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DMEM : Milieu minimum essentiel Dulbecco’s modification de Eagle
DMSO : Diméthyl sulfoxide
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ECL : « Enhancer chemiluminescence » : amplificateur de chimioluminescence
EDTA : Acide éthylene diamine tétraacétique
ERK : Extracellular signal regulated kinase
FITC : Fluoresceine Iso Thio Cyanate

GRB2 : Growth factor receptor-bound protein 2
GTP : Guanosine 5’-TriPhosphate

HEPES : Acide N-[2-hydroxyéthl]piperazine-N’-[2-éthanesulfonide]
HIF : Hypoxia Inducible Factors

HRE: Element de reponse a I'hypoxie

Ig : Immunoglobuline

IL : Interleukine

kb : Kilo bases

kDa : Kilo daltons

MEC : Matrice extracellulaire

MEK : MAP/ERK kinase

MMP : Matrix metalloproteinase

mMiRNA : micro interfering RNA

pb : Paire de base

PBS : Phosphate buffer saline

PCR : Réaction de polymérisation en chaine
PDGF: Platelet-derived growth factor
PDGFR-B: Platelet-derived growth factor receptor beta
PM : Poids Moléculaire

RISC : RNA-induced silencing complex

RNase : Ribonucléase

RPM : Rotations par minute

SDS : Sodium dodécyl sulfate

shARN : short hairpin ARN

siRNA : small interfering RNA

SVF : Sérum de veau foetal

S1P : Sphingosine-1-phosphate
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S1PR1 : Sphingosine-1-phosphate receptor 1

S1PR2 : Sphingosine-1-phosphate receptor 2

S1PR3 : Sphingosine-1-phosphate receptor 3

TGF : Transforming growth factor

TNF a : Tumor Necrosis Factor a

UV : Ultraviolet

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
VSMC : Vascular Smooth Muscle Cell (=CML)
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Introduction

La revue de la littérature ainsi que les données expérimentales antérieures obtenues
dans le laboratoire de biochimie du CHU de Limoges montrent que la voie de signalisation
de la sphingosine-1-phosphate (S1P) constitue un acteur clé du recrutement des cellules
murales vasculaires au cours de 'angiogenése tumorale. Toutefois, la S1P peut agir sur une
grande variété de types cellulaires. En effet, le signal induit par la S1P est connu pour son

action sur les cellules du systeme immunitaire et du systéme nerveux.

Ainsi, en 2011, la FDA (Food and Drug Administration) a donné son autorisation pour
I'utilisation en clinique humaine d’un analogue de la sphingosine-1-phosphate, le fingolimod.
Commercialisé sous le nom de Gilenya® (Novartis), le fingolimod est actuellement indiqué

dans le traitement de la sclérose en plaque (SEP).

Au-dela de cette indication thérapeutique, la pharmacologie complexe de cette
molécule permet d’envisager d’autres applications potentielles. Tantét présenté comme un
agoniste de la voie de signalisation de la S1P, tantdt comme un antagoniste, différentes
études ont déja mis en évidence certaines propriétés du fingolimod permettant de limiter la

croissance de cellules cancéreuses ou d’inhiber 'angiogenése tumorale.

Dans cette optique, nous avons compareé les propriétés anti-cancéreuses du fingolimod
a celles d’autres molécules déja utilisées en chimiothérapie. Plus particulierement, nous
avons cherché a identifier et caractériser les bénéfices de I'administration du fingolimod
combinée a celle du sunitinib malate (Sutent®, Pfizer) sur un modeéle de cancer du sein chez
le rat. Afin de mieux appréhender les mécanismes moléculaires mis en jeu par cette

combinaison de traitement, nous en avons aussi étudié les effets sur un modele de cellules

vasculaires in vitro.

Si les résultats présentés ici ne peuvent constituer qu'un travail préliminaire a des
études cliniques, ils permettent toutefois d’envisager une future utilisation du fingolimod

parmi les thérapies ciblées utilisées en cancérologie et ce d’autant que cette molécule a déja
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passé toutes les étapes de validation pharmacologiques et toxicologiques pour obtenir ses

autorisation de mise sur le marché.
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1. Situation du sujet

1.1. Le Fingolimod (FTY-720 ; Gilenya®)
1.1.1. Structure et propriétés chimiques

Le fingolimod (FTY 720) est un analogue structural de la sphingosine-1-phosphate
(S1P) (Fig. 1). Il doit étre phosphorylé par la sphingosine kinase 2 (SK2), intracellulaire, afin

d’acquérir sa forme active [1].

C13H2?\_//\\_/J\VDF‘03H2 WDH
OH CgH17 oH

sphingosine-1-phosphate(S1F) FTY720

37
2 MH-

mﬂpoa Hg
OH
CgHy7

FTY720-1-phosphate
38

Figure 1: Formules chimiques du Fingolimod (FTY 720) et de sa forme active [2].

Le fingolimod possede une trés faible solubilité dans les solvants aqueux. Il peut étre
dissout dans I'éthanol ou le DMSO a une concentration de I'ordre de 100 mg/mL. Son sel,
fingolimod-HCI (P.M. :343 ,93 ; C19H33NO,*HCI) peut étre dissout dans du DMSO puis dilué
dans un solvant aqueux comme un tampon phosphate a pH 7 jusqu’a une concentration de

10 mM.

La structure des agonistes des récepteurs de la sphingosine-1-phosphate (S1P), tel
gue le fingolimod, peut étre envisagée en trois parties aux fonctions distinctes. La téte
correspond a I'extrémité portant le groupement phosphate. C’est cette partie qui se lie au site

actif des récepteurs de la S1P. La queue est formée par une longue chaine hydro-
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carbonnée. Enfin, le « linker » constitue un axe autour duquel s’articulent la téte et la queue

de la molécule (Fig. 2).

tail , linker  head-piece
: HeN
' H 1 lMe
N N\MJVOH
NS, =
; ' PPI-4667
’ HeN
o i
ol .
N O}
XPo

Figure 2: Structure des analogues des récepteurs de la sphingosine-1-phosphate [3].

La S1P étant une cytokine aux actions pléiotropiques dans I'organisme, la recherche
de nouveaux agonistes de sa voie de signalisation est trés dynamique. Ainsi, Elindar et al.
ont montré récemment que l'introduction de groupements phénylamides et phénylimidazoles
au niveau du « linker » de I'agoniste permet d’en augmenter la solubilité et la spécificité [4].
En effet, ces groupements stabilisent la queue de la molécule et optimisent 'orientation de la
téte qui se fixe au site actif du récepteur. Par rapport au FTY-720, cette modification de
structure de nouveaux agonistes a permis d’augmenter de 100 a 500 fois leur sélectivité vis-
a-vis du récepteur S1PR1 versus S1PR3 (Fig. 3). Toutefois, ces molécules prometteuses

n’en sont encore qu’aux phases précoces de développement.
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HN oH

V\AA/©/\)</OH FTY-720
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Nj‘)\/OH PPI-4621
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O/ENG PPI-4691
O \n/‘\/ PPI-4667

Figure 3: Analogues du FTY-720 en cours de développement [4].

1.1.2. Forme pharmaceutique
La spécialité pharmaceutique issue du fingolimod est un produit des laboratoires

NOVARTIS commercialisée sous le nom de GILENYA 0,5 mg. Cette spécialité se présente
sous forme de gélule de 16 mm avec une coiffe opaque jaune vif et un corps opaque blanc.
Elle porte I'inscription « FTY0.5 mg » imprimée a I'encre noire sur la coiffe et deux bandes

radiales imprimées a I'encre jaune sur le corps.

1.1.3. Indications thérapeutiques
Gilenya® est indigué en monothérapie comme traitement de fond des formes tres

actives de sclérose en plaques (SEP) rémittente-récurrente pour les groupes de patients
suivants :
- patients présentant une forme trés active de la maladie malgré un traitement
par interféron béta ;
- patients présentant une sclérose en plagues rémittente-récurrente sévére et

d’évolution rapide.
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1.1.4. Posologie et mode d'administration

Le traitement doit étre instauré et supervisé par un médecin expérimenté dans la
prise en charge de la sclérose en plaques. La posologie recommandée est d’'une gélule de
0,5 mg par voie orale une fois par jour. Gilenya® peut étre pris au cours ou en dehors des
repas. En cas d’omission d’'une dose, le traitement doit étre poursuivi en prenant la dose
suivante comme prévu. Les patients peuvent passer directement de l'interféron béta ou de
'acétate de glatiramere a Gilenya® a condition de ne pas présenter de signes d’anomalies

significatives liées au traitement, comme une neutropénie.

1.1.5. Propriétés pharmacologiques et pharmacocinétiques
1.1.5.1. Mécanisme d’action

Le fingolimod est métabolisé par la sphingosine kinase 2 (SK2) en phosphate de
fingolimod, son métabolite actif, et se lie a des concentrations nanomolaires aux récepteurs
de la sphingosine 1-phosphate de type 1 (S1PR1) présents sur les lymphocytes. Il traverse
facilement la barriere hémato-encéphalique pour se lier aux récepteurs S1IPR1 situés sur les
cellules neurales dans le systeme nerveux central. En agissant comme un antagoniste
fonctionnel des récepteurs de la S1P sur les lymphocytes, le phosphate de fingolimod
provoque leur séquestration dans les ganglions lymphatiques, ce qui entraine une
redistribution des lymphocytes, plutdét qu’'une déplétion [5]. Cette redistribution diminue
linfiltration lymphocytaire pathogene du systeme nerveux central, qui serait responsable de
linflammation des nerfs et de Iésions du tissu nerveux.

Si ces mécanismes justifient les indications thérapeutiques actuelles du fingolimod,
son action semble bien plus complexe. En effet, les récepteurs de la S1P sont exprimés par
une grande variété de types cellulaires et le fingolimod-phosphate est capable d’activer 4 de
ces récepteurs (S1PR1, S1PR3, S1PR4, S1PR5), S1PR2 étant I'exception [6]. De plus, le
fingolimod a un effet biologique distinct de celui du fingolimod-phosphate. Par exemple, le

fingolimod-phosphate inhibe I'autotaxine [7] alors que le fingolimod inhibe la phospholipase
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A2 [8], la sphingosine lyase-1 [9], la sphingosine kinase-1 [10] et la ceramide synthase [11]
et active la protéine phosphatase A2 [12]. Compte tenu de la complexité des effets
pharmacologiques du fingolimod de nombreuses études se poursuivent afin de mieux
caractériser les effets de cette molécule dans divers champs d’applications allant des

maladies auto-immunes au cancer.

1.1.5.2. Effets pharmacodynamiques

Dans les 4 a 6 heures suivant la premiére administration de fingolimod 0,5 mg, le
taux de lymphocytes dans le sang périphérique diminue d’environ 75 %. Avec une
administration quotidienne continue, le taux de lymphocytes continue a diminuer sur une
période de deux semaines, pour atteindre un taux minimal d’environ 500 cellules/uL ou
environ 30 % de la valeur initiale. Un taux minimal inférieur a 200 cellules/uL a été observé
chez 18 % des patients lors d’au moins un contrdle de la numération. Des taux de
lymphocytes faibles sont maintenus en cas d’administration quotidienne chronique. La
majorité des lymphocytes T et B circulants transitent en permanence par les organes
lymphoides et sont les principales cellules ciblées par le fingolimod. Environ 15 a 20 % des
lymphocytes T ont un phénotype de cellules T mémoires effectrices, cellules jouant un réle
important dans la surveillance immunitaire périphérique. La caractéristique de ce sous-
groupe de lymphocytes étant de ne pas pénétrer dans les organes lymphoides, ils ne sont
pas affectés par le fingolimod. L’augmentation du taux de lymphocytes périphériques est
manifeste en quelques jours aprés l'arrét du traitement et en général, le taux revient a la
normale en un a deux mois. L’administration chronique de fingolimod entraine une Iégére
diminution du taux de neutrophiles, a environ 80 % de la valeur initiale. Le fingolimod n’a pas
d’effet sur les monocytes.

Le fingolimod provoque une diminution transitoire de la fréquence cardiaque et
diminue la conduction auriculo-ventriculaire en début de traitement. La diminution maximale

de la fréquence cardiaque est observée dans les 6 heures suivant I'administration, 70 % de
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I'effet chronotrope négatif étant atteint le premier jour. Avec la poursuite du traitement, la
fréquence cardiaque revient a sa valeur initiale en un mois. La diminution de la fréquence
cardiaque induite par le fingolimod peut étre inversée par I'administration parentérale
d’atropine ou d’isoprénaline. Le salmétérol inhalé s’est révélé avoir un effet chronotrope
positif modeste. Une augmentation des extrasystoles auriculaires est observée lors de
linstauration du traitement par fingolimod, mais sans incidence accrue des fibrillation/flutter
auriculaires ou des arythmies ou ectopies ventriculaires. Le traitement par fingolimod n’est
pas associé a une diminution du débit cardiaque. Il n’affecte pas non plus les réponses
cardiaques autonomes, incluant la variation diurne de la fréquence cardiaque et la réponse a
I'effort.

L’administration de doses uniques ou répétées de 0,5 mg et 1,25 mg de fingolimod
pendant deux semaines n’est pas associée a une augmentation détectable de la résistance
des voies aériennes, mesurée par le VEMS et le débit expiratoire maximal (DEM) 25-75.
Cependant, des doses uniques de fingolimod = 5 mg (soit 10 fois la dose recommandée)
sont associées a une augmentation dose-dépendante de la résistance des voies aériennes.
L’administration de doses répétées de 0,5 mg, 1,25 mg ou 5 mg de fingolimod n’est pas
associée a une diminution de I'oxygénation ou a une désaturation en oxygéne lors de I'effort
ou a une augmentation de la réactivité des voies aériennes a la méthacholine. Les sujets
traités par fingolimod ont une réponse bronchodilatatrice normale aux béta-agonistes

inhalés.

1.1.5.3. Propriétés pharmacocinétiques

Les données pharmacocinétiques ont été obtenues chez des volontaires sains, des
patients transplantés rénaux et des patients atteints de sclérose en plagues.
Le métabolite pharmacologiquement actif a l'origine de l'efficacité est le phosphate de

fingolimod.
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1.1.5.3.1. Absorption

Le fingolimod est lentement absorbé (tmax de 12 a 16 heures) et de fagcon importante
(= 85 %). La biodisponibilité orale absolue apparente est de 93 % (intervalle de confiance a
95 % : 79-111 %). Aprés administration une fois par jour, I'état d’équilibre des concentrations
sanguines est atteint en 1 a 2 mois et les concentrations a I'état d’équilibre sont environ 10
fois supérieures a celles observées apres la dose initiale.

L’alimentation ne modifie pas la Cmax ou 'ASC (exposition) du fingolimod. La Cmax
du phosphate de fingolimod est Iégérement augmentée de 34 % mais 'ASC n’est pas

modifiée. Par conséquent, Gilenya® peut étre pris au cours ou en dehors des repas.

1.1.5.3.2. Distribution

Le fingolimod se distribue de facon importante dans les érythrocytes, la fraction liée
aux cellules sanguines étant de 86 %; celle du phosphate de fingolimod est plus faible (< 17
%). Le fingolimod et le phosphate de fingolimod sont fortement liés aux protéines (a plus de
99 %).

Le fingolimod est largement distribué dans les tissus corporels, avec un volume de

distribution d’environ 1 200 * 260 litres.

1.1.5.3.3. Métabolisme

Chez 'homme, le fingolimod est transformé par phosphorylation stéréosélective
réversible en énantiomeéere (S) de phosphate de fingolimod pharmacologiquement actif. Le
fingolimod est éliminé par métabolisme oxydatif essentiellement par l'isoenzyme 4F2 du
cytochrome P450, puis dégradation similaire a celles des acides gras en métabolites inactifs
ainsi que par formation d’analogues du fingolimod de type céramide non polaires
pharmacologiquement inactifs. L'isoenzyme principale impliquée dans le métabolisme du

fingolimod est partiellement identifiée et peut étre soit le CYP4F2 ou le CYP3AA4.
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Aprés administration orale d’'une dose unique de fingolimod marqué au **C, les
principaux composés apparentés au fingolimod dans le sang, évalués par leur contribution a
I'’ASC de la radioactivité totale jusqu’au 34°™ jour post-dose, sont le fingolimod (23 %), le
phosphate de fingolimod (10 %) et les métabolites inactifs (métabolite acide carboxylique M3

[8 %], métabolite céramide M29 [9 %] et métabolite céramide M30 [7 %]).

1.1.5.3.4. Elimination

La clairance sanguine du fingolimod est de 6,3 £ 2,3 L/h et la demi-vie terminale
apparente moyenne (t1/2) est de 6 a 9 jours. Les concentrations sanguines de fingolimod et
de phosphate de fingolimod diminuent parallélement pendant la phase terminale, avec des
demi-vies comparables pour les deux composés.

Aprés administration orale, environ 81 % de la dose sont excrétés lentement dans les
urines sous forme de métabolites inactifs. Le fingolimod et le phosphate de fingolimod ne
sont pas éliminés sous forme inchangée dans les urines mais sont les principaux
composants retrouvés dans les feces, a des quantités représentant pour chacun moins de

2,5 % de la dose. Aprées 34 jours, 89 % de la dose administrée sont retrouvés.

1.1.5.4. Contre-indications

Diverses contre-indications sont mentionnées au niveau du RCP Vidal.

e Patients ayant un risque accru d’infections opportunistes, en particulier les patients
présentant une immunodéficience (incluant les patients recevant un traitement
immunosuppresseur ou les patients immunodéprimés par un traitement antérieur).

¢ Infections actives séveéres, infections chroniques actives (hépatite, tuberculose).

e Cancers diagnostiqués en évolution, a I'exception des carcinomes cutanés
basocellulaires.

¢ Insuffisance hépatique sévére (classe C de Child-Pugh).

o Hypersensibilité a la substance active ou a I'un des excipients.
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Tableau 1 : Liste des effets indésirables (EMA 2011).

La liste des effets indésirables est présentée dans le tableau suivant (Tableau 1).

Infections

Tres fréquent :

Infections grippales

Fréquent :

Infections a Herpes virus
Bronchite

Sinusite

Gastro-entérite
Dermatophyties

Peu fréquent :

Pneumonie

Affections hématologiques et du system

e lymphatique

Fréquent : Lymphopénie
Leucopénie

Affections psychiatriques

Fréquent : Dépression

Peu fréquent :

Humeur dépressive

Affections du systéme nerveux

Tres fréquent :

Céphalées

Fréquent :

Sensation vertigineuse
Paresthésies

Migraine

Affections oculaires

Fréquent :

Vision trouble
Douleur oculaire

Peu fréquent :

Oedéeme maculaire*

Affections cardiaques

Fréquent :

Bradycardie
Bloc auriculo-ventriculaire (BAV)

Affections vasculaires

Fréquent :

Hypertension

Affections respiratoires, thoraciques et médiastinales

Tres fréquent : Toux
Fréquent : Dyspnée
Affections gastro-intestinales

Tres fréquent : Diarrhée

Affections de la peau et du tissu sous-cutané

Fréquent :

Eczéma
Alopécie
Prurit

Affections musculo-squelettiques et systémiques

Tres fréquent :

| Dorsalgies

Troubles généraux et anomalies au site d'administration
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Fréquent : Asthénie

Investigations

Trés fréquent : Elévation de I'alanine aminotransférase
(ALAT)
Fréquent : Elévation de la gamma-glutamyl

transférase (GGT)

Elévation des enzymes hépatiques
Anomalies des parameétres hépatiques
Hypertriglycéridémie

Perte de poids

Peu fréquent : Diminution du taux de neutrophiles

1.1.6. Autres applications potentielles pour le fingolimod
1.1.6.1. Transplantation

Le fingolimod apparait comme un promoteur de la survie des allogreffes chez
'hnomme et sur différents modéles animaux en séquestrant les lymphocytes T dans le tissu

lymphoide périphérique [13].

Ce mécanisme de séquestration se traduit selon les modalités suivantes [14] :

¢ le fingolimod conduit les lymphocytes T dans les ganglions lymphoides périphériques

sur un mode chimiotactique ;

¢ le fingolimod induit une régulation négative de I'expression des récepteurs de la
sphingosine-1-phosphate a la surface des lymphocytes T ; ceci inhibe alors leur
migration suivant le gradient de concentration en S1P ;

¢ le fingolimod bloque la barriére stromale de la face adluminale de I'endothélium

lymphatique.

1.1.6.2. Maladies auto-immunes

Les propriétés du fingolimod permettent de réduire une réponse immunitaire

excessive dans un contexte pathologique [15]. Son efficacité a été démontrée sur des
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modeéles expérimentaux d’encéphalomyélites auto-immunes ainsi que sur plusieurs modéles

animaux de lupus érythémateux systémiques et de myocardites auto-immunes [16].

1.1.6.3. Cancer

Les effets anti-tumoraux et anti-angiogéniques du fingolimod ont été décrits en liaison
a une régulation négative du signal de la S1P [17-19].

Le fingolimod non phosphorylé induit une diminution de croissance et une apoptose
de diverses lignées de cellules cancéreuses [17, 20]. Il inhibe la phosphorylation de
protéines kinases intracellulaires telles que ERK1, ERK2 (Extracellular Regulated Kinases 1
and 2) et Akt qui sont des protéines impliquées dans les mécanismes de croissance et de
migration cellulaires. Il active les caspases, les protéines kinases JNK (Janus Kinases) et
PKC (Protein Kinase C) et augmente la production d’espéces réactives a I'oxygene (ROS)
[21].

Le fingolimod-phosphate, agoniste des récepteurs S1PR1, S1PR3, S1PR4 et
S1PRY5, inhibe la croissance et la vascularisation tumorale sur divers modeles de tumeurs
murines [22] [23]. Il réduit le taux plasmatique d’acide lysophosphatidique (LPA) [7].

Contrairement au fingolimod-phosphate, le fingolimod exerce un effet anti-prolifératif
sur des lignées cellulaires de cancer du sein et du colon in vitro. Ceci suggére que le
fingolimod peut agir selon un mécanisme indépendant des récepteurs de la S1P. Toujours
indépendamment des récepteurs de la S1P, le fingolimod inhibe la sphingosine kinase 1,
conduisant a I'apoptose cellulaire, en modifiant le rhéostat céramides-sphingosine-S1P [24,
25].

Paradoxalement, sur un modeéle de sphéroides in vitro, un effet anti-angiogénique
comparable a celui du fingolimod a été obtenu avec le SEW2871. Le SEW2871 étant un
agoniste sélectif du récepteur S1PR1, I'effet du fingolimod dans ce cas semble dépendant de

S1PR1 et passe probablement par la forme phosphorylée de cette molécule 177.
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Récemment, la capacité de potentialiser les effets d’inhibiteurs des récepteurs du VEGF
(Vascular Endotthelial Growth Factor) ont aussi été rapportés [26].

En conséquence, les effets anti-cancéreux du fingolimod apparaissent complexes,
potentiellement contradictoires et nécessitent une exploration approfondie afin d’en évaluer

le potentiel clinigue en cancérologie.

1.2. L’angiogenése tumorale

L’angiogenése tumorale est un phénomeéne complexe faisant intervenir les différents
types cellulaires composant la paroi vasculaire ainsi que de nombreuses cytokines. Suivant
le gradient de cytokines sécrétées par la tumeur, de nouveaux vaisseaux vont se former a

partir des vaisseaux sanguins existants les plus proches (Figure 4).
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Figure 4 : Schéma général de 'angiogenése tumorale et role des anti-angiogéniques
{Griffoen, #310}.

1.2.1. Structure de la paroi vasculaire

Dans son état mature, stable, la paroi des vaisseaux de moyens et gros calibres, est
constituée de trois couches distinctes possédant chacune une structure et des fonctions
spécifiques (Figure 5). Les capillaires et les artérioles sont uniquement composés d’une

couche de cellules endothéliales.
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Figure 5: Structure de la paroi vasculaire.

Une couche de cellules endothéliales compose la paroi interne (intima). Le feuillet
intermédiaire (media) est composé de plusieurs couches de cellules musculaires. La paroi
externe (adventice) est composée de tissu conjonctif contenant du collagéne et des

fibroblastes.

1.2.1.1. L’intima

C’est la tunigue la plus interne et la plus fine. Elle est constituée d'une couche unigue
de cellules endothéliales, d'une couche de tissu conjonctif fibro-élastique et d'une limitante
élastique interne constituée d'élastine (absente dans de nombreux vaisseaux). Parfois, on
observe un épaississement de la zone sous-intimale formant un coussinet intimal, constitué
de cellules musculaires lisses et de macrophages. Ces épaississements sont observés dés

la vie foetale et leur nombre augmente avec I'age.
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Les cellules endothéliales sont imbriquées les unes dans les autres et forment une

couverture étanche. Cet endothélium posséde différentes propriétés :

- des activitéts métaboliques : synthese de substances vasoactives (EDRF,

endothéline), conversion de l'angiotensine ;

- une thromborésistance : synthése de prostaglandine |, d’antithrombine lll, de

B.-microglobuline, d’activateur tissulaire du plasminogéne ;

- une fonction immunitaire : synthése d’Interleukine-1.

La couche sous-endothéliale de tissu conjonctif contient des fibres de collagéne,
guelques fibres élastiques, des fibres musculaires lisses et des fibroblastes qui produisent
des protéoglycannes, des glycosaminoglycannes (en particulier des héparane-sulfates), du
glycogéne, de l'élastine et de la laminine. Elle renferme également un grand nombre de
cellules du systeme immunitaire. Il faut également noter que les héparane-sulfates sont

produits par les cellules endothéliales.

1.2.1.2. La media

C'est la tunique moyenne, la plus épaisse, représentant le constituant principal de
l'artére. Elle est essentiellement constituée de cellules musculaires lisses (CML), empilées
de fagon concentrique en couches appelées : unités lamellaires. Le nombre de ces couches
varie suivant le type d'artére : une couche, pour les artérioles, plusieurs couches, pour les
artéres élastiques. Chaque unité lamellaire est composée de cellules musculaires lisses
entourées d'une matrice extra-cellulaire constituée des protéines fibreuses et élastiques

(collagéne et élastine) et de muco-polysaccharides.
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Hormis dans l'aorte thoracique, la media est avasculaire, a I'exception de sa partie

externe qui recgoit l'irrigation des vasa vasorum de l'adventice.

Une lame d'élastine, la limitante élastique externe, sépare la media de I'adventice. Cette

limitante n'est toutefois rencontrée que dans les vaisseaux de fort calibre.

1.2.1.3. L’adventice

C'est la tunique externe. Elle est constituée d'un tissu conjonctif peu organisé, riche
en collagéne et en fibres élastiques, contenant des fibroblastes et des adipocytes et d'une
enveloppe qui assure I'ancrage des artéres aux structures avoisinantes. Elle est irriguée par
des vasa vasorum qui ont un réle nourricier pour l'adventice elle-méme et pour la partie
externe de la media. Un réseau de nerfs vasomoteurs non myélinisés rejoint les fibres
musculaires lisses de la media. Elle est aussi parfois parcourue par des fibres musculaires

lisses longitudinales.

Il faut noter des particularités selon le calibre des vaisseaux. Les artérioles sont
uniquement constituées d'un endothélium et d'une limitante élastique interne. Les petites et
moyennes arteres sont de type musculaire, ou les fibres musculaires lisses prédominent. Les

grandes artéres sont de type élastique, riches en élastine.

1.2.2. L’angiogenése

L’angiogenése est un processus naturel qui consiste a élaborer le réseau vasculaire
lors du développement embryonnaire. Chez l'adulte, le systéme vasculaire est stable et
seules 0,1 % des cellules endothéliales sont en activité de prolifération. On parle de néo-
angiogenése lors d’'un développement vasculaire en réponse a des situations spécifiques
telles que la cicatrisation, le développement musculaire ou adipeux et la maturation du corps

jaune et de la muqueuse utérine [27]. L'angiogenése physiologique est régulée par un
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équilibre entre des facteurs pro-angiogéniques tel que le VEGF (vascular endothelial growth
factor) et des facteurs anti-angiogéniques tels que l'angiostatine et I'endostatine. La rupture
de I'équilibre entre ces facteurs pro et anti-angiogéniques, conduisant au développement
vasculaire, constitue le « switch angiogénique ». La néo-angiogenése peut aussi étre activée

dans des situations pathologiques comme l'arthrite, la rétinopathie diabétique et le cancer.

Le développement tumoral nécessite la mise en place d’'une vascularisation riche et
adaptée aux spécificités métaboliques des cellules cancéreuses. En effet, afin d’assurer leur
prolifération, les cellules tumorales ont besoin d’'un apport en oxygéne et en nutriments
proportionnel a leur forte consommation énergétique. Par ailleurs, il leur est également
indispensable de pouvoir éliminer les déchets provenant de leur catabolisme. Tant que
I'épaisseur de la tumeur est inférieure & 1 ou 2 mm?, la simple diffusion a travers la paroi des
vaisseaux a proximité suffit généralement a permettre ces échanges [28]. La distance
maximale entre le foyer tumoral et un vaisseau excede rarement 150 a 200 microns ; au-
dela, la diffusion de 'oxygéne n’est pas possible. Par ailleurs, dans une tumeur, l'activité
mitotique diminue considérablement en s’éloignant des vaisseaux. La prolifération
anarchique et rapide du tissu tumoral génére la formation de zones peu ou pas oxygénées
au sein de la tumeur, ainsi que la compression des capillaires a proximité. Si la tumeur ne
trouve pas le moyen d’augmenter ses apports en oxygéne, elle entre en nécrose [29]. Les
Iésions précoces, telles que les carcinomes in situ, présentent une densité vasculaire
normale. Cependant, les cellules tumorales se trouvent confinées par la membrane basale et
donc relativement isolées du stroma vascularisé. En fonction de la capacité proliférative de la
Iésion, les diffusions de l'oxygéne et du glucose vont trés vite constituer des facteurs
limitants. Des conditions d’hypoxie et d’acidose plus ou moins séveres vont exercer une
pression importante sur les cellules tumorales, favorisant I'émergence de clones qui ont
acquis des mécanismes d'utilisation, les plus efficaces possibles, des ressources

énergétigues restreintes.
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L’acquisition de ce profil métabolique particulier trouve sa place dans la liste des
propriétés altérées, nécessaires a la transformation maligne. Sur le plan mécanistique, le
profil repose sur 'augmentation du transport du glucose (surexpression de GLUT1 ou
GLUT3) ou sur [lefficacité de la phosphorylation (surexpression des hexokinases).
L’expression constitutive de HIF-1a fournit partiellement une explication, d’autant plus qu'une

de ces cibles transcriptionnelles est le géne de I'hexokinase II.

La voie de signalisation en réponse aux conditions hypoxiques débute par I'activation
du facteur HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor1a). Celle-ci est induite par la molécule d’héme,
par les espéces réactives de I'oxygéne (ROS), produites par les mitochondries en cas de
carences oxygéniques, ainsi que par des cascades de phosphorylations cytoplasmiques
[30]. Les especes réactives de I'oxygéne ont en particulier une fonction de stabilisation du

complexe HIF-1a en réponse aux variations des potentiels d’oxydo-réduction [31].

Le complexe HIF-1 est constitué par deux sous-unités protéiques : HIF-13/ARNT (aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator), qui est continuellement exprimée, et HIF-1a, qui
n’est présente qu’au moment de la survenue de conditions hypoxiques. En fait, la sous-unité
alpha est également synthétisée continuellement mais elle est systématiquement dégradée
dans les conditions normoxiques, alors qu’elle s’accumule trés rapidement dés I'apparition
d’'une carence en oxygeéene [32]. Il devient alors possible a HIF-1a, en démasquant son signal
de localisation nucléaire (NLS), d’étre internalisée et transloquée au travers de la membrane
nucléaire. Un facteur nucléaire ARNT est alors recruté par HIF-1a et I'’hétérodimere formé
reconnait la structure génique de I'élément de réponse a I'hypoxie (HRE). L’activation finale
des promoteurs des génes des facteurs de croissance est réalisée lorsque les coactivateurs
transcriptionnels, CPB (CREP binding protein) et p300 terminent la complexation avec HIF-

10-ARNT et HRE [33].

Pour échapper a la nécrose, la tumeur met en place un processus de néo-

vascularisation qui se déroule schématiguement en deux temps. L’angiogenése « précoce »
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correspond a la déstabilisation de la paroi existante, a la dégradation de la matrice
extracellulaire (MEC), et au bourgeonnement des cellules endothéliales en néo-capillaire.
L’angiogenése « tardive » correspond, elle, a lartérialisation, c’est-a-dire a la maturation
structurelle du néo-vaisseau, avec la migration et I'adjonction de cellules musculaires

(péricytes et CMLs), qui stabilisent la paroi et protegent les cellules endothéliales.

La néo-angiogénése tumorale suit quatre étapes principales :

- les cellules tumorales en hypoxie initient le processus par la sécrétion et la libération

directe de facteurs pro-angiogéniques ;

- les cellules musculaires se détachent de la paroi vasculaire (péricytes et cellules

musculaires lisses) ;

- les composants de la membrane basale et de la matrice extracellulaire sont
dégradés, provoquant la libération de facteurs de croissance qui diffusent jusqu’aux

vaisseaux pré-existants [34] ;

- les cellules endothéliales migrent et forment un nouveau capillaire pour irriguer la

tumeur.

Lorsque la tumeur déclenche le processus angiogénique, le recrutement de
nouveaux vaisseaux est assuré par l'expression d’'une série de facteurs de croissance
sécrétés par les cellules cancéreuses mais aussi les cellules du stroma, comme le VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), dont les génes sont régulés par le facteur sensible a
I'nypoxie HIF-1a [35], ainsi que le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) et de nhombreux
autres facteurs. Ces molécules sont destinées a déstructurer la paroi vasculaire afin de
faciliter la prolifération et la migration des cellules endothéliales vers la tumeur en formation
(Figure 6). Sous la pression exercée par la prolifération des cellules endothéliales,
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l'activation de cellules immunitaires (macrophages et lymphocytes), induite par les facteurs
de croissance, et le début de la dégradation de la MEC, les péricytes vont se détacher de la
paroi vasculaire et ainsi laisser le champ libre a la formation d’'un bourgeon capillaire.

Toutefois, les détails et la régulation de ce phénomeéne, restent largement méconnus.

Cellule ’
®
endothéliale Elbroblastes
Fibres de collagéne ® ®
® Cellule
e @ musculaire

Facteurs de croissance

Macrophages

Cellules tumorales

Figure 6 : Sécrétion de facteurs de croissance par les cellules tumorales et
dégradation de la matrice extracellulaire.
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Le remaniement de la MEC, et plus particulierement de sa forme spécialisée que
constitue la membrane basale vasculaire (MBV), constitue le premier changement structurel
mis en place au cours de I'angiogenése tumorale. Ce processus implique le remaniement du
tissu de soutien par activation de cascades protéolytiques qui agiront sur la MEC. Ces
cascades de réactions vont induire la production de collagénase, d’héparinase, d’activateur
du plasminogéne (UPA), de métalloprotéases de la matrice (MMP), par les cellules de

'endothélium des vaisseaux sanguins.

Ces enzymes sont a l'origine de la dégradation de la membrane basale qui entoure et
soutient les vaisseaux. En effet, la matrice extracellulaire est composée d'un réseau
complexe et dense que les cellules endothéliales doivent dégrader avant de pouvoir y
migrer. La dégradation de la MEC a donc pour conséquence non seulement de libérer des
facteurs de croissance qui, en I'absence de dégradation, resteraient séquestrés dans la

matrice mais également de créer un espace libre pour les cellules endothéliales migrantes.

La membrane basale est constituée de collagéne de type IV, de laminine, de
fibronectine et d’autres composants matriciels. La MMP-2, aussi appelée collagénase de
type IV, participe a la dégradation de cette membrane. Une fois cette barriére vasculaire
franchie, les cellules endothéliales doivent progresser au travers des fibrilles de collagéne,
d’élastine, de protéines microfibrillaires et de protéoglycanes. La MMP-9, ou gélatinase B,

lyse les fibres d’élastine et les noyaux protéiques des protéoglycanes [36, 37].

Parallélement, les cellules endothéliales activées par les facteurs de croissance
acquiérent de nouvelles caractéristiques de prolifération et d’invasion tissulaire. Elles se
détachent de la matrice extra-cellulaire et migrent en direction du stimulus angiogénique
libéré par la tumeur, amorgant ainsi le bourgeonnement orienté du vaisseau parental (Figure

7).

Les facteurs de croissance de I'endothélium des vaisseaux sanguins sont des

molécules fondamentales dans la biologie tissulaire normale et pathologique, dont la
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concentration doit étre strictement contrblée. Ainsi, I'inactivation d’'un seul alléle du géne
VEGF suffit a induire une létalité embryonnaire précoce. Ces facteurs angiogéniques qui
commandent indirectement la formation des néo-vaisseaux sont synthétisés par les cellules
cancéreuses lorsque certaines conditions limites sont atteintes. Ce sont ces conditions
particulieres, notamment hypoxiques, qui engendrent la surexpression des génes des
facteurs de croissance de I'endothélium des vaisseaux sanguins. A ce jour, il est connu que
l'activation moléculaire initiale de la formation des néo-vaisseaux sanguins se fait par
l'intermédiaire d’une interaction entre le récepteur VEGFR-1 (Flt-1) ou le récepteur VEGFR-2
(FIk-1, KDR), localisés sur I'endothélium des vaisseaux sanguins, et de nhombreux facteurs
de croissance tels le VEGF (ou VEGF-A), le VEGF-B, le VEGF-C, le VEGF-D, le VEGF-E ou
encore le PIGF [38-42]. Il est actuellement décrit que VEGFR-1 est davantage impliqué dans
la perméabilité cellulaire tandis que le récepteur VEGFR-2 est inducteur de I'effet mitogéne

et de la réponse proliférative des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins [43, 44].
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Figure 7 : Migration des cellules endothéliales sous I'impulsion des

facteurs de croissance.

Par ailleurs, il est désormais connu que le récepteur VEGFR-1, qui peut étre exprimé
soit sous forme membranaire soit sous forme soluble, est plus spécifiqguement activé par
VEGF-A, VEGF-B et PIGF, alors que le récepteur VEGFR-2 semble davantage sous la

dépendance des facteurs VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D et VEGF-E [45].
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Le VEGF apparait comme un acteur central dans linitiation des mécanismes

angiogéniques, en particulier concernant les cellules endothéliales. Toutefois, de nombreux

autres facteurs de croissance interviennent et jouent un réle important dans la prolifération,

le recrutement et la migration des cellules endothéliales et musculaires lors de la phase

« tardive » de I'angiogenése ou artériogenése.

1.2.3. L’artériogenese

Cette phase « tardive » de I'angiogenése tumorale se caractérise principalement par la

formation d’'une « néo-media» qui va stabiliser la structure du bourgeon capillaire

essentiellement composé jusque la de cellules endothéliales (Figure 8).
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Figure 8 : Vascularisation de la tumeur par un néo-capillaire composé de cellules
endothéliales.

Aprés s’étre décrochés de la paroi pour permettre la migration des cellules
endothéliales, les péricytes et les CML, vont proliférer et migrer vers le néo-vaisseau sous
I'effet des facteurs de croissance sécrétés par les cellules tumorales et endothéliales (Figure

9).

Membrane
basale

Fibroblastes

Cellule
musculaire

Cellule
endothéliale

.

Figure 9 : Stabilisation et protection des cellules endothéliales par les péricytes.
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Physiologiquement, les CML sont quiescentes. Elles conferent & la paroi ses
caractéristiques élastiques et participent a I'échange de molécules apportées par le sang. On
peut observer deux phénotypes : le phénotype contractile et le phénotype synthétique. Le
phénotype synthétique correspond a des CML qui ne se contractent plus, et qui produisent
certains facteurs de croissance (TGF-B) et des produits importants comme les protéines de
la matrice extracellulaire : fibronectine, collagéne. Durant la phase « tardive » de
'angiogenése tumorale, les CMLs se dédifférencient et adoptent un phénotype prolifératif
sous I'action de facteurs de croissance tels que FGF et TGF-B. Le gradient de concentration
de ces mémes facteurs ainsi que d’autres plus spécifiques du recrutement des CML (PDGF,

S1P) vont induire la migration de ces cellules.
La nouvelle media ainsi formée va jouer deux réles principaux.

En tant que structure de la paroi vasculaire, les CML apportent une stabilité
mécanique en protégeant les cellules endothéliales de la pression exercée par la forte
croissance tumorale. Par leurs capacités contractiles, elles régulent le flux sanguin et
participent a la transduction de signaux mécaniques au niveau de I'endothélium. La
contrainte de cisaillement a laguelle est soumise la surface endoluminale vasculaire joue un
réle fondamental sur de nombreuses voies de signalisation. Elle induit la production de
radicaux libres oxygénés (O;), la libération de monoxyde d’azote (NO) et la synthése de
MMP par les cellules endothéliales. L’interaction NO/O,- produit du peroxynitrite, qui active
les MMP. Ces dernieres dégradent la matrice extracellulaire, provoquant d'une part
I'apoptose des cellules ayant perdu leurs attaches matricielles et d’autre part 'augmentation
du calibre des vaisseaux. Le NO peut aussi, avec le concours des facteurs de croissance
stimulés par la contrainte de cisaillement, participer a 'hyperplasie des cellules vasculaires.
L’activation de la protéine kinase Akt protege la cellule endothéliale de I'apoptose en inhibant
la voie de caspases: soit en activant la synthése de NO par lintermédiaire de la NO

synthase (eNOS), soit en phosphorylant Bad (Bcl-2-antagonist of cell death), empéchant sa
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liaison avec Bcl-2 (B-cell/llymphoma 2) ou Bcl-XL (Bcl-2-like 1) a la membrane des

mitochondries.

L’activation d’Akt peut également induire I'expression de génes favorisant la survie
cellulaire. La contrainte de cisaillement peut stimuler soit directement, soit indirectement (via
la synthése de facteurs vasoactifs), plusieurs voies menant a I'activation des MAP-kinases.
La contrainte de cisaillement stimule la libération d’angiotensine Il (Ang 2) et de VEGF, qui
interagissent ensuite avec leurs récepteurs respectifs (couplé a une protéine G
hétérotrimérique dans les cas de '’Ang 2, ou a une tyrosine kinase dans le cas du VEGF). La
contrainte de cisaillement peut aussi induire la phosphorylation des c-Src kinases (Src), ou
stimuler les intégrines qui sont fonctionnellement liées aux protéines du cytosquelette y
compris les FAK (focal adhesion kinases). Des phosphorylations successives menent a

I'activation des ERK 1/2 ou des JNK qui conduisent a la transcription génétique [46].

D’autre part, les CML jouent un rdle de filtre cellulaire favorisant la survie des cellules
endothéliales. Par un jeu d’interactions trés sensibles entre les cellules tumorales,
endothéliales et musculaires, les péricytes modulent les signhaux induits par les facteurs de
croissance sécrétés par la tumeur et contrdlent ainsi la survie et la prolifération des cellules
endothéliales. Le PDGF-BB, sécrété par la tumeur et les cellules endothéliales, active chez
les péricytes la voie de signalisation PI-3 kinase/P-Akt qui conduit a la sécrétion de VEGF
par ces cellules. Ce VEGF, s’additionnant a celui produit par la tumeur, active les cellules

endothéliales et les préserve d’une mort apoptotique.

Méme lorsque le processus d’artériogenese est aboutit, les vaisseaux tumoraux
présentent des caractéristiques sensiblement différentes de la normale physiologique. lls se
distinguent des vaisseaux normaux par une morphologie plus tortueuse, un calibre irrégulier,

avec la présence de nombreuses zones dilatées, et une permeéabilité accrue. Ces
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différences sont dues aux contraintes mécaniques liées a la croissance rapide de la tumeur,

ainsi qu’a la structure de la paroi vasculaire.

Il existe une forte corrélation entre la densité en micro-vaisseaux et I'évolution clinique
(progression tumorale et survie des patients), de nombreux cancers : sein, colorectal,
poumon, peau, téte et cou, SNC [47]. Plus la tumeur est vascularisée, plus sa croissance est

rapide et plus le risque de dispersion métastatique est important.

La paroi des vaisseaux tumoraux n’est pas aussi clairement délimitée en couches
cellulaires distinctes (intima, media, adventice) que la paroi normale. Les cellules tumorales
participent elles aussi a la formation des capillaires irrigant certaines tumeurs (mélanomes)
(Figure 10). Ce phénomene de vasculogenése tumorale (Vasculogenic mimicry, VM)
implique des cellules tumorales qui se conduisent comme des cellules endothéliales. Elles
expriment des protéines comme les VEGFR-1 et 2, la vascular endothelial (VE)-cadherin, la
laminine-5 ou encore le marqueur CD34. Ce type de profil d’expression génétique permet
aux cellules tumorales de dégrader la MEC, de migrer et former des capillaires a I'instar des
cellules endothéliales. Dans 14 % des vaisseauy, les cellules tumorales peuvent représenter
jusqu’a 25 % du périmétre de la paroi vasculaire et 1 million de cellules tumorales par
gramme et par jour peuvent étre relarguées dans la circulation sanguine {Carmeliet, 2000

#22).
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Figure 10 : Implication des cellules cancéreuses dans la vasculogenése tumorale [48].

L’extension hématogéne des cellules cancéreuses s’effectue, soit secondairement
par lintermédiaire des voies lymphatiques qui aboutissent au réseau sanguin, soit
directement par effraction des membranes vasculaires sanguines. La voie hématogéne
directe est d’autant plus facile a atteindre que la paroi des vaisseaux péri-tumoraux est fine
et que la pénétration des cellules tumorales se fait régulierement par I'intermédiaire des
petits capillaires sanguins. Par ailleurs il existe, particulierement dans le cas des sarcomes,
des lacunes vasculaires bordées de cellules tumorales, qui favorisent davantage encore

I'accélération du processus de dissémination.

De plus, les tumeurs secondaires dérivées des métastases, parfois diagnostiqguées
avant la tumeur primitive sont fréquemment inopérables, et ne permettent qu’un recours a la
chimiothérapie, avec ou sans le bénéfice supplémentaire de la radiothérapie. La

dissémination des meétastases constitue actuellement I'écueil majeur du traitement des
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tumeurs solides représentant plus de 95 % des cancers, tous types histologiques confondus

(Tableau 2).

Site primaire Os Poumon Foie Cerveau
Hépatome 8 20 X

(Esophage 4-7 20-35 20-32 <1
Estomac 5-10 20-30 35-50 1-4
Pancréas 5-10 25-40 50-87 1-4
Mélanome 30-40 60-80 70 40
Sein 50-85 60 45-60 15-20
Thyrode 39 65 60 <1
Hodgkin 50-70 50-70 60 20
Non-Hodgkin 25 30-40 51 1
Poumon 30-50 20-40 30-50 15-30
Colorectal 5-10 20-43 71 <1
Ovaire 2-6 10 10-15 <1
Utérus 5-12 30-42 15-30 <5
Rein 30-50 50-75 35-40 7-8
Vessie 12-25 25-30 30-50 <1
Prostate 50-70 13-20 13 <2
Neuroblastome 80 25 70 25-50
Osteosarcome 25 75 5 &h

Tableau 2 : Incidence des métastases sur différents organes.

Les valeurs indiquent la fréquence en pourcentage d’apparition de métastases en fonction

du cancer primaire.

Une fois le processus métastatique enclenché et les métastases a distance
présentes, la maladie atteint un stade critique, avec généralement une perte d'efficacité de la
chimiothérapie (phénoméne de chimiorésistance) et de I'hormonothérapie (perte des
récepteurs hormonaux a la surface des cellules). La maladie entre en stade final dit

d'échappement thérapeutique.

MOUSSEAU Yoanne | Faculté de pharmacie | mai 2013 46



La mise en place de mécanismes concertés complexes (dégradation du tissu de
soutien, prolifération, reconstruction) fournit de nombreuses cibles d’intervention

thérapeutique anti-angiogénique.

1.2.4. Mécanismes cellulaires
1.2.4.1. Dégradation de la matrice et MMPs

Le systtme uPA (urokinase) et son récepteur, facteurs clés de [lactivation du
plasminogéne en plasmine, participe a la dégradation de la MEC, a l'activation des autres
cascades protéolytiques, mais aussi a la signalisation via les intégrines. Les cathepsines,
protéases a cystéine de localisation lysosomiale, mais également sécrétées, participent
aussi a la dégradation de la MEC. La cathepsine B jouerait aussi un role dans I'activation de

'uPA, montrant I'étroite interdépendance des différentes cascades (Figure 11).

Convertases

Dégradation Inactivation
de la matrice de cytokines
Sécrétion de IL-1p Cytokines Récepteurs  Molécules  piyers
TGF- 1 TNF IL-6R d'adhésion  cp3o
TGF TNFR1 CD43 ACE
CSF TNFR2 CD44
CD16
L-Selectine

Figure 11 : Activité et régulation des MMPs (sigmaaldrich.com).
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Les MMPs appartiennent & une vaste famille d’une vingtaine d’endopeptidases
contenant un ion zinc dans leur site catalytique dont I'activité est dirigée contre les différents
constituants de la matrice extracellulaire. La majorité d’entre elles se trouve sous forme libre
dans le tissu interstitiel. Il en existe cependant quelques unes qui sont des enzymes
membranaires. Leur expression est stimulée par des facteurs de croissance, des cytokines,
des promoteurs de tumeurs et par les interactions intercellulaires ou cellule-MEC. Leur
activité est modulée par des inhibiteurs tissulaires spécifiques (TIMPs). Plusieurs études, en
particulier animales, ont montré I'importance des MMPs dans la pathogenése des cancers.
En régle générale, chez les animaux dont un gene de MMP est invalidé ou surexprime un
TIMP, on observe moins de cancers spontanés ou induits. Cependant, il a aussi été montré
que I'expression de MMP9 ne provient pas nécessairement de la tumeur. Le phénotype
métastatique peut étre restauré par des cellules de la moélle exprimant MMP9. Ainsi, les

cellules tumorales utilisent des protéases exprimées par des cellules inflammatoires.

Certains facteurs de croissance sont liés a la MEC et sont libérés lors de sa
dégradation, accentuant le phénoméne de I'angiogenése. De méme, certains composants de
la MEC, une fois libérés par le processus de dégradation, grace a des motifs normalement
cryptigues peuvent exercer une action stimulatrice ou inhibitrice. Ainsi des fragments de
collagene XV (endostatine) ou de collagéne IV (arrestine, tumstatine, canstatine) sont parmi

les plus puissants inhibiteurs de la prolifération et la migration des cellules endothéliales.

1.2.4.2. Cellules vasculaires et cytokines.

A linstar de la croissance tumorale, 'angiogenése tumorale est sous l'influence d’'un
grand nombre de cytokines pro- ou anti-angiogéniques agissant sur les différents types de
cellules constituant la paroi vasculaire (Tableau 3). Les mécanismes de prolifération et de

migration des cellules endothéliales ou musculaires vasculaires sont particulierement
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complexes du fait du nombre de facteurs intervenant, de la sensibilité des modes de

régulation et de I'évolution constante du processus angiogénique s’adaptant aux besoins de

la tumeur. De ce fait, I'identification précise du réle de chacun de ces facteurs est difficile.

Parmi les cytokines impliquées on trouve des protéines activatrices de récepteurs a

activité tyrosine-kinase comme VEGF, FGF, PDGF, EGF (Figure 12). Chacune d’entre elle,

existe sous différentes isoformes capables d’activer spécifiquement plusieurs homo ou

hétérodiméres de récepteurs [49].

Facteurs pro-angiogéniques

Angiogénine

Angiopoiétine-1

«Epidermial growth factor» (EGF)
«Fibroblast growth factor» (aFGF, bFGF)

«Hepatocyte growth factor» (HGF)

«Insuline like growth factor» (IGF1-2)
Interleukines (IL-1-6-8)
«Placental growth factor» (PLGF)

«Platelet-derived growth factor» (PDGF)

«Platelet-derived endothelial growth factor» (PD-

ECGF)

«Secreted protein acidic and rich in cystein» (SPARC)

«Sphingosine-1-phosphate» (S1P)

«Transforming growth factor» (TGF-a, TGF-B) *

«Tumor necrosis factor» (TNF-a)
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Facteurs anti-angiogéniques

Angiostatine
Angiopoiétine-2
Endostatine

Facteur 4 plaquettaire

Fragments de la prolactine
Héparinase |, llI

maspin

« matrix metalloprotease 2 » (MMP2)
«Tissular inhibitor of matrix

metalloprotease» (TIMP 1, 2, 3)

Interférons (INF a, B, y)

«Pigment epithelium derived factor»
(PEDF)
Protamine

«Transforming growth factor» (TGF-B) *

49



«Vascular endothelial growth factor» (VEGF-B-C-D) Trombospondine-1

* Le rble du TGF-B est complexe puisqu' in vitro il inhibe la croissance des cellules

endothéliales et in vivo il induit I'angiogenése.

Tableau 3 : Principaux facteurs endogenes régulant I'angiogenése tumorale [50-52].

Cellules
de I'héte

Cellules
tumorales

Facteurs de
Cellule | transcription

endothéliale Protéases
Protéines
structurelles
Enzymes
métaboliques

Figure 12 : Récepteurs a activité tyrosine kinase et angiogenése tumorale.
Certains facteurs de croissance (FCs) peuvent activer des récepteurs a activité

tyrosine kinase (RTKSs) et induire divers réponses cellulaires.
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On trouve aussi des activateurs de récepteurs couplés aux protéines G comme S1P

{Kohno, 2006 #24;Skoura, 2007 #28}. Ce sphingolipide peut activer cinq récepteurs de la

méme famille (S1PR1-5) pouvant induire des signaux cellulaires variables (Figure 13).

N ®

Proliferation Migration
Nature Reviews | Cancer

Figure 13 : Famille de récepteurs activés par la S1P [25].
En outre, certaines cytokines ont le pouvoir de transactiver le récepteur d’'une autre
cytokine afin d’en moduler le signal [25, 53] (Figure 14). Ainsi, la communication intra et

intercellulaire est influencée par la variété des stimuli, leurs intensités relatives et leurs

activités synergigues ou antagonistes.
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Figure 14 : Transactivation des facteurs de croissance angiogénique [25].

Concernant le recrutement des cellules musculaires de la paroi vasculaires, le TGF-,
Angl, le bFGF, le PDGF-BB, et la S1P semblent jusqu’a maintenant constituer les acteurs
centraux de ce phénomeéne (Figure 15) {Papetti, 2003 #25;Bondjers, 2003 #26;Stoeltzing,
2003 #27}. Le TGF-B, issu de I'endothélium, intervient dans la différenciation des péricytes.
L’activation de TGF-B latent est dépendante du contact entre cellules endothéliales et
musculaires. Le signal Angl/Tie2, dérivé des péricytes, induit la stabilisation des cellules
endothéliales. Inversement, Ang2/Tie2 déstabilise la paroi vasculaire par un effet antagoniste
[54]. Le bFGF et le PDGF-B exercent un puissant pouvoir prolifératif et chimiotactique,
nécessaire a la division des péricytes et des CMLs lors de la formation de la « néo-média ».
Enfin, le signal S1IP/S1PR1 provenant des cellules endothéliales participe a I'établissement

d’'une couverture stable et homogéne des péricytes autour du néo-vaisseau [55].
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Figure 15 : Cytokines et recrutement des cellules musculaires vasculaires {Armulik,
2005 #29}.

Cependant, les effets combinatoires de ces différents facteurs restent obscurs. Si la
voie S1P/S1PR1 activée chez les cellules endothéliales, stabilise le néo-vaisseau [56],
certaines études in vitro, démontrent une régulation négative de la S1P sur la migration des
CMLs induite par le PDGF-B [57]. En outre, les cinq récepteurs susceptibles d’étre activé par
la S1P ne sont pas distribués de maniere homogene sur tous les types de cellules [58]. Le

récepteur S1PR1 est majoritaire chez les cellules endothéliales, mais S1IPR3 et a un
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moindre niveau S1PR2 sont principalement exprimés par les CMLs chez le rat adulte [59,

60].

Si aujourd’hui, un certain nombre de facteurs de croissance a été identifié ainsi que la
voie de signalisation intracellulaire qu’ils activent, leur effet potentiel sur les cellules
vasculaires, et leurs interactions restent en grande partie mystérieuse. Les inhibiteurs
spécifiques, d’'un ou plusieurs facteurs de croissance similaires, ont eu dans les années 90
un impact majeur pour élucider le rble physiologique et le fonctionnement moléculaire de
diverses cytokines. Depuis les années 2000, de nouvelles molécules inspirées de celles
utilisées pour la recherche fondamentale ont permis d’obtenir des résultats thérapeutiques
trés encourageants lors d’essais cliniques. En effet, I'approche antiangiogénique du
traitement des tumeurs porte maintenant ses fruits avec I'apparition de molécules ciblant les
facteurs de croissance ou les voies de signalisation qu’ils activent durant 'angiogenése

tumorale.

1.2.5. Mécanismes moléculaires

La plupart des facteurs caractérisés comme intervenant dans les mécanismes
d’angiogenése font ou ont fait 'objet d’études visant a les inhiber par le biais de molécules
végétales ou synthétiques (Tableau 5). Diverses stratégies ont été mises en ceuvre en

fonction de la molécule ciblée (Figure 16).

Les MMPs semblent participer a la mise en place du "switch" angiogénique. Pour ces
raisons, différentes approches thérapeutiques sont développées pour inhiber I'activité des
MMPs[61]. Les inhibiteurs naturels (TIMP1 et 2) ou synthétiques (batimastat, marimastat), la
calphostine (inhibiteur de la PKC), ou encore des vecteurs antisens et des ribozymes se sont

montrés efficaces dans des sytémes in vitro ou dans des modéles animaux.
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Figure 16 : Différentes stratégies d’inhibition de I'angiogenése[62].
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Plant species Compound Mechanism Refs

Angiogenic compounds

Aloe vera p-Sitosterol Stimulates HUVEC motility; enhances expression of von Willebrand [64,65]
factor, VEGF, VEGF receptor Flk-1 and laminin

Vitis spp. (grape) Resveratrol Upregulates VEGF and Flk-1 [38]

Panax ginseng Ginsenoside Rg1 Upregulates eNOS expression, which activates the PI3K-Akt pathway [42]

(ginseng)

P. ginseng Ginsenoside Re Stimulates EC proliferation, migration and tube formation [43]

Astragalus Unknown Unknown [46-49]

membranaceus (huangaqi)

Angelica sinensis (danggui) Unknown Unknown [46-49]

Salvia miltiorrhiza (danshen) Salvianolic acid B Upregulates the genes encoding MMP-2, VEGF, VEGF receptor 2 [50]
and Tie-1

Antiangiogenic compounds

Glycine max (soybean) Genistein Suppresses VEGF and FGF-2 expression; inhibits receptor tyrosine [26-30]
kinase; inhibits activation of NF-kB and Akt signalling pathways

Camellia sinensis (green tea) EGCG Abrogates VEGF signalling by interfering with formation of [31-34]
VEGF receptor 2 complex

Vitis spp. (grape) Resveratrol Disrupts Src-dependent VE cadherin tyrosine phosphorylation [35,36]

Taxus brevifolia (Pacific yew Taxol® Disrupts microtubule cytoskeleton; inhibits VEGF production; inhibits [8-14]

tree) HIF-1¢ protein

Vinca rosea (periwinkle) Vincristine Disrupts microtubule cytoskeleton; inhibits VEGF production [10-12]

Camptotheca Camptothecin Blocks topoisomerase |; inhibits EC proliferation and tube formation; [15-18]

acuminata decreases HIF-1a and VEGF expression

Combretum caffrum (African Combretastatin Inhibits tubulin assembly [20-23]

bush willow tree)

Glycyrrhiza uralensis Isoliquiritin Inhibits tube formation [66,67]

(liquorice)

P. ginseng Ginsenosides Rb1, Rb2 Inhibit VEGF production by tumour cells [41,44,45]

and Rg3
S. miltiorrhiza (danshen) TIA G,-G, arrest of ECs [51,62]
Cryptotanshinone Apoptosis of ECs

Sinomenium acutum Sinomenine G4-Gy arrest of ECs [63,54]

Tripterygium wilfordii Hook.f.  Triptolide Inhibits VEGF expression and secretion from ECs; inhibits COX-1, COX-  [53,55-
2 and 5-lipoxygenase; decreases transcription of the gene encoding 58]
inducible nitric oxide synthase

Cordyceps militaris Unknown Inhibits FGF-2 expression in ECs and MMP-2 expression intumourcells  [68]

Ganoderma lucidum Polysaccharide peptide ~ Causes EC apoptosis by reducing Bcl-2 expression and increasing Bax  [69]
expression; decreases VEGF secretion from tumour cells

Tableau 4 : Composés végétaux pro- et antiangiogéniques[63].

Cependant, il faut noter que quelques modeles expérimentaux ont montré des résultats

contradictoires. En effet, les résultats des quelques essais cliniques, phase |l
(Prinomastat+carboplatine et BMS-275291+carboplatine) se sont avérés décevants en
augmentant la toxicité du traitement sans amélioration de la survie des patients atteints de
cancers du poumon non a petites cellules. Etant donné la diversité des phénoménes
biologigues impliquant les MMPs et les TIMPS : invasion, angiogenese, prolifération, survie
cellulaire et apoptose, nos connaissances semblent aujourd’hui insuffisantes pour permettre

des applications clinigues efficaces.

Jusqu’a maintenant, la majorité des traitements ciblés a visé la voie du VEGF selon

différentes approches moléculaires.
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Le Bevacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal recombinant bloquant 'accés
du VEGF-A a son récepteur. C’est un des seuls agents antiangiogéniques disponible en
clinique associé aux chimiothérapies a base de fluorouracile. Apres des résultats
prometteurs des essais cliniques de phase I, des études de phase Il ont démontré
I'efficacité supérieure de la combinaison Bevacizumab/chimiothérapie sur la chimiothérapie
seule avec cependant un risque accru d’hémoptysie due a la dégradation de la molécule par

la tumeur.

Une autre stratégie consiste a inhiber, non pas le VEGF lui-méme, mais ses
récepteurs. Plusieurs composés sont en essais cliniques de phase | et Il tels que ZD6474,
AZD2171, SU5416, BAY43-9006 et PTK796 [64]. Ces molécules sont principalement des
inhibiteurs du VEGFR-2, mais elles présentent aussi des propriétés anti-VEGFR-1, anti-
EGFR (ZD6474), associées a une diminution de la sécrétion de bFGF et de TGF-q, et anti-

PDGFR-B (AZD2171, SU5416, BAY43-9006 et PTK796).

Malgré les résultats encourageants obtenus avec ces thérapies ciblées (Figure 17), il
semble que l'avenir réside dans la combinaison optimale de plusieurs traitements ciblés
alliés aux chimiothérapies, dans la mesure ou linhibition d’'une seule voie de signal
angiogénigue ne permet pas de stopper radicalement la progression tumorale. La principale

limite sera constituée par le rapport efficacité/toxicité du traitement.
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Figure 17 : Exemples d’agents anti-vasculaires en développement pour le traitement
de cancer du sein [65].

1.2.6. Cibles thérapeutiques

Les nouveaux enjeux de la thérapie antiangiogénigue du cancer consistent a atteindre
de nouvelles cibles cellulaires. En effet les molécules décrites précédemment, vont
principalement agir sur la phase « précoce » de I'angiogenése. Ces mécanismes sont
presque continuellement activés afin d’irriguer les nouveaux territoires colonisés et adapter
la vascularisation a la taille et a la forme de la tumeur. Cette adaptation induit principalement
la dégradation de la MEC et la prolifération/migration des cellules endothéliales. Toutefois,
lorsque la tumeur a établi une vascularisation « stable » (artériogenése), la paroi n’est plus
seulement constituée de cellules endothéliales mais aussi de cellules musculaires. C’est le
cas de la plupart des tumeurs qui ne sont pas détectées a un stade précoce. Dans ce cas,

I'échappement au traitement apparait quasi inévitable puisque les traitements actuels ne
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permettent que trés peu d’agir sur une paroi vasculaire mature. Ainsi, la tumeur,
partiellement irriguée, peut survivre a I'état latent. Les péricytes et les CMLS n’étant pas
sensibles aux mémes stimuli que les cellules endothéliales, il semble donc fondamental de
trouver de nouvelles combinaisons de molécules ainsi que des vecteurs permettant de les

acheminer de maniéere spécifique afin d’atteindre ces cellules.

Le SUG668 a été produit dans ce sens. C’est un inhibiteur de Flk-1/KDR (VEGFR),
PDGFR-B et FGFR1 [66, 67]. L’action simultanée sur ces trois voies du signal angiogénique
a permis d’obtenir des résultats significatifs in vitro avec une diminution de 37 % de la
densité vasculaire et de 53 % de la taille de la tumeur sur un modéle de chondrosarcome
chez la souris [68]. Mais les conclusions de I'essai clinique de phase | le concernant ont
stoppé net les espoirs qu’il suscitait [69]. Sa faible biodisponibilité et sa toxicité ont mis fin a
son utilisation en clinigue humaine. Un composé voisin, le sunitinib malate (SU11248) doué
de propriétés inhibitrices comparables et des qualités pharmacologiques supérieures [70] a
obtenu une AMM pour le traitement de tumeurs stromales gastro-inestinales et de néphro-

carcinomes.

On constate donc qu’actuellement peu de molécules sont a méme de cibler les cellules

de la media vasculaire.

1.3. Les traitements en cancérologie

Les différentes classes de molécules utilisées dans le traitement des tumeurs solides
ne seront pas abordées ici de maniére exhaustive. L’essentiel du travail expérimental ayant
été réalisé sur un modele de cancer du sein chez le rat, nous nous attacherons
principalement dans ce chapitre a décrire les traitements de ce type de cancer. Toutefois
I'approche thérapeutique utilisée dans le traitement des cancers du sein est comparable a

celle utilisée pour les tumeurs d’autres organes et les combinaisons de différentes classes
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de molécules semblent appelées a se généraliser pour de nombreux cancers afin

d’augmenter I'efficacité thérapeutique et de diminuer les chimiorésistance.

D’aprés les criteres d’évaluation de la réponse antitumorale en clinique (RECIST:
Response Evaluation Criteria in Solid Tumors), la réponse au traitement équivaut a une
diminution d’au moins 30 % du volume tumoral. Les agents de chimiothérapies sont actifs
dans 90 % des tumeurs primaires mais seulement dans 50 % des métastases [71]. Depuis
les 30 dernieres années les traitements du cancer du sein sont en constante évolution, avec
lavenement des anthracyclines (Doxorubicine...) dans les années 80, des taxanes
(Paclitaxel, Docetaxel..) dans les années 90 et le début de I'utilisation des thérapies ciblées

dans les années 2000 [72].
1.3.1. Chimiothérapies cytotoxiques

Les différentes classes d’agents anticancéreux cytotoxiques et leur mode d’action sont

résumeés dans le Tableau 6.
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CLASSE DCI Nom de spécialité MODE D’ACTION
Inhibition de la synthése
, . des acides nucléiques,
Antimétabolites 5 g;u‘)ég{;g?ﬁ'ele Fluc))(rgl-égz%le® premiéere étape nécessaire
P a toute synthése d’ARN ou
ADN
L . Action sur le cytosquelette
V_|ncr|st|_ne Oncov,|n® de la cellule en bloquant
Poisons du V_mblastl_ne Velb¢® I'équilibre dynamique
fuseau Vinorelbine Navelbine® (polymérisation/dépolyméri
gggleﬁ:((ill TaT;(;(t(c?alrcz® sation) des microtubules
lors de la mitose
Intercalant de 'ADN
- . . Inhibition des
Doxorubicine Adriblastine® : .
Intercalants Epirubicine Farmorubicine® topoisomerases
Production de radicaux
libres
Liaisons covalentes avec
diverses molécules
biologiques en particulier
Alkvlants Cyclosphophamide Endoxan® I’ADN, ce qui perturbe la
y Ifosfamide Holoxan® synthese des protéines et
la division cellulaire.
Production de radicaux
libres

Tableau 5 : Les différentes classes d’agents anticancéreux indiqués dans le cancer du
sein classés par mode d’action.

Ces différentes molécules sont utilisées avec des fréquences variables pour le traitement
des cancers du sein.

1.3.2. Thérapies ciblées

Au cours des derniéres années, des améliorations dans la compréhension des
événements moléculaires conduisant au développement du cancer ont permis l'identification
de nouvelles cibles moléculaires. Une des premiéres preuves de concept de cette approche
a été apportée avec l'utilisation de I'anticorps monoclonal anti-HERZ2, le Trastuzumab ou
Herceptin®, pour les patientes avec des tumeurs surexprimant le récepteur a HER2 [73].
Puis, I'anticorps anti-VEGF, le Bevazucimab, a confirmé l'intérét porté a ce nouveau type de

thérapies dans le cadre du cancer du sein [74].
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1.3.2.1. L’hormonothérapie

L’hormonothérapie est utilisée depuis de nombreuses années pour traiter les patientes

présentant une tumeur exprimant les récepteurs hormonaux (aux estrogénes et a la

progestérone) [75]. Environ 60 % des tumeurs mammaires expriment ces types de

récepteurs, elles sont appelées hormono-dépendantes. Les hormonothérapies agissent soit

en modulant I'activité des récepteurs aux estrogénes, soit en diminuant le taux d’hormones

circulantes. Le Tamoxiféne, un modulateur du récepteur aux estrogénes, est le traitement le

plus communément utilisé depuis plus d’une vingtaine d’années [76], néanmoins d’autres

molécules peuvent étre utilisées (Table 7). Cependant, le probléme de la résistance au

Tamoxifene a compliqué le traitement du cancer du sein exprimant les récepteurs aux

estrogénes et une nouvelle vague de thérapies ciblées est apparue au cours de ces dix

derniéres années.

CLASSE

DCI

Nom de Spécialité

Mode d’action

Anti-estrogénes

Tamoxifene

Nolvadex®

Agoniste-antagoniste des
récepteurs aux
estrogenes présentant
des effets antagonistes
au niveau de certains
tissus en particulier au
niveau de I'épithélium
mammaire normal et
tumoral, et des effets
agonistes au niveau
d’autres tissus tels que
I'os et 'endomeétre

Fulvestrant

Faslodex®

Anti-estrogénes purs.
Entre en compétition avec
les estrogénes aux
niveaux de leurs
récepteurs spécifiques

Antiaromatases

Exemestane
Anastrozole
Letrozole

Aromasine®
Arimidex®
Femara®

Inhibe I'activité de
'aromatase. L’aromatase
est un systeme
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enzymatique qui permet
la conversion des
androgénes en
estrogénes

Action par inhibition de

. Médroxyprogestérone | Depo-prodasone® | I'axe hypothalamo-
Progestatif AP
Megestrol Megace® ovarien, ils diminuent le
taux d’estradiol
Suppression de 'axe
Agonistes de la Goséréline Zoladex® hypothalamo-ovarien, ils
LH-RH Leuproréline Enantone® diminuent le taux

d’estradiol

Tableau 6 : Différentes stratégies d’hormonothérapies utilisées pour le traitement du
cancer du sein.

1.3.2.2. HER2/ErbB2 comme cible thérapeutique

La famille des récepteurs HER/ErbB (Human epidermal growth factor receptor) est une

famille comprenant 4 récepteurs cellulaires de surface, HER1/ErbB1l, HER2/ErbB2,

HER3/ErbB3 et HER4/ErbB494. Ces récepteurs possedent un domaine extracellulaire, une

région transmembranaire et un domaine intracellulaire possédant une activité tyrosine kinase

[77] (a 'exception d’HER3) (Figure 18). lls interviennent dans la régulation de la croissance

cellulaire, la différenciation et la survie.
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Figure 18 : La famille des récepteurs HER.

Cette illustration permet de visualiser les inter-relations complexes entre les différents
membres de la famille HER, et leurs voies de signalisation. L’activation des récepteurs HER
peut soit stimuler soit inhiber la signalisation en aval d’autres voies biologiques. A noter que
HER2 n’a pas de ligand connu et que HER3 ne posséde pas de domaine a activité tyrosine
kinase. [78]

L’activation des récepteurs nécessite trois composants : un ligand, un récepteur, et un
partenaire de dimérisation. Quand un ligand spécifique se lie a son récepteur HER, il doit
étre associé a un récepteur de structure similaire ce qui conduit a leur dimérisation. Cet
événement initie une cascade de phosphorylation et la transduction du signal qui permet la
transcription des génes spécifiques impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire. Les
récepteurs de la famille HER peuvent s’assembler en différentes combinaisons et former des
homo- et hétérodimeéres. Tous les récepteurs HER interagissent avec un ligand spécifique a
'exception de HER2, pour lequel aucun ligand naturel n’a été identifié. Cependant, un grand
nombre de facteurs de croissance (tels que I'EGF, le TGF, 'amphireguline, I'heparine-

binding, 'EGF-like growth factor, la bétacelluline, I'épiréguline et les neurégulines) ligands
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d’'HER1, HER3 et HER4 peuvent déclencher une dimérisation rapide par le recrutement
préférentiel dHER2 pour la formation d’un complexe hétérodimére. Ces hétérodimeéres
contenant HER2 sont plus stables et induisent une transduction du signal ainsi qu’'une
stimulation plus forte et prolongée que les combinaisons de diméres ne comprenant pas

HER [79-81].

L’amplification du géne HER2 et/ou la surexpression de la protéine a été identifié dans
25 a 30 % des cancers du sein [80]. L'amplification du géne codant pour HER2 dans le
cancer du sein est associée a une augmentation de la prolifération, de la maotilité cellulaire,
de linvasion tumorale, de la formation de métastases, de 'angiogenése tumorale et a une
réduction de 'apoptose [82]. Ces caractéristiques sont responsables d’'un phénotype tumoral
tres agressif et corrélé a de faibles chances de survie pour ce type de patientes [83]. En
conséquence, l'intérét pour le développement de thérapies anti-HER2 a été particulierement
important. Le Trastuzumab (Herceptin®, Genetech/Roche) est la premiére thérapie ciblée
anti-HER2 approuvée par la FDA (Food and Drug Administration) en 1998 pour le traitement
des patientes surexprimant HER2 dans le cancer du sein métastatique [84]. C’est un
anticorps monoclonal humanisé qui se lie avec une haute affinité au domaine extracellulaire
de HER2 et permet I'inhibition de la prolifération des cellules tumorales le surexprimant [85].
Le Trastuzumab montre un taux de réponse élevé chez les patientes atteintes de cancer du
sein métastatiques HER-2 positifs [86], que ce soit en combinaison et/ou apres une
chimiothérapie standard adjuvante [87]. Ce succés a ouvert la porte a d’autres stratégies

thérapeutiques ciblées contre HER2 qui sont résumées dans le Tableau 8.

DCI
(Nom de Cible Type Mécanisme d’action
spécialité)
Trastuzumab Anti-HER2 Anticorps Liaison a HER2
(Herceptin®) monoclonaux bloguant les voies de
humanisés signalisation en aval

Favorise la dégradation
par endocytose
d’'HER2
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Pertuzumab Anti-HER2 Anticorps Liaison a HER2 et
(Omnitarg®) monoclonaux inhibition de sa
humanisés dimérisation

Trastuzumab Anti-HER2 Immunoconjugué Libération directe de

(DMI) 'agent de
chimiothérapie dans le
tissu cancéreux

Lapatinib Anti HER2 /EGFR Inhibiteur de Inhibe

(Tyverb®) tyrosine kinase I'autophosphorylation
des tyrosines kinases
Bloque la transduction
du signal intracellulaire
d’EGFR et HER2

Gefitinib Anti HER2 /EGFR Inhibiteur de Inhibe

(Iressa®) tyrosine kinase I'autophosphorylation
des tyrosines kinases
Bloque la transduction
du signal intracellulaire
d'EGFR et HER2

Neratinib Anti HER2 /EGFR Pan-erb inhibiteur Inhibe de maniére

de tyrosine kinase

irréversible
I'autophosphorylation
des tyrosines kinases
et la transmission
intracellulaire

Tableau 7: Nouvelles thérapeutiques ciblant HER2.

Celles indiquées dans le cadre du cancer du sein sont le Trastuzumab, le Lapatinib et le

Gefitinib [78].

1.3.2.3. Chimiothérapies ciblant ’'angiogenése tumorale

L’angiogenése tumorale tient une place importante dans la croissance, le maintien et
la dissémination métastatique du cancer du sein, de ce fait elle constitue une cible
thérapeutique particuliérement étudiée et exploitée depuis plusieurs années. De plus, les
thérapies anti-angiogéniques induisent peu d’effets secondaires car contrairement aux
cellules endothéliales intra-tumorales activées en permanence pour I'angiogenése tumorale,

les cellules endothéliales « normales » sont pour la plupart en état de quiescence [88].
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L’angiogenése est un processus multi-étapes : chacune de ses étapes fait intervenir
différents facteurs plus ou moins importants. Chacun de ses facteurs peut étre considéré
comme une cible thérapeutique potentielle. Cependant, la plupart des agents anti-
angiogéniques développés et testés en clinique ciblent 'axe VEGF/VEGFR et ont pour but

l'inhibition de I'activation des cellules endothéliales (CE).

La premiére approche consiste a diminuer I'expression des facteurs de croissance
et/ou des récepteurs. Des oligonucléotides anti-sens neutralisant TARNm du VEGF ont été
développés afin de diminuer lI'expression du VEGF et ont montré un potentiel anti-
angiogénique [89]. Un antisens neutralisant I'angiopoiétine-1 a notamment été testé in vitro
sur des cellules tumorales de la lignée HelLa (cellules de cancer du col de l'utérus) et a
montré une diminution marquée de la croissance tumorale [90]. Des protéines contenant les
domaines extracellulaires des récepteurs (récepteurs solubles) ont été synthétisées afin de
capturer le VEGF circulant et d’en diminuer la biodisponibilité ; par exemple le VEGF-Trap.
Son affinité pour le VEGF est 100 fois supérieure a celle obtenue avec des anticorps
monoclonaux. Il supprime la croissance tumorale et la vascularisation in vivo, conduisant a
des tumeurs presque totalement avasculaires et a une diminution des métastases [91]. Un
ribozyme synthétique (Ribonucleic Acid Enzyme, molécule d’ARN qui catalyse son propre
clivage) anti-VEGFR-1 (RPI 4610/Angiozyme®) a été développé dans le but de bloquer la
synthése de ce récepteur et est actuellement en essai clinique de phase Il pour le cancer du

sein et le cancer colorectal [92].
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Figure 19 : Les trois mécanismes des inhibiteurs de I'angiogenése ciblant le VEGF
actuellement approuvés par la FDA. [93].

Deuxiemement, des agents se fixant soit sur le facteur de croissance, soit sur le
récepteur ont été élaborés afin d’inhiber l'interaction entre le ligand et son récepteur. Le
Bevacizumab (Avastin®) est le premier agent anti-angiogénique approuvé par la FDA pour le
traitement des cancers colorectaux métastatiques aux Etats-Unis en 2004 ; puis en Europe
'année suivante [94]. Il s’agit d’'un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF. |l
induit une diminution de la perfusion tumorale, de la densité des microvaisseaux, de la
pression interstitielle et du hombre de progéniteurs circulants des cellules endothéliales. Un
autre anticorps monoclonal a été élaboré, 'IMC-1C11. Il s’agit d’'un anticorps chimérique de
type IgGL1 dirigé contre le VEGFR-2, qui bloque le lien entre ce récepteur et son ligand. Une
étude de phase | chez 14 patients atteints d’'un cancer colorectal métastatique a permis une
stabilisation prolongée malgré la présence d’anticorps anti-chimériques chez sept patients
[95].

Enfin, des molécules agissent en aval de la transduction du stimulus angiogénique. Il
s’agit de petits inhibiteurs synthétiques de I'activité tyrosine kinase des récepteurs. Nous
pouvons citer, en premier lieu, le Semaxanib (SU5416) qui est un dérivé de l'indoline-2-one.
Ce composé bloque sélectivement l'autophosphorylation du récepteur VEGFR-2. Chez
'animal, il présente une activité antitumorale et permet d’'induire I'apoptose des cellules
endothéliales [96]. Cependant, suite aux nombreux incidents (embolies pulmonaires et
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infarctus du myocarde notamment) survenus lors d’essais cliniques, ceux-ci ont été
interrompus. Un analogue de cette molécule, le Sunitinib (SU11248, Sutent®) lui a été
préféré. En 2007, il fut approuvé par la FDA pour le traitement contre le cancer du rein [97].
Actuellement, de nombreuses études cliniques démontrent son efficacité dans le cadre du
cancer du sein [98]. Pour des raisons que nous exposerons plus loin, nous avons été

amenés a utiliser cette molécule.

Le Sunitinib (SU) est un inhibiteur de tyrosine kinase a cibles multiples et qui posséde
une activité anti-angiogénique et antitumorale grace a son inhibition sélective des récepteurs
VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, PDGFRa, PDGFRB, Kit, FLT3 (fms-related tyrosine kinase) et
CSF1 (Colony stimulating factor) [99] (Figure 20).

Le SU a été identifié au cours d’un screening de molécules visant a identifier des molécules
inhibitrices de VEGFRs et PDGFRs, qui ont un rdle important au cours de I'angiogenése

tumorale [100].
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Le Sunitinib malate interagit de maniére sélective avec les sites de liaison a 'ATP des
tyrosines kinases des récepteurs VEGFR, PDGFR, KIT, FLT3, CSF1R. L’inhibition de ces
récepteurs a de multiples effets sur les processus cellulaires incluant : la survie cellulaire, la
migration et la croissance des cellules endothéliales, la perméabilité vasculaire, le

recrutement des CMLs et péricytes ainsi que la lymphangiogénése [100].

Malgré les résultats encourageants obtenus avec ces thérapies ciblées dans le cadre

du cancer du sein (anticorps monoclonaux ou inhibiteurs de récepteurs a tyrosine kinase), il

semble que l'avenir réside dans la combinaison de plusieurs traitements ciblés alliés aux

chimiothérapies. Dans plusieurs études de phase Il et Ill, il a été démontré la supériorité des

combinaisons d’agents anti-angiogénigues a des chimiothérapies conventionnelles tels que

le Paclitaxel ou le Docetaxel par rapport au traitement anti-angiogénique seul [101, 102].
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1.3.3. L’avenir thérapeutique : du profilage des tumeurs aux combinaisons de

traitements

Face au constat d’échec thérapeutique devant un nombre de cas encore important,
l'avenir des traitements oncologiques semble se tourner vers une approche encore plus
ciblée. Toute la filiere oncologique, des laboratoires pharmaceutiques aux professionnels de
santé, doit tout d’abord faire face a linefficacité des traitements en fonction du type de
tumeur a traiter et du cas particulier que constitue chaque patient. Compte tenu des
contraintes techniques et légales, environ dix ans pour passer de la découverte d’une
molécule a son application thérapeutique, il semble illusoire d’attendre un développement
rapide et en grand nombre de nouvelles thérapeutiques afin de répondre aux besoins.
Ensuite, I'expérience de plusieurs dizaines d’années d'utilisation de certaines
chimiothérapies montre que les phénomenes de résistance sont en grande partie liés a la
variabilité génétique des cellules cancéreuses ainsi qu’aux spécificités métaboliques de

chaque patient.

Par conséquent, de nombreux chercheurs et cliniciens visent a optimiser les résultats
thérapeutiques par la détermination de profils génétiques des cellules tumorales et des
profils métaboliques des patients afin d’évaluer le niveau d’agressivité des tumeurs et
d’obtenir des facteurs prédictifs de réponse aux traitements. Ceci permet de choisir le
traitement le plus efficace et le mieux toléré. Cette approche a permis, dans le cas du cancer
du sein, d’identifier par exemple le géne HER2 comme un marqueur de I'agressivité tumorale
et de développer des traitements. Toutefois, si 'on considére de maniére globale 'ensemble
des types tumoraux, dont la variabilité est grande, et 'ensemble des patients, avec leurs
spécificités, cette approche n’en est encore qua ses débuts. En effet, ces outils
diagnostiques requiérent une généralisation des techniques de biologie moléculaire a haut
débit afin d’accélérer a la fois la découverte de nouveaux marqueurs ainsi que leurs
recherches en routine pour le diagnostic. Ces techniques sont pour linstant faiblement

disponibles dans les laboratoires de biologie médicale car elles nécessitent une mise en
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ceuvre par un personnel hautement spécialisé, sur une durée plus longue que les techniques

de biologie médicale courantes et un équipement codteux.

Par ailleurs, les contraintes économiques étant de plus en plus prégnantes dans le
domaine médical, de nouveaux protocoles thérapeutiques sont envisagés a partir des
molécules existantes. Parmi ces nouvelles stratégies, on trouve la chimiothérapie
métronomique. Son principe consiste a administrer, a des doses trés largement inférieures
aux posologies habituelles mais a une fréquence élevée, un agent cytotoxique déja
largement utilisé et dont les effets sont bien caractérisés. Cette approche, étudiée depuis
une dizaine d’années, a montré qu’a dose réduite ces molécules telles que le méthotrexate
ou la capécitabine exercent une action anti-angiogénique et anti-proliférative sur la tumeur

tout en réduisant leurs effets toxiques.

Enfin, I'étude et I'utilisation de combinaisons de traitements semble se généraliser pour
la plupart des types de tumeurs. Cette stratégie permet d’allier différentes classes de
molécules, par exemple cytotoxique et anti-angiogénique, afin d’optimiser la réponse au
traitement. Certaines combinaisons ont été testées en deuxiéme intention face a I'échec du
traitement de premiére ligne, d’autres ont été administrées de maniére séquentielle pour

limiter les chimiorésistances induites.

Aujourd’hui, fort des informations concernant les profils des tumeurs et des patients
ainsi que de I'expérience acquise de I'utilisation des combinaisons de traitements, I'alliance

de ces différents moyens semble constituer I'avenir des thérapeutiques oncologiques.

C’est donc dans cette dynamique et compte tenu des informations dont nous
disposions sur les effets anti-cancéreux et anti-angiogénique du sunitinib malate et du
fingolimod que nous avons choisi d’étudier le potentiel thérapeutique de la combinaison
Sutent®/Gilenya® sur un modele in vitro de cellules vasculaires ainsi que sur un modéle de

cancer mammaire chez le rat.
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2.1. Réactifs

Le PDGF-B provient de R&D Systems (Lille, France), la sphingosine-1-phosphate de
Sigma-Aldrich (Lyon, France), la tyrphostine AG1296 de Calbiochem (Darmstadt,
Allemagne), le VPC-23019 de Avanti Polar (Alabastar, AL, USA), le sunitinib malate

(SU11248) et le fingolimod (FTY720) de LC Laboratories (Woburn, MA, USA).

2.2. Cultures cellulaires

Les cellules Walker 256 ont été obtenues auprés de Cell Lines Service (Eppelheim,
Allemagne). Ces cellules ont été cultivées selon les recommandations du fournisseur. Les
cellules musculaires lisses vasculaires (Vascular Smooth Muscle cells; VSMCs) et les
cellules endothéliales d’aorte (Rat Aortic Endothelial cells; RAECs) ont été obtenues a partir
d’explants d’aorte thoracique de rats males Sprague-Dawley agés de 3 a 5 semaines. Les
techniques utilisées pour obtenir ces cellules sont respectivement des versions modifiées
des méthodes décrites par Sachinidis et al. [103] et Kwan et al. [56]. Aprés 4 passages, les
cellules endothéliales et musculaires lisses ont été caractérisées par immunocytochimie
grace a des anticorps dirigés contre I'a-actine des muscles lisses et contre le facteur de Von
Willebrand. Les cultures primaires de cellules endothéliales ont été utilisées entre les
passages 3 et 10 et les cellules musculaires lisses entre les passages 5 et 15. Les RAECs
ont été cultivées dans du RPMI (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) contenant 10% de sérum de
veau feetal (BioWhittaker, Walkersville, MD, USA) et les VSMCs dans du DMEM (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) complémenté avec 10% de sérum de veau fcetal. Ces différentes

cultures cellulaires ont été maintenues dans une atmosphére contenant 5% de CO,a 37°C.

2.3. Croissance cellulaire

Les VSMCs ont été ensemencées a une densité de 3.10° cellules dans des flasques

de 25 cm?®. Ces cellules ont été stimulées avec 10 % de sérum de veau foetal (SVF), 25
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ng/ml de PDGF-B, 1 uM de S1P et un mélange de 25 ng/ml de PDGF-B et de 1 uM de S1P
pendant 1 & 8 jours. Une fois la durée de stimulation atteinte, le milieu est éliminé et le tapis
cellulaire est lavé par un tampon phosphate stérile (PBS 1X : NaCl 140 mM, KCI 27 mM,
Na,HPO, 8 mM, KH,PO, 1,5 mM, pH 7,4). Les cellules sont détachées de leur support par
incubation de 5 minutes a 37°C avec une solution de trypsine-EDTA (0,05 %) (Life
Technologies). L’action de la trypsine est inhibée par addition de milieu de culture complet.
Les cellules sont ensuite comptées sur lame de Malassez par exclusion au bleu trypan ou a

l'aide du compteur Scepter Cell Counter (Millipore, France).

2.4. Migration cellulaire en gel d’agarose

Nous avons utilisé une méthode développée dans le laboratoire et publiée en 2007
[104].

2.4.1. Composition du gel d’agarose

Un gel est réalisé en diluant 1 % d’agarose dans un milieu compose de 50 % de PBS
et 50 % de DMEM supplémenté avec 10 % de SVF, et 2 mM de L-glutamine. Pour une boite
de petri de 60 mm de diameétre, 10 mL de solution finale d’agarose est nécessaire. 100 mg
d’agarose de type Il (Sigma) est ajouté a 50 mL de PBS. L’agarose est dissout dans le PBS
par un passage de 3 min. au four micro-ondes. 50 mL de 10 % SVF-DMEM sont ajoutés au
mélange agarose/PBS. La solution ainsi produite est coulée autour des formes en verres
permettant d’obtenir la forme des puits (Figure 21). Aprés 20 a 30 min. le gel est humidifié
avec 5 mL de DMEM et les formes de verres sont retirées. Avant d’ensemencer les cellules,
5 mL de DMEM (sans SVF) sont déposés a la surface du gel pendant 1 & 6 heures afin de
stabiliser le pH et de saturer le gel en milieu de culture pour éviter qu’il ne diffuse des puits

vers le gel pendant le test de migration.
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2.4.2. Différentes configurations de puits

Nous avons développé différentes configurations de puits adaptées au type de cellule

et au type de migration étudiées. Deux configurations de puits ont été retenues.
2.4.2.1. Puits rapprochés

Dans la premiere configuration, 3 puits de 12 mm de diamétre séparés par 1 mm

d’agarose sont formés dans le gel (Fig. 21A et B).

Pour les puits de 12 mm de diamétre, les cellules sont ensemencées a 80.10°
cellules par puits. Apres 24 heures de culture dans un milieu standard (DMEM-10 % SVF), le

milieu est retiré et remplacé par du DMEM contenant seulement 1 % de SVF.
Etude d’un seul gradient de concentration de facteurs de croissances :

Les cellules sont ensemencées dans le puits central du gel d’agarose. Aprés 24
heures, le facteur chimio-attractif est placé dans un des puits latéraux. Il diffuse
progressivement au travers de la paroi du gel qui le sépare des cellules. Les cellules sont
alors logiquement attirées dans une seule direction, vers la source de facteur de croissance.
Le troisiéme puits reste vide et sert de contréle négatif afin d’évaluer les mouvements

aléatoires des cellules (chimiokinésie) (Fig. 21A).
Etude de deux gradients de concentrations :

24 heures aprés I'ensemencement des cellules dans le puits central, les facteurs
sont placés dans les deux puits latéraux simultanément afin d’exercer deux stimuli opposés

envers les cellules (Fig. 21B).

2.4.2.2. Puits distants

Dans la deuxieme configuration, les 3 puits de 10 mm de diamétre formés dans le gel
sont séparés par un canal de 10 mm de long et 1 mm de large fermé a chaque extrémité par

une paroi d’agarose de 1 mm d’épaisseur (Fig. 21C et D). Les cellules sont ensemencées a
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60.10° par puits lorsqu’elles sont adhérentes et & 100.10° par puits pour des cellules en

suspension.
Etude d’un seul gradient de concentration de facteurs de croissances :

Les cellules sont ensemencées dans le puits central du gel d’agarose. Aprés 24
heures, le facteur chimio-attractif est placé dans un des puits latéraux. Les parois d’agarose,
qui bloquent I'acces des cellules aux canaux conduisant aux puits latéraux, sont découpées

avec un scalpel (Fig. 21C).
Etude de la migration induite par une autre population cellulaire :

Les cellules, dont on veut étudier la migration, sont ensemencées dans le puits
central du gel d’agarose. Les cellules susceptibles d’exercer une attraction (par la sécrétion
de cytokines) sont ensemencées dans un puits latéral. Les parois d’agarose, isolant le puits

central des canaux latéraux, sont découpées avec un scalpel apres 24 heures (Fig. 21D).

A 50 % DMEM B
C- Cell FC1 49 % PBS FC1 Cell FC2
1 % AGAROSE

12 12 12 mm 12 12 12 mm

50 % DMEM
49 % PBS

1 % AGAROSE C- Cell2 Celll

1 mm

10 10 10 10 10mm 10 10 10 10 10 mm
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Figure 21 : Configuration des puits dans le gel d’agarose et modalités d’étude du
comportement migratoire

(C- : contrdle négatif, puits contenant du DMEM pur ; Cell : cellules étudiées ; FC : facteur de
croissance) (A) Etude d'un gradient de concentration envers des cellules adhérentes. (B)
Etude de deux gradients simultanés envers des cellules adhérentes. (C) Etude d’'un gradient
de concentration envers des cellules en suspension. (D) Etude des interactions entre deux
populations cellulaires.

Pour I'analyse des données de migration cellulaire, nous avons utilisé un microscope
Leica DM IRB couplé a une caméra CCD et le logiciel NIS-AR software (Nikon Instruments,
Melville, NY, USA). Trente minutes avant la capture d'image, un marquage nucléaire a été

réalisé avec 50 ng/ml de Hoechst 33258 (Sigma) selon la méthode décrite par Li et al. [105].

2.5. Interférence ARN

2.5.1. Sélection des siRNAs

Les siRNAs Stealth™ ont été concus selon la méthode décrite par Tuschl et Elbashir
[106, 107], a 'aide du logiciel Invitrogen Block It™ RNAI Designer disponible en ligne. Pour
chaque cible moléculaire, nous avons testé 3 siRNAs. Les séquences des siRNAs que nous
avons sélectionnés pour inhiber I'expression des récepteurs PDGFR-B, S1IPR2 et S1PR3

sont présentées dans le tableau 9:

Cible Sequence (5'- 3')
PDGFR-B CAGGUGCAUCGUGAUGGGCAAUGAU
PDGFR-B AUCAUUGCCCAUCACGAUGCACCUG
S1P2 AAUAAUGGGCUUUGUAGAGGACAGG
S1P2 CCUGUCCUCUACAAAGCCCAUUAUU
S1P3 CAACAUUCUGAUGUCCGGUAGGAAG
S1P3 CUUCCUACCGGACAUCAGAAUGUUG

Tableau 8 : Séguences des siRNA pour chaque cible.
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Les séquences des siRNAs contrbles contenant un fort et un faible taux en GC sont

les suivantes :
5-GGGAGAUUGUGCUCCAACACCCUUU-3'(sense),
5-AAAGGGUGUUGGAGCACAAUCUCCC-3'(antisense),
5-CAAUUCUGAUGUCCGGUAGGCAAAG-3'(sense),

5-CUUUGCCUACCGGACAUCAGAAUUG-3'(antisense), respectively.

Les siRNAs ciblant S1IPR1, Rn_Edgl 3; SI101508437, ont été obtenu de Qiagen

(Valencia, CA, USA).

2.5.2. Transfection avec la Lipofectamine™ 2000

Les VSMCs ont été ensemencées a raison de 40.10° par puits pour des plaques 24
puits et 60.10° par puits pour les tests de migration en gel d’agarose. Aprés 24 heures de
culture, le milieu a été renouvelé. D’une part, 100 a 150 pmol de siRNA ont été dilué dans 50
ul de milieu Opti-MEM | Reduced Serum (Invitrogen). D’autre part, 1 ul de Lipofectamine™
2000 (Invitrogen) a été dilué dans 50 ul de milieu Opti-MEM | Reduced Serum et incubé 15
min. a température ambiante. Les deux solutions ont ensuite été mélangées et incubées a
nouveau 15 min a température ambiante. Le mélange siRNA/Lipofectamine ainsi obtenu a

été ajouté au milieu de culture cellulaire et incubé 24 a 48 h.

Afin de contréler l'efficacité de la transfection, un oligomére fluorescent (BLOCK-IT
Fluorescent Oligo, Invitrogen) a été ajouté a la solution de siRNA-Opti-MEM a une
concentration de 20 nM. Cet oligo-nucléotide ne présente pas d’activité catalytique mais se
comporte comme les siRNA en se complexant avec la Lipofectamine. Il permet, par sa
fluorescence verte, la localisation intracellulaire des siRNA aprés transfection en microscopie

a fluorescence.
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2.6. Culture cellulaire en 3 dimensions

Nous avons adapté a I'étude de I'angiogenése in vitro une technique décrite par

Kaipparettu et al. [108].

Brievement, 300 ul de blanc d’ceuf ont été déposés dans chaque puits d’'une plaque
de culture cellulaire de 24 puits et mis a chauffer a 65°C pendant 30 minutes dans un four a
hybridation. Lorsque le blanc d’ceuf avait été rendu semi solide par le chauffage, les cellules
ont été ensemencées dans 500 pL de DMEM complémenté avec 10 % de SVF. Les cellules

ont été traitées 24 heures plus tard.

Pour la capture d’image, nous avons utilisé un microscope Leica DM IRB couplé a
une caméra CCD et le logiciel NIS-AR software (Nikon Instruments, Melville, NY, USA).
Soixante minutes avant la capture d'image, un marquage nucléaire a été réalisé avec 100
ng/ml de Hoechst 33258 (Sigma). L’analyse des données concernant I'organisation

tridimensionnelle des cellules a été réalisée par deux investigateurs indépendants.

2.7. Modele animal de cancer du sein

Le protocole expérimental suivi au cours de ces expériences a été validé par le

comité d’éthique sur I'expérimentation animale de I'Université de Limoges.

Quarante rates Sprague-Dawley (200-230 g) agées de 8 semaines ont été achetées
auprés de I'élevage Depré (France). Chaque groupe d’animaux était constitué de 5 a 10
individus nourris ad libitum. La greffe consistait & injecter 1 x 10* cellules Walker 256 en
suspension au niveau de la glande mammaire inguinale de chaque rate. L'injection a été

réalisée sous anesthésie générale (2 % isoflurane, Baxter, Maurepas, France).

Pour les groupes traités, les rates ont recu par gavage du sunitinib malate (30 mg/kg)

et/ou du fingolimod (5 mg/kg) dilués dans de I'huile d’olive.
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Une observation macroscopique, une palpation et une pesée quotidienne des rates greffées
nous a permis de nous assurer de la prise de greffe et de leur état de santé. Le temps de
latence avant la détection par palpation a pu varier entre 5 et 7 jours. Tout au long du
traitement, la progression de la surface tumorale a été appréciée par mesure de la tumeur
selon deux axes perpendiculaires et le volume a été calculé par I'application de la formule de
Carlsonn, ou la tumeur est associée a une ellipsoide (Carlsonn et al., 1983) :
V=axb2x0,5

Dans cette formule, a est le plus grand axe mesuré et b le plus petit.

Le suivi des animaux a duré tout au long de I'expérimentation jusqu'a I'euthanasie.
Pour toute recherche sur le cancer faisant appel a des modéles animaux, des points limites
doivent étre déterminé dés le début de I'expérimentation. Les points limites qui ont été
respectés au cours de nos expérimentations sont les suivants :

e une perte de poids de I'animal ne devant pas dépasser 10 % du poids initial,

e une ulcération/infection a 'emplacement de la tumeur,

¢ la charge tumorale ne devant pas excéder 10 % du poids de I'animal normal ce qui
correspond a un diametre de 35 mm pour un rat de 250 g (Le Point Limite en

expérimentation animale, CNRS, 2000).

A la fin de I'expérimentation les rates ont été euthanasiées par une injection intra
cardiaque d’uréthane a 24 % dans du PBS sous anesthésie gazeuse, puis les tumeurs ont
été disséquées, et pesées. Les tumeurs ont été placées dans du formol a 10 % afin de

permettre une analyse histologique.
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2.8. Immunomarquages
2.8.1. Immunocytochimie
2.8.1.1. Immunomarquage

Les VSMCs ont été ensemencées dans des plaques 24 puits a une densité de 30.10°
cellules par puits dans du DMEM-10 % SVF. Aprés 24 a 48 heures d’incubation avec le
traitement, les cellules ont été fixées a I'aide de méthanol glacial. Le milieu de culture a été
retiré et les cellules ont été rincées 3 fois avec du PBS 1X. Les cellules ont ensuite été fixées
sur leur support de culture (boite de petri/plaques multipuits) avec du méthanol glacial
pendant 5 min puis rincées 3 fois 5 min avec du PBS 1X. Les sites non spécifiques de liaison
aux anticorps ont été saturés par une solution de PBS dans lequel est dissout 10 % de BSA
(Bovine Serum Albumin, Sigma). Cette solution a été mise a incuber avec les cellules, sous
agitation, pendant 1 h a température ambiante. Les cellules ont finalement été rincées 3 fois

5 min avec du PBS 1X.

Les différents anticorps primaires et secondaires ont été dilués dans une solution de
PBS contenant 3 % de BSA (Tableau 10). Les cellules ont été mises a incuber une nuit a
4°C sous agitation avec la solution d’anticorps primaires. Les cellules ont été rincées 3 fois 5
min avec du PBS 1X. La solution d’anticorps secondaires (fluorescents) était mise a incuber
dans l'obscurité, 1 h 30 min. a température ambiante sous agitation. Aprés un nouveau
rincage au PBS 1X, 3 fois 5 min, le noyau des cellules a été marqué a I'aide d’un intercalant
d’ADN (DAPI). Le DAPI apporte une fluorescence bleue. Les anticorps secondaires,
conjugués a la FITC ou a I'Alexa-488, donnent tous une fluorescence verte. Ainsi, pour
chaque type de protéine marquée, on a pu comparer le marquage de I'anticorps (vert) et
celui du DAPI (bleu) afin de précisément localiser la structure cellulaire ou était située la
protéine d’intérét.

Pour chaque condition expérimentale, deux contrbles ont été réalisés. Le premier

consistait a effectuer un marquage complet sur des cellules n’ayant subi aucun traitement

MOUSSEAU Yoanne | Faculté de pharmacie | mai 2013 81



(contréle positif, C+). Le deuxiéme consistait a effectuer un marquage n’employant que

I'anticorps secondaire afin de s’assurer de sa spécificité d’hybridation a I'anticorps primaire.

Cible Origine Fournisseur Dilution
(référence)
a-actine souris Sigma (A2547) 1/500
3
= ; Santa Cruz
‘T S1PR1 lapin 1/500
£ P (sc-4771)
o S1PR2 souris Sigma (E4892) 1/100
2
S S1PR3 cheévre Santa Cruz 1/50
= (sc-22214)
<
: Santa Cruz
PDGFR- | 1
GFR-B apin (sc-432) /50
. . Molecular Probes
.8 souris chévre (A-11001) 1/1000
2.2
© 5 N : Santa Cruz
h 1/100
% < chevre singe (sc-2024)
(8}
<3
lapin chévre Santa Cruz 1/100
(sc-2012)

Tableau 9 : Anticorps utilisés pour les marquages immunohistochimiques.

2.8.1.2. .Quantification du signal fluorescent

A l'aide d’un microscope inversé Leica DM IRB relié a un capteur CCD (DS5-MC,
Nikon), plusieurs champs microscopiques ont été photographiés aussi bien dans les
longueurs d’ondes émises par le DAPI que celles émises par les anticorps. Grace au logiciel
NIS-AR, le nombre de cellules par champ photographié a pu étre calculé ainsi que la

luminance totale du champ (intensité lumineuse émise par les anticorps fluorescents).

Finalement, la luminance moyenne par cellule a été calculée pour trois champs pris

de maniére aléatoire pour chagque condition expérimentale.
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2.8.2. Immunohistochimie

Les tumeurs extraites des rates ont été fixées dans du formol & 10 % et incluse en
paraffine. Les coupes de 5 um ont ensuite été déparaffinées dans du toluéne et traitées
par deux colorants différents : I'nématoxyline (coloration des noyaux) et I'éosine
(coloration du cytoplasme). A lissue de ce type de coloration les noyaux sont bleus
violets, le cytoplasme est rose, les hématies sont rouges clairs a jaunes et les fibres de
collagene sont roses-orangées. Les coupes ont été marquées avec un anticorps anti-o-
actine a une dilution de 1/1000 (Dako, Glostrup, Danemark), révélé par un second anticorps
fluorescent couplé a une Alexa 488. Pour chaque condition expérimentale, 60 a 100 % de
'ensemble de la coupe a été photographié et analysé avec le logiciel NIS-AR. Deux
investigateurs indépendants ont quantifié la surface de nécrose, la densité vasculaire et

I'épaisseur de la média.

2.9. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel StatView® 5.0 software
(SAS Institute Inc., Cary, NC, U.S.A.). La comparaison des moyennes a été faite en utilisant
le test non paramétrique de Kruskal-Wallis (KW) pour 3 parametres ou plus. Lorsque ce test
indiquait une différence significative (i.e. p < 0.05), le test non paramétrique de Mann-Witney

a ensuite été réalisé pour la comparaison de moyenne entre 2 parametres.

MOUSSEAU Yoanne | Faculté de pharmacie | mai 2013 83



3. Résultats / Discussion:

Les résultats présentés dans ce chapitre ont fait I'objet de deux publications en 2012
dans des revues internationales a comité de lecture. Les résultats présentés et commentés
dans les chapitres 3.1 a 3.6 ont été publiés dans Breast Cancer Research and Treatment

[109].

3.1. Roles des récepteurs de la S1P sur la migration des VSMCs induite par le PDGF-B

La vitesse de migration des VSMCs a été évaluée par une méthode en gel d’agarose
(Fig. 22). La migration induite par le PDGF-B a été bloqué par la tyrphostine AG1296
(inhiibiteur de PDGF-R) ou par le sunitinib malate. Le signal induit par la S1P passant par
S1PR1 ou S1PR3 a été inhibé par le VPC-23019 ou par le fingolimod. Par rapport aux
témoins, la vitesse de migration des cellules musculaires lisses vasculaires (VSMCs) vers
une source de PDGF-B était de 90% inférieure en présence d’AG1296 (Fig. 22A). Traitées
par le VPC-23019, la vitesse de migration des VSMCs a diminué de 40% en présence de
d’'une source de PDGF-B et de 90% en présence de d’'une source de S1P (Fig. 22B).
L'inhibition simultanée de PDGFR-B et S1PR1/S1PR3 avec AG1296 + VPC-23019 a
totalement blogué la migration des VSMCs induite par le PDGF-B ou la S1P. Des résultats

comparables ont été obtenus avec le sunitinib malate et/ou le fingolimod (Fig. 22C et 22D).
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Figure 22 : Effet de I'inhibition de PDGFR et S1P1/3 sur la migration des VSMCs [109].

Vitesse de migration des VSMCs stimulées avec (A) PDGF-B (25 ng / ml) ou (B) S1P (1 uM)
en présence de AG1296 (AG; 1 uM), VPC-23019 (VPC, 1 uM) ou les deux (AG+VPC).
Vitesse de migration des VSMCs stimulées avec (C) PDGF-B (25 ng / ml) ou (D) S1P (1 uM)
en présence de sunitinib malate (SU; 1 uM), de fingolimod (FTY; 100 nM) ou les deux
(SU+FTY). La migration cellulaire a été mesurée apres sept jours de traitement avec un test
en gel d’'agarose et analysé avec le logiciel NIS-AR. Les données représentent la moyenne
(SEM) de trois expériences distinctes (*p <0,05 vs cellules non traitées; ** p <0,01 vs cellules
non traitées).

3.2. Rdle des voies de signalisation de la S1P et du PDGF-B sur le recrutement des

VSMCs par les cellules endothéliales ou tumorales

Nous avons déja décrit I'utilisation d'une méthode pour étudier la migration et le
recrutement des VSMCs par les cellules endothéliales (EJG) [28]. Dans des conditions
expérimentales similaires, et aprés six jours de traitement ciblant les récepteurs PDGFR-f3 et
S1PR1/S1PR3 avec AG1296 et VPC-23019, la migration des VSMCs induite par les cellules
endothéliales (RAECs) a été totalement bloquée (Fig. 23A). Le méme traitement a réduit la

migration des VSMCs induite par les cellules de tumeur mammaire Walker 256 de 65% (Fig.
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23B). Les résultats pour les inhibiteurs spécifiques de ces récepteurs ont ensuite été
comparés a ceux du sunitinib malate de du fingolimod. Le traitement combinant sunitinib
malate et fingolimod a eu un effet cumulatif pour lequel la vitesse de migration des VSMCs
induite par les RAECs a diminué de 80% (Fig. 23C). Dans les mémes conditions, la

migration induite par les cellules Walker 256 a été abolie (Fig. 23D).
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Figure 23 : Inhibition du recrutement des VSMCs induit par des cellules endothéliales
(RAECSs) ou des cellules tumorales (cellules Walker 256) [109].

Vitesse de migration des VSMCs traitées avec AG1296 (AG; 1 M), VPC-23019 (VPC, 1 M)
ou les deux (AG+VPC) et dont la migration a été orientée par les cytokines sécrétées par (A)
des cellules endothéliales d’aorte de rat (RAECs) ou (B) des cellules de cancer du sein
(Walker 256). Vitesse de migration des VSMCs traitées avec sunitinib malate (SU; 1 uM),
fingolimod (FTY; 100 nM) ou les deux (SU + FTY) et dont la migration a été orientée par les
cytokines sécrétées par (C) des RAECs ou (D) des cellules Walker 256. La vitesse de
migration a été calculée aprés huit jours de traitement. Les données correspondent aux
moyennes (SEM) de trois expériences distinctes (*p <0,05 vs cellules non traitée; ** p <0,01
vs cellules non traitées).
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3.3. Le blocage de la voie du signal PDGF-B/S1P perturbe I'organisation spatiale des

VSMCs

L’utilisation du blanc d'ceuf comme matrice de culture cellulaire tridimensionnelle
similaire au Matrigel ™ a été initialement décrite par Kaiparettu et al. (25). Dans une telle
matrice, les VSMCs forment un réseau similaire a celui formé par les cellules endothéliales
imitant le développement précoce de néovaisseaux (26-29). Dans la premiere rangée
d'images de la figure 24A, un réseau cellulaire de grande envergure (développé sur plusieurs
mm?) peut étre observé sous une lumiére visible ou en fluorescence avec un trés faible
grossissement (x 25). Les détails visualisés a plus fort grossissement (x 200) montrent
I'organisation des cellules sous forme de fibres cylindriques évoquant des néo-capillaires. Ce
réseau cellulaires est dense, formé de larges nceuds, liés par de multiples interconnexions.
Les rangées d'images suivantes (2 et 3) de la figure 24A montrent des VSMCs traitées avec
un ou deux inhibiteurs simultanément. Les VSMCs traitées par le VPC-23019 ou le
fingolimod parviennent a former un réseau tridimensionnel comparable aux cellules non
traitées. L'analyse des images a confirmé que le nombre de nceuds (Fig. 24B) et les liens
entre eux n'étaient pas significativement différents de ceux formés par les cellules témoins
non traitées (Fig. 24C). Les cellules traitées avec AG1296 ou sunitinib malate ne sont
parvenues a former que quelques nceuds cellulaires avec de rares extensions ou ont
survecu sous forme de monocouches a limage des cultures standards. Lorsque les
récepteurs PDGFR-B et S1IPR1/S1PR3 ont été inhibés avec AG1296 et VPC-23019 ou
sunitinib malate et fingolimod simultanément, les cellules ont été incapables de s'organiser
en réseau. Dans ces conditions de traitement, les noeuds cellulaires étaient difficiles a

détecter en lumiére visible et les prolongements cellulaires étaient presque inexistants.
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Figure 24: Inhibition de la croissance et de I'organisation en 3 dimensions des VSMCs
dans une matrice de blanc d'ceuf [109].

Les VSMCs ont été observés tout au long de leur croissance et de leur migration dans le
blanc d'ceuf grace a un marquage fluorescent des noyaux cellulaires avec le Hoechst 33258
(100 ng / ml). (A) Les photographies des réseaux cellulaires ont été prises aprés quatre jours
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de culture avec ou sans traitements inhibiteurs. Pour chaque condition de traitement,
lanalyse d'image a été réalisée sur trois champs microscopiques différents (x25) pour
guantifier (B) le nombre de nceuds cellulaires par champ et (C) la longueur des extensions
entre ces nceuds. Les données correspondent aux moyennes (SEM) de trois expériences
distinctes (*p <0,05 vs cellules non traitée).

3.4. Synergie du sunitinib malate et du fingolimod pour inhiber la croissance des

tumeurs mammaires et leurs disséminations métastatiques

Les effets du sunitinib malate et du fingolimod ont été évalués sur des tumeurs
mammaires induites chez des rates Sprague-Dawley par la greffe de 1.10* cellules Walker
256. Deux stratégies thérapeutiques ont été testées. Dans la premiere, les rates ont recgu le
traitement cing jours apres la greffe, avant que les tumeurs ne soient détectables en vue de
prévenir le développement tumoral. Dans le second, les rates ont regu le traitement sept
jours apres la greffe, lorsque les tumeurs étaient déja détectables par palpation, dans le but
de ralentir la progression tumorale. Lorsque le traitement a débuté cing jours aprés la greffe,
80 % des rats non traités ont développé des tumeurs avec un volume moyen de 16 cm3 au
jour 21, alors que seulement 20 % des rats traités par sunitinib malate ont développé des
tumeurs, avec un volume moyen d'environ 0,5 cm® au méme temps (Fig. 25A). L'incidence
des tumeurs dans le groupe traité par le fingolimod était semblable a celle du groupe traité
par sunitinib malate, mais I'effet produit sur la croissance tumorale par le fingolimod était plus
faible. Dans ce groupe, le développement tumoral a été retardé par rapport aux témoins,
mais la vitesse de croissance des tumeurs était similaire a celle du groupe témoin. Le
fingolimod est apparu moins toxique que le sunitinib malate pour les animaux, comme le
suggeére le faible niveau de variation du poids moyen des animaux traités par le fingolimod.
En revanche, les rats traités par sunitinib malate ont perdu jusqu'a 20 % de leur poids initial.
Dans le groupe traité a la fois par sunitinib malate et fingolimod, aucun rat n’a développé de
tumeur détectable ni de métastases et leur perte moyenne de poids était intermédiaire entre

celles des groupes traités par sunitinib malate ou fingolimod.
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Lorsque le traitement a commencé sept jours aprés la greffe (Fig. 25B), il était
nécessaire d'euthanasier les rats non traités aprés 14 jours en raison de leurs grands
volumes de tumeur. Les volumes moyens des tumeurs chez les rats traités avec le sunitinib
malate ou sunitinib+fingolimod ne représentaient respectivement que de 6 % et 4 % du
volume tumoral moyen des rats non traités. La vitesse de croissance moyenne des tumeurs
traitées par fingolimod seul se situait a un niveau intermédiaire entre celles des rats traités
avec sunitinib+fingolimod et celles des contrdles non traités. Ces animaux ont été
euthanasiés au jour 18. Au jour 25, le volume moyen des tumeurs des rats traités par
sunitinib malate seul était de 7,4 cm® En outre, les tumeurs des rats traités par
sunitinib+fingolimod étaient de 40 % inférieures a celles des rats traités avec le sunitinib
seul. Cependant, bien que les durées de vie des animaux de ces deux groupes ont été plus
longues que celles des animaux des autres groupes, les pertes de poids observées dans les
groupes sunitinib et sunitinib+fingolimod nous ont conduit a mettre fin a I'expérimentation

conformément aux directives éthiques.
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Figure 25 : Effets combinés du sunitinib malate et du fingolimod sur la croissance de
tumeur mammaires in vivo [109].

Des groupes de cing a dix rats ont recu une injection de 1.10* cellules Walker 256 dans la
glande mammaire abdominale gauche. La croissance tumorale a été mesurée
guotidiennement. Dans chaque groupe, les rats ont été traités quotidiennement avec du
sunitinib malate (SU; 40 mg / kg), ou du fingolimod (FTY; 5 mg / kg), ou une combinaison
des deux (SU+FTY). Le groupe témoin était composé de rats porteurs de tumeurs qui n'‘ont
pas été traités. (A) Les traitements ont commencé deux jours avant que les tumeurs ne
puissent étre détectées par palpation, ce qui correspond a cing jours aprés la greffe des
cellules Walker 256. Cette stratégie thérapeutique a été appelée «traitement préventif». (B)
Les traitements ont commencé aprés que les tumeurs aient été détectables, soit sept jours
apres la greffe de cellules Walker 256. Cette stratégie a été appelée «traitement curatif». La
croissance de la tumeur du groupe SU+FTY a été comparée a celle du groupe SU (*: p
<0,05).
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3.5. Le fingolimod induit une normalisation de la vascularisation des tumeurs

L'analyse immunohistochimique de la vascularisation des tumeurs avec un anticorps
dirigé contre I'a-actine a réveélé une vascularisation tumorale riche et anarchique chez les
rats non traités (Fig. 26A). Ayant eues une croissance trés rapide, ces tumeurs présentaient
de grandes zones nécrotiques (Fig. 26E) et une densité vasculaire périphérique trés élevée
corrélée a une forte activité métabolique (Fig. 26F). Les tumeurs des rats traités par sunitinib
malate ont eu une croissance beaucoup plus faible que celles des rats non traités, et ces
tumeurs présentaient de petites zones de nécrose et une densité vasculaire inférieure. Dans
ce groupe, la paroi vasculaire était principalement composée d'un endothélium entouré d’une
couche de cellules musculaires (Fig. 26B). La densité vasculaire intra-tumorale des tumeurs
traitées par fingolimod seul n'était pas significativement différente de celle des animaux
témoins. Cependant, la distribution vasculaire de ces tumeurs était plus réguliére et la paroi
vasculaire, plus matures, clairement composée de plusieurs couches de VSMCs pour les
plus gros vaisseaux (Fig. 26C). Les tumeurs des rats traités par sunitinib+fingolimod étaient
largement nécrotiques (80 % de la superficie totale) et présentaient une tres faible densité
vasculaire intra-tumorale. Avec cette combinaison de traitements, la paroi des gros
vaisseaux était nettement plus structurée qu’avec les autres traitements, et présentait une

épaisse média, composée de plusieurs couches de cellules musculaires lisses (Fig. 26D).
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Figure 26 : Le fingolimod induit une normalisation de la vascularisation des tumeurs
mammaires de rat sein [109].
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Les coupes paraffinées de tumeurs mammaires de rat ont été marquées avec un anticorps
anti-a-actine pour identifier les cellules murales vasculaires intra-tumorales. (A, B, C, D)
Structure de la paroi vasculaire des tumeurs mammaires induites par la greffe de cellules
Walker 256 et traités avec sunitinib malate (SU; 30 mg / kg), fingolimod (FTY; 5 mg / kg) ou
les deux (SU+FTY). Les fleches noires indiquent les zones de nécrose et les fleches
blanches indiquent les parois des vaisseaux. Pour les mémes sections, les zones
nécrotiques intra-tumorales (E) et la densité vasculaire intra-tumorale (F) ont été mesurées
sur dix champs microscopiques différents par deux expérimentateurs indépendants. Les
données représentent la moyenne (SEM) des dix champs analysés avec le logiciel NIS-AR (*
p <0,05 et ** p <0,01 vs non traités).

3.6. Discussion

Considérant que la plupart des thérapies anti-angiogéniques ont pour objectif
principal de bloquer la croissance et la migration des cellules endothéliales, nous avons
étudié des traitements inhibant a la fois ces cellules et les cellules murales afin d’optimiser
les résultats cliniques obtenus avec ces thérapies ciblées. Des études antérieures ayant
montré que le PDGF et la S1P jouent un rdle essentiel dans le recrutement des cellules
murales au cours de l'angiogenese [53, 57, 110-113], nous avons testé des inhibiteurs de
ces deux voies de signalisation. Les inhibiteurs spécifiques, tels qu’AG1296 pour le PDGFR
et VPC-23019 pour les récepteurs S1PR1 et S1PR3, peuvent diminuer la migration des
VSMCs voire l'arréter totalement lorsque ces molécules sont présentes simultanément. De
méme, des inhibiteurs moins spécifiques tels que le sunitinib malate pour le PDGFR et le
fingolimod pour S1PR1 et S1PR3, peuvent aussi diminuer significativement la migration des
VSMCs. A notre connaissance, ces résultats montrent pour la premiere fois que le fingolimod
inhibe la migration des VSMCs bien que des résultats comparables aient été décrits pour le
fingolimod combiné a des inhibiteurs de VEGFR sur des cellules endothéliales humaines
[26]. Comme S1PRS3 est principalement exprimé par les VSMCs de rat adulte [55], nos
résultats suggérent que le fingolimod régule négativement le signal de la S1P médié par
S1PR3 d’'une maniére comparable a celle observée pour S1PR1 [5]. Notre hypothése est
donc que le PDGFR pourrait participer a une plate-forme de signalisation impliguant S1PR1
et S1PR3. Dans ce cas, la durée et l'intensité du signal définirait une réponse chimiotactique

ou une prolifération cellulaire comme suggéré par Pyne et al. [114]. De plus, des résultats
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similaires ont été obtenus en utilisant soit un inducteur spécifigue (PDGF-B ou S1P) soit I'un
des milieux produits par les cellules endothéliales de rat (RAECS) ou les cellules tumorales
mammaires (Walker 256). Considérant que les voies de signalisation activée par le PDGF et
la S1P ne sont pas les seules mises en jeu au cours de l'angiogenése, ces résultats soit
confirment que ces signaux sont les principaux inducteurs de la croissance et de la migration
des cellules murales vasculaires soit que les molécules utilisées peuvent bloquer d’autres

voies de signalisation cellulaire.

Le blanc d'ceuf a été récemment proposé comme une alternative au Matrigel® pour la
culture cellulaire en trois dimensions [108]. Aprés I'avoir adapté aux cellules vasculaires pour
tester des molécules anti-angiogéniques, nous avons trouvé ce modele plus fiable, et moins
cher que le Matrigel® d’autant qu'’il est facile a mettre en ceuvre. La culture des VSMCs dans
cette matrice, nous a permis de montrer par I'inhibition de ces récepteurs que le signal induit
par PDGFR-B/S1PR1-3 était nécessaire a l'organisation spatiale des VSMCs. L’inhibition de
la voie de la S1P par le VPC-23019 ou le fingolimod n’a que faiblement altéré I'organisation
spatiale des VSMCs, suggérant que cette voie ne peut avoir qu'un rdle secondaire dans ce
processus. Au contraire, l'inhibition de la voie du PDGF réduit considérablement la formation
de réseau cellulaire. Mais seule l'inhibition combinée de PDGFR et S1PR1/3 permet de
totalement abolir les capacités des VSMCs a former un réseau pré-vasculaire. Nos résultats
suggérent que le contrble voire le blocage de la communication entre les voies de
signalisation de la S1P et du PDGF-B pourrait étre particulierement utile dans constituer un

atout majeur des futurs traitements anti-angiogéniques.

Le modéle de cancer du sein induit chez le rat par les cellules Walker 256 présente
plusieurs avantages [115]. C'est un modeéle orthotopique richement vascularisé d'une tumeur
superficielle qui se développe chez des animaux immunocompétents. Son inconvénient
majeur réside dans l'agressivité des tumeurs. Lorsque les tumeurs sont détectables, la durée
de vie des rates est seulement de sept jours, aprés quoi le volume de la tumeur peut

dépasser 15 cm® ce qui implique l'euthanasie des animaux pour des raisons éthiques.
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Compte tenu de l'agressivité des cellules Walker 256, nous avons utilisé ce modele dans
deux situations différentes: en «traitement préventif», ou le traitement a commencé cinq
jours apres la greffe, avant que les tumeurs ne soient détectables a la palpation, et en
«traitement curatif», ou le traitement a commencé sept jours apres la greffe, lorsque les
tumeurs étaient déja détectable. Avec le «traitement préventif», aucune tumeur ne s’est
développée chez les animaux traités par sunitinib malate et fingolimod. Cette association
médicamenteuse s’est également avérée trés efficace au cours du «traitement curatif»
méme si dans ce cas la croissance tumorale n’a été que retardée. Ces résultats pourraient
s'expliquer par le fait que le sunitinib malate et le fingolimod sont particulierement actifs au
cours des étapes précoces de l'angiogeneése lorsque les cellules endothéliales et les VSMCs
commencent a migrer vers la tumeur pour former de nouveaux capillaires. Cependant, nous
avons pu remarquer que le «traitement curatif» par SU+FTY induit une nécrose tumorale
comparable a celles des non traités. Cet effet pourrait étre lié a l'inhibition de la SK1 par le
fingolimod ce qui conduit a une augmentation de l'apoptose des cellules tumorales [24].Le
sunitinib malate est un inhibiteur de VEGFR, PDGFR et FGFR. Il est d’ores et déja utilisé
pour traiter des carcinomes avancés des cellules rénales et des tumeurs stromales gastro-
intestinales. Le fingolimod, malgré ces propriétés anti-angiogéniques et anti-tumorales [17,
22], n’a, a notre connaissance (veérifié dans www.clinicaltrials.gov), encore aucune indication
en cancérologie [116-118]. Nos résultats in vivo montrent que le fingolimod potentialise les
effets du sunitinib malate. Ces résultats sont cohérents avec nos observations in vitro, méme
si le sunitinib malate et le fingolimod ne sont pas des inhibiteurs hautement spécifiques. En
outre, le fingolimod administré seul ou en combinaison, est apparu comme un modulateur de
la structure de la paroi vasculaire, ce qui est cohérent avec la modulation du phénotype
cellulaire décrit par Wamhoff et al. [119]. Cette observation semble d'un grand intérét
potentiel, car la normalisation vasculaire constitue une des clés de la diffusion intra-
tumorales des chimiothérapies pour en augmenter l'efficacité [120-122]. Seulement utilisé
actuellement comme immunomodulateur dans le traitement de la sclérose en plaques [6], le

fingolimod pourrait rapidement passer en essais cliniques. Ces essais permettraient
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d’évaluer les bénéfices qu’il induit en synergie avec d'autres traitements ciblant les voies du
VEGF et du PDGF sur la régulation de I'angiogenése tumorale. En outre, les rats traités avec
le sunitinib malate et le fingolimod ont connu une perte de poids moins importante que ceux
traités avec le sunitinib malate seul, ce qui suggére une toxicité inférieure du traitement
combiné (données non présentées). Ainsi, Il'utilisation du fingolimod en combinaison avec
d'autres traitements anti-angiogéniques permet d’envisager une diminution des doses avec

un efficacité clinique comparable, et une potentielle réduction des effets secondaires.

Les résultats présentés et commentés dans les chapitres 3.7 a 4.3 ont été publiés dans
la revue Biochimie [123]. Compte tenu des résultats précédents concernant les effets in vitro
et in vivo du fingolimmod sur les cellules tumorales et musculaires vasculaires, notre travail a
consisté a mieux caractériser les mécanismes mis en jeu par cette molécule sur la voie de

signalisation de la S1P. Nous avons essentiellement cherché a répondre a trois questions :

e A linstar des lymphocytes T, le fingolimod est-il capable d’inhiber I'expression

des récepteurs de la S1P des VSMCs ?

e Le fingolimod exerce-t-il un effet agoniste ou antogoniste de la S1P sur les

VSMCs ?

e Quels sont les récepteurs de la S1P activés ou inhibés par le fingolimod sur les

VSMCs ?

3.7. La S1P régule négativement la prolifération et la migration des VSMCs induites

par le PDGF-B

L’évaluation de la croissance et de la migration des VSMCs en présence de 25 ng/ml
de PDGF-B ou de 10% de SVF a donné des résultats similaires (Fig. 27A et 27B), confirmant

gue le PDGF-B est un facteur de croissance puissant pour ces cellules. A une dose de 1 pM,
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la S1P induit une réaction cellulaire beaucoup plus faible que le SVF ou le PDGF-B. Aprés 8
jours de stimulation par la S1P, la prolifération et la migration des VSMCs étaient
respectivement de 30% et 50% inférieure a celle induite par le PDGF-B. Une concentration
de 10 uM de S1P n’a produit une croissance et une migration des VSMCs que légérement
supérieure sans étre significativement différente de celle obtenue avec 1 uM (données non
présentées). La co-stimulation des VSMCs par le PDGF et la S1P a induit une réponse
intermédiaire. Si ces deux voies de signalisation communiquent par le biais d’interactions
entre leurs récepteurs, ces résultats confirment I'effet antagoniste du signal de la S1P sur

celui du PDGF-B chez les VSMCs [18, 30, 31].
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Figure 27 : Croissance et migration des VSMCs induites par le PDGF et la S1P [123].

(A) Les VSMCs ont été stimulées avec SVF (10%), PDGF-B (25 ng / ml), S1P (1 uM) et un
mélange (1:1) de PDGF-B et de S1P durant 1 a 8 jours. Les cellules ont ensuite été traitées
avec de la trypsine et comptées. (B) La vitesse de migration des VSMCs a été mesurée en
utilisant un test en gel d’agarose, un microscope a fluorescence (Leica DMIRB) et le logiciel
NIS-AR. Les cellules ont été exposées au SVF (10%), au PDGF-B (25 ng / ml), a la S1P (1
pM) et au mélange PDGF-B+S1P. Le contrble négatif (C-) correspond a du DMEM sans
sérum. Les données représentent la moyenne (SEM) de trois expériences distinctes. (* P
<0,05 pour I'échantillon vs cellules traitées avec 10% SVF et # p <0,05 pour I'échantillon par
rapport aux cellules témoins (C-)).
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3.8. Réle des récepteurs de la S1P sur la migration des VSMCs induite par la S1P ou le

PDGF-B

L'inhibition de I'expression du récepteur PDGFR-f3 par des siRNA a réduit la vitesse
de migration, induite par le PDGF-B, des cellules transfectées de 55 % par rapport aux
cellules non transfectées (Fig. 28.) La transfection simultanée avec des siRNA ciblant
PDGFR-B/S1PR1 ou PDGFR-B/S1PR3 ont exercé un effet additif, en diminuant la vitesse de
migration d’environ 80 %. En revanche, I'inhibition de S1PR2 (seul ou combinée a I'inhibition
de PDGFR-B) n'a eu aucun effet notable sur la migration cellulaire induite la PDGF-B.
L'inhibition de S1PR1 ou S1PR3 a diminué la vitesse de migration des VSMCs induite par la
S1P de prés de 75 %, tandis que celle de S1PR2 n'a eu aucun effet significatif. L’inhibition

de PDGFR- n’a pas affecté la migration des VSMC induite par la S1P.
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Figure 28 : Inhibition de la migration des VSMCs par des siRNA [123].
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Vitesse de migration des VSMCs traitées par des siRNA et exposées au PDGF-B (25 ng /
ml) ou a la S1P (1 uM). Les cellules ont été transfectées avec 100 pM de siRNA tous les 2
jours. La vitesse de migration a été calculé aprés 6 jours de stimulation grace a un test en
gel d’agarose. Les données représentent la moyenne (SEM) de trois expériences distinctes
(* p <0,05 vs. cellules non traitées avec PDGF-B; # p <0,05 vs. cellules non traitées avec
S1P).

3.9. Régulation de I'expression des récepteurs de la S1P par le fingolimod

Nous avons d'abord évalué le niveau d’expression des différents isoformes de
récepteurs de la S1P exprimées par les VSMC. S1PR1 et S1PR3 sont simultanément
exprimé par ces cellules a un niveau comparable alors que I'expression de S1PR2 est plus
faible (figure 29A). Apres 24 h de traitement avec 100 nM de fingolimod, les niveaux
d’expression de PDGFR-f3 et S1PR2 sont restés stables alors que ceux de S1PR1 et SIPR3
ont été respectivement réduits de 30 et 55 %. L'expression de PDGFR-, S1PR1, S1PR2 et
S1PR3 par les VSMCs a ensuite été inhibée par des siRNA spécifiques. Les siRNA choisis
ont été validées par western blot et immunomarquage des récepteurs (figure 29B et 29C).
Nous avons ensuite comparé l'effet des siRNA et du fingolimod sur ces récepteurs. La
fluorescence cytoplasmique observée lors de la transfection des deux siRNA contrbles (non
catalytiqgues) a montré un taux de transfection élevé pour tous les siRNA testés. Les siRNA
contrbles n'ont eu aucun effet significatif sur les niveaux d’expression des récepteurs
(données non présentées). Aucun des siRNA choisis n’a produit d’inhibition non spécifique
supérieure a 5% du niveau du contrdle. Ces tests d'immunofluorescence ont également
montré que les combinaisons de multiples siRNA pour l'inhibition de la méme cible n'ont pas
permis d’obtenir un niveau d’inhibition supérieur a l'utilisation d’'un seul siRNA par cible
(données non présentées). L'expression de PDGFR-, S1PR1, S1PR2 et S1PR3 était a
peine détectable par un examen visuel des VSMCs fluorescence 24 h aprés la transfection
des siRNA. Par conséquent, nous avons déterminé les niveaux d’expression des récepteurs
en évaluant la luminance des anticorps spécifiques de chaque cible grace au logiciel NIS-AR
(figure 29C). L'analyse des images nous a permis dévaluer une diminution de 66% du niveau

d'expression pour PDGFR-B, de 80 % pour S1PR1 et de 73 % pour S1IPR3. Comme S1PR2
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n'‘a pas été significativement affectée par le traitement avec le fingolimod, l'analyse des
données concernant son expression n'a pas été présentée pour simplifier la compréhension
des résultats. Le traitement combinant un siRNA anti-PDGFR-B ou anti-S1PR1 avec le
fingolimod n'a pas présenté d’effet cumulatif. Le fingolimod + siRNA anti-S1PR3, a lui induit
une diminution supplémentaire de 25 % de I'expression de S1PR3 par rapport au traitement
avec le siRNA seul. Enfin, nous avons remarqué que le marquage de S1PR1 était nettement
augmenté dans les régions nucléaires et péri-nucléaires alors que celui de S1PR3 était

clairement cytoplasmique.
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Figure 29 : Régulation négative de PDGFR-B et S1PR1-3 induite par le fingolimod et/ou
des siRNA [123].

(A) Marquage par immunocytochimie de PDGFR-B, S1PR1, S1PR2 et S1PR3 sur des
VSMCs traitées avec 100 nM de fingolimod (FTY) pendant 48 heures par rapport aux
cellules non traitées. (B) Quantification de I'expression des récepteurs par analyse d'image
de VSMC marquées. La fluorescence des anticorps a été mesurée en utilisant le logiciel
NIS-AR. Les valeurs de luminance obtenues pour les cellules traitées par des siRNA ont été
comparées a celles des cellules non traitées. Les cellules ont été marquées 48 heures apres
traitement. Les données représentent la moyenne (SEM) de trois expériences distinctes. (* P
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 vs cellules non traitées).
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3.10. Effet du fingolimod sur la croissance des VSMCs induite par le PDGF-B

Aprés 48 h de traitement avec 100 nM fingolimod, la croissance des VSMCs, en présence de
25 ng / ml de PDGF-B, a été réduite de 45 % par rapport aux cellules non traitées (Fig.30).
Dans les mémes conditions, les VSMCs, traitées avec un inhibiteur de la sphingosine kinase
1 a 1 nM, présentaient une croissance similaire aux cellules non traitées. Lorsque les
cellules ont été traitées simultanément avec un siRNA anti-PDGFR- ou anti-S1PR1 et le
fingolimod (100 nM), une réduction de 80% dans la croissance cellulaire a été observée (p
<0,01). La combinaison de siRNA anti-S1PR2 ou anti-S1PR3 avec le fingolimod n'a pas
produit de changement significatif par rapport au traitement avec le fingolimod seul. Enfin, le
triple traitement par fingolimod, et deux siRNA anti-PDGFR-§ et anti-S1PR1 a entrainé une
réduction de 93 % (p <0,001) de la croissance des VSMCs. Dans des conditions de culture
standard (10 % de SVF), ni les siRNA ni le fingolimod n’ont induit de réduction significative

de la croissance des VSMCs.
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Figure 30 : Inhibition de la croissance des VSMCs induite par. le fingolimod et/ou des
SiRNA [123].

Les cellules, exposés au PDGF-B (25 ng / ml), ont été traités avec 100 nM de fingolimod
(FTY) et transfectées avec 100 pM de siRNA 24 heures aprés I'ensemencement. La
croissance cellulaire a été mesurée apres 4 jours de traitement. Les données représentent la
moyenne (SEM) de trois expériences distinctes. (* P <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 vs
cellules non traitée; # p <0,05, # # p <0,01, # # # p <0,001 vs cellules traitées avec FTY
uniquement).

3.11. Effet du fingolimod sur la migration des VSMCs induite par le PDGF-B

Stimulée par 25 ng/mL de PDGF-B, la vitesse de migration de cellules musculaires
lisses vasculaires a été d'environ 20 % inférieure en présence de 100 nM fingolimod
comparé aux cellules non traitées (Fig. 31). L'inhibiteur de la sphingosine kinase (1 nM) n’a
gue faiblement réduit la vitesse de migration des VSMCs sous la méme stimulation. Le

fingolimod combiné & un seul siRNA anti-PDGFR- ou anti-S1PR3 a respectivement induit
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une réduction de la vitesse de migration des VSMCs de 80 % et 67 % (p <0,01). Le
traitement fingolimod + anti-S1PR1 a réduit la vitesse des VSMCs de 48 % et le siRNA anti-
S1PR2 n'a pas produit d’effet additif avec le fingolimod. Le triple traitement par fingolimod, et
deux siRNA anti-PDGFR-f et anti-S1PR1 a entrainé une réduction de 87 % de la vitesse de
migration des VSMCs et celui combinant fingolimod, anti-PDGFR-B et anti-S1PR3 a
pratiquement aboli la mobilité des VSMCs (2 %, p <0001). Dans des conditions de culture
standard (10 % de SVF), ni les siRNA ni le fingolimod n’ont induit de réduction significative

de la migration des VSMCs.
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Figure 31: Inhibition de la migration des VSMCs induite par le fingolimod et/ou des
SiRNA [123].

Les cellules, exposés au PDGF-B (25 ng / ml), ont été traités avec 100 nM fingolimod (FTY)
et transfectées avec 100 pM de siRNA 24 heures aprés lI'ensemencement. La vitesse de
migration cellulaire a été calculée aprés 6 jours de migration en gel d’agarose. (* p <0,05, **
p <0,01, *** p <0,001 vs cellules traitées avec FTY seul).
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3.12. Discussion

Comme de précédentes études ont montré que les voies de signalisation du PDGF-B
et de la S1P interagissent 'une avec l'autre [53, 57, 124, 125], nous avons étudié les
interactions entre les récepteurs de ces facteurs de croissance sur les VSMCs de rat. Nos
résultats ont montré que la S1P régule négativement a la fois la prolifération et la migration
des cellules musculaires lisses vasculaires induite par le PDGF-B, confirmant ceux de
Goparaju et al. obtenus sur des fibroblastes embryonnaires de souris [126]. Cependant,
I'effet physiologique de la transactivation de PDGFR- par les récepteurs de la S1P reste
controversé et dépend du type cellulaire étudié, de I'isoforme de récepteur impliqué, et de
I'environnement cellulaire. Tanimoto et al. ont montré que la prolifération des VSMCs induite
par la S1P était secondaire a la transactivation de PDGFR-B [124]. Afin d'améliorer la
conception thérapeutique de médicaments ciblant la voie commune PDGF/S1P, il semble
nécessaire de répondre a deux questions: quels isoformes des récepteurs de la S1P sont
impligués dans la transactivation de PDGFR? Et quels sont les effets résultant de cette
transactivation? Des études antérieures ont décrit la régulation négative du signal du PDGF
par la S1P, et ce médié par le récepteur SIPR2. Nous avons récemment rapporté que
linhibition de la voie PDGF/S1P par le sunitinib malate peut étre potentialisée par le
fingolimod et conduit a une forte réduction de la croissance et de la migration des VSMCs et
des cellules tumorales mammaire chez le rat. Alors que le fingolimod est décrit comme un
agoniste des récepteurs S1PR1 et S1PR3, sans effet sur SIPR2, ces résultats suggerent
gue le fingolimod peut exercer une action différente de celle d’'un agoniste de ces récepteurs
sur les cellules musculaires lisses vasculaires. Les cellules de notre culture primaire de
VSMC, réalisée a partir de rats de 6 semaines, expriment des niveaux similaires de S1PR1
et S1IPR3 et a un degré moindre S1PR2. Avec un traitement utilisant un ou plusieurs siRNA
simultanément, nous avons montré que les deux récepteurs, S1PR1 et S1PR3, sont
fortement impliqués dans la migration des VSMCs induite par la S1P ou le PDGF-B alors

que linhibition de S1PR2 n’a induit que des effets mineurs. Ces résultats suggérent une
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certaine redondance entre S1PR1 et S1PR3. L’implication de S1PR1 dans les voies de
signalisation activées par PDGFR, VEGFR ou EGFR a déja été décrite [124]. Nous avons
donc émis I'hypothése selon laquelle S1PR1 et S1PR3 pourrait intégrer les signaux de
différents facteurs de croissance dans une voie commune permettant ainsi une forme de
hiérarchisation du signal dans un environnement complexe comportant plusieurs facteurs de
croissance. Nous avons également montré que l'inhibition simultanée de l'expression de
S1PR3 et PDGFR-( réduit la vitesse de migration des VSMCs vers une source de PDGF-B
de 85%. Cet effet était de 25% supérieur a celui d'un traitement ciblant uniqguement le
PDGFR-B. Par conséquent, S1PR3 semble particulierement impliquée dans la migration des
VSMCs en réponse au PDGF-B et participe potentiellement a une plate-forme
PDGFR/S1PR3 comme cela a été décrit pour PDGFR/S1PR1 [125]. Ensuite, nous avons
cherché a caractériser l'effet du fingolimod sur S1PR1 et S1PR3 respectivement. Nous
avons montré qu'un traitement de 24 heures avec 100 nM de fingolimod pouvait induire une
diminution de 25% et 50% du niveau d'expression de S1PR1 et S1PR3. Nous avons
également observé l'additivité des effets du fingolimod et des siRNA sur la régulation
négative de ces récepteurs. En présence d’inhibiteurs de la sphingosine kinase, les VSMCs
ont eu une croissance et une chimiotaxie comparable aux cellules contrdles (non traitées) ce
qui exclue une potentielle inhibition de SK1 par le fingolimod sur notre modele. Ensemble,
nos résultats consolident I'nypothése précédente suggérant que le fingolimod pourrait induire
une dégradation par le protéasome de ces récepteurs en augmentant leur durée de vie sous
une forme activée, comme décrit précédemment pour les lymphocytes [5] et les HUVECs
[127]. En outre, la S1P et le fingolimod-phosphate ne semblent pas se lier et stabiliser la
méme conformation de S1PR1 [128]. Un équilibre de la réaction de transformation des
récepteurs de la S1P permet la co-existence de leurs différents états conformationnels.
Lorsqu’il est lié a S1PR1, le fingolimod-phosphate augmente par action de masse la
concentration d’'une conformation spécifique et provoque finalement sa dégradation [114]. Le
fingolimod-phosphate pourrait donc agir comme un «agoniste biaisé» en se liant

exclusivement a la conformation S1PR3-Gi qui permettrait de réduire la concentration de la
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conformation du récepteur S1PR3-Gq par action de masse et ainsi inhiber la signalisation
S1PR3-Ggq. Cette inhibition différentielle du signal pourrait également expliquer l'inhibition de
la croissance et de la migration des cellules musculaires lisses vasculaires induite par le
fingolimod et passant par S1PR3. L’activation ou l'inhibition de S1PR1 et S1PR3 induisent
des effets comparables sur les VSMCs. Par ailleurs, I'expression de S1PR3 a été plus
inhibée que celle de S1PR1 par le traitement associant le fingolimod et leurs siRNA
respectifs (figure 3B). Cependant, une forte inhibition de S1PR3, a quasiment aboli les
capacités de migration des VSMCs, sans majorer l'inhibition de leur croissance par rapport
au traitement composé de fingolimod et de siRNA anti-PDGFR (Fig. 4 et 5). Ceci suggére
gue S1PR3 n'est pas ou faiblement impliqué dans la croissance de ces cellules en réponse
au PDGF. Dans les mémes conditions, une inhibition incompléte de S1PR1 (~ 70% contre
90% pour S1PR3) a particulierement impacté la croissance des VSMCs. Par conséquent,
nous pensons qu’au-dela de leur apparente redondance, ces deux récepteurs pourraient étre
capables d'induire des réponses plus spécifiques en fonction de la stimulation cellulaire.
Cette hypothése semble cohérente avec notre observation de la localisation sub-cellulaire
des récepteurs montrant S1PR1 clairement identifiés dans le compartiment péri-nucléaire
alors que S1PR3 est réparti entre la membrane et le cytoplasme. S1PR1 pourrait donc
activer des facteurs mitogénigues intra-nucléaires par la voie des MAP kinases par exemple.
S1PR3, quant a lui, pourrait principalement activer une signalisation « pro-chimiotactiques »
par la voie PI3K-Akt. La modeste différence observée sur la croissance ou la migration
cellulaire entre les traitements inhibant SIPR1 et S1PR3 pourrait étre liée a l'utilisation de
multiples siRNA. Au-dela de la spécificité de ces inhibiteurs, il a déja été démontré que la
transfection simultanée de plusieurs siRNA n'amélioré pas leur efficacité envers leur cible en
raison d’une intégration sélective des siRNA dans le complexe RISC [128, 129]. Ceci montre
a quel point il est essentiel pour des applications cliniques ou de recherche que des
inhibiteurs spécifigues des récepteurs de la S1P soient développés. Le PDGF-B est
considéré comme un facteur de croissance pro-angiogénique car il est le principal acteur de

la couverture des capillaires nouvellement formés par les péricytes. Ce processus stabilise et
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protege les cellules endothéliales. Cependant, McCarty et al. ont démontré que les tumeurs
surexprimant le PDGF-B induisent une augmentation de la croissance des péricytes qui
inhibe la prolifération des cellules endothéliales [130]. En conséquence, une stimulation
excessive des cellules murales par le PDGF-B pourrait inhiber I'angiogenése tumorale. Dans
ce contexte, la compréhension précise des interactions liant les voies du signal de la S1P et
du PDGF-B pourrait fournir de nouveaux moyens d’adaptation des traitements anti-
angiogéniques. Dans ce but, le fingolimod pourrait étre un outil décisif, capable de moduler
les voies du PDGF ainsi que celles d'autres protéines kinases. Cependant, sa
pharmacologie, trées complexe doit encore faire lI'objet d’études afin de permettre son

utilisation optimale.
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Conclusion
Qu’attendre de I’association sunitinib malate-fingolimod ?

Si les effets secondaires du traitement par fingolimod doivent étre sérieusement pris en
compte, particulierement en ce qui concerne les lignées lymphocytaires, notre travail montre
gue cette association pourrait étre testée en clinique humaine sur des patientes atteintes de
cancer du sein. Cette combinaison de traitements permet d’envisager une limitation de la
dissémination métastatique, une réduction de la croissance tumorale et une augmentation de
'espérance de vie supérieures au traitement avec une seule molécule. Aucune de ces deux
molécules n’‘ayant d’indication dans le traitement du cancer du sein, on peut, en outre,
espérer que ce traitement apporte une réponse pour certains cas présentant une
chimiorésistance aux traitements actuellement utilisés. Par ailleurs, ce traitement visant a
inhiber a la fois la croissance des cellules tumorales et celle des cellules vasculaires, son
efficacité pourrait aussi étre évaluée sur d’autres types de tumeurs solides comme les
cancers colorectaux. Certains travaux montrent d’ailleurs la forte implication de la voie de

signalisation de la S1P dans ces types de cancers [17, 131].

Quelle route suivre ?

Nos résultats, bien que préliminaires, semblent montrer une toxicité inférieure de
'association sunitinib malate-fingolimod par rapport au sunitinib malate seul. Une étude
comparable a celle-ci effectuée sur un autre modéle de tumeurs permettrait d’évaluer la
spécificité de nos résultats en rapport au modeéle utilisé ou au contraire de dégager des
propriétés plus générales de cette association moléculaire dans le traitement de la
pathologie cancéreuse. Toutefois, les deux traitements ayant chacun regu leur autorisation
de mise sur le marché par les autorités sanitaires, rien ne s’oppose, a priori, a la mise en

place rapide d’'un essai clinique visant a évaluer le potentiel de cette association chez

’lhomme.
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Enfin, comme nous I'avons évoqué précédemment, la tendance actuelle des thérapies
est a l'association d’agents cytotoxiques aux anti-angiogéniques. Il serait probablement
intéressant d’évaluer I'effet d’'une trithérapie associant des molécules telles que le paclitaxel

ou I'epirubicine au sunitinib malate et au fingolimod.
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Yoanne MOUSSEAU

Bénéfices de la combinaison Fingolimod/Sunitinib malate sur un modele de cancer
du sein chez le rat.

Quel avenir pour le Gilenya (Fingolimod) en cancérologie ?
Résumé :

La plupart des stratégies anti-angiogéniques utilisés en oncologie ciblent principalement les cellules
endothéliales en bloquant la voie de signalisation du Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Plusieurs
inhibiteurs de protéines kinases peuvent secondairement réduire la stabilisation des vaisseaux par les
cellules murales en bloquant I'activité du récepteur du Platelet Derived Growth Factor (PDGFR). Cependant,
la sphingosine-1-phosphate (S1P), également impliquée dans le recrutement des cellules murales, n’est pas
encore une cible dans la pratique cliniqgue. Nous avons donc étudié I'effet d'un blocage simultané des voies
de signalisation du PDGF et de la S1P sur la réponse chimiotactique des cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLV) et les effets résultant de ce blocage sur la croissance d’'une tumeur mammaire chez le
rat. A l'aide d’inhibiteurs spécifiques, nous avons montré que les récepteurs PDGFR-3, S1PR1 et S1PR3,
peuvent agir en synergie et que leur inhibition simultanée stoppe a la fois la croissance et la migration des
CMLV. Des résultats similaires ont ensuite été obtenus en associant le sunitinib malate (Sutant® ; inhibiteur
de VEGFR / PDGFR) et le fingolimod (Gylenia® ; analogue de la S1P). Le sunitinib malate est cliniquement
approuvé pour le traitement de cancers du rein alors que le fingolimod est, pour I'instant, uniguement indiqué
dans le traitement de la sclérose en plagues. Administrée par voie orale, la combinaison de ces
médicaments diminue fortement la croissance de tumeurs mammaires sur un modeéle de cancer syngénique
chez le rat (Walker 256). Cette bi-thérapie n'a pas présenté de toxicité cumulative et I'analyse histologique
des tumeurs a révélé une normalisation de la vascularisation intra-tumorale. Le blocage simultané de ces
voies de signalisation avec le sunitinib malate et le fingolimod pourrait constituer un moyen efficace de
réduction de l'angiogenese et de la croissance tumorale, et ainsi potentialiser I'effet de chimiothérapies
cytotoxiques.

Mots-clés : sunitinib malate, fingolimod, angiogenése tumorale, cancer du sein

Abstract :

Most anti-angiogenic strategies used in oncology mainly target endothelial cells by blocking the signaling
pathway of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Several protein kinase inhibitors may secondarily
reduce mural cells stabilization of the vessels by blocking the platelet derived growth factor receptor
(PDGFR). However, sphingosine-1-phosphate (S1P), also involved in the recruitment of mural cells, is not
yet a target in clinical practice. We therefore investigated the effect of simultaneous blockade of PDGF and
S1P signaling pathways on the chemotactic response of vascular smooth muscle cell (VSMC) and on the
breast tumor growth on a rat model. Using specific inhibitors, we showed that PDGFR-f, S1PR1 and S1PR3
receptors may act in synergy and that their simultaneous inhibition stops both the growth and migration of
VSMC. Similar results were obtained by combining sunitinib malate (Sutent ®; inhibitor of VEGFR / PDGFR)
and fingolimod (Gylenia ®; S1P analogue). Sunitinib malate is clinically approved in treatment of kidney
cancer while fingolimod is, for now, only indicated for the treatment of multiple sclerosis. Orally administered,
the combination of these drugs greatly reduced the growth of mammary tumors in a syngeneic model of
cancer in rats (Walker 256). This dual therapy did not show cumulative toxicity and histological analysis of
tumors revealed a normalization of intra-tumoral vasculature. The simultaneous blockade of these signaling
pathways with sunitinib malate and fingolimod could provide effective means to reduce angiogenesis and
tumor growth, and thus potentiate the effect of cytotoxic chemotherapy.

Keywords : sunitinib malate, fingolimod, tumor angiogenesis, breast cancer
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