tumorales
lors de la période de repos. Ceci a ainsi amené a réaliser deux essais de phase Il dans les
cancers du rein et les GIST avec un schéma continu de sunitinib. Des phases III sont en cours
avec ce nouveau schéma continu qui semble mieux toléré.

Actuellement, on ne peut donc préconiser I’arrét d’un traitement anti-angiogénique efficace
en situation palliative en I’absence d’effets secondaires rédhibitoires. Néanmoins, en cas de
demande de la part du patient ou de cas de force majeure, un arrét peut se faire et un contrdle

tumoral étre a nouveau observé a la reprise du traitement.

Faut-il poursuivre un traitement anti-angiogénique méme en cas de progression ?

Selon le concept de normalisation vasculaire, on s’attendrait logiquement a ce que le
bevacizumab améliore I’efficacité d’une chimiothérapie de seconde ligne.

Par contre, encore une fois, un traitement chimiothérapique inefficace ne permettra pas
d’obtenir un bénéfice en association avec le bevacizumab. On peut également noter qu’en cas
de progression sous un traitement anti-angiogénique, un traitement avec un autre agent peut

. . . , .
s’avérer efficace. Ainsi les cancers du rein avancés progressant sous bevacizumab sont

contr6lés dans 81 % des cas sous sunitinib donné en rattrapage.
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3.4) Etat des lieux

3.4.1) Traitements anti-angiogenes déja disponibles

Certains traitements anti-angiogeénes sont déja commercialisés, ils sont illustrés par le

tableau 6 qui nous précise leurs familles, cibles et indications respectives.

Tableau 6 : Molécules anti-angiogénes validées par la FDA

Molécule Famille Cible(s) Indication (AMM) Indication imminente
Bevacizumab | Ac monoclonal VEGF Cancer colique 1¢ ligne en | Cancer bronchique non a
(AVASTIN) associations au 5-FU/acide | petites cellules en

folinique +/- irinotécan association a la

) chimiothérapie

Cancer du sein 1°° ligne en

association a la

chimiothérapie
Sorafénib TKI et Ser/Thr | VEGFR-1 et -2, Raf | Cancer du sein aprés échec | Carcinome
(NEXAVAR) | kinase inhibiteur kinases, c-kit, FIt-3, | IFNa ou IL-2, ou si | hépatocellulaire avancé

PDGFRp immunothérapie non adaptée | (statut de médicament

au patient orphelin)
Sunitinib TKI VEGFR-1 et -2, c- { Tumeur stromale gastro-
(SUTENT) kit, Flt3, PDGFRa | intestinale apreés échec de

et—B I’imatinib

Cancer du rein en échec

d’une immunothérapie par

I[FNo ou IL-2

Cancer du rein avancé ou

métastatique en 1° ligne

(D’apres Massard, 2006)

Ces agents anti-angiogéniques ont des effets cardiovasculaires secondaires inhérents a leurs

mécanismes d’action ; méme si ’on espeére qu’ils agissent surtout au niveau des vaisseaux

anormaux localisés dans et autour de la tumeur, on ne peut exclure que ces médicaments aient

des effets sur le métabolisme et les fonctions des vaisseaux « normaux ». Il est d’ailleurs

intéressant de constater que les effets secondaires cardiovasculaires de ces trois agents sont

trés proches ; il s’agit donc trés certainement d’effets de classe. Ceux qui sont le mieux

documentés sont ceux du bevacizumab.

¢ Principaux effets cardiovasculaires indésirables liés au traitement par bevacizumab :

» L’hypertension artérielle (HTA) est ’effet secondaire le plus courant du

bevacizumab associ€¢ a une chimiothérapie conventionnelle.
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Elle est rapportée dans tous les essais cliniques ; son incidence totale est de 22 a 32 %, sa
sévérité est marquée (grade 3 ou 4) chez 11 a 16 % des patients atteints d’un cancer colorectal
avec métastases.

Dans une étude randomisée de phase II, comparant 1’évolution de patients atteints de cancer
colorectal métastasé et traités par bevacizumab associé au 5-FU/LV par rapport a ceux ne
recevant que 5-FU/LV, les grades 3 et 4 d’HTA n’ont ¢té observes chez aucun malade
recevant 5-FU/LV seul mais chez 3/35 patients recevant 5Smg/kg de bevacizumab en
association. Il semble qu’il y ait un effet dose car 8 patients sur 32 recevant 10 mg/kg de
bevacizumab présentaient une HTA de grade 3 ou 4.

Il semble que 10 a 15 % des patients, recevant la dose recommandée de bevacizumab,

présentent une HTA nécessitant un traitement antihypertenseur (grade 3/4).

Les médicaments les plus couramment prescrits pour controler cette HTA sont des drogues de
la famille des inhibiteurs de I’enzyme de conversion et des inhibiteurs des canaux calciques.
Dans les essais publiés, un seul patient a da étre retiré du groupe traité par bevacizumab en

raison de douleurs angineuses liées a une HTA non contrdlée.

» Les autres effets indésirables cardiovasculaires provoqués par le
bevacizumab sont rapportés dans l'essai AVF2107g comparant deux
groupes de patients traités par IFL + placebo (n = 412) ou IFL +

bevacizumab (n = 403).
Pour I’essentiel, les auteurs rapportent une incidence significativement augmentée de ’'HTA
de grade 3 (10,9 vs 2,3 %), et non significativement des accidents thrombo-emboliques (19,3
vs 16,1 % majorés chez les patients dgés et ayant déja des antécédents cardiovasculaires) et
des saignements importants de grade 3 et 4 (3,1 vs 2,5 %). Les événements hémorragiques qui
ont été observés au cours des essais cliniques étaient essentiellement des hémorragies
associées a la tumeur et des saignements cutéanomuqueux mineurs. On peut ajouter les
perforations intestinales dont 1’origine est parfois liée aux effets vasculaires du bevacizumab

(1,5 % vs 0) lorsqu’elle n’est pas liée a la pathologie associée.

% Mécanismes physiopathologiques des effets cardiovasculaires du bevacizumab :
Le rationnel de I’utilisation d’un anticorps monoclonal peut étre résumé ainsi : on attend d’un
« anti-VEGF » qu’il diminue la perfusion tumorale, qu’il réduise la densité microvasculaire

dans et autour de la tumeur et qu’enfin il diminue la perméabilité endothéliale vasculaire. Par
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ailleurs, le VEGF est connu pour activer I’expression de la NO-synthétase endothéliale et de
la production de monoxyde d’azote (NO). Ce dernier ayant des effets vasodilatateurs et
antiapoptotiques majeurs, on peut logiquement s’attendre a ce que l’inhibition du VEGF
induise une réduction de la production de NO et donc une vasoconstriction responsable d’une
augmentation de la pression artérielle.

La validité de ce mécanisme étiopathologique de ’HTA induite par le bevacizumab est
renforcée par le fait que, dans la plupart des cas, ’arrét du bevacizumab est rapidement suivi
d’une normalisation de la pression artérielle.

Les effets biologiques du NO ne se limitent pas aux cellules vasculaires, le NO intervient
également dans la régulation de I’hémostase ; il inhibe I’agrégation plaquettaire et 1’adhésion
des leucocytes a la surface endothéliale. En toute logique, on peut attribuer I’augmentation
des accidents thromboemboliques observée en présence de bevacizumab a une diminution de

la production et de la biodisponibilité¢ du NO sanguin et vasculaire.

En ce qui concerne ’hypertension artérielle, d’autres mécanismes peuvent étre évoqués. Il
existe peu d’études sur ce sujet ; Veronese ML et al. (2006) ont essayé d’élucider les
mécanismes d’action du BAY 43-9006 (sorafenib), un inhibiteur de Raf kinase activé par le
récepteur de type 2 du VEGF. Le dosage plasmatique des principaux facteurs humoraux
impliqués dans la régulation de la pression artérielle, avant et 3 semaines apres traitement, est
décevant : les taux plasmatiques de catécholamines (épinéphrine, norépinéphrine),
d’endothéline I, d’urotensine II, de rénine et d’aldostérone n’étaient pas modifiés par le
traitement antiangiogénique alors méme que la pression artérielle avait augmenté de maniére

significative. Les auteurs attribuent donc I’HTA a des facteurs adrénergiques non humoraux.

Une autre hypothése physiopathologique de I’'HTA associée aux traitements anti-
angiogéniques peut étre avancée : plusicurs auteurs ont suggéré qu’une raréfaction
microvasculaire, résultant d’une inhibition de 1’angiogenése microvasculaire, peut étre
responsable d’une élévation de la pression artérielle. La raréfaction microvasculaire est une
composante normale du processus de vieillissement ; elle est accélérée et exagérée chez le
sujet hypertendu comme chez le sujet adulte jeune ayant une prédisposition génétique a
’HTA. La diminution de la surface et du nombre de microvaisseaux (artérioles et capillaires

surtout) entraine une augmentation des résistances vasculaires périphériques et donc une

HTA.
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De plus, des expérimentations sur des modeles animaux ont montré que la raréfaction
microvasculaire est un phénomeéne de cinétique rapide qui peut survenir en quelques jours.
Dans un travail récent, la densité capillaire cutanée chez 18 patients atteints de cancer
colorectal a été mesurée, avant et 6 mois apres un traitement comprenant du bevacizumab
Nous avons mesuré, chez ces patients, une augmentation significative de la pression artérielle
(+ 14 mmHg pour la pression systolique et + 7 mmHg pour la diastolique, p < 0,001).

Bien entendu, seuls les patients ayant une pression artérielle de départ élevée ou « limite » ont
atteint des niveaux de pression justifiant un traitement antihypertensif.

Cependant, chez tous ces patients, une raréfaction capillaire cutanée a été observée aprés
traitement par bevacizumab (- 10 %, p < 0,001), corrélée a I’augmentation de pression
artérielle. Dans tous les cas, une dysfonction endothéliale induite par bevacizumab a pu étre
démontrée.

Ce travail suggére que la dysfonction endothéliale (diminution de la production de NO)
associée a une diminution de la densité microvasculaire est impliquée dans I’augmentation de

la pression artérielle observée chez les patients ayant recu un traitement anti-angiogénique.

De nombreuses questions restent encore en suspens :

e Quel est le schéma de traitement optimal pour minimiser les risques d’HTA tout en
restant efficace sur la progression tumorale ?

e Quels groupes de patients vont développer une HTA ? Doit-on les traiter
préventivement ? Doit-on limiter les doses des médicaments anti-VEGF chez ces
patients ?

e Y a-t-il une ou plusieurs classes d’antihypertenseurs mieux adaptés au traitement
d’une HTA post anti-angiogénique ?

(Levy & Mourad, 2006)
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3.4.2) Traitements anti-angiogenes en essais cliniques

Les traitements anti-angiogenes en essais cliniques nous sont présentés dans le tableau 7, dont

la mise a jour date du 13/08/07.

Tableau 7 : Essais cliniques en cours des inhibiteurs de l’angiogenese

Mécanisme d’action Thérapeutiques en essai Phases
d’essai
Blocage de la dégradation de la | Daltéparine (FRAGMINE®) 111
MEC
Ciblage des activateurs de | ADH-1 I
I’angiogenese AG-013736 (axitinib, AGURON®) 11
AMG-706 11
Bevacizumab (AVASTIN®) v
AZD2171 11
Bay 43-9006  (sorafenib  tosylate, /v
NEXAVAR®)
BMS-582664 11
CHIR-265 I
GW786034 (pazopanib) 111
PI-88 11
PTK787/ZK222584 (vatalanib) 11
RADOO01 (everolimus) 11
Suramin I
SU11248 (sunitinib malate, SUTENT®) 1/1v
XL 184 |
72D6474 (ZACTIMA®) 111
Thérapeutiques sans | Celecoxib (CELEBREX®) I
mécanisme d’action spécifique
Thérapeutiques qui touchent les | CNGRC peptide TNF alpha conjugate I1
cellules endothéliales | Combretastatin A4 phosphate
directement Cyclophosphamide (Cytoxan) I
Dimethylxanthenone acetic acide I
Lenalidomide I
Soy isoflavone v
Tamoxifen citrate II
Thalidomide I
111
Inhibition du signal de survie | ATN-161 11
transmis par les intégrines EMD 121974 (cilengitide) 11
(D’aprées http://10)
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3.4.3) Officine et chimiothérapies par voie orale

La chimiothérapie anticancéreuse a longtemps ét¢ dominée par la voie intraveineuse avec des
traitements difficiles, administrés lors d'hospitalisations prolongées ou répétées. Aujourd'hui
les traitements sont administrés en ambulatoire, et la voie orale se développe. Actuellement,
environ 5 % de l'ensemble des médicaments de chimiothérapie se prennent par voie orale.
Lorsqu'elle est possible, la voie orale est une voie d'administration souhaitable car elle évite
les problémes septiques et apporte plus de confort au patient et lui permet de mener une vie

sociale et familiale la plus normale possible.

D'apres les recommandations de 'ANAES (agence nationale d’accréditation et d’évaluation
en sant€), «a efficacité équivalente, les formes per os sont a privilégier par rapport aux formes
parentérales». Les laboratoires ont adapté les conditionnements afin de sécuriser leur produit
par rapport au risque de surdosage et a l'environnement familial, et notamment les enfants
(enveloppes plastiques scellables). Le livret de liaison d'information et de suivi a été imposé
par I'AFSSAPS (agence frangaise de sécurite sanitaire des produits de santé) pour les

nouveaux antitumoraux oraux.

3.4.3.1) Suivi et surveillance

Les pharmaciens d’officine sont en premiére ligne avec les sorties de la réserve hospitaliere.
Maillage géographique et formation pluridisciplinaire sont nos points forts. Notre rdle est
d'accompagner au mieux les malades dans le suivi et la surveillance de la chimiothérapie
orale, encore mal connue des patients et dont l'efficacité n'est pas dénuée d'effets indésirables.
Nous devons assurer une bonne dispensation des traitements, combattre les idées précongues
et les idées fausses. Apporter un soutien relationnel et psychologique est aussi un de nos
atouts. Nous avons la possibilité de nous coordonner avec les autres professionnels de santé
(médecins, infirmiéres...) pour aider le patient a vivre avec sa maladie et construire une vie

autonome autour de son traitement.

Eviter I'inobservance - Le pharmacien d’officine doit participer au bon suivi du traitement.

Tous ces médicaments ont des effets indésirables que nous devons connaitre et apprendre a
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gérer. Le risque étant un manque d'observance, voire un arrét du traitement.

Nausées et vomissements sont d’intensité variable selon la chimiothérapie utilisée.
Les complications retardées des chimiothérapies sont avant tout cardiologiques et/ou
hématologiques.
Il peut également y avoir des complications cutanées : troubles pigmentaires, xérose, rash
acnéiforme...Ce dernier, également appelé folliculite, est I’effet secondaire majeur de la classe
des TKI.
Il existe 3 niveaux de prise en charge de cet effet indésirable :
e Sur le plan psychologique : il est important de prévenir les patients qu’il s’agit bien
d’un effet secondaire, et non d’une intolérance ou d’une allergie.
e Sur le plan local : émollients, antibiotiques locaux sous forme de pommade ou créme,
dermocorticoides, camouflage par du maquillage...
e Traitement par voie générale: antibiotiques, diminution des doses des TKI (rash
dose-dépendant, mais au prix d’une possible perte d’efficacité anti-tumorale)

(Mateus, 2007)

3.4.3.2) Comment assurer un conseil officinal de qualit¢ en cancérologie ?

Il faut tout d'abord bien connaitre les produits (formation par les laboratoires, les DU
d'oncologie...). L'écoute des patients est bien siir capitale, méme si les équipes hospitalicres
ont déja bien expliqué la maladie et ses traitements. Avec la chimiothérapie per os, on peut
déja les rassurer, les molécules disponibles a ce jour n'entrainent pas d'alopécie. L'idéal serait

d'avoir un role actif dans un réseau.

3.4.3.3) OQuelles sont les particularités a gérer avec les chimiothérapies orales ?

Jamais nous n'avons eu de traitements avec une marge thérapeutique aussi étroite et des
calculs de doses aussi fins... Les principales difficultés des chimiothérapies orales sont, nous
I’avons vu, le suivi des effets indésirables, le suivi de l'observance, des interactions
médicamenteuses en cas d'automédication, et le risque de banalisation de la thérapeutique

prise au domicile dans un environnement moins controlé.
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Un exemple : la neutropénie fébrile. En ville, il faut se souvenir que cela va trés vite : 'erreur
serait l'administration d'un anti-inflammatoire non stéroidien, lors d'une douleur chez un
patient présentant une neutropénie... Lorsqu'un patient sous chimiothérapie présente de la

fievre, il est impératif de lui dire qu'il y a urgence.

3.4.4) Les réseaux de santé en cancérologie

Le pharmacien est un acteur essentiel du Plan Cancer. Ce dernier place le patient au centre de
la réflexion et de 'organisation des soins.

Nous avons un réle de premier ordre a jouer dans tous les domaines de la lutte contre le
cancer, depuis la prévention, le dépistage, la qualité et la sécurité des soins, l'acces a
l'innovation thérapeutique, la recherche, jusqu'a I'accompagnement du patient pendant et aprés
le traitement.

Le Plan Cancer associe sur un territoire donné, l'ensemble des acteurs, hopitaux, cliniques,
médecins et infirmiéres de ville..., ceci afin de permettre au malade de bénéficier d'une
coordination des soins tout au long de son parcours. Les 54 000 pharmaciens exercant dans
22 658 officines et les 4 300 pharmaciens exercant en établissements de santé (2 671

pharmacies a usage interne) sont impliqués dans I'ensemble de ces domaines.

Le role du pharmacien d’officine

- r6le primordial de conseil aux patients et a leurs familles, tant sur les aspects thérapeutiques
(modalités d’utilisation et de conservation des médicaments, effets indésirables, interactions
médicamenteuses ou alimentaires, ¢élimination des déchets, etc.) que sur les aspects
administratifs (modalités de prise en charge, difficultés de remboursement, etc.),

- 6le pivot d’information, de conseil de proximité et d’alerte pour I’ensemble des membres
d’un réseau,

- 16le renforcé en matiére de pharmacovigilance étant en premiére ligne pour repérer les
nouveaux effets indésirables inconnus ou pour identifier une fréquence anormale d’effets
connus,

- partage de certaines activités avec les autres professionnels de santé impliqués au sein d’un
réseau : visite de faisabilité au domicile du patient, information sur le bon usage, conseil et

éducation thérapeutique.
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Le pharmacien, d’officine ou hospitalier, a donc toute sa place dans les réseaux de

cancérologie, que ce soit au niveau territorial et/ou au niveau régional.

Ainsi, il peut participer aux :

- réseaux territoriaux dont la dimension permet d’assurer aux patients une prise en charge

coordonnée entre la ville et I’hdpital, continue et de proximité,

- réseaux régionaux de cancérologie, dispositif d’expertise régionale dont 1’objectif est de

mettre a disposition des professionnels des outils (ex. le dossier communicant de

cancérologie) pour améliorer les pratiques professionnelles et donc le service rendu aux

patients.

Dans tous les cas, cette démarche de participation des pharmaciens aux réseaux de

cancérologie est volontaire. Des pharmaciens sont d’ores et déja impliqués dans la dynamique

réseau de cancérologie :

% par exemple, en assurant la coordination d’un réseau régional (réseau ARC ALPIN en
région Rhone Alpes),

% ou encore en ¢tant partie prenante dans le processus de mise en place d’un réseau de
proximité (réseau ATHOS, réseau pour I’ Administration des Thérapeutiques Hospitalicres
et des Soins a domicile, appliqué aux médicaments anticancéreux externalisables au

domicile des malades suivis a I’hopital Cochin a Paris).

Si les exemples concrets d’intégration des pharmaciens d’officine sont encore peu nombreux,
le mouvement est en marche. Il en va ainsi pour le réseau Oncora (Rhone-Alpes) qui travaille
sur la mise en ceuvre du « projet pharmacien ». Ou encore pour Oncomip (Midi-Pyrénées) qui
réfléchit sur la maniére de mieux faire circuler linformation entre pharmaciens
d’établissement de santé et pharmaciens d’officine ainsi que, plus largement, sur
I’organisation de la prise en charge de proximité des patients. Pour Oncolor (Lorraine), un

groupe « pharmaciens d’officine » au sein du réseau est en phase d’étre relancé.

Principal intérét d’une participation au réseau : la formation. Tous les réseaux réfléchissent
actuellement sur la maniere de ’organiser efficacement.
Autre atout du réseau : le pharmacien peut y rencontrer d’autres professionnels, faire part des

problémes rencontrés dans sa pratique quotidienne, dans la dispensation en ville.

(http://11)
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CONCLUSION

A travers cette theése, nous avons cherché a démontrer I’importance que revét
I’angiogenése dans I’oncogenese, et dans le traitement du cancer.

Nous avons donc illustré I’angiogenése en tant que processus clé de la croissance et de
la dissémination tumorale, et évoqué le nombre croissant d’essais cliniques en rapport avec
celle-ci.

Nous avons également souligné les avancées majeures dans la compréhension du
processus angiogénique, incluant ses voies de signalisation et leur régulation. Nombreuses
sont ces voies dont le ciblage pourrait avoir un impact sur I’angiogenése, et qui ne sont pas
encore explorées. On pourrait ainsi envisager un ciblage thérapeutique a la fois en
« paralléle » (actions sur la voie VEGF et d’autres voies déterminantes du processus tumoral),
et en « série » (actions en différents points en amont et aval de la voie VEGF).

Les traitements anti-angiogenes offrent donc des perspectives des plus intéressantes ;
d’autant plus qu’ils présentent des résultats encourageants en terme de prolongation de la vie,
pour certains cancers de mauvais pronostic, tels que cancer du pancréas, ou cancer du rein
métastatique. Jusqu’a présent, pour ces cancers, rien de probant n’était encore a disposition du
praticien.

Malgré ces avancées substancielles, de multiples questions restent encore en suspens,
quant a la durée optimale de ces traitements, quant aux combinaisons des thérapies
conventionnelles de chimiothérapie et de ces nouveaux agents anti-angiogéniques... On peut
spéculer sur le fait que la durée optimale du traitement dépendra essentiellement du trépied
mécanisme d’action/enjeu du traitement/sensibilité tumorale, ainsi que du profil de tolérance
du produit administré. Il faut de plus trouver de nouveaux modéles de développement
clinique, qui doivent tenir compte des spécificités d’action et des toxicités propres de ces
produits. Ces traitements soulévent également la question d’un diagnostic moléculaire
systématique, conduisant a 1’établissement d’une carte d’identité des tumeurs; pour une
adaptation personnalisée des thérapies ciblées au patient, et donc un ciblage toujours plus
précis de la tumeur.

Pour finir, il reste a insister sur le rle a jouer du pharmacien d’officine. Les sorties de
la réserve hospitaliere des chimiothérapies par voie orale se faisant de plus en plus
nombreuses, on pourra s’attendre a une généralisation des réseaux de cancérologie. Ces
sorties obligeront €galement la profession a se former toujours d’avantage, dans un souci ..

d’accompagner le patient au mieux dans sa maladie.
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RESUME :

La carcinogenése est un processus multiétapes. Lors de la phase initiale, il existe un équilibre entre les
phénomeénes de prolifération et d’apoptose, la tumeur est avasculaire et sa taille reste inférieure a 2
mm. Le processus tumoral ne dépassera pas cette phase initiale dans la plupart des cas et seule une
faible proportion de ces tumeurs entrera en phase de croissance. Pour croftre et subvenir a ses besoins
nutritifs, la tumeur aura besoin de développer sa propre vascularisation. Le mécanisme prépondérant
auquel elle a recours est I’angiogenése, qui est la formation de nouveaux vaisseaux a partir d’autres,
préexistants. Celle-ci est stimulée par de nombreux facteurs; dont le vascular endothelial growth
factor. L’angiogenése fait également intervenir de nombreuses voies de transduction du signal.
Plusieurs types de champs d’action peuvent ainsi étre définis pour la contrer :

s La liaison des facteurs angiogéniques a leurs récepteurs, au niveau des cellules endothéliales

e Latransmission intra-cellulaire du signal

e Les interactions entre les cellules endothéliales et la matrice extra-cellulaire

e Les cellules endothéliales |
De nombreuses molécules anti-angiogénes sont actuellement en essai clinique, quelques autres sont
déja commercialisées. Ces thérapies ne sont pas capables a elles seules d’éradiquer les tumeurs.
L’intérét est alors de les coupler avec des thérapies conventionnelles comme les chimiothérapies
antitumorales ou la radiothérapie de facon a ce que la tumeur réduite puisse étre éliminée ; restent a

trouver les combinaisons et durées de traitements optimales pour chaque patient.
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