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INTRODUCTION

Le carcinome a cellules rénales (CCR) représente acteite3fo de I'ensemble des
tumeurs malignes de I'adulte et se situe %{EFGang des cancers urologiques chez 'lhomme
aprés le cancer de prostate et le cancer de vessie, §‘f‘ealar£g chez la femme apres le
cancer de vessielLe type histologique le plus fréquemment observé est le carcirforaba
cellules claires (CRCC), qui représente pres de 85% des sosskigba@logiques. C'est le
cancer urologique qui a la mortalité la plus élevée. A 'heateelle, pres de 40% des
patients atteints d’un cancer du rein décédent de leur maladipacés a 20% des patients
atteints d’'un cancer de la vessie ou de la prostate. Environ 28%patents ont des
métastases au moment du diagnostic et presque 20 a 30% des patidét®lopperont au
cours de leur maladie. Pour les patients métastatiquegriestic est tres sombre avec moins
de 50% de survie & 1 an, 5% a 30% de survie & 5 ans et de 0% assvided 10 arfs
Malgré des critéres pronostiques reconnus, comme le grade reidédtiihrman ou le stade

TNM, les CCR gardent une évolution imprévisible.

Sur le plan épidémiologique, les hommes sont plus fréquemment afieéntss femmes
avec un sex-ratio de 3/1. Ce cancer atteint préférentigitethemme de 60 ans, le sex-ratio
passant méme & prés de 4/1 aprés 50 ans (soit aprés la mérofaeste)n cancer qui reste
rare chez 'adulte jeune, puisque seulement 6 % des patientgsastait 4gés de moins de 40
and. Lincidence du cancer du rein augmente régulierement en Amédgusord et en
Europe d’environ 3% par an depuis les années 1970. Selon les donnéeditle Nlagonal
de Veille Sanitaire et la Haute Autorité de Santé, 11 092 nouveawntase diagnostiqués
en France en 2011. L’augmentation de l'incidence montre une progressich aé2,2 pour

100 000 habitants en 20 dns



Trois explications peuvent étre avancées pour expliquer ce phénomene :

* l'augmentation du nombre de tumeurs diagnostiquées a un stade précoce, due a
I'utilisation répandue des techniques d’'imagerie abdominale (échographiemtrsca
voire IRM) effectuées le plus souvent dans le cadre de I'exploration d’autres
pathologies. La révélation fortuite de petites masses rénales efieattne le mode
de découverte le plus fréquent

« Le vieillissement global de la population des pays industridlisés

» Le role croissant de facteurs favorisants environnementaux, bien que ce dernier

argument ne soit clairement ét&bli

Avec lI'avenement de la génétique moléculaire, des espoirmésrdans I'établissement
de nouveaux outils diagnostiques et pronostiques. De plus, I'émergence delesouvel
thérapeutiques utilisant les concepts de pharmaco-génomique fondés génés et leurs
fonctions, a permis la mise en oeuvre de nouvelles stratégieno0eslles thérapeutiques
dites « ciblées » s’attaquent a certains processus plus gpénifnt « malins » comme la
prolifération cellulaire et I'angiogénése. Dans les carcinome®llules claires richement
vascularisés, des molécules anti-angiogéniques (anti-VEGFRPR&R ou anti-EGFR) ont
fait la preuve de leur efficacité, et ont totalement boulevierggise en charge des patients
atteints de CCR L'enjeu principal réside & I'heure actuelle dans la détetinimade

marqueurs de réponse et d'efficacité au traitement mis en place.



Systemes pronostiques dans le cancer du rein métastatique

Si le systéme TNM joue un role majeur dans la prédiction pronostique des tumeurs
localisées, il n’en est pas de méme pour les lésions métastatiquedoh@gnportant
d’identifier d’autres parameétres pertinents, biologiques ou moléculaires.prmocipaux
modeles sont utilisés a I'heure actuelle en pratique clinique :

- Elson efal. furent les premiers a développer un modeéle pour classer les patients
meétastatiques en 5 catégories, en s’appuyant sur 'lECOG (Eastern Coopenatiag®
Group), le temps entre le diagnostic et la survenue de métastases,rissaaignt, la
chimiothérapie premiére, et le nombre de sites métastdtidregonction des 5 catégories, la
survie médiane allait de 2,1 a 12,8 mois.

- Le modele de Motzer était le plus utilisé jusqu’a récemment. Il eStdomde taux de
LDH, d’hémoglobine, la calcémie corrigée, I'index de Karnofsky basé tat §énéral et la
réalisation préalable d’une néphrectomie. En fonction du nombre de paramétres,ulten rés
la définition de 3 groupes pronostiques, dont les survies étaient de 20, 10 et ¥ mois

- Le modeéle de Heng est actuellement le plus utilisé. Il correspond alerdedéotzer,

a la différence que le taux de LDH n’est plus pris en compte, et remplacéaar tket
polynucléaires neutrophiles et de plaquettes. En fonction du nombre de paramétres, il e

résulte la définition de 3 groupes pronostiques, dont les survies étaient de 37, 28 &t 9 mois

Les systémes actuels sont pour le moment pris en défaut dans la maladigtionéeacht fait
de leur manque de performance. L'évaluation du risque dans cette situation septigsline
particulierement en terme de prédiction de réponse a un traitement. C’est pourquoi
I'introduction de variables biologiques et moléculaires dans des systemes prosossigue

élément clé de la progression métastatique et de la réponse aux thérapeiligess
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Le gene VHL

a) Historique

Les premiers indices de la localisation chromosomique du géneevied'une étude
réalisée en 1979 par Cohenatt chez une fratrie atteinte d'une forme familiale de cancer
rénal sporadique a cellules claires. Dans cette familléndibgdus atteints de cancer du rein
avaient tous une translocation réciproque équilibrée tr (3pl4; 8). En 1982, Pathbk e
rapportait une autre famille atteinte de cancer rénal avetramsdocation tr (3; 11) retrouvée
au sein des cellules tumorales. En 1989, Kovaed. etignalait une troisieme famille dans
laquelle ils retrouvaient une translocation tr (3; 6). Ainsi le poamhmun de ces 3 familles
était une atteinte du bras court du chromosome 3, le point de cassure EmugdnOer au
niveau d'un gene impliqué dans le contréle de la croissance tumaaéefanctionnant sur

un mode "suppresseur de tumeur”.

Entre 1990 et 1993 un consortium international a été formé pour megredence le
géneVHL™. Ainsi de nombreuses études de liaisons génétiques portant samdesscdu rein
a cellules claires tant sporadiques que lies a la maladie délippel-Lindau ont permis,
grace aux stratégies de clonage positionnel, de localiser lecgadilat sur le bras court du
chromosome 3 en position 3p25-26. La mise en évidence de délétions régahedel
patients VHL issus de familles différentes fut le point de départ de l'isatesin gene.

La maladie de Von Hippel-Lindau est donc un syndrome familial de gp@sliion
aux cancers, associé a des néoplasmes malins ou bénins, surtout Hélastogies rétiniens,
cérébelleux, de la moelle épiniere, carcinomes des celkhedess et phéochromocytome. La
prévalence est estimée & 1/53 000, et l'incidence annuelle d3arma est de 1/36 G60La

maladie peut survenir a tout age (en moyenne a 26 ans) et débiitelleanent avec des
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hémangioblastomes rétiniens multiples et bilatéraux dans 50% adedl< sont souvent
asymptomatiques mais peuvent provoquer un décollement de la rétine, un oeat&urtare,
un glaucome et une perte de vision. Les hémangioblastomes duesystdmux central sont
révélateurs dans 40% des cas, et sont observés chez 60 a 80%edws. giatisont surtout
localisés dans le cervelet mais aussi dans le tronc cérébral et la épikee. lIs sont bénins
mais peuvent étre symptomatiques par compression des tissus adjBeast le cervelet, ils
entrainent généralement une hypertension intracranienne, des céplegéasmissements et
une ataxie des membres et du tronc. La formation de kystes rématiples est tres
fréquente avec un risque tres élevé de CCR. Certains phéochromaypeoent étre
asymptomatiques ou causer une hypertension. Des kystes de yd@idides cystadénomes
(60% des hommes) peuvent apparaitre, ainsi que des kystes multiglesicréas (majorité
des cas), des ilots tumoraux pancréatiques non sécrétoires ou dagstutne sac
endolymphatique avec perte de l'audition (10% des cas). Les pglfagees de la téte et du
cou sont rares. L'age moyen au diagnostic de tumeurs est inférieur a cehs dpsradiques,

avec une importante variabilité intrafamilitie

b)  Structure du gene VHL

Le géne VHL localisé en 3p25-26 couvre environ 14,5 Kb. Il comporte 3 exons,
respectivement de 553 pb, 123 pb, 2292 pb. C’est un géne suppresseur de tumeur qui répond a
la théorie de Knudson du « double hit », soit de 2 événements mutagéenigeessss : le

plus souvent un alléle est déelété par perte d’'un fragment chromosoremiiee allele est

muté (environ 60%) ou bien méthylé (15%)

De maniere tres intéressante, il a été démontré que leMi#inétait inactivé dans pres de

70% des cancers du rein sporadidtiés Ce géne code pour une protéine de 213 acides

aminés qui est le substrat de reconnaissance d’'un complexe ubitigéseequi va cibler un
12



facteur de transcription protéique : Hypoxia-Inducible Factor (f)La protéine pVHL en
effet se lie & 2 facteurs de transcription: Elongin B ét'G qui vont eux méme se lier a
I'Elongin A, constituant un complexe trimérique appelé ElonginSIIpVHL a aussi un role
majeur dans la formation de la matrice extracellulaireaasde contrdle du cycle cellulaire.
HIF-1 se lie a un hétéro dimere constitué d’'une sous unité alphal(l€t d’'une sous unité
béta (HIF-PB). Les sous unitest sont normalement rapidement dégradées en présence
d’oxygéne alors que les sous unifiésont présentes de maniére constitutionrféllélIF-1a
contrble la transcription d’'un certain nombre de genes dit induitShyaoxie. En effet en
condition normoxique, le complexe VHL Elongin C/B-Cul2 cible HbF-donduisant a une
dégradation protéosomale®® (Figure 1). En condition hypoxique aussi bien qu’en cas
d’inactivation deVHL, le complexe pVHL ne dégrade pas Hié-qui s’accumule alors dans

le noyau conduisant & une surexpression de genes qui sont critiques pour :

I'angiogenese (Vascular Endothelial Growth Factor: VEGF)

le transport du glucose (GLUT1, GLUT3)

- la glycolyse (6-phosphofructose 2-kinase)

- le contréle du pH (famille des anhydrases carboniques)

- la prolifération épithéliale (Platelet Derived Growth FacteDRGF,
Transforming Growth Factan: TGF-0)

- I'érythropoiétine (EPO)

I'apoptose (Bid, Bax, Bady.

Parmi tous ces genes qui s’activent en aval du complexe HIE/VEGF, VEGFR et

PDGFR sont les cibles les plus explorées.

13



Normoxie Hypoxie perte de fonction de VHL

HIF a HIF a HIF a
oz@ Prolyl 4 Oz Prolyl 4
hydroxylase hydroxylase

HIF aB| ***, Transcription

 (HRE) Gone |

Protéeasome

HIF1 HIF2
AN
- ™

VEGF GLUT1 PDGF CAIX CXCR4  TGFa

Figure 1 : La voie VHL/HIF et les génes cibles (d’aprés Fergelot ef.?").

En condition normoxique, la dégradation de la sous-unité Hl& dépend de son
hydroxylation et de la liaison de pVHL aux Elongines B, C, Cul2 et Rbx1 pour former
un complexe ubiquitine ligase. Hifel et HIFa2 sont constitutionnellement exprimés soit
en situation hypoxique, soit en cas d’inactivation d¥HL . La stabilisation de HIFa
entraine une activation des génes cibles tels que VEGF et PDGF. ldfFactive TGFu et
est considéré comme la forme oncogénique de HIF
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Le VEGF : molécule clé de I'angiogénéese tumorale

L’induction de I'angiogénése est un mécanisme indispensable awpigerient des tumeurs
au dela de 1 a 2 cm de diamétre. Le VEGF ou VEGF-A ehtdécules apparentées (VEGF-
C et VEGF-D) sont de puissants facteurs pro-angiogéniques inplaprés la croissance
tumorale et la survenue de métastases. Leur voie de signaliselligaire, relayée par des
récepteurs spécifiques (VEGFRS) a activité tyrosine kinaseyne des cibles principales des

traitements anti-angiogéniqué's

a. La famille VEGF

Le VEGF (VEGF-A) est une glycoprotéine homodimérique dont le gémeé en 1989° *°
comprend 8 exons et code une forme longue de 206 acides amin&sisBage alternatif des
exons 6 et 7, plusieurs transcrits sont géenérés et les peptathatprdifferent par leur
capacité de liaison a I'hnéparine et aux protéoglycanes de tpaean@ sulfate, composant de
la matrice extra-cellulaire. On distingue les isoformes 189, 165, 148, 145, 121, d’apreés le
nombre d’acides aminés de la protéine mature prédite, auxqueltsaputé récemment le
VEGF 162°! . Une isoforme particuliére, le VEGF165b ne posséde pas d’exon 8amémpl

par un §™exon potentief? (Figure 2).

15



5'UTR | AUG Heparin binding 3'UTR
(1] Exons 2-5 | 6B | | 7B [ 8]

. - VEGF 206

i T v:l:l VEGF 189

I T W VEGF183
. I »\/—:: VEGF 165

| I —:l\/: VEGF 162
. o n\/—\/: VEGF 148

. i —\/:I VEGF 145

Figure 2 : Les différentes isoformes de VEGF (d’aprés Fergelot ei.?).

Les formes surexprimées dans les processus d’angiogénése quigsi®let pathologique

sont les VEGF 121, 165 et 189. Les homodimeres de VEGF 189 sont retrouvés
essentiellement attachés a la matrice extra-cellulaiogs que les formes 121 et 165 sont
solubles. Le VEGF 165 cependant partiellement lié a la maéxteacellulaire et a la
membrane cytoplasmique apparait prédominant aussi bien d’un point de vuetijugae
fonctionnel. Dans les CCR, la co-expression des transcrits 121, 189 eist associée aux
stades T3-T4 et & la densité en micro vaisséauRe plus, il est intéressant de noter que le
VEGF165b, dont I'expression est associée a une croissance tumatalectarespondrait a

une isoforme inhibant l'activité du VEGF 168 Le transcrit 165b a été retrouvé sous-
16



exprimé dans les tumeurs rénafésL’altération de la régulation de I'épissage du VEGF
pourrait donc étre un phénomene important dans I'évolution spontanée d’'une toneur
'implication dans la physiopathologie du cancer rénal restgrégiser. D’autre part, il
apparait que les formes mesurables dans le sérum nemteflageexactement les différentes
formes du VEGF actives dans un tissu. Enfin, des modulateurs dedaspainibilité du
VEGF sont identifiés régulierement, ainsi une métalloprotéase,MBY, est capable de se

lier directement au VEGF 165 et de le séquestrer

Deux autres membres de la famille VEGF ont un rdle important dans I'angsmgmmorale :

le VEGF-C *® et le VEGF-D*. Ces deux molécules sont liées structurellement et
fonctionnellement. Elles different toutes deux du VEGF par Isem@e de propeptides a leurs
extrémités, mais possedent le domaine central d’homologie al-\(F8D) contenant la
cystine knot, motif caractéristigue des membres de cetteldarnd forme active, le VHD,
nait du clivage des propeptides par des protéases extracedlulad@nnues a ce jour.
L’expression du VEGF-C est stimulée par des facteurs desaramie tels que le PDGF et
'EGF mais pas par I'hypoxie. L'expression de ces facteuns digs modéles cellulaires et

animaux a bien montré leur implication dans I'extension métastafique

b. Les récepteurs VEGF

Trois récepteurs spécifiques de la famille VEGF ont ététiiites VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2
(KDR/FLK-1) et VEGFR3 (FLT-4). Ce sont des récepteursciiviéé tyrosine kinase. Le
VEGFR 2 s’associe aux isoformes 121, 145 et 165 du VEGF, au VEGRC \EEGF-D.

Son réle serait primordial dans la différenciation des cellefemthéliales®. Le VEGFR3 a

pour ligand les VEGFs C et D (Figure 3). Le VEGFR2 est expnrincipalement a la

17



surface des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins efajiilesnent sur les
lymphatique®” *% Le VEGFR3 est exprimé sur les vaisseaux lymphatiquessetdisseaux
sanguins tumorau. VEGFR3 a été corrélé positivement au VEGF-C dans des lgsats
tumeurs rénaléd Un réle dans l'angiogénése et la lymphangiogénése est maihte
clairement établi pour le VEGFR2 et le VEGFR3, respectivenséan. que documentée dans
certains types de tumeur, leur implication dans I'extension raétast des cancers du rein

reste a démontrer.

VEGF 121

VEGF 145

VEGF 165
VEGF 121 VEGF-C VEGF-C
VEGF 165 VEGF-D VEGF-D

aux Immunoglobulines

Membres de la famille VEGF

i domaine
S-S S-S d’homologie

Domaine de fixation du VEGF

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

(flt-1) (KDR/flk-1) (flt-4) Domaine de Dimérisation

Q@]

Domaine Tyrosine Kinase

Figure 3 : Les récepteurs VEGF et leurs ligands respeési La liaison des ligands au
récepteur transmembranaire active sa dimérisation et la tramduction du signal.

VEGFR2 est essentiel pour la prolifération des cellulesendothéliales sanguines
tumorales, alors que VEGFR3 médie la prolifération des vaisseauymphatiques. Le

réle de VEGFR1 dans I'angiogénese tumorale est a I'heure actleeencore mal défini

(d'aprés Fergelot et al*").
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c. Production de VEGF et mécanismes moléculaires de régulation de

I'expression du VEGF

L’expression du VEGF est contrblée par des mécanismes de tiggutamplexes, dans
lesquels interviennent de nombreux facteurs comme les cytokinefactieisrs de croissance
et les hormone¥'. La surproduction de VEGF retrouvée dans les tumeurs peut éhehéstt

a plusieurs mécanismes auxquels participe le factedr HIF

- L’hypoxie :

L’hypoxie des cellules les plus éloignées des vaisseaux sargjirmgde la production de
VEGF par un mécanisme transcriptionnel, I'activation de la sgetd@ARN messager par le
facteur HIF et deux mécanismes traductionnels, aboutissant tons augmentation de la
synthése de protéine. L'un de ces mécanismes traductionnels padaestabilisation de
I’ARN messager. |l nécessite la liaison d’'un facteur protégpreune portion déterminée de
I'extrémité 3' non traduite du transcrit (3'UTRS. La protéine HuR a été identifiée comme
I'un de ces facteur®’. Le deuxiéme mécanisme fait appel & I'extrémité 5' non trechit
transcrit (5’'UTR) et implique le codon d'initiation CUG. Ce codaerait utilisé
préférentiellement dans des conditions de stress hypoxigque connueshiloerr lia traduction
dépendante de la coiffe (Cap-dependent translation) initiéecqlassént au codon AU,
Une étude récente montre que, de facon surprenante, la nature stuittreantrolerait la
reconnaissance du codon initiateur par la machinerie traductiefhelinsi en considérant
les trois isoformes principales, la forme 121 n’est produite qu'a parCUG, la forme 165 a

partir des codons de fagon équivalente et la forme 189 a partiAUE Iclassique. Ceci

19



suggere gue I'hypoxie pourrait favoriser la production des isofosokibles 121 et 165 par

les cellules tumorales en activant la traduction des transcrits.

- Le gene suppresseur de tumeWwHL :

Dans les carcinomes a cellules rénales de type conventionnettdadpefonction de gene
VHL est un mécanisme clé de I'angiogénése tumorale potentidésaaffets de I'hypoxie sur

le VEGF. Les conséquences des altérations du\gdhesont de deux ordres :

- une activation de la transcription du ga&rieGF due a I'expression constitutive du
facteur HIF et & la levée de l'inhibition du facteur de transcription°$p1
- une stabilisation des transcrits VEGF
Une étude récente suggere que l'association de VHL a la protéiRe faloriserait la
dégradation des transcrits. A l'inverse, I'absence de VHL enteafr@mme 'hypoxie la

stabilisation de '’ARN messager par fixation de HuR au 3'6fTR

- La voie de signalisation Ras :

A coté de la perte de fonction du gene suppresseur de tumeur, tiaotiga I'oncogéneas,
telle qu'elle a été montrée dans les cancers dd°réfrpourrait stimuler la production de
VEGF. Raf induirait la transcription du géne VEGF par la voidadproteine kinase @
(PKC 2). Raf de méme que la PI3-kinase pourraient conduire a I'activatide BIKC Z *°.
Dans les tumeurs rénales, I'hypoxie, la perte de fonction de ggmpeesseur de tumeurs
comme VHL mais aussiPTEN *° et I'activation oncogénique de voies de signalisation
cellulaire sont impliquées dans la surexpression du VEGF. Lesvo@scRaf-MAPK et PI3-

20



AKT/mTOR seraient impliquées dans I'activation du VEGF, en coopé&aet HIF, dont
I'activité est elle-méme augmentée par ces voies deal@gtion et I'hypoxi@’. Il est

toutefois important de considérer que ces mécanismes, démontrésojnneitsont pas
forcément effectifs in vivo au méme stade du développement tumordhnsi les mémes

cellules.
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Traitements médicaux des cancers du rein métastatique

Les traitements médicaux cytotoxiques usuels comme le 5-FU, la vinblastménueque la
radiothérapie sont des traitements inefficaces dans le cancer Sudesgu'au début des
anneées 2000, seuls les traitements cytokiniques systémiques tels que Kiniedér
I'Interleukine-2 étaient utilisés, permettant une réponse tumorale faildeso@érieure aux
chimiothérapies conventionnelles. Une réponse tumorale était ainsi obtenue chedd<$,5%
patients avec I'Interféron; et la survie était allongée de 15 niais

Par la suite, 'avénement des thérapies ciblant la néo-angiogéanesale a révolutionné la
prise en charge et le pronostic de ces patients. Ces thérapies tiléssoe sont représentées
par plusieurs classes thérapeutiques :

- les inhibiteurs du facteur de croissance VEB&vacizumap: cet anticorps
monoclonal recombinant humanisé se fixe au VEGF circulant et neutralise sa
liaison au VEGF-R des cellules endothéliffles

- les inhibiteurs des récepteurs a activité tyrosine kirmgat{nib, sorafenib,
pazopanib, axitinip: le sunitinib inhibe les VEGF-R1 et 2, les PDGR& 3,
le stem-cell growth factor (c-kit) et la Fms-like tyrosine kinag&lt3)*. En
bloquant plusieurs voies de transduction, ces médicaments multicibles ont une
action a la fois sur I'angiogénése, la prolifération tumorale et I'apoptose.

- les inhibiteurs de la Mammalian Target of Rapamycin ou m-TOR
(temsirolimus, everolimiismTOR est une protéine kinase cytoplasmique
active sous forme de complexe et jouant un role de régulateur central de la
croissance et de la prolifération cellulaires, de I'angiogenese edtdbatisme
cellulaire. Elle se situe au carrefour de 2 grandes voies de sitjpalisatre

angiogenése et apopt65e
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Concernant le sunitinib, premier traitement développé et considéré jusqu’a présmetleom
traitement de référence, une étude de phase Ill I'a compaf& bgnk & I'Interférone chez

750 patients atteints d’'un ccRCC métastatique. Une différence signifiésivebservée en

faveur du bras sunitinib avec une survie sans progression presque doublée, passantde 5 a 11
mois (< 0,001), ainsi que pour la survie globale passant de 14 a 28 mois. Les taux de

réponses globales étaient de 44% dans le bras sunitinib et de 6% dans le grdépentate

A I'échelon moléculaire, I'efficacité des inhibiteurs de tyroskieases s’explique par
I'inhibition compétitrice des sites de phosphorylation des récepdeactivité tyrosine kinase.
La molécule se fixe alors de maniére réversible sur les gé liaison de I'ATP des domaines
kinases, empéchant ainsi I'activation des voies de signalisatieal Fagure 4). Le sunitinib
va ainsi inhiber les voies liées au VEGF-R2 principalement, auaisi a d’autres récepteurs a
activité tyrosine kinase du fait d'une grande homologie entre les demkinases tels que le
VEGF-R1, VEGF-R3, PDGF-R, fms-related tyrosine kinase-3 (FL€8Jony stimulating
factor-1 receptor (CSF1R), Kinase Tyrosine (c-KIT), et R&eaged during Transfection
(RET)®. De fait, cette phosphorylation des récepteurs & activitéingrésnase va entrainer
par rétrocontrdle une sécrétion et un relargage de VEGF dans le sahantir

Les traitements TKI ont des effets secondaires fréquents, ma@aimrénaux avec le
développement d’HTA parfois sévéte de protéinuries et dinsuffisance rénale, des
microangiopathies thrombotique®: ® ® Des effets secondaires cardiaques peuvent
également survenir avec développement d'insuffisance cardiague e@nuzhors de
I'HTA ®8 L’histologie rénale et la physiologie de ces effets secondairéspaét 'instant peu
étudiée, notamment parce que les patients traités pour cancendiomeinéphrectomisés
avant le traitement et que la présence d’un rein unigue contmpsnthi biopsie rénale sur le
rein restant. On peut cependant remarquer la similitude clinigue kes effets secondaires

des TKI (HTA et protéinurie) et la pré-éclampsie, situatitinique associant en fin de
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grossesse une HTA séveére et une protéinurie parfois majgupeééclampsie s’accompagne
d’ailleurs d’'une élévation du sFLT1 circulant, récepteur soluble du VEGHui peut donc
étre assimilé au bevacizumab. Comme cela a été démontré 'éamte Imulticentrique
francaise RARe sur des biopsies rénales de patients sousg@intiéniques, la protéinurie
s'expligue par des anomalies des protéines constituant le diaphiedierte du glomérule,
structure assurant I'imperméabilité du glomérule aux grossesirast avec une diminution
de I'expression dans les podocytes de la néphrine, de la synaptopodite mdtecine® ©

De nombreux modeéles expérimentaux ont démontré que le blocage deatianfide
'angiotensine-2 a son récepteur AT1-R entrainait une diminution siéctgtion de VEGF-A
par les cellules tumoral€s "2 L'utilisation de cette classe d’'anti-hypertenseur (ARA-2)

présente donc potentiellement tout son intérét dans le ccRCC.
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Figure 4 : Sites d’action des différents traitements anti-angiogéniges (TKI et
inhibiteurs de m-TOR) au niveau cellulaire et vasculaire.
(K. Bensalah — Congres AFU 2013)
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Systeme rénine-angiotensine et cancérologie

Depuis plusieurs années une controverse agite également laulidéreedicale sur le
réle que pourrait jouer l'utilisation des ARA-2 et des inhibiteurdelezyme de conversion
(IEC) sur I'incidence des cancers chez 'homme. Les dongigegmiologiques actuelles et
'analysepost hocde grandes études, qui ont conduit & un recours en premiére intention aux
bloqueurs du SRA dans les maladies cardiovasculaires et néphrofygignecontradictoires
guant a I'influence de ces traitements sur la survenue des cancers.

Les données de la recherche fondamentale sont, quant a ellesctmdeiantes et
montrent un réle anti-tumoral des bloqueurs du SRA. Les mécanismeisjuésplsont
principalement un blocage de la prolifération cellulaire tumoralenetinhibition de la néo-

angiogénese.

Données issues des études cliniques

a/ Méta-analyses

Une large méta-analyse avec analgest-hocparue en 2010 a ouvert le débat actuel
en discréditant I'utilisation des ARA-Z. Ce travail répertorie les principales études cliniques
parues avant novembre 2009, portant sur 'emploi des ARA-2 et incluantoes 100
patients.

L’incidence des cancers (68 402 patients issus de 5 études: LREGPHY,
TRANSCEND, ONTARGET et PROFESS) et des déces par caeoeffonction de
l'utilisation ou non d’ARA-2 (93 515 patients issus des 5 études pnésdet de 3
supplémentaires : OPTIMAAL, VALIANT et VAL-HEFT) ont étéugliés. D’aprés ce travail,
l'incidence des cancers est significativement augmentée laaisortalité spécifique par

cancer n'est pas modifiée. De nombreux biais moderent cependarisigtats de cette
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analyse et ont été exposés dans des lettres de réfofisit d’abord, il s'agit d’analyses
post-ho¢ pour lesquelles le risque tumoral n’était jamais I'objectifg@pal et rarement un
objectif secondaire. Pour certaines, les données concernant laugike cancers ont été
récupérées secondairement. Les auteurs n’ont parfois pas étéésoptaa la récupération
des données ce qui interroge sur I'exactitude et I'exhaustivitéateses analysées. De plus,
la durée de suivi, en moyenne 3,5 années et n’excédant jamais §,anséeavent été trop
courte pour que les évenements néoplasiques apparaissent en nomhaat quifis étre
analysables. Les groupes contréles de ces différentes étudésnh’gtes homogenes, et ont
aussi bien pu recevoir un placebo (TRANSCEND), fubloquant (LIFE) un IEC
(OPTIMAAL et VALIANT) ou l'association d'un IEC et d'un ARA-ZRROFESS). Enfin et
le plus souvent, I'exposition des individus aux autres facteurs de wggoancer, tel que le
tabac n’était pas mentionnée. De nombreux biais peuvent donmélezés et remettre en
guestion les conclusions de cette premiere méta-analyse.

Suite aux nombreuses critigues méthodologiques parues dans lauligtéles auteurs
de ce travail ont repris leur étud® Des travaux plus anciens (& partir de 1950) et publiés
jusqu’en 2010 ont été pris en compte pour cette seconde méta-analy$e reé@essité d’'un
suivi théoriquement plus long et supérieur a 1 an. Les études avec pa gontrdle placebo
ont été distinguées de méme que l'utilisation d’ARA-2 ou d'lEC en nhénapie ou en
association. Enfin, les auteurs ont voulu étendre leurs analyses & teateclasses
thérapeutiques anti-hypertensives. Par conséquent, des études cortgitémeont été
analysées dans ce travail, incluant ainsi plus de 300 000 patiantsi [Bs ARA-2, le
telmisartan a été distingué des autres ARA-2, de méme g|lieCQea faible affinité tissulaire
et ceux a forte affinité. Que ce soit pour les ARA-2 ou pourH€s en analyse globale ou de
sous-groupe, aucune augmentation du risque de survenue de cancer etagmerdation
de la mortalité par cancer n’est mise en évidence contmmteaux conclusions établies dans

le premier article. L'analyse des associations IEC / ARRa&2pas pu conclure en raison du
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trop faible nombre de patients. Méme si la méthodologie de esi@de méta-analyse a été
plus rigoureuse, demeurent toujours les problémes relatifduaéa de suivi, a I'exhaustivité
du recueil des données concernant la survenue des cancergpesitien aux facteurs de
risque classiques de cancer.

Dans une troisiéme méta-analyse parue en 201ds auteurs n'ont repris que les
études portant sur l'utilisation des ARA-2. La méthodologie est supiaoa celle utilisée
dans le second article de Sipahi et prés de 140 000 patients ont lég& kacune
augmentation du risque de survenue de cancer n'a été mise en évidenoeémes biais

mentionnés pour les 2 premiéres méta-analyses demeurent.

b/ Etudes de registres

Les études de registres apportent des conclusions différentedlete das méta-
analyses, mentionnant méme un potentiel role protecteur des AL la survenue des
cancers !

Des 1998, la question du lien entre l'utilisation des IEC et tpeisle cancers avait
été posée dans un travail publié dans le LaréetDans un centre spécialisé dans
I'hypertension artérielle (HTA) a Glasgow, a partir de 5 20%idos analysés entre 1980 et
1995, 4 930 patients ont recu un traitement pharmacologique de I'HTA d&&@ des IEC.
L’incidence des cancers des patients recevant des IEC comdfgarée a celle des patients
recevant un autre traitement anti-hypertenseur ou pas dengaiteLa durée moyenne de
suivi pour les 5 207 patients était de 6,6 ans, de 5,2 années dans le |g©@ugtede 7,2
années pour le groupe des autres molécules anti-hypertensisgsodition au tabac a été
recueillie pour plus de 98% des patients inclus. Un appariementeffétté sur 'age et le
sexe des patients. Les courbes de survie (Kaplan-Meier) emtttan évidence un role
protecteur des IEC par rapport aux autres molécules anti-hypiggs. Analysés séparément,

les inhibiteurs calciques, I¢sbloquants ou les diurétiques n’avaient aucun réle sur le risque
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de cancer. Les IEC sembleraient protéger plus efficacement d@pparition des cancers

pulmonaires et mammaires, plus particulierement chez les femines fumeurs. Cependant,
le principal biais de cette étude résidait dans la différdecgurée de suivi entre les patients
ayant recu des IEC et les patients ayant recu d’autresi@go@e qui pourrait favoriser les

IEC méme si les courbes de survie se séparent précocement. Par, adliéetude ancienne,

a été réalisée avec des molécules dont I'activité etidsfité different des molécules

actuellement prescrites et utilisées.

Une étude de registre d’assurance taiwan@igeibliée en 2011, plus rigoureuse du
point de vue meéthodologique, semble confirmer les conclusions de Leves. lase de
données comportait un million de taiwanais depuis’Igatvier 1998. Parmi ces personnes,
presque 110 000 avaient été nouvellement diagnostiqués pour une HTA, et uaspeel 40
000 avaient recu des ARA-2. Les patients hypertendus recevafiRdeg ont été compareés
aux autres patients hypertendus traités. La durée moyenne détaitide 5,7 ans +/- 2,6 ans.
Les patients recevant des ARA-2 étaient un peu plus agés : 5%8rans57,9 ans pour les
patients non traités, plus souvent diabétiques et insuffisants rénaumqci®s ou nécessitant
le recours des associations de molécules anti-hypertensivescpoumébler leur HTA.
L’analyse de cette cohorte mettait en évidence que les-2Rininuaient significativement
I'incidence des cancers. Cet effet était plus marqué clsepatents agés et si I'exposition
aux ARA-2 était prolongée plus d’'un an. Tous les ARA-2 étudiés semblavoir le méme
pouvoir protecteur. La protection semblait équivalente, quelque soit leléypancer pris en
compte. Des biais inhérent a ce type d’étude étaient préseptimdmpal étant I'absence de
distinction entre les IEC et les autres drogues anti-hypertensivesedgosipe témoins.

A partir de ce méme registre mais uniqguement sur la populatidnétidjae
hypertendue, une étude cas-contrble a été réalisée afin dechecher lien entre survenue de
cancer et utilisation des ARA-2. Aucune augmentation du risque n’était montrée dans ce

travail.
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Enfin, une étude réalisée a partir d’'un registre danois incluantpldf0 000 patients
a été publiée en 20%% Le but de ce travail était de comparer la survenue de rsaeoe
fonction de l'utilisation des ARA-2 ou des IEC. Aucune différengmificative n’était mise
en évidence entre ces 2 types de molécules.

Ces données, issues des grandes études cardio-vasculaires etiskessy sont
contradictoires et ne permettent pas de conclure. Seul un esgaqgbifoa grande échelle
pour laquelle I'incidence des cancers serait I'objectif pringgmalrrait nous aider mais n’a

pour le moment jamais été réalisé.

c/ Etudes rétrospectives

Quelques études rétrospectives a partir de séries de patieintts ate tumeurs ont été
publiées récemment et mettent en évidence un intérét pour lest IIE€ ARA-2. En effet,
dans ces études, ces classes thérapeutiques amélioreraient le pdesqsidents.

La survie de 287 patients atteints d’'un carcinome pulmonaire noritéspalilules,
localement avancé ou métastatique, traités entre 1996 et 2007 eharbd'un seul centre
allemand a été analysée en fonction ['utilisation a visée gptgfensive ou non d’IEC ou
d’ARA-2 8%, Parmi ces patients, 52 avaient recu un IEC ou un ARA-2. L'uidisatune de
ces 2 classes thérapeutiques améliorait de 3,1 mois la survideghobdiane (11,7 mois
versus 8,6 mois). Cet effet était indépendant des doses de sels de pégtires ou de
I'exposition aux facteurs de risque classiques.

Des résultats comparables ont été décrits plus récemment dans une cEeadenes
rénaux & cellules claires métastatiques traités par sbnéirire 2004 et 201%. Parmi les
127 patients étudiés rétrospectivement, 44 ont recu soit un IEC soit un ARA-2 et 83 aucune de
ses deux classes thérapeutiques. Les patients traités par un bldqueRA avaient une

meilleure réponse au traitement et une survie sans progressiaooramdPour ce méme type
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de tumeur, une publication rapportant 3 cas mentionnait que l'associatiancteetidine
avec des IEC ou des ARA-2 semblait bénéfique en terme de®urvie
Enfin, il a été montré que des patientes suivies pour des canceesndageessifs
récidivaient moins si elles recevaient des IEC ou des ARA-2
Ces différentes publications indiquent donc que ['utilisation de bloqueurRAwp8urrait
améliorer la réponse au traitement, la survie et diminuesdgeide récidive des patients en

cours de traitement pour un cancer.
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Systeme rénine-angiotensine et cancers urologigues

Il s’agit d’un article de revue publié par notre équipe dans laerBvagres en Urologie en
Feévrier 2014.

L’objectif était de faire le point sur I'implication du system@mnine-angiotensine (SRA)
dans les voies de cancérogénese et son possible effet antittuhaosa les cancers
urologiques.

I expose dans un ®1temps les principaux réles du SRA et des récepteurs de
I'angiotensine-1l. Puis son implication dans la progression tumdaate différents types de
cancers est discutée au travers des travaux de recherche pubitéo comme sur modéles
animaux. Enfin, nous reprenons les différentes publications dans legscamc®giques
(prostate, vessie et rein).

Concernant la prostate, dans des modéles résistants a ldarastreitro comme dans les
modeles animaux, il était noté un ralentissement de la croistanterale avec des
antagonistes des récepteurs de I'angiotensine-ll (ARA-2). Urle éaude chez 'homme est
publiée montrant également une réduction des symptdomes douloureux ainsi qu’une
diminution du taux de PSA.

Dans la vessie, il existe peu d’études, toutes publiées pania éguipe japonaise. De la
méme facon, elles retrouvent un ralentissement de la croissamm#ale en inhibant
'angiogénése.

Enfin dans le cancer du rein, plusieurs études sur des modéleaislet animaux ont
montré I'implication des ARA-2 dans le ralentissement de Issanice tumorale, comme de
la progression métastatique. Chez I'homme, I'association d’'un bloqueB8R4&ua un TKI

était associée a une meilleure survie sans progression.
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Résumé

Introduction. — Une grande controverse anime la littérature concernant le réle potentiel du
systéme rénine-angiotensine (SRA) dans la tumorogenése. L’objectif de cette revue est donc
de déterminer Uimplication de cette voie en cancérologie, puis plus spécifiquement dans les
cancers urologiques.

Matériel et méthode. — Une revue systématique de la littérature sur la base de recherche Pub-
med a été effectuée en utilisant les mots clés suivants, seuls ou en combinaison : cancer, renin,
angiotensin, VEGF, AT1R, antagonists of angiotensin-2 receptors, inhibitors of angiotensinogen
converting.

Résultats. — De nombreux cancers (sein, estomac, vessie, astrocytome, glioblastome, ovaire,
utérus, pancréas, rein, prostate, surrénale) expriment une forte concentration d’AT1-R dans
les tissus tumoraux. L’Ang-1l est alors capable d’induire l’expression du VEGF-A et ainsi favori-
ser la néoangiogenese, mais aussi d’activer différentes voies de signalisation impliquées dans
la prolifération cellulaire et d’inhiber I’apoptose. Plusieurs modeéles animaux de xénogreffe
ont démontré une efficacité anti-tumorale des bloqueurs du SRA, seuls ou en association aux
thérapies, réduisant l’angiogenese et la croissance tumorale. Des données cliniques issues de
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séries rétrospectives ont également mis en évidence une augmentation des taux de survie sans
progression ou des taux de réponse chez des patients traités par des bloqueurs du SRA.
Conclusion. — De nombreuses données ont semblé démontrer U’implication de la voie rénine-
angiotensine dans la carcinogenése, ainsi qu’un effet anti-tumoral des bloqueurs du SRA, en
complément des traitements anti-cancéreux. Des études cliniques sont a présent nécessaires
pour confirmer ces données expérimentales.

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Summary

Introduction. — A controversy animates the literature on the potential role of the renin-
angiotensin system (RAS) in tumorogenesis. The objective of this review was to determine
the involvement of this pathway in cancer, and more specifically in urological cancers.
Material and method. — We made a systematic review of articles referenced in Pubmed, using
the following keywords alone or combined: cancer, renin, angiotensin, VEGF, AT1R, antagonists
of angiotensin-2 receptors, inhibitors of angiotensinogen converting.

Results. — Many types of cancers overexpress AT1-R in their tumoral tissues (breast, stomach,
bladder, astrocytoma, glioblastoma, ovary, uterus, pancreas, kidney, prostate, adrenal gland).
Ang-ll can induce VEGF-A expression and promote neoangiogenesis, but also can trigger different
molecular pathways involved in cell proliferation or inhibit apoptosis. Several xenograft murin
models demonstrated anti-tumoral efficacy of RAS blockers, alone or using combined therapies,
targeting angiogenesis and slowing down tumor growth. Retrospective studies in patients have
also revealed a better progression-free survival and a better response to therapies in those
treated with RAS blockers.

Conclusion. — Many data seem to demonstrate the involvement of the RAS in carcinogenesis, as
well as anti-tumoral effect of RAS blockers in addition to anti-cancer treatments. Clinical data
are now expected to confirm these experimental findings.

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Introduction

Depuis de nombreuses années, les traitements visant a blo-
quer le systéme rénine-angiotensine (SRA) sont largement
utilisés dans les maladies cardio-vasculaires et néphrolo-
giques, et plus particulierement dans la prise en charge de
’hypertension artérielle. Son réle protecteur sur le systéme
cardio-vasculaire et ses effets secondaires chez la femme
enceinte ou les insuffisants rénaux ont été largement ana-
lysées dans les études précliniques mais aucune donnée
n’existe concernant le risque oncologique de ces médica-
ments. Récemment, une controverse est apparue dans la
littérature sur ce point au vu de plusieurs méta-analyses
[1]. Si Uune en fait un facteur de risque d’augmentation
de l’incidence des cancers, mais sans en modifier la survie
spécifique [2], 2autres sont venues par la suite contre-
dire ces conclusions [3,4]. Néanmoins, de nombreux biais
méthodologiques existaient dans ces différentes études dont
ni Uobjectif principal ni méme les objectifs secondaires
n’étaient d’évaluer le risque tumoral. La durée de suivi était
de plus trop courte et les facteurs de risque usuels de sur-
venue de cancers tel que le tabagisme n’étaient pas pris
en compte [5]. Pour autant, plusieurs études de registres
apportent des conclusions différentes, retrouvant méme un
role protecteur des bloqueurs du SRA [6,7]. Malgré les biais
inhérents aux études rétrospectives, ce caractére protec-
teur a également été retrouvé chez des patients traités pour
différents types de cancers comme le poumon, le sein ou
le cancer du rein [8—10], améliorant la réponse aux traite-
ments, la survie, tout en réduisant le risque de récidive. Ces

travaux cliniques sont a mettre en regard de nombreux tra-
vaux scientifiques ayant porté sur des modeéles cellulaires ou
animaux. Ces derniers viennent renforcer I’hypothése d’un
role du SRA dans la carcinogenése et surtout d’une action
anti-tumorale des bloqueurs du SRA.

Du fait du réle prépondérant de ’angiotensine-2 (Ang-
II) dans U'embryogenése de Uappareil urinaire et de
U’expression intense de ses récepteurs dans le tissu rénal
adulte, il est licite de se poser la question d’un lien spéci-
fique entre SRA et cancers urologiques. La tumorogeneése est
en effet un phénoméne complexe faisant intervenir de nom-
breuses voies de signalisation, interagissant les unes avec les
autres [11,12]. Dans cette revue de la littérature, Ueffet
anti-tumoral du SRA via UAng-Il est exposé ainsi que son
implication dans les cancers urologiques.

Matériel et méthode

Une revue systématique de la littérature sur la base de
recherche Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a été
effectuée en utilisant les mots clés suivants appartenant
a l’arborescence Mesh, seuls ou en combinaison: cancer,
renin, angiotensin, VEGF, AT1R, antagonists of angiotensin-
Il receptors, inhibitors of angiotensinogen converting
enzyme. Tous les articles en langue anglaise et francaise
ont été étudiés, sans sélection par rapport a l’impact factor
de la revue, et sans limite d’acceés par nos institutions (uni-
versité Rennes 1, CNRS). Les études expérimentales sur des
modeles cellulaires comme animaux, ainsi que les études
cliniques rétrospectives dans différents types de cancer, les
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méta-analyses ou revues de la littérature en anglais et en
francais ayant trait au SRA ont été sélectionnées.

Le systéme rénine-angiotensine

Principaux réles du SRA

Le SRA consiste en une cascade d’interactions biochimiques
aboutissant a la production d’Ang-ll, effecteur majeur de
cette cascade hormonale. C’est I’un des principaux comple-
xes de régulation de la pression artérielle ainsi que de
’équilibre hydrosodé de l’organisme, principalement par
ses effets rénaux. Il participe aussi a la régulation de la
vasomotricité et au remodelage tissulaire dans le systéme
cardio-vasculaire [13]. Les différents composants du SRA
jouent un role important dans ’embryogenése et le déve-
loppement des organes, notamment des reins [14]. A ’age
adulte, de nombreux tissus expriment tout ou partie des
composants du SRA, au premier rang desquels les reins mais
aussi le foie, le pancréas, le cceur, les poumons et le cerveau
[13].

Produite par le foie, l’angiotensinogéne est trans-
formé sous Ueffet de la rénine en angiotensine-1.
L’enzyme de conversion vient alors rapidement transformer
’angiotensine-1en Ang-ll, qui peut alors agir sur ses cel-
lules cibles par l’intermédiaire principalement de 2 types de
récepteur : le récepteur de type1 (AT1-R), et le récepteur
de type 2 (AT2-R) de l’angiotensine (Fig. 1). C’est lors de ces
étapes de transformations enzymatiques que viennent agir
les différentes thérapeutiques inhibitrices du SRA: inhibi-
teurs de la rénine, de ’enzyme de conversion (IEC) ou les
antagonistes des récepteurs de I’Ang-Il (ARA-2).

AT1-R et AT2-R: les récepteurs de I’Ang-Il

Ces 2 récepteurs appartiennent a la famille des récepteurs
a 7 segments transmembranaires. Apres fixation de I’Ang-Il,
ils s’homodimérisent pour exercer leurs actions physio-
logiques : libération de l’aldostérone, vasoconstriction et
régulation de ’équilibre hydrosodé [15] (Fig. 1).

Dans le méme temps, AT1-R est phosphorylé, internalisé
puis dégradé, pouvant ainsi activer plusieurs voies de signali-
sation liées aux tyrosines kinases : Erk, MAPK et jun-K et ainsi
induire les remodelages rénaux et cardio-vasculaires [16].
Enfin, AT1-R semble pouvoir transactiver certains récep-
teurs de croissance comme UEGF-R, comme décrit dans
’hypertrophie cardiaque [17].

AT2-R utilise pour sa part des voies de signalisation dif-
férentes en faisant intervenir les phosphatases, la GMP
cyclique et la phospholipase-A2. Il diminue alors la pression
artérielle par augmentation de la synthése d’oxyde nitrique
et augmentation de la natriurése, mais diminue également
la prolifération cellulaire tout en augmentant |’apoptose et
la différenciation cellulaire [1,18].

Dans de nombreux types de cancers (sein, estomac,
vessie, astrocytome, glioblastome, ovaire, utérus, spino-
cellulaire, pancréas, rein, prostate, surrénale) une forte
concentration d’AT1-R a pu étre retrouvée dans les tis-
sus tumoraux, démontrant ainsi un lien entre agressivité
tumorale (tumeurs de stade et de grade élevés) et
niveau d’expression de ce récepteur [1]. La surexpres-
sion d’AT2-R n’est observée que dans certaines tumeurs
agressives telles que le glioblastome [19], le carcinome
rénal a cellules claires [20] ou les cancers gastriques
[21].
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Figure 1.

Systéme rénine-angiotensine et classes thérapeutiques bloquant la cascade enzymatique.
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Réle des récepteurs de I’Ang-Il dans la
carcinogenése

De nombreux modéles cellulaires ou animaux ont apporté
la preuve de U'implication de ’Ang-1l dans les mécanismes
de progression tumorale. Ce réle est essentiellement médié
par l’activation d’AT1-R.

Mécanismes d’action

Essentiel a la néovascularisation au sein de la tumeur et
a la croissance tumorale, U’Ang-1l est capable d’induire
’expression du VEGF-A et ainsi favoriser la néoangioge-
nése au sein de nombreuses tumeurs [22,23] (Fig. 2).
L’Ang-Il est également impliquée dans la prolifération cel-
lulaire via [’activation de plusieurs cascades moléculaires :
la voie PI3-kinase/Akt [24], NF-kB (nuclear factor-xB) [25],
PAX2 (paired homeobox 2), STAT3 (signal transducer and
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HYPOXIE
VEGF-A
EPO
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% PDGFR
o
(b)
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Angiogénése Prolifération Migration Invasion

Figure 2.  ROle de ’Ang-Il sur les différentes voies de signalisation
liées a la prolifération et la migration cellulaire, ainsi que les voies
de I’angiogeneése : a: la stimulation d’AT1R participe a la production
de HIF-1a, et augmente U’expression du VEGFR2 par transduction
du signal; b:AT1R transactive EGFR, induisant une stimulation
des voies de la prolifération et de la migration cellulaire (ERK,
Pi3K-AKT, STAT3, JAK, PAX2), de l’angiogenése (ERK, Pi3K-AKT)
et de Uinflammation (ERK, NF-kB), tout en réduisant ’apoptose
(caspase-3).

activator of transcription 3) et JAK (jun activating kinase)
[26]. Il a également été démontré une implication de la
voie de UEGFR (epidermal growth factor receptor) dans
différents modeéles cellulaires endothéliaux, aprés transac-
tivation du récepteur par AT1-R et Erk1/2 (extracellular
signal-regulated kinases) [27—29]. Enfin, I’Ang-ll est capable
d’inhiber certaines voies de |’apoptose via AT1-R [24],
notamment en augmentant la survivine et en supprimant
Uactivité de la caspase-3via U'activation de la voie PI3-
kinase/Akt [30].

Modéles thérapeutiques expérimentaux

Ces constatations scientifiques dans différents types de can-
cers ont tout naturellement amené a vouloir tester les
bloqueurs du SRA a visée anti-tumorale. Le blocage de la
fixation de U’Ang-1l a AT1-R par un antagoniste des récep-
teurs de type1a UAng-ll (ARA-2) a ainsi été utilisé dans
de nombreux modeéles expérimentaux. Cette classe médi-
camenteuse de la famille des Sartans est un traitement
déja largement utilisé et connu dans la prise en charge de
’hypertension artérielle et de la protéinurie. L utilisation
des inhibiteurs de I’enzyme de conversion de |’angiotensine-
1 (IEC) a montré des propriétés anti-tumorales identiques,
mais finalement peu de travaux l’ont étudié.

L’'inhibition de la néoangiogenese par diminution de
la sécrétion de VEGF-A par les cellules tumorales est le
principal mécanisme incriminé. In vitro, on constate une
diminution de la production de VEGF-A sous l’action des
ARA-2 [22,31,32]. Dans des modéles tumoraux chez la sou-
ris, Uutilisation des ARA-2 montre un net ralentissement de
la croissance tumorale [33], ainsi que de la progression
métastatique dans les cancers digestifs [34]. La proliféra-
tion cellulaire au sein de nombreuses tumeurs est également
inhibée (mélanome, ostéosarcome, sein), via l’activation
de la voie Erk1/2associée a la transactivation de EGFR
[35—37]. Parmi les autres mécanismes anti-tumoraux incri-
minés, il est décrit une diminution de la lymphoangiogenése
par les ARA-2 [38], une induction de ’apoptose [39] mais
aussi une limitation de ’activation de la voie TGF-B dans un
modele murin de cancer du pancréas [40]. Enfin, l’utilisation
d’ARA-2 comme des IEC semblent inhiber ’inflammation
locale [41] et ’invasion tumorale locale [42].

Dans des modeles murins de xénogreffe, |’utilisation
d’IEC dans le cancer du poumon potentialisait I’efficacité
de la radiothérapie [43]. Ces effets bénéfiques ont aussi
été constatés en association avec le 5-fluoro-uracil [44] ou
Uinterféron-p [45] dans ’hépatocarcinome, ainsi que dans
un modéle animal de cancer du pancréas en association avec
la gemcitabine [46], potentialisant les effets anti-tumoraux
de ces différents traitements cytotoxiques. Finalement,
dans un modéle de souris trangéniques, l’utilisation d’IEC
permettait a la fois de ralentir la progression, mais aussi de
prévenir la survenue d’un cancer du pancréas [47].

Le role d’AT2-R dans les mécanismes de tumorogenése
reste actuellement peu explicité. Il semblerait en effet
qu’une spécificité d’action soit dépendante du type de
cancer, avec un effet soit pro soit anti-oncogéne [1]. A
la différence d’AT1-R, seules quelques tumeurs agressives
semblent exprimer AT2-R. Les résultats sont cependant a
pondérer par le faible nombre de travaux réalisés sur ce



Systéme rénine-angiotensine et cancers urologiques

77

récepteur. L’interaction entre les 2récepteurs transmem-
branaires reste d’autre part a définir.

Implication de I’Ang-1l dans les cancers
urologiques

Limplication du SRA et de UAng-ll a été étudiée dans
de nombreux cancers. Dans le domaine plus spécifique de
lurologie, plusieurs travaux ont également pu démontrer
leur role potentiel dans la carcinogeneése. Il est également
licite de se demander s’il existe un lien avec les carcinomes
a cellules rénales, puisque les reins sont les effecteurs prin-
cipaux du SRA et sont les organes qui expriment le plus
fortement a l’état physiologique les récepteurs a l’Ang-lIl.

Dans le cancer de prostate

Il a été en effet constaté en PCR quantitative une
surexpression de UARN messager d’AT1-R de patients
atteints de cancer de prostate, comparativement au niveau
d’expression dans du tissu prostatique non cancéreux. AT1-
R transactivait alors le récepteur a UEGF, conduisant a
une activation de la voie Erk [29]. Ceci est d’autant plus
intéressant que ’amplification de EGFR est fréquemment
associée a la progression tumorale et que des stratégies
thérapeutiques comme ’Herceptine® (trastuzumab) utilisée
dans le cancer du sein et ciblant spécifiquement 'EGFR ont
été développés [48]. D’autres voies moléculaires ont éga-
lement été explorées, et I’Ang-Il était capable d’induire
la surexpression de PAX2 impliqué dans la croissance tumo-
rale. Lutilisation alors d’un ARA-2entrainait un blocage
de cette voie [26]. Enfin la surexpression d’AT2-R induisait
une apoptose via la caspase-3, indépendamment du niveau
d’expression de ’Ang-II [49].

Dans un modeéle cellulaire de cancer de prostate résistant
a la castration, AT1-R se trouvait surexprimé entrainant une
surexpression de HIF-1a et de Ets-1dans le noyau [50]. Le
blocage par un ARA-2in vivo engendrait alors une suppres-
sion de U’expression du VEGF, du taux de PSA dans le sang
ainsi que de la croissance tumorale chez la souris castrée
[51]. Dans d’autres travaux utilisant un modéle murin de
xénogreffe, ’administration de candesartan entrainait de
facon identique un ralentissement de la croissance tumorale
ainsi que de l’angiogenése [29].

Une seule étude clinique prospective pilote non controlée
a été réalisée chez 23 patients présentant un cancer de pros-
tate résistant a la castration. L’association de candesartan
a un blocage androgénique complet permettait une dis-
crete amélioration des symptomes douloureux ainsi qu’une
diminution du taux de PSA [52]. Face a ces constatations,
d’autres études cliniques mériteraient d’étre réalisées pour
en déterminer l’impact.

Dans le cancer de vessie

Peu de travaux portent actuellement sur le lien entre
cancers de vessie et SRA. Tous ont été réalisés par la
méme équipe. L’étude sur un modéle cellulaire de tumeur
vésicale humaine traité par candesartan a montré une sous-
expression de l’expression du VEGF et de U'interleukine-8 en
IHC, mais sans engendrer de toxicité directe. Cette consta-
tation in vitro était confirmée sur un modele animal, avec
un ralentissement de la croissance tumorale et de la densité

microvasculaire chez les souris traitées [53]. La combinai-
son d’un ARA-2a un traitement comme le paclitaxel ou le
cis-dichlorodiammineplatinum, utilisés communément dans
le traitement des cancers de vessie, potentialisait alors les
effets du traitement cytotoxique en inhibant |’angiogénése
et en induisant plus d’apoptose [23,54].

Dans le cancer du rein

Jusqu’a présent, de nombreuses voies de signalisation ont
pu étre explorées dans le cancer du rein, avec pour consé-
quence le développement de thérapies ciblées [55]. Malgré
tout, de nouvelles approches sont envisagées et l’impact
d’autres voies moléculaires comme celle du SRA sont étu-
diées [11].

Dans un modeéle de xénogreffe de cancer du rein, on
pouvait ainsi observer que la prise d’lIEC entrainait une
réduction de la taille tumorale [56]. De la méme facon,
la prise d’ARA-2 diminuait le développement et le nombre
de métastases pulmonaires, mais réduisait également la
concentration de VEGF circulant comme le nombre de néo-
vaisseaux dans les localisations secondaires chez la souris
[57]. Enfin dans notre modéle animal expérimental de carci-
nome a cellules claires, la croissance tumorale était ralentie
par un traitement associant du sunitinib a un ARA-2, compa-
rativement au sunitinib ou a ’ARA-2 pris de maniére isolée.
L’association des 2 traitements engendrait plus de nécrose,
et une réduction significative de la vascularisation centrale
de la tumeur [58].

Chez ’homme, nous avons pu démontrer dans une
série rétrospective de 84 patients opérés d’un cancer
du rein, un lien entre agressivité tumorale et niveau
d’expression d’AT1-R.Son niveau d’expression déterminé
par immunohistochimie comme par Western Blot était alors
significativement augmentée pour les tumeurs de grade
Fuhrman 4. Cette surexpression était corrélée a la sur-
vie sans progression des patients [20]. Une autre étude
a été réalisée chez 127 patients traités par inhibiteurs
de tyrosine kinases pour un carcinome rénal a cellules
claires métastatique entre 2004 et 2010. Les auteurs ont
ainsi comparé 44 patients ayant recu un IEC ou un ARA-
2, avec 83 patients n’ayant recu aucune de ces 2classes
thérapeutiques. Ceux traités par un bloqueur du SRA
présentaient alors une meilleure réponse au traitement
anti-angiogénique et avaient une survie sans progression
significativement améliorée [10]. Dans le cancer du rein, la
pertinence de cette association est renforcée par le fait que
les ARA-2 sont capables d’inhiber la sécrétion de VEGF, prin-
cipale cible des inhibiteurs de tyrosines kinases, mais aussi
la voie de EGF [59].

Conclusion

De nombreuses données expérimentales et cliniques
ont démontré une implication de la voie rénine-
angiotensine dans la carcinogenése. Un effet anti-tumoral
des bloqueurs du SRA semble mis en évidence, sur-
tout s’ils sont utilisés en complément des traitements
anti-cancéreux conventionnels. A ’heure actuelle, aucun
essai clinique prospectif combinant bloqueurs du SRA aux
différentes thérapeutiques anti-tumorales n’a été conduit
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pour en déterminer 'impact. Cette question mérite cepen-
dant d’étre posée au vu des nombreuses données publiées
jusqu’a présent.
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Obijectifs

Au regard des données publiées dans la littérature, le SRA semble donc direotement
indirectement impliqué dans la croissance et la progression tumorale. DepkcsRCC se
développent a partir des cellules tubulaires contournées proximales quonéitess
expriment les récepteurs a I'angiotensine-Il. Les TKI ont par ailleirsombreux effets
secondaires, et peuvent notamment engendrer ou aggraver une hypertension, artérielle
amenant parfois a devoir réduire la posologie du traitement anti-cancérezir \@stopper.
Toutes ces données scientifiques sur le role protecteur et potentialisat&lRAKR nous ont

fait nous intéresser a son efficacité possible dans le ccRCC.

Notre hypothese est donc que le blocage des récepteurs de tygarigidensine-I|
par l'utilisation d'ARA-2 pourrait potentialiser I'action des TKpermettre de diminuer

leur toxicité notamment cardio-vasculaire.

L’objectif de cette thése est donc double :

- Mettre aux points différents modeles murins de xénotransplantation de
carcinomes rénaux a cellules claires, a partir de lignées comrasreiale

lignées primaires issues de patients.

- Tester sur ces modéles animaux I'association des ARA-2 (Telmisantan) a
sunitinib, et ainsi déterminer le potentiel réle adjuvant de ces 2 traitements

dans la carcinologie rénale.

33



Résultats
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Le sunitinib en association avec les antagonistes deseapteurs de type 1 a
I'angiotensine-ll induit plus de nécrose: modele murin de xénogffe de

carcinome rénal a cellules claires.

“Sunitinib combined to angiotensin-2 type-1 receptor
antagonists induces more necrosis: a murine xenograft

model of renal cell carcinoma

Dans cette 1ére partie de thése, un modéle murin de xénogreffe de caréinahae r
cellules claires a été mis au point, en utilisant une lignée commeid&ieO) issue d'un
homme agé de 56 ans (Human commercial ccRCC cells lines — ATCC, USA).

Cette lignée a été analysée en immunofluorescence, et exprime leuéeeri-R.

Le caryotype des 786-O montrent une délétion du bras court du chromosome 3
(porteur du gen¥HL), ainsi qu'une perte des chromosomes 4, 14, et du bras court du

chromosome 9 qui sont des facteurs de mauvais pronostic reconnus dans la ffftérature

Des souris tests ont été injectées ensuite avec 10 millions de cellulealaésn’®6-O
en sous-cutané dans le flanc. La mise au point du modeéle a permis de développer dgs tumeur
en 5 semaines chez des so@@db b/c nudeavec une moyenne tumorale de 200 mms3,
L'étape suivante a consisté a injecter 40 sauuide de les diviser en 4 groupes, puis de tester
notre hypothése de potentialisation du sunitinib par le telmisartan (ARér-hcycle de
traitement de 4 semaines. Dans ffrgloupe, 10 souris recevaient le sunitinib seul, dans le
2°™ goupe le telmisartan seul, uff"3groupe recevait I'association de ces 2 traitements, et

enfin le dernier groupe recevait un placebo (le diluant utilisé pour les drogueMS0). A
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l'issu de cette période, les animaux étaient sacrifiés. Le sang etdartétaient prélevés pour

analyse biologique (ELISA), histologique (IHC), et protéique (Western Blot).

La méthodologie et les résultats sont présentés dans l'article qui sigt|eanent sous presse
dans la revuiomed Research Internationdl en ressort que I'association des 2 traitements
engendrait un ralentissement de la croissance tumorale mais de maniegmnificatsie (p=
0,06), plus de nécrose tumorale (p= 0,038), une réduction de la densité microvasculaire
centrale (p= 0,038), et une réduction du VEGF circulant. En revanche, aucune différenc
n'était notée concernant la prolifération tumorale et I'apoptose tumoratabsa IHC

comme en Western blot.
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Background. Angiotensin-2 type-1receptor antagonists not are only antihypertensive drugs but also can inhibit VEGF production.
We hypothesised that adding telmisartan to sunitinib could potentiate the antiangiogenic effects. Material and Methods. 786-O cell
lines were injected in nude mice. After tumor development, mice were divided into 4 groups: the fi st was the control group (DMSO),
the second group was treated with sunitinib alone, the third group was treated with telmisartan alone, and the fourth group was
treated with the combination. Drugs were orally administered every day for four weeks. Animals were sacrifice after treatment.
Blood and tumor tissues were collected for analysis by immunohistochemistry, Western Blot, and ELISA methods. Results. All
animals developed a ccRCC and ten in each group were treated. Using a kinetic model, tumors tended to grow slower in the
combination group compared to others (P = 0.06). Compared to sunitinib alone, the addition of telmisartan signific ntly increased
tissue necrosis (P = 0.038). Central microvascular density decreased (P = 0.0038) as well as circulating VEGF (P = 0.003).
The e was no signific nt variation in proliferation or apoptosis markers. Conclusion. The combination of sunitinib and telmisartan
revealed an enhancement of the blockage of the VEGF pathway on renal tumor resulting in a decrease in neoangiogenesis and an
increase in necrosis.

1. Introduction of the patients will develop metastases during their natural

history [1]. One of the bad prognostic factors for this tumour
Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) represents almost is a high vascular endothelial growth factor (VEGF) con-
70% of renal cancers and 3% of malignant tumours in adults.  centration, which stimulates neoangiogenesis [2]. During the
Distant metastases are present in 20% of the cases, and 30% last years, new antiangiogenic treatments targeting tyrosine


http://dx.doi.org/10.1155/2014/901371

kinase receptors like VEGF receptors have improved patients’
survival [3, 4]. Nevertheless, many patients are likely to
develop cardiac (hypertension or cardiac failure) or renal side
effects (proteinuria and thrombotic microangiopathy), com-
pelling them to reduce or stop these treatments. However,
hypertension development could predict a good response to
antiangiogenic therapies [5, 6].

Angiotensin II is the active peptide of the Renin-
Angiotensin System (RAS). It is a major regulator of blood
pressure and cardiovascular homeostasis. Its biological effects
are mainly mediated through two types of receptors: AT1-
R and AT2-R, and most physiological effects have been
attributed to ATLR stimulation. Angiotensin II has been
shown to play a role in different pathological situations
involved in tissue remodelling like cardiac hypertrophy,
development, or wound healing and also in cancers [7].

In addition, several experimental models recently sug-
gested that angiotensin II could be involved in cancer devel-
opment and progression [8, 9] and that RAS blockage by AT1-
R antagonists or Angiotensin converting enzyme inhibitors
(ACE-Is) could be useful in cancer therapy [10]. We therefore
hypothesized that such combination could be tested in
ccRCC so that ATI-R antagonists could potentiate the effects
of tyrosine kinase inhibitors. We also recently demonstrated
that AT1-R was overexpressed in ccRCC with high Fuhrman
grade and that this overexpression was correlated to patients’
survival [1]. The e data lead us to suppose that ATL-R
blockers could have antiangiogenic and/or antiproliferative
and/or proapoptotic properties in ccRCC treatment.

The objective of this study was to evaluate the impact
of one AT1-R blocker, telmisartan, alone or in combination
with one tyrosine kinase inhibitor (TKI), sunitinib, on ccRCC
from a macroscopic to a biological perspective.

2. Material and Methods

2.1. Materials. Sunitinib was generously supplied by Pfizer
(SU-1128 AKA PF-2783926-41, Pfizer, USA). Telmisartan
and DMSO were from Sigma-Aldrich, USA.

2.2. Murine Xenograft Model of ccRCC and Treatments. Th
scientifi project got all permissions from an ethical com-
mittee, which had a full description of the project, to ensure
minimum pain among the animals (Rennes University: R-
2010-CV-01 and R-2011CV-01). All mice were maintained
according to the guide for the care and use of laboratory
animals.

Forty female nude athymic BALB/c mice (Janvier Labo-
ratory, France) between 6 and 8 weeks were injected with 107
cells 786-O (Human commercial ccRCC cells lines, ATCC,
USA) subcutaneously in the left ank as previously described
[12).

Mice were weighed and blood pressure was measured by
a plethysmographic and noninvasive device (CODA STAN-
DARD MONITOR, Emka Technologies, USA) once a week
and also during all of the duration of the experiment. Th
growth of tumor xenografts was monitored once a week by
caliper measurement of length (a), width (), and thickness
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(¢). Tumor volumes were calculated using the formula (a x b
% ¢) x 0.5236.

Five weeks after tumor cell injection, mice were divided
into 4 groups of 10 mice according to the following plan: the
first group comprising 10 untreated mice used as a control
group (DMSO, injection), the second group was composed
of 10 mice treated with sunitinib alone (40 mg/kg/d), the
third group included 10 mice treated with ARA-2 alone
(telmisartan 5 mg/kg/d), and the fourth consisted of 10 mice
treated with the combination of sunitinib (40 mg/kg/d) and
ARA-2 (telmisartan 5mg/kg/d). Sunitinib or telmisartan
powders were dissolved in pure DMSO, then diluted in a
1% water solution, and sonicated. Previous studies showed
that the bioavailability and the metabolisation of sunitinib
were similar for mouse and human allowing us to treat mice
with 40 mg/kg/d [13]. Telmisartan was delivered at 5 mg/kg/d
according to previous studies [14]. At the end of the 4-week
treatments, mice were anesthetized 24 hours after the last
drug administration with a solution of ketamine (Imalgene
1000, Merial, France) and xylazine 2% (Rampun 2%, Bayer,
Germany) administered subcutaneously in thigh. Blood was
immediately removed by intracardiac puncture. Serum was
frozen at —80°C for further analysis aft r blood clotting and
8000 g centrifugation. Tumors were harvested and kept for
analysis. Tumor tissues were divided into two equal parts,
frozen in liquid nitrogen or fi ed in a 10% formaldehyde
solution, and embedded in paraffin.

2.3. Immunofluorescence (IF). Blocking has been performed
with immunofluorescence buffer (PBS, 3% BSA, 0.2% Triton
100x) for 1h followed by 15min incubation with a second
immunofluorescence buffer (PBS, 1% BSA, 0.06% Triton
100x). Primary antibody against AT1R(1: 100, Rabbit, (N-10):
sc-1773, Santa-Cruz Biotechnology, USA) has been incubated
for 2h at room temperature in a humidifie chamber. After
washing, cells have been incubated with Alexa-Fluor 546
goat anti-Rabbit Ig G (H + L), (1: 5000, Molecular Probes,
USA) for 2 hours. The nuclei were counterstained with
DAPI/Antifade (Q-Biogene, MP Biomedicals, USA). Samples
were analyzed with fl orescence microscope system (LEICA
DMRXA, Germany).

2.4. Histology and Immunochemistry (IHC). Histological
examination was performed on 5 ym formalin-fixed paraffin
sections stained with hematoxylin and eosin safran. All
specimens have been examined blindly by a single pathologist
(NRL).

Th THC experiments were realized on 5um tumour
sections which were incubated at room temperature for 1h
with primary antibodies against KI67 (1:100, monoclonal
rabbit antibody, clone SP6, Interchim, France), CD31 (1: 50,
rat monoclonal antibody, clone SZ 31, Dianova, Germany),
and VEGF-A (1: 100, rabbit polyclonal antibody, clone Ab-
4, Calbiochem, USA). Immunostaining was performed using
BenchMark XT-Ventana Medical Systems with kit DABMAP
(using streptavidin/biotin system) for CD31 or kit OMN-
IMAP (system “biotin-free” using multimer technology) for
KI67 and VEGF with antigen retrieval for all (citrate buffer
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pH 6.0; Tris/Borate/EDTA pH 8.0). In order to detect apop-
totic cells, tumors were stained with antiactivated caspase-3
primary antibody (1: 500, monoclonal mouse antibody, clone
3G2, Cell Signaling Technology, USA). Tissues have been
blocked for 15 min and then incubated with primary antibody
overnight at 4°C, and the incubation with the secondary
antibody conjugated to horseradish peroxidase (Envision +
Dual Link System-HRP, Dako, Denmark). Revelation was
performed with the diaminobenzidine chromogen (Dako,
Denmark). Negative controls were performed by omitting
the primary antibody. Immunoreactivity of VEGF-A, KI67,
and activated caspase-3 was expressed as the percentage of
positive cells by scoring 500 cells. MicroVascular Density
(MVD), expressed as the number of vessel sections per
mm?, was determined by analyses of 10 representative fields
accounting for 2mm?. To perform the analysis of tumor
necrosis, glass slides were converted to digital slides with the
scanner Nanozoomer 2.0-RS Hamamatsu. We used the NDP
viewer Hamamatsu to determine the percentage of necrosis
by measurement of tumor area and necrosis, respectively. The
way is to draw a freehand region around the tissue of interest
to obtain an automatic area measurement.

2.5. Measurement of VEGF by ELISA. VEGF concentrations
of the murine serum were determined by ELISA method in
accordance with supplier’s instructions (Quantikine kit, RnD,
USA).

2.6. Western Blot Analysis. Protein extracts were prepared
from frozen tumor tissues. Thin cuts of tissues were done
before homogenisation in mRIPA buffer (50 mM Tris-HCI,
pH 74, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 150 mM
sodium chloride, ImM EDTA, 1mM sodium fluoride,
1 mM AEBSE 10 ug/mL aprotinin, 10 ug/mL leupeptin, and
ImM sodium orthovanadate). Extracts were centrifuged at
10,000 rpm for 10min and centrifuged during 30 min at
4°C. Fift pg of each extract was electrophoresed on a
15% polyacrylamide gel and transferred onto nitrocellulose
membranes. Th membranes washed with TBST (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20) have been
saturated with 5% low fat milk in TBST for 2h at room
temperature and then incubated with primary antibodies
in 2.5% low fat milk in TBST at 4°C overnight, followed
by an incubation with horseradish peroxidase conjugated
anti-rabbit or anti-mouse IgG antibodies (1: 50 000 in TBST-
BSA2.5% for 1h at RT). All the protein extracts were frozen
at —80°C before blotting.

Antibodies against p44/42 MAP kinase (Erk1/2)(1:2000,
polyclonal rabbit antibody, Cell Signaling, USA), phospho-
p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr 02/Tyr204) (1:1000, mono-
clonal mouse antibody, E10 clone, Cell Signaling, USA),
AKT (1:500, polyclonal rabbit antibody, 9272, Cell Signaling,
USA), phospho-AKT (Ser 473) (1:1000, polyclonal rab-
bit antibody, Cell Signalling), phospho-VEGFR2/KDR/flk-1
(Y1214) (1:1000, polyclonal rabbit antibody, RnD Systems,
USA), and PARP (1: 500, monoclonal rabbit antibody, 46D11
clone, Cell Signaling, USA) were incubated overnight at
4°C, and then horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibodies (1: 10000, Jackson Immuno-Research laboratories,

Baltimore, MD) that specific lly bind to the primary antibody
were used. The blots were then disclosed with a chemilumi-
nescent detection system (SuperSignal West Dura Extended
Duration Substrate, Pierce Biotechnology, USA) which can
be visualised on X-ray film (Tabletop processor, CURIX 60,
AGFA HealthCare, Belgium).

2.7. MTT Assay for Cell Viability. The effect of the sunitinib,
telmisartan, or combined association on cell proliferation
was assayed in sterile 96-well microtiter tissue plates (Becton
Dickinson, Oxnard, USA). Th 786-O cells were seeded
at 2.5x 10 cells/mL of medium (100 4L per well). Th

different compounds (10 uL per well) at the appropriate
concentration (10 nM-1mM) were added after 24 hours of
cell culture. Incubations were performed at 37°C during
72h. After exposure to the compounds, cell growth was
determined by measuring the formazan formation from
3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT).
Multiskan MCC/340 microplate reader (Labsystems, Israel)
was used for absorbance measurements (570 nm). Viability
was determined by calculation of the ratio of optical density

at J3/J0.

2.8. Statistical Analysis. Data are expressed as median. Com-
parison of continuous variables used nonparametric Kruskal-
Wallis or Wilcoxon tests. For tumor growth, all individual
data were analyzed simultaneously using nonlinear mixed
effect models, which allow sharing information across sub-
jects. Correlation between continuous variables was assessed
by Spearman correlation. A probability (P) value of less than
0.05 was considered statistically signific nt for overall inter-
group comparisons and two-by-two comparisons. Analyses
were performed with SAS software version 9.2 (SAS Institute,
USA).

3. Results

3.1 Cell Lines Express Angiotensin Type-1 Receptor. Th
expression of ATIR was revealed by Western Blot on 786-O
cells and tumor tissues treated or not with sunitinib alone,
telmisartan alone, or combination (Figure 1(a)). Th presence
of the receptor ATI-R was visualised onto the cell line 786-O
cells by immunofluorescence (Figure 1(b)).

3.2. Mice and Tumor Development. Ten mice were treated in
each group. Two animals died in the control group before
the beginning of treatment. One mouse that belongs to the
sunitinib group developed severe side effects as oedema,
hypertension, and hepatomegaly and died 10 days afte the
beginning of treatment. Nevertheless, its tumor was har-
vested and analyzed. In addition, one mouse corresponding
to the group treated with telmisartan did not develop any
tumour. Consequently, 3 tumours were missing for the
analysis.

During the follow-up, mice treated with sunitinib alone
developed hypertension. Medium arterial pressure in the
sunitinib group, 100.7 + 21.8mmHg, was signific ntly differ-
ent from blood pressure in other groups, 85.3 + 18.0 mmHg
in control group, 77.0 + 18.2 mmHg in the telmisartan group,
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Figur e 1:(a) Western Blot analysis of AT1Rexpression in 786-O cells and in different mice treated by either DMSO, sunitinib, telmisartan,
or combined drugs. (b) Immunostaining of AT1R (red) and DAPI staining (blue) in 786-O cells. ATI-R stains for the membranes of tumour

and endothelial cells (x1000).

and 70.8 + 1.9mmHg in the association group (P = 0.0034,
Kruskal-Wallis test). The e results confi m that drugs orally
administered were well assimilated by animals leading to
expected systemic eff cts on blood pressure.

Using a statistical kinetic model, tumors tended to grow
slower in the combination group compared to other groups
(P = 0.06) (Figures 2(a) and 2(b)—see Supplementary Data
available online at http://dx.doi.org/10.115/2014/901371).

3.3. Combination of Telmisartan with Sunitinib Increases
Tumour Necrosis. The histological analysis of tumors
induced in mice revealed in all cases the development of
a Fuhrman 4 ccRCC (Figure 3(a)(A)). HES staining also
revealed the presence of necrosis area which was significantly
more extensive when mice were treated with the combination
of telmisartan and sunitinib (P = 0.038, Figures 3(a)(B) and
3(a)(C)). Indeed, necrosis in the combination group (16.9%
+ 12.8%) was signific ntly more important compared to the
control group (4.7% + 3.4%—P = 0.0185), the sunitinib
group (6.7% + 4.1%—P = 0.0376), or the telmisartan group
(6.7% + 4.1%—P = 0.0373). As a consequence, the quantity
of viable tumour decreased in the combination group
compared to the others (P < 0.0001).

3.4. Combination Inhibits Neovascularisation. As tumour
necrosis increased in mice treated with the combination of
drugs, we investigated tumour vascularisation. Microvascular
density (MVD) was determined by CD31 staining for each
tumour (Figure 4(a)). Drugs combined globally decreased
MVD in the centre of tumors (MVD = 3.8 vessels/mm?+
2.4—P = 0.0038) as well as compared to control group (10.6
+ 5.6 vesselsymm?’—P = 0.0029), sunitinib group (7.7 +
3.6 vessels/mm>—P = 0.0171), and telmisartan group (9.7
+ 4.2 vessels/mm>—P = 0.0036) (Figure 4(b)). It was also
observed that tumors with low MVD had more extensive
necrosis (Spearman correlation coeffici t is 0.45—P =
0.005). In contrast to central vasculature, peripheral vascu-
lature was not aff cted by drug regimen administered.

3.5. Combination Decreases VEGF-A Concentration in Mice
Serum. As the drug administration affected tumor vascu-
larisation, we wondered whether the concentration of cir-
culating VEGF-A was altered. We evaluated the circulating

VEGEF-A concentration by ELISA. The amount of VEGF-A
signific ntly increased in the sunitinib group (10022 pg/mL
+ 12741pg/mL) compared to the control group (1010 pg/mL
+ 606 pg/mL—P = 0.0045), whereas there was no sig-
nific nt difference with the telmisartan group (172 pg/mL
+ 112pg/mL—P = 1.00). When telmisartan was used in
combination, the upraise of seric VEGF-A concentration
induced by sunitinib was lower but not statistically signific nt
(217 pg/mL + 825 pg/mL—P = 0.141, Figure 4(c)).

3.6. Combination Does Not Modify Tumour Proliferation or
Apoptosis . The effect of combination of telmisartan and
sunitinib was first tested on 786-0 cell culture by MTT assay.
Th association did not modify the effect of sunitinib alone
on cell proliferation (Figure 5(a)). Moreover, no variation of
the ratio ERK1/2/P-ERK or AKT/p-AKT was registered in the
assay (Figure 5(b)). Th results indicate that association was
not more toxic on 786-0O cells than sunitinib alone.

Telmisartan as well as sunitinib is known to inhibit
tumor cell proliferation and induce apoptosis on several
tumours. Th combination of sunitinib and telmisartan did
not inhibit tumor cell proliferation, as well as each of them
separately. The percentage of proliferative cells stained by
KI67 was analyzed for each group and exhibited a high degree
of expression: from 59% to 64% (p = ns—Figure 6(a)).
Th expression of proteins involved in the proliferation
and survival pathways was also analyzed by Western Blot
(Figure 6(b)). Neither activated ERK pathway nor activated
AKT pathway was modified in the case of treatment with the
combination of telmisartan and sunitinib.

4. Discussion

In this work, we have shown that telmisartan potentiates
the effects of sunitinib on renal cell carcinoma by increasing
tumor necrosis. AT1-R blockers are widely used drugs. Sev-
eral years ago, there have been many clinical trials on car-
diovascular and renal endpoints, and no increased incidence
of cancer has been usually reported as secondary endpoint
or in post hoc analysis [15]. Despite those trials and many
scientifi studies on different types of cancers, there is still
a controversy regarding antitumoral or protumoral effects of
these treatments [16].
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Figur e 2: (a) Kinetics of tumor growth separated in four groups with or without telmisartan (ARA2) and sunitinib (TKI). (b) Kinetic curves
with prolongation until 22 weeks of the four groups with or without telmisartan (ARA2) and sunitinib (TKI).
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Figur e 3: Combination signific ntly increases tumor necrosis but not sunitinib alone. (a) Histological analysis of tumors by HES staining
(x200) reveals Fuhrman 4 ¢ccRCC (A). Tumor necrosis (s) evaluated by HES staining (x20) in tumor from control group (B) and tumor
from combination of sunitinib and telmisartan (C). (b) Quantific tion of necrosis in tumors from different groups. Mean + SEM, *P < 0.05,

Control
(n=28)

**p < 0.02.

Similar combinations of RAS blockers with classical
anticancer therapies have already been studied in other
murine models [17-20]. The e previous works highlighted
the antiangiogenic properties or antiproliferative effects of
the associated compounds. Sunitinib was developed to target
angiogenesis [21] and ATI-R blockers are well known to
decrease angiogenesis in numerous experimental studies [22,
23]. Because of the same therapeutical target, this combina-
tion could be seen as redundant but might be benefici 1 for
several reasons. The experimental and clinical studies clearly
showed that sunitinib mainly acts by inhibiting VEGFR2
activation on endothelial cells [21] which triggers a negative
feedback in tumours leading to a VEGF-A oversecretion [24].
Moreover, ATI-R blockers have been described to inhibit
VEGEF-A secretion by tumour cells [25] and decrease tumor
angiogenesis [22, 26] as well as tumour cell proliferation [27].
ATIR antagonists could also trigger cancer cell apoptosis
[28]. RAS blockers have been studied in many types of
cancers, principally prostate, breast, and pancreas, but rarely
in ccRCC. Though renal tumors are highly vascularised
and could represent one novel target for RAS blockers,
only one murine model described that ACE-Is prevent the
development of distant metastasis [14].

Some authors clearly showed synergistic association
between classical antitumour treatments and ATI-R antag-
onists or ACE-Is. For example, ACE-Is use increases eff cts

of radiotherapy for the treatment of lung cancer [17]. Similar
benefits are obtained in hepatocarcinoma by the association
of ACE-Is and 5-fluorouracil [18] or interferon-f [19]. AT
R blockers also improve the efficie y of gemcitabine on
pancreatic tumour growth [20]. Based on these data, class
effect of antiangiogenesis of angiotensin receptor blockers
remains possible.

Thi multiple step blockage of VEGF pathway leads to the
decrease of central neovascularisation and to the increased
necrosis observed in our model. Nevertheless, our model
does not show any additive effects on proliferation or apopto-
sis contrary to results of experimental works in other tumor
models [28]. It can be suggested that tumors induced by 786-0
cell injection developed molecular mechanisms which confer
a resistance against antiproliferative drug regimen. These
finding might not be the same in other ccRCC xenograft
models and have to be further explored with primary cell
lines.

Th clinical use of the combination of telmisartan and
sunitinib is yet to be determined. In a previous study, we
demonstrated that renal cell carcinomas differently express
AT1-R with a high expression level of ATLR in the most
aggressive tumors [1]. As described in breast cancer for
estrogen receptors [29], it can be expected that tumors that
highly express AT1-R will be more sensitive to telmisartan.
This hypothesis needs to be confirmed. In addition, some
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Quantific tion of seric VEGF-A concentration by ELISA method. Mean + SEM, “P < 0.05, **P < 0.02,and “**P < 0.001.
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Figure 5: Sunitinib alone or in combination does not modify the expression profile of survival and proliferation pathways. (a) Evaluation of
sunitinib toxicity alone or combined with telmisartan by MTT in 786-O cell culture. (b) Western Blot of ERK pathway and AKT pathway in

786-0 cell culture.
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analysis by Ki67 staining (x200) in control tumor and after treatment with sunitinib alone, telmisartan alone, and in combination. No
difference between groups is observed. (b) Analysis of proteins ERK1/2,AKT, p-ERK1/2,and p-AKT from tumor control and treated group.

clinical retrospective studies have been performed on patients
with cancer receiving RAS blockers for hypertension. Among
127 patients presenting metastatic renal cell carcinoma and
treated with sunitinib, the use of ACE-I or AT1-R blockers
signific ntly improved response to treatment and overall
survival [30]. The survival of patients with a non-small-cell
lung cancer also improves when they receive ACE-I or AT1-
R blockers to treat hypertension [31]. The risk of recurrence
was also reduced in breast cancer by the use of AT1-R blockers
[32]. Prospective study with RAS blockers in addition to anti-
VEGF therapies is now warranted.

5. Conclusion

Our study demonstrated that telmisartan potentiated antian-
giogenic effects of sunitinib in a murine model of xenograft
Combination decreased neovascularisation in the center of
the tumor and induced more tumor necrosis. The e could
be the result of a multiple targeting of different pathways on
endothelial cells as well as on tumor cells. Such results must
be now confi med in clinical prospective studies.
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Supplementary data: statistical analysis

All individual data were analyzed simultaneously using nonlineardaretiect models, which
allow sharing information across subjects. A three-paramegerosilal mixed-effects model
was used to describe tumor growth. Parameters were estitnategaximum likelihood
(MLE), using the extended stochastic approximation expectation-neation (SAEM)
algorithm as implemented in the saemix package [ref] in theatistecal software (version
2.13, http://www.Rproject.org). Treatments effects on each parameter tested through
three covariates: Telmisartan (ARA2), Sunitinib (TKI) andraeriaction term (covariate with
value of 1 when ARA2 and TKI are given together, O otherwise). A backward moeleicel
procedure with Bayesian Information Criteria (BIC) was useduitdl the final model. The
following diagnostic plots were used to assess visually the madaelot shown): observed
vs. population predicted value, individual predicted profiles superimposed orvatimes
and Visual Predictive Check (VPC), using 1000 simulated datasetgpdpulation parameter
estimation for each of four groups with or without ARA2 and Tkl eeported for this final
model. Empirical Bayes estimates were derived from the populgtarameters and the

observed individual data to predict the progression of each individual tumor.

Ref :E. Comets, A. Lavenu, M. Lavielle. 20th PAGE congress, June 2011, Athens
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Supplementary data:

Non-linear mixed effect models were used to analyze the longitudata. Assuming Yyij
denotes the jth tumor size measured at timenxthe ith subject (i=1,...N, j=1,...,ni), the
statistical model describes the observed tumor sizes througlodal mh and individual

parametersy; according to the following equation:
yij = f(l//i ’tij ) + g(tij .lﬂi 'Z)gij A< i < Nl< J sn
where the vector of individual parameters in subjeat; = (¢, 1<l <n,)U RY, is a -

vector which can be written as = h (u; ¢; n;), a function ofu, an unknown vector of fixed
effects,ni an unknown vector of random effects and= G ; 1 <m <M), a known vector of
M covariates.n; is assumed to follow a multivariate normal disttibn with variance-
covariance matrix:

ni~ i.i.d. N (0Q)

Here h was chosen to be the exponential functiothaothey; are log-normally distributed.

Assuming for instance a treatment effect of ARA2 oe fith parametey” leads to the

following covariate model:
i

Mo exp(, ) ,whemotgivenARA2
p —
B My exp(,BARAzyw,,)exp@i ),whengivenARA2

The erroseij are random samples from the standard Gaussstnhdition, and the residual
error model is defined by a functiapa possibly depending on additional parametera
combined residual error model (g=a+bf) has beesandor g.

In the present analysis, the structural model f etaxsen to be the sigmoidal Hill model [ref]:
f (@ .t,) = Size_max(t, ) ="/((T50,) =™+ (¢, ) ")

wherey; is the vector of three parameters Size_max, T80gamma for subject i.

Ref: Goutelle S, Maurin M, Rougier F, Barbaut X, Bourquog L, Ducher M, Maire PThe

Hill equation: a review of its capabilities in phaoéogical modelling. Fundam Clin
Pharmacol. 2008 Dec;22(6):633-48.

Parameter Estimate SE CV(%) p-value
Size_max 2245.73 210.00 9.42 -
beta_interaction(Size_max) -0.15 0.10 67.32 0.07
T50 8.05 0.27 3.39 -
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beta_ ARA2(T50) 0.09

gamma 5.32
beta ARA2(gamma) -0.24
a 9.99
b 0.27

----------- Variance of random effects

Parameter Estimate
Size_max 0.03
gamma 0.08

Table 1: Estimates of the population parameters and their standard error§E) and

variability (expressed as %) with significant degree for covariate eéfcts on the

parameter. The final covariate models

Size_max = Size_max exp(beta_nteractiorfSize_maxX C, . acic) X €XPE,) »

T50, = T50x exp(beta_MRA2(T50)% Cpzp,) X EXPE;)

0.03
0.42
0.10
1.90
0.00

0.02

are:

36.60 0.00
7.85 -
43.57 0.01
18.75 -
0.01 -

CV(%)
39
26

gamma = gammax exp(beta_MRA2(gammax Ca, ) X EXPE, )

where Gneeraction IS 1 if the subject receives both ARA2 and TKI together, 0 otherwise,

and Graz is 1 if the subject receives ARA2, 0 otherwise

39



The tumor growth in each mouse was modeled via ptpaolanalysis (Figure 1bis). The final
model includes a positive effect of Telmisartan (ARAR the inflexion point (p= 0.0031), a
negative effect on the curvature (p=0.0109) andm significant negative effect (p=0.0687)
of Sunitinib (TKI) in addition to Telmisartan (ARA2)N the final size of the tumor (table 1,
figure 2).
The model suggests that tumor growth is slower witmigartan. The trend to a smaller
maximal size when both drugs are co-administeredbeaseen in figure 3 where the group
with both drugs has a predicted response lower thainaf the other groups over the whole
dose range. The predicted size of tumors at 1®@ansleeks respectively is 1206 and 1864 cc
when both drugs are given, 1406 and 2174 cc wheni3aitan is administered alone, and
1707 and 2208 cc respectively in the control group.

Subject 20

800 1000 1200 1400

SIZE ()
600
I I

400
1

200
|

0
|

VWEEK {wik)

Figure 1 bis: Individual fit of tumor growth for one of the 40 mice.

TKI and ARA2 1926° 8.84 4.18
ARA2 alone 2245 8.84* 4.18*
2 groups : TKI alone, and the two drugs 2245 8.05 5.32

*The T50 parameter increases with ARA2 (p= 0.0031)taecgamma parameter decreases
with ARA2 (p=0.0109)

° The Size_Max parameter tends (but no signifiedyivto decrease when TKI is given in
addition to ARA2 (p=0.0687)

Table 1: Kinetic parameters of the four groups with or without Telmisaran (ARA2) and
Sunitinib (TKI).
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Conclusion

L’analyse de ce modéle a partir d’'une lignée contimr semble mettre en évidence une
synergie d’action des 2 traitements combinés, notant dans les tumeurs sarcomatoides. Ce
modéle présente néanmoins ses limites avec unaitlsascomatoide agressive, qui ne
représente pas la majorité des patients présamacdgncer du rein et dont on sait qu’ils
répondent plus difficilement aux traitements amiiiagéniques. Les volumes tumoraux et les
réponses aux traitements étaient par ailleurs tggé@es entre les groupes, mais également au
sein méme des groupes de souris. Malgré toutdgmiéss, la question mérite d’étre posée de
son utilisation en pratique clinique, au moins #iieement chez ces patients avec une

tumeur sarcomatoide pour lesquels les traitememitsesicore peu efficaces.

Il était donc nécessaire d’essayer de se rappréelpdus d’'un modéle physiologique humain.
Chaque tumeur du rein étant différente de partéstologie et son histoire naturelle, nous
avons choisi dans u"®temps de mettre au point un modéle murin issig€és primaires

provenant de tumeurs de patients, puis de tester @&sociation de traitement.
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Mise au point d'un modele murin de xénogreffe de carcinome

rénal a cellules claires issu de lignées primaires.

a- Lignées primaires sélectionnées

1- Lignée R-180
Cette lignée primaire est issue d’'un patient daré§ opéré en 2001 d’'un carcinome rénal a
cellules claires classé pT3aNOMO de grade 3 de Famhéypres relecture des lames,
I'histologie ne mettait pas en évidence de compiessarcomatoide. L’évolution était

rapidement péjorative avec un déces survenant emol2

Caractérisation de la lignée par analyse caryotysq

Une analyse du caryotype de cette lignée primaitena été réalisée dans le laboratoire de
Cytogénétique. Cette formule a été établie en b&néieen FISH (Fluorescence In Situ
Hybridation) multi couleur selon la classificatiehla nomenclature internationale de la
Société de Cytogénétique.

Cette analyse montrait une lignée R-180 hypodiglo@h retrouvait une délétion du bras
court du chromosome 3, porteur du gene VHL, du boast du chromosome 8 et 9, et la
perte d’'une copie du chromosome 4 et 14 (Figur®ais la littérature, la perte des

chromosomes 4, 9 et 14 est associée & un factenadeais pronostic
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Lignée R-180 (D02.129)
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Figure 5 : Analyse de la formule chromosomique de lignée Reh8fande R: 42, XY,
del(3)(p12.4),-4,der(8)t(7;8)(q11;pll), der(9;12)Jgp10),der(11)t(11;12)(q14;p11.22) ,-13,-

14,i(16)(p10)[17)/42,idem, -del(3)(p12.4), +der(R)8)(?:p12), i(5)(q10)[3]
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2- Lignée R-175
Cette lignée primaire est issue d’'un patient opér@001 d’'un carcinome rénal a cellules
claires, classé pT3aNOMO de grade 4 de Furhman. Apl&sture des lames, I'histologie
retrouvait une composante sarcomatoide. L'évoludtait rapidement péjorative avec un

déces survenant en 15 mois.

Caractérisation de la lignée par analyse caryotysq

Une analyse du caryotype de cette lignée primafigaéement été réalisée dans le laboratoire
de Cytogénétique. Cette formule a été établie deflme facon en bande R et en FISH
(Fluorescence In Situ Hybridation) multi couleulosela classification et la nomenclature
internationale de la Société de Cytogénétique.

Pour cette lignée, I'analyse était plus complexacale nombreux remaniements
chromosomiques, des anomalies de structures airdbre, rendant difficile I'établissement
d’'une formule chromosomique. Malgré tout, une déhétu bras court du chromosome 3

était retrouvée.
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b- Mise au point du modéle animal

Dans un § temps, 10 millions de cellules tumorales issuaslidaées R-180 et R-175 ont été
injectées dans le flanc en sous cutanée a 4 altiéc nudgLaboratoire Janvier, France)
agées de 6 a 8 semaines comme nous l'avions é&égemment pour la lignée 786-0O. Deux
souris par lignée ont été injectées avec 10 milida cellules.

Aprés 8 semaines d’attente, jamais aucune tumesiesedéveloppée chez ces 4 souris.

S’appuyant sur les données de la littérature @ééleloppement de modeles murins de
xénogreffe dans d’autres types de carféen®us avons décidé d’associer aux cellules
tumorales des cellules endothéliales de type HUVEGn@iuUmbilical Vein Endothelial
Cells), et de les cultiver sur du Matrigel. Ledwels tumorales ont en effet des besoins
énergétiques requérant entre autre, du glucoda,gletamine et des lactates pour permettre
de développer cette bioénergie et biosynthése sdices: la prolifération cellulaife Le

Matrigel est en ce sens un assortiment de protéi@és matrice extra-cellulaire nécessaire au
développement et au maintien de toute une vargtietiules. Il mime ainsi cette matrice en
cancérologie et en culture cellulaire, reproduisesiinteractions entre la cellule et la matrice
extra-cellulaire. Il est composé entre autre derara, de collagene de type IV, d’enactine,

mais aussi de facteurs de croissance nécessdiresassance tumorafé.

1- Culture cellulaire

Les cellules tumorales issues de la lignée prinRife80 (50 000 ¢) ont été mises en co-
culture avec des cellules endothéliales de type HOYEOOO ¢) sur du Matrigel. En
paralléle, des cellules R-180 et HUVEC étaient misesuiture de maniere séparée.

Pour ces essais, nous avons déposeé le matrigebehefine (0.5mm) au fond de plaque 12
puits. Le matrigel est liquide entre -20° et +4 &tGe gélifie rapidement entre 22 et 35°C.

C’est pourquoi, la plaque, les cones et le matrigmit placés une nuit a 4° C dans la glace.
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300 ul de matrigel/puit sont ensuite déposés splalgue et incubés 2 heures a 37°C pour
accélérer la gélification.

Les 2 types cellulaires (tumorales issues de t&kgprimaire R-180 (50 000 ¢) et HUVEC
Human Vein Endothelial Cells (LONZA) (5000 ¢)) sont@tes mis en culture a 37°C a 5%
de CO2 en milieu humide, séparément dans leur ndiéeculture respectif (RPMI 140-
SVF10%, EGM-2) ou ensemble en milieu mixte (50-50).

Dés 48 heures, nous pouvons pu observer la formdtionréseau cellulaire dans les puits de

co-culture favorisant le maintien et le développatde la lignée tumorale (Figure 6).
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Figure 6 : Aspect en microscopie inversée (DMIRBE LEICA) -G @¢H)- G5 (*10) de la
co-culture des cellules tumorales R-180 et HUVECdsuMatrigel montrant la formation
d’un réseau cellulaire a J2 et J6.
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2- Xénogreffe

Quatre nouvelles sourBalb/c nudedgées de 6 a 8 semaines (Laboratoire Janvier| Lava
France) ont donc été injectées en sous-cutanédelfiasc gauche. Un rapport de 1/5 était
respecté entre cellules tumorales et cellules &étlates, conformément aux données de la

littératuré®. Le culot cellulaire était injecté avec du Mattigeur un volume total de 250 pl :

1 souris a été injectée avec 6 millions de cellRek80 et 1 million ’HUVEC

1 souris a été injectée avec 10 millions de cedl&€l80 et 2 millions ’HUVEC

1 souris a été injectée avec 6 millions de cellRekr5 et 1 million ’HUVEC

1 souris a été injectée avec 10 millions de cedl&el75 et 2 millions 'HUVEC

Apres 6 semaines de développement tumoral, segl@sdeuris injectées avec la lignée R-

175 ont développé une tumeur dans le flanc d’'uomel moyen de 200 mm3 (Figure 7).

Figure 7 : Tumeur de 200 mm? c6té gauche, montrant une né&am@Tgese tumorale.
Conformément au protocole d’anesthésie précédemdéenit, les souris ont été euthanasiées
par injection intra-musculaire de Kétamine et Xyl@z2%. La tumeur était prélevée pour
analyse histologique apres fixation dans une swiude formaldéhyde a 10% et inclusion en
paraffine.
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3- Analyse histologigue

L’analyse histologique de ce modeéle en développéremettre en évidence un carcinome
rénal a cellules claires de haut grade de maligRritthman 4), avec présence d’'une
composante sarcomatoide chez ces 2 souris. Sturnesrs, 2 zones étaient observées en
microscopie optique: 'une composée d’'un ccRCC (feoee 1), et I'autre d’ccRCC a forte

composante fibreuse (zone 2), correspondant a drigdinon résorbé (Figure 8).

Zone 1 HES - Zone 2 Rouge Sirius - Zone 2
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Figure 8 : HES sur xénogreffe au stade de 6 semaines apeetion (*200) retrouvant 2
zones tumorales différentes : la zone 2 retroudardcRCC avec une composante fibreuse, et
la zone 1 du ccRCC uniquement. Immunomarquage Cie3a tumeur R-175 montrant des
vaisseaux matures au niveau central comme pérguieéria coloration au rouge Sirius
confirme la présence de collagéne correspondaltadigel non résorbé.

Des marquages immunohistochimiques ont égalemené&iéés avec I'anticorps anti-CD31
(1:50, anticorps monoclonal de rat, clone SZ 31nBva, Germany), afin d’évaluer la
vascularisation de cette tumeur, et avec lI'antisd®7 (1:100, anticorps monoclonal de
lapin, clone SP6, Interchim, France) pour mesliredtdx de prolifération. Ces 2 tumeurs
montraient une vascularisation périphérique etra@mtnature avec un index de prolifération
éleve, supérieur a 80% (Figure 9). L'observatios fiteres de collagene a été réalisée en

colorant des coupes en paraffine de 4 um par lg&8irius a 0,1%, apres déshydratation et

incubation 1h dans cette solution (Figure 8).
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Figure 9 : Immunomarquage anti-CD 31 de la tumeur R-175 raohties vaisseaux matures
au niveau central comme périphérique, et anti-Ki®ntmrant un index de prolifération élevé
(G*200).

Si I'on comparait les coupes en paraffine du patiemt est issue la lignée cellulaire R-175,
et les coupes de la tumeur prélevée chez la saetles-ci étaient parfaitement comparables
et présentaient toutes deux une composante samii®aties vaisseaux matures sur

limmunomarquage au CD31, et le méme index de gnalifon sur 'immunomarquage Ki67

(Figure 10).
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c- Evaluation des traitements sur le modéle mis au point

La mise au point de ce nouveau modéle tumoraldase lignée primaire semble
permettre d’obtenir un modele expérimental pluspeode la tumeur originelle des patients.
L’association du sunitinib au telmisartan a don@&fre de nouveau testée sur ce modeéle plus

« physiologique ».

1- Matériel et Méthodes

Développement du modéle tumoral et traitements

Quinze souriBalb/c nudedgées de 6 a 8 semaines ont donc été injectéerisrcutané dans
le flanc gauche avec 6 millions de cellules tunesassues de la lignée R-175 et 1 million de
cellules HUVEC dans 250 ul de Matrigel.

Les souris étaient pesées 1 fois par semaine afsudreiller leur état général. La croissance
tumorale était également évaluée 1 fois par sen@awempter de I'apparition d’'un nodule
mesurable et jusqu’au sacrifice, soit des®% 8emaine aprés injection. Celle-ci était mesurée
a l'aide d'un caliper en prenant la longueur (a)largeur (b) et la hauteur (c). Le volume
tumoral était ainsi calculé selon la formule : (& X c) X 0.5236.

Huit semaines apres l'injection, les volumes tumpmépassant a peine 200 mm3, il a été
décidé d’'attendre quelques semaines de plus paeniolles tumeurs plus volumineuses et
ainsi mieux évaluer I'impact des traitements. lagtément des souris a donc débuté 16
semaines apreés l'injection tumorale.

Sur les quinze souris injectées, deux n'ont déymagucune tumeur et une souris a du étre
euthanasiée avant de débuter le traitement confoemau protocole déposé au Comité
d’éthigue des souris, du fait d’'un volume tumoraptimportant occasionnant une souffrance

animale (douleurs, perte de poids). Sur les 12néss$, 8 avaient développé une tumeur d’'un

52



volume moyen de 280 mm3, et 4 souris avaient de ylumineuses tumeurs avec une
moyenne de 1900 mma3.

Les souris étaient ensuite réparties en 3 groulgetelle sorte que les volumes tumoraux
soient homogeénes entre les groupes. Un premieoinposé de 3 souris recevait le vecteur
seul constitué par le diluant utilisé pour lestéaients (DMSO), un deuxiéme groupe de 4
souris recevait le sunitinib & la dose de 40 mgy/keg/enfin un troisieme groupe composé de 5
souris recevait I'association du sunitinib (40 nggjket du telmisartan (5 mg/kg/j). Les
drogues étaient préparées et diluées selon leqmietdécrit en 4° partie de ce travail.

Apres 4 semaines de traitement, les animaux étaightinasiés 24h aprés avoir recu la
derniére dose selon le protocole décrit égalemeni'®partie utilisant de la kétamine et de la
xylazine 2% injectables. La masse sanguine étéiepée par ponction intra-cardiaque pour
étre centrifugée a 8 000 g, puis le sérum étaitadicpour congélation a -80°C avant analyse.
La tumeur était prélevée dans sa totalité pouryaral.orsque le volume tumoral restant le
permettait, celle-ci était répartie en 2 prélévetrmenin en congelé dans I'azote liquide et un

fixé dans le formaldéhyde a 10% pour analyse eaffiae.

Analyse histologigue et immunohistochimique (IHC)

L’'analyse histologique a été réalisée sur des coapeparaffine de 4 um colorées a
I’hématoxyline-éosine-safran (HES). Toutes les laordsté interprétées en aveugle par un
seul Anatomo-Pathologiste (Pr RIOUX-LECLERCQ).

L’'analyse IHC était réalisée sur des coupes paefie 4 um, utilisant les anticorps
primaires contre le Ki67 (1 :100, anticorps monoalate lapin, clone SP6, Interchim,
Frnace) et le CD31 (1 :50, anticorps monoclonaladiectone SZ31, Dianova, Germany)
utilisés dans la®€ partie et selon le protocole précédemment ddcdbservation des fibres
de collagéne a été réalisée en colorant des caupearaffine de 4 um par le Rouge Sirius a

0,1%, aprés déshydratation et incubation 1h daihs selution.
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Mesure du VEGF par ELISA

La concentration sérique du VEGF a été déterminéapachnique ELISA en accord avec

les instructions du fournisseur (Quantikine ELISA VEGR& D, USA).

2- Résultats

Analyse de la croissance tumorale

L’'analyse de la croissance tumorale montre deérdiffces entre les 3 groupes, mais aussi au
sein des groupes. Dans les 3 souris traitées peélpb, 2 présentaient une augmentation de la
croissance tumorale au cours du traitement et emle présentait une évolution stable. Dans
le groupe sunitinib, 3 des 4 souris présentaieatrénistance au traitement puisqu’on notait
une progression de la croissance tumorale. Une peégentait une stabilisation de sa
maladie. Enfin dans le groupe associant les Ztrahts, la réponse semblait meilleure. Deux
souris présentaient en effet une stabilisatioredetumeur, et deux souris montraient une

bonne réponse au traitement avec une diminutiare woie fonte tumorale (Figure 11).
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Figure 11 : Mesure de la croissance tumorale de la lignée primaire R-175 en fonctionsde
différents traitements recus.

Analyse histologique et IHC

Toutes les souris présentaient des ccRCC de hadé gie malignité (Furhman 4), avec une
composante sarcomatoide. Il n'y avait pas de nédroaorale observée, quelque soit le lot de
souris. L'analyse IHC ne montrait pas de différeectre les 3 groupes en terme de
prolifération cellulaire (Ki67), avec des index édevméme dans les tumeurs ayant fortement

régresseé : 76% dans le groupe DMSO, 68% pour leisingt 73% dans le groupe associant

les 2 traitements (p= ns).
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Concernant la néovascularisation, on notait desseaiux matures en périphérie comme au
centre de la plupart des tumeurs quel que saiaieetent regu. Si aucune différence n’était
relevée entre le groupe sunitinib et le groupe@aston, la néovascularisation était

néanmoins inférieure en comparaison des sourtéésapar placebo (Figure 12).

DMSO Sunitinib Association

Figure 12: Comparaison de la néovascularisation en fonction des groupes par analyse du
CD31 en IHC. La vascularisation montre des vaisseaux matures en périphérierame

au centre de la tumeur.

Le Rouge Sirius colore tous les types de collaggnrk Ill, IV, V), et en particulier le type

IV, constituant majoritaire des membranes basdlds &atrigel utilisé dans notre

expérience. Cette coloration (figure 13) a perd@iLomprendre le mécanisme d’interaction
de ce support avec nos cellules et de retraceslliéon de la croissance de la tumeur.

Au départ, le Matrigel agit comme un maillage enteamt les cellules (stade 1), assurant
leur apport en nutriments et permettant ainsi t&weloppement et I'organisation des
premiers néovaisseaux. Au fil de la croissance tataples quantités de Matrigel se trouvent
divisées (stade 2) pour finir par disparaitredstd). A ce stade de croissance, la tumeur a pu
constituer son propre réseau d’apports en nutrip@nka néoangiogénese. Le collagéne alors
marqué en rouge ne représente plus du Matrigel lonasle collagéne des vaisseaux. En

effet, le marquage observé est beaucoup plus foretes des lumieres sur la coupe. De plus
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lorsqu’on superpose cette coloration a celui dharquage au CD31, les mémes images sont

observées.
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Figure 13 : Analyse de la présence et de I'évolution du Matrigel en fonction du volume
tumoral par coloration au rouge Sirius (X25 et X200). Le stade 1 est retrouvé sued
tumeurs de faible volume (<450 mms3) avec beaucoup de collagéne présent (abseate
lumiére, donc pas un néovaisseau). Le stade 2 montre un ilot central de Maglgvec un
développement tumoral tout autour et quelques néovaisseaux dans la tumeuolume
entre 700 et 1000 mm3). Le stade 3 montre une fixation des néovaisseaux unioeset,
sans travées de collagéne retrouvées (volume > 5900 mm3).
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A noter que l'analyse de la souris euthanasiéemslrie du vétérinaire avant de débuter
tout traitement, montrait un volume tumoral majéerl0 10 mm? (soit 5 & 36 fois plus
important que les autres tumeurs). L’histologiea@tait également un ccRCC Fuhrman 4,
avec une composante sarcomatoide. En revanchejféét@nce des autres souris, il était noté

des thrombi tumoraux dans les vaisseaux, ainsdgaanétastases pulmonaires.

Analyse du VEGF sérique

L’analyse en ELISA de la concentration de VEGF cinctufat malheureusement non
contributive, quelque soit le groupe de traitemamec des seuils de détection trop faibles
pour étre analysés. Ceci s’explique probablemeriaidaes faibles volumes tumoraux

(Figure 14).

Souris DO C° pg/ml
68 0,023 <min
69 0,007 <min
70 0,002 <min
72 0,001 <min
74 0,007 <min
76 0,014 <min
78 0,006 <min
79 0,011 <min
80 0,005 <min
81 0,111 72,25
82 0,019 <min

Figure 14 : Analyse des concentrations du VEGF sérique circulant chez les sosign
technique ELISA.
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Discussion

Le développement de ce nouveau modéle animatisse lignée primaire a donc
permis de mettre au point un modele expérimented ptoche de la réalité des tumeurs des
patients. Le fantasme sous-jacent étant a longetelmpouvoir traiter les patients « a la
carte », en fonction de la réponse de leur prapreetir aux différentes thérapeutiques a
disposition et testées au préalable sur animaux. lBaonoment, peu d’études pré-cliniques
ont pu étre réalisées, mais les premiers résutatistrés encourageants. Etudiant 14 patients
avec des cancers solides avancés et réfractaioeseathérapeutique, une équipe a pu
implanter ces tumeurs chez des sonudepuis tester différents traitements. Parmi eux, 11
ont recu par la suite un traitement guidé par le@mexpéerimental dont 88% présentaient
une réponse partielle durable avec une excellemtélation entre le modéle animal et la
réponse chez les patients en terme de résistadessensibilit®’. Mais ces données

nécessitent d’étre confirmées par d’autres travaux.

Dans cette é2"epartie, il semble que I'association du sunitinibt@lmisartan permette
de réduire considérablement le volume tumoral. Ratant, la mécanistique reste complexe a
expliquer. En effet, contrairement a I%iebartie sur une lignée commerciale, cette assoaiati
de traitement n’engendrait pas plus de nécroseralma@t aucune différence n’était notée en
termes de prolifération cellulaire ou de néovagtsdéion. Malgré tout, I'effet clinique est
bien réel et trés prometteur dans la mesure occREC présentant une composante
sarcomatoide sont connus pour étre plus résistamtaitements anti-angiogéniqtiedes
analyses plus poussées, notamment en WesterntBHE eétaient malheureusement limitées
par le peu de tumeur résiduelle pour plusieursisoDe nouvelles données expérimentales
sont donc nécessaires pour confirmer ces réspitatsetteurs. Dans la littérature, on trouve

cependant de nombreux exemples dans différents tigpeancers venant étayer I'effet anti-
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tumoral des ARA-Z". Tout récemment, une étude réalisée sur un modsseite
carcinomateuse confirmait les données retrouvées miatre travail sur le ccRCC.
L’association de I'olmesartan au sorafenib pernitattaccroitre I'efficacité anti-tumorale en
réduisant les taux de VEGF sérique et la densitéovasculairé’. En urologie, plusieurs
modéles animaux de traitement avec des ARA-2 ontm@amie réduction du volume
tumoral. Le mécanisme incriminé était toujoursaliéne réduction de I'angiogénése par
diminution de la sécrétion de VEGF-A par les celluleaorales comme dans le cancer de
prostaté®, ou une réduction de la densité microvasculaire de cancer de vessiecomme
dans le ccRCE. Ces données ont été également décrites dansefdypes de cancers
(ostéosarcome, mélanome, sein, panctéddjns le ccRCC, une seule étude rétrospective
reprenant 127 patients traités par sunitinib e2®@?2 et 2010 et prenant un bloqueur du SRA
(IEC ou ARA-2) a démontré une diminution significatide la survie sans progression, mais
non significative sur la survie globafePour autant, comprendre la fonctionnalité et
'implication des récepteurs a I'angiotensine-lhdaes tumeurs reste inexpliqué. Il est encore
difficile de dire si les voies de signalisationiagés dans la cancérogénése sont les mémes
gue dans les conditions physiologiques. La faiRf@ession des récepteurs AT1-R et AT2-R
dans les ccRCC de bas grade de Fuhrman montrdlparsal’absence probable

d’'implication de ces récepteurs dans le développémenoral, tout au moins a son déut
Comprendre ces mécanismes nous permettrait cartaimted’évoluer dans la prise en charge
thérapeutique des patients. L'utilisation des ARAZassociation aux TKI est en effet
largement envisageable en pratique cliniqgue chepaéients métastatiques. Mais on peut
aussi se demander si le prescrire en préventiamdaae des récidives des ccRCC ne serait
pas non plus prématuré, comme cela a pu étre dééndems le cancer de vessidReste a
déterminer si les patients exprimant le plus AT1eRst plus sensibles aux ARA-2, comme

cela a été décrit dans le cancer du sein pouétapteurs aux oestrogenes ?
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Ce modéle présente néanmoins ses limites. On abseargffet une disparité de
développement tumoral au sein des différents gmdpesouris, et une hétérogénéité de
réponse aux traitements au sein des mémes grdepadant, tous les animaux présentaient
des caractéristiques identiques initiales (mémeraégene poids, méme patrimoine
génétique), et ont recu le méme jour la méme qiéadéi cellules tumorales. Le modéle murin
reste cependant le modéle animal le plus utiliséagrcérologie du fait de sa simplicité
d’utilisation et de son faible co(t. Il est palailrs assez proche génétiquement de I'Homme.
Plusieurs modéles murins immunodéficients sonspadiition: les souris nude, scid, beige,
xid, rag-1 null, rag-2 null, ou des souris combinginsieurs mutations (nude/beige,
beige/nude/xid, etc...). La soufiudereste le modeéle idéal et le plus utilisé en casiogie
du fait de I'absence de systéme immunitaire efisijue de rejet, dont la réponse intrinséque
de chaque animal pourrait expliquer ces différetf@esinjection de cellules tumorales en
suspension présente de meilleurs taux de sucaapldtitation et de développement tumoral
comparativement a I'implantation de tumeur solideatement issue d’un patient pour le
méme type histologiqd®" Mais elle présente également ses limites. Lairitie cellules
tumorales peut en effet amener a des changemamtd’'egpression génétique et des
réarrangements dans la composition de la populagtulaire se traduisant par un modéle de
xénogreffe qui ne serait pas en adéquation averraur originellé® De plus, différentes
études sur des modeles de xénogreffe testant ds/drérapeutiques ne retrouvaient pas
toujours de corrélation en pratique clinique chiearhain, surtout lorsque les cellules étaient
injectées en sous-cutdft& L'injection des cellules tumorales en situatiothotopique
montre quant a elle une bien meilleure réponseigiiéel aux traitements testés, mais
limplantation reste plus difficile techniguemeatjec une mortalité animale non négligeable
et responsable d’'un surco(t expérimeéfital® Le suivi d’évolution des tumeurs et de
I'efficacité des thérapeutiques est aussi plus digug du fait de la situation intra-abdominale

de la tumeur.
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Cette hétérogénéité dans le développement tumblaléponse aux traitements pose
guestion quant a la faisabilité a I'avenir de tedis thérapeutiques de maniére personnalisée
sur modéle animal. Le développement d’'un modeélgypke culture organotypique pourrait
peut étre permettre de limiter ces facteurs cordatgf”. Le principe consiste a prélever
directement de la tumeur du patient a I'état flais de la chirurgie, d’en extraire les cellules
tumorales et de faire croitre une tumeur en soteméuwchez une souris. Une fois développée,
la tumeur est alors prélevée et mise en culture sgs tissus environnants. Ceci offre
'avantage de développer une matrice mimant laiogaéxtra-cellulaire dont on connait le
réle crucial dans la différenciation cellulaireépervant ainsi les interactions musculo-
nerveuses et vasculaires d’une tum&utl permet & la fois d’observer la tumeur direcéen
sur de longues périodes, de tester des drogues|dés ses effets secondaires sur les tissus
environnants, tout en réalisant des analyses devements de maniere réguliére en fonction
du protocole de recherche. En revanche, ce moeégbeemd pas en compte les interactions
avec le microenvironnement. De nombreux modelesrefites 3D de culture organotypique
ont été développés dans le glioblastome, le cahcsein et de I'ovaire, le
cholangiocarcinome ou encore le mélantfi®® Mais peu de modéles tissulaires

d’organoculture ont pu étre mis au point pour lameat, et notamment dans le ccRCC.
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Conclusion

Ce travail a permis de mettre aux points differentgleles animaux de xénogreffe de ccRCC.
La mise au point d'un modele a partir de lignéesaires est particuliérement intéressant, de
par son potentiel unique et propre a chaque patiémtenir de nos patients sera
probablement d’accéder a un traitement a la cantépnction de la réponse de leur tumeur
aux différentes thérapeutiques existantes. L'aasioci d’'un ARA-2 au sunitinib semble
montrer un effet synergique intéressant, augmelittfitacité anti-tumorale, notamment
dans les formes sarcomatoides, en plus de con&dlpartie les effets secondaires (HTA,
protéinurie, insuffisance cardiaque) des nouvegraitetments antiangiogéniques. D’autres
travaux sont encore nécessaires pour comprendnedeanismes impliqués. Des études
cliniques prospectives associant un ARA-2 a un TKI galement nécessaires pour

confirmer ces données chez 'lhumain.
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RESUME

Plusieurs méta-analyses récentes nous ont alertés sur la possibilité d’'un sur-risque tumoral pour les
patients recevant des inhibiteurs de I'enzyme de conversion (IEC) ou des antagonistes des récepteurs de
I'angiotensine-2 (ARA-2). Nous avons souhaité poursuivre cette réflexion en reprenant aussi bien les
données épidémiologiques que celles issues de recherches fondamentales. Les données épidémiolo-
giques, souvent discordantes entre elles, sont soit grevées de nombreux biais, soit uniquement
rétrospectives. De plus, les méta-analyses sont toutes issues d’études a visée cardiovasculaire dont
I'analyse du risque tumoral était le plus souvent absente. Seul un recueil prospectif et spécifique pourrait
apporter des preuves plus fiables. A contrario, toutes les données issues de recherches expérimentales
concordent et montrent un puissant role antitumoral des ARA-2 et a un moindre degré des IEC. Les
principaux mécanismes décrits a partir de modéles cellulaires ou d’expérimentations animales sont une
inhibition de la prolifération cellulaire tumorale et de la néo-angiogenése. Aux vues des mécanismes
impliqués, l'efficacité de certaines thérapeutiques conventionnelles anticancéreuses pourrait &étre
améliorée par I'association aux ARA-2 et aux IEC. Dans un proche avenir, des applications cliniques
pourraient étre développées.

© 2013 Publié par Elsevier Masson SAS pour I’Association Société de néphrologie.

ABSTRACT

Recently, several meta-analysis suggested an increased risk of cancers linked to the use of antagonists of
angiotensin-2 receptors or inhibitors of angiotensinogen converting enzyme. The results of
epidemiological studies are conflicting. Meta-analysis as well as retrospective studies are not reliable
and biased, since they have never been designed to explore any pro- or antitumoral effect. We lack of
prospective studies that could take off the doubt on these drugs. Nevertheless, all experimental
researches pointed out potent antitumoral properties. Indeed, direct antiproliferative and neo-
angiogenic inhibition have been described on tumor cell cultures as well as on animal models. Moreover,
we are convinced that the use of antagonists of angiotensin-2 receptors and inhibitors of
angiotensinogen converting enzyme may be then of clinical use in the near future in association
with classical antitumor drugs. In this review, we proposed to explore these data by a thorough analysis
of recent literature associating epidemiological and experimental studies.

© 2013 Published by Elsevier Masson SAS on behalf of the Association Société de néphrologie.

1. Abréviations

ARA-2 antagonistes des récepteurs de I'angiotensine-2
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor

1769-7255/$ - see front matter © 2013 Publié par Elsevier Masson SAS pour I'Association Société de néphrologie.

http://dx.doi.org/10.1016/j.nephro.2012.09.006



86 T. Dolley-Hitze et al./ Néphrologie & Thérapeutique 9 (2013) 85-91

ECA enzyme de conversion de I'angiotensinogéne
Erk1/2 Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2
LH-RH hormone de libération de la lutéinostimuline
HTA hypertension artérielle

IEC inhibiteurs de I'enzyme de conversion

JAK Jun Activating Kinase

NF-kB Nuclear Factor-kB

PAX2 Paired Homebox 2

PI3-kinase Phospolnositide kinase

AT1R récepteurs de type-1 a 'angiotensine-2

AT2R récepteurs de type-2 a 'angiotensine-2

TGF-(3 Transforming Growth Factor-{3

STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3
SRA systéme rénine-angiotensine

VEGF Vascular Endothelium Growth Factor

2. Introduction

Depuis quelques mois, une controverse agite la littérature
meédicale sur le role que pourrait jouer I'utilisation des ARA-2 et des
IEC sur I'incidence des cancers. Nous avons donc souhaité faire le
point sur cette question non seulement a partir des données
cliniques mais aussi de recherche fondamentale disponibles début
2012.

Les données épidémiologiques actuelles et I'analyse post-hoc
de grandes études, qui ont conduit a un recours en premiére
intention aux bloqueurs du SRA dans les maladies cardiovascu-
laires et néphrologiques, sont contradictoires quant a I'influence de
ces traitements sur la survenue des cancers. Au travers d’une
analyse critique, seront présentés les travaux les plus pertinents.

Tableau 1

Les données de la recherche fondamentale sont, quant a elles,
toutes concordantes et montrent un réle antitumoral des
bloqueurs du SRA. Les mécanismes impliqués sont principalement
un blocage de la prolifération cellulaire tumorale et une inhibition
de la néo-angiogenése. Il nous a semblé important de détailler les
liens physiopathologiques entre carcinogenése et SRA afin de
conforter I'hypothése d’un réle protecteur et antitumoral des IEC et
des ARA-2.

3. Données issues des études cliniques
3.1. Méta-analyses

Une large méta-analyse avec analyse post-hoc parue dans
Lancet Oncology en juillet 2010 a ouvert le débat actuel en
discréditant l'utilisation des ARA-2 [1] (Tableau 1). Ce travail
répertorie les principales études cliniques parues avant novembre
2009, portant sur I'emploi des ARA-2 et incluant au moins
100 patients.

L'incidence des cancers (68 402 patients issus de cinq études :
Life, Trophy, Transcend, Ontarget et Profess) et des décés par
cancer en fonction de I'utilisation ou non d’ARA-2 (93 515 patients
issus des cinq études précédentes et de trois supplémentaires :
Optimaal, Valiant et Val-Heft) ont été étudiés. D’apreés ce travail,
l'incidence des cancers est significativement augmentée mais la
mortalité spécifique par cancer n’est pas modifiée. De nombreux
biais modérent cependant les résultats de cette analyse et ont été
exposés dans des lettres de réponse [2]. Tout d’abord, il s’agit
d’analyses post-hoc, pour lesquelles le risque tumoral n’était
jamais I'objectif principal et rarement un objectif secondaire. Pour
certaines, les données concernant la survenue de cancers ont été

Résumé des principales études épidémiologiques et des études cliniques sur le lien entre risque tumoral et utilisation des bloqueurs du systéme rénine-angiotensine (SRA).

Méta-analyses Traitements étudiés

Nombre de patients

Biais méthodologiques Conclusions

Sipahi I (2010) Sartans 93515
Sipahi I (2011) Sartans et IEC 61714
ARB trialists (2011) Sartans 138769

Traitements étudiés

Etudes de registre

Nombre de patients

Groupes témoins non homogénes  Augmentation de I'incidence des

cancers
Recueil non exhaustif des Mortalité spécifique par cancer
cancers et des FDR de cancer identique

Objectif principal =événements
cardiovasculaires

Durée de suivi trop courte

(3,5 ans en moyenne)

Bonne homogénéité des groupes
témoins
Biais idem ci-dessus

Pas d’augmentation d'incidence des
cancers
Mortalité identique

Biais idem ci-dessus Pas d’augmentation d'incidence des

cancers

Durée moyenne de suivi (ans) Conclusions

Lever AF (1998) IEC vs hypotenseurs (sauf sartans) 5207
Huang CC (2011) Sartans vs hypotenseurs (sauf IEC) 109002
Chang CH (2011) Etude cas-témoin issue de I'étude de  Idem
Huang CC (comparaison patients
atteints de cancers vs indemnes)
Pasternak B (2011) IEC vs sartan 425285

Etudes rétrospectives

Traitements étudiés

Nombre de patients

6,6 Roéle protecteur des IEC
57 Roéle protecteur des sartans
Idem Absence de risque des sartans

2,2 Risque identique des IEC et des sartans

Type de cancer Conclusions

Wilop S (2009) IEC ou sartans vs aucun bloqueur du 287
SRA

Keizman D (2011) IEC ou sartans vs aucun bloqueur du 127
SRA

Chae YK (2011) IEC ou sartans vs aucun bloqueur du 703

SRA

Cancers bronchiques Survie globale augmentée de 3,1 mois

Carcinomes rénaux a cellules
claires

Meilleure réponse au traitement

Survie sans progression augmentée

Cancers du sein Diminution des récidives
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récupérées secondairement. Les auteurs n'ont parfois pas été
contactés pour la récupération des données ce qui interroge sur
I'exactitude et I'exhaustivité des données analysées. De plus, la
durée de suivi, en moyenne 3,5 années et n'excédant jamais cinq
années, a souvent été trop courte pour que les événements
néoplasiques apparaissent en nombre suffisant pour étre analy-
sables. Les groupes témoins de ces différentes études n’étaient pas
homogénes et ont aussi bien pu recevoir un placebo (Transcend),
un bétabloquant (Life), un IEC (Optimaal et Valiant) ou I'association
d’'un IEC et d'un ARA-2 (Profess). Enfin et le plus souvent,
I'exposition des individus aux autres facteurs de risque de cancer,
tel que par exemple le tabac, n’était pas mentionnée. De nombreux
biais peuvent donc étre soulevés et remettre en question les
conclusions de cette premiére méta-analyse.

Suite aux nombreuses critiques méthodologiques parues dans
la littérature, les auteurs de ce travail ont repris leur étude [3]. Des
études plus anciennes (a partir de 1950) et publiées jusqu’'en
2010 ont été prises en compte pour cette seconde méta-analyse
avec la nécessité d’un suivi théoriquement plus long et supérieur a
un an. Les études avec un groupe témoin placebo ont été
distinguées de méme que I'utilisation d’ARA-2 ou d’IEC en
monothérapie ou en association. Enfin, les auteurs ont voulu
étendre leurs analyses a toutes les classes thérapeutiques
antihypertensives. Par conséquent, des études complémentaires
ont été analysées dans ce travail, incluant ainsi plus de
300 000 patients. Parmi les ARA-2, le telmisartan a été distingué
des autres ARA-2, de méme que les IEC a faible affinité tissulaire et
ceux a forte affinité. Que ce soit pour les ARA-2 ou pour les IEC, en
analyse globale ou de sous-groupe, aucune augmentation du
risque de survenue de cancer et aucune augmentation de la
mortalité par cancer n'est mise en évidence contrairement aux
conclusions établies dans le premier article. L'analyse des
associations IEC-ARA-2 n’a pas pu conclure en raison du trop
faible nombre de patients. Méme si la méthodologie de cette
seconde méta-analyse a été plus rigoureuse, demeurent toujours
les problémes relatifs a la durée de suivi, a I'exhaustivité du recueil
des données concernant la survenue des cancers et 'exposition aux
facteurs de risque classiques de cancer.

Dans une troisiéme méta-analyse parue dans Journal of
Hypertension en 2011 [4], les auteurs n’ont repris que les études
portant sur Il'utilisation des ARA-2. La méthodologie est super-
posable a celle utilisée dans le second article de Sipahi et prés de
140 000 patients ont été inclus. Aucune augmentation du risque de
survenue de cancer n’'a été mise en évidence. Les mémes biais
mentionnés pour les deux premiéres méta-analyses demeurent.

3.2. Etudes de registres

Les études de registres apportent des conclusions différentes de
celles des méta-analyses, mentionnant méme un potentiel role
protecteur des ARA-2 dans la survenue des cancers !

Dés 1998, la question du lien entre I'utilisation des IEC et le
risque de cancers avait été posée par Lever, dans un travail publié
dans Le Lancet [5]. Dans un centre spécialisé dans 'HTA a Glasgow,
apartir de 5207 dossiers analysés entre 1980 et 1995, 4930 patients
ont recu un traitement pharmacologique de I'HTA dont 1559 des
IEC. L'incidence des cancers des patients recevant des IEC a été
comparée a celle des patients recevant un autre traitement
antihypertenseur ou pas de traitement. La durée moyenne de suivi
pour les 5207 patients était de 6,6 ans, de 5,2 années dans le groupe
IEC et de 7,2 années pour le groupe des autres molécules
antihypertensives. L'exposition au tabac a été recueillie pour plus
de 98 % des patients inclus. Un appariement a été effectué sur I'age
et le sexe des patients. Les courbes de survie (Kaplan-Meier)
mettent en évidence un réle protecteur des IEC par rapport aux
autres molécules antihypertensives. Analysés séparément, les

inhibiteurs calciques, les bétabloquants ou les diurétiques n’ont
aucun role sur le risque de cancer. Les IEC sembleraient protéger
plus efficacement contre I'apparition des cancers pulmonaires et
mammaires, plus particulierement chez les femmes et les fumeurs.
Cependant, le principal biais de cette étude réside dans la
différence de durée de suivi entre les patients ayant recu des
IEC et les patients ayant recu d’autres médicaments, ce qui peut
favoriser les IEC méme si les courbes de survie se séparent
précocement. Par ailleurs, cette étude ancienne a été réalisée avec
des molécules dont I'activité et I'efficacité différent des molécules
actuellement prescrites et utilisées.

Une étude de registre d’assurance taiwanaise [6] publiée en
2011, plus rigoureuse du point de vue méthodologique, semble
confirmer les conclusions de Lever. Cette base de données
comporte un million de taiwanais depuis le 1¢" janvier 1998.
Parmi ces personnes, presque 110000 ont été nouvellement
diagnostiqués pour une HTA et un peu plus de 40 000 ont recu des
ARA-2. Les patients hypertendus recevant des ARA-2 ont été
comparés aux autres patients hypertendus traités. La durée
moyenne de suivi était de 5,7 + 2,6 ans. Les patients recevant des
ARA-2 étaient un peu plus agés : 59,3 ans versus 57,9 ans pour les
patients non traités, plus souvent diabétiques et insuffisants rénaux
chroniques ou nécessitant le recours des associations de molécules
antihypertensives pour controler leur HTA. L'analyse de cette cohorte
met en évidence que les ARA-2 diminuent significativement
I'incidence des cancers. Cet effet est plus marqué chez les patients
agés et si I'exposition aux ARA-2 est prolongée plus d'un an. Tous les
ARA-2 étudiés semblent avoir le méme pouvoir protecteur. La
protection semble équivalente, quel que soit le type de cancer pris en
compte. Des biais inhérents a ce type d’étude sont présents, le
principal étant I'absence de distinction entre les IEC et les autres
médicaments antihypertenseurs dans le groupe témoins.

A partir de ce méme registre mais uniquement sur la population
diabétique hypertendue, une étude cas-témoin a été réalisée afin
de rechercher un lien entre survenue de cancer et utilisation des
ARA-2 [7]. Aucune augmentation du risque n’est montrée dans ce
travail.

Enfin, une étude réalisée a partir d’'un registre danois incluant
plus de 400 000 patients a été publiée en avril 2011 [8]. Le but de ce
travail a été de comparer la survenue de cancers en fonction de
l'utilisation des ARA-2 ou des IEC. Aucune différence significative
n'est mise en évidence entre ces deux types de molécules.

Ces données, issues des grandes études cardiovasculaires et des
registres, sont contradictoires et ne permettent pas de conclure.
Seul un essai prospectif a grande échelle pour laquelle I'incidence
des cancers serait I'objectif principal pourrait nous aider mais n’a
pour le moment jamais été réalisé.

3.3. Etudes rétrospectives

Quelques études rétrospectives a partir de séries de patients
atteints de tumeurs ont été publiées récemment et mettent en
évidence un intérét pour les IEC et les ARA-2. En effet, dans ces
études, ces classes thérapeutiques amélioreraient le pronostic des
patients.

La survie de 287 patients atteints d’'un carcinome pulmonaire
non a petites cellules, localement avancé ou métastatique, traités
entre 1996 et 2007 et provenant d’un seul centre allemand a été
analysée en fonction de I'utilisation a visée antihypertensive ou
non d’IEC ou d’ARA-2 [9]. Parmi ces patients, 52 ont recu un IEC ou
un ARA-2. L'utilisation d’'une de ces deux classes thérapeutiques
améliore de 3,1 mois la survie globale médiane (11,7 mois versus
8,6 mois). Cet effet est indépendant des doses de sels de platine
recues ou de I'exposition aux facteurs de risque classiques.

Des résultats comparables ont été décrits plus récemment dans
une série de carcinomes rénaux a cellules claires métastatiques
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traités par sunitinib entre 2004 et 2010 [10]. Parmi les 127 patients
étudiés rétrospectivement, 44 ont recu soit un IEC, soit un ARA-2 et
83 aucune de ses deux classes thérapeutiques. Les patients traités
par un bloqueur du SRA ont une meilleure réponse au traitement et
une survie sans progression améliorée. Pour ce méme type de
tumeur, une publication rapportant trois cas mentionne que
I'association de la cimetidine avec des IEC ou des ARA-2 semble
bénéfique [11].

Enfin, il a été montré que des patientes suivies pour des cancers
du sein agressifs récidivent moins si elles recoivent des IEC ou des
ARA-2 [12].

Ces articles indiquent donc que I'utilisation de bloqueurs du
SRA pourrait améliorer la réponse au traitement, la survie et
diminuer le risque de récidive des patients en cours de traitement
pour un cancer. En outre, ces conclusions sont appuyées par de
nombreux travaux de recherche fondamentale sur la biologie des
cancers.

4. Données issues de la recherche expérimentale

4.1. Polymorphisme des génes du systéme rénine-angiotensine et
susceptibilité aux cancers

Le lien entre polymorphisme des génes du systéme rénine-
angiotensine et risque de cancer a souvent été étudié. La plupart
des publications porte sur le génotype Insertion/Délétion (I/D) de
I’ECA [13]. Le variant génotypique D est en effet connu pour induire
une concentration plus importante en ECA circulante avec un
impact « pro-inflammatoire ». Sa présence est donc supposée étre
associée a unrisque accru de cancer. Cependant, des méta-analyses
récentes mettent en évidence des résultats contradictoires qui ne
permettent pas de conclure sur un réle dans le risque de survenue
de cancer, global ou spécifique d’organe [14].

Des travaux plus récents, utilisant des technologies de haute
résolution, ont permis d’explorer des variations génétiques plus
spécifiques. Ainsi, concernant les carcinomes rénaux a cellules
claires, I'analyse par « single nucleotide polymorphism » met en
évidence que certaines variations présentes dans la région
promotrice de 'angiotensinogéne sont corrélées a un sur-risque
de cancer. La présence de polymorphismes des génes de
I'angiotensinogéne et d’AT1R est aussi associée a une augmenta-
tion de risque dans le cancer du sein [15]. Suite 3 ces travaux, il
serait intéressant d’explorer I'impact des polymorphismes géni-
ques évoqués en termes de perte ou de gain de fonction pour des
protéines transcrites et de leur impact dans les mécanismes de
cancérogeneése.

4.2. Expression des récepteurs d I'angiotensine-2 par les tissus
tumoraux

Les différents composants du SRA jouent un réle important dans
I'embryogeneése et le développement des différents organes, en
particulier des reins [16]. A I'dge adulte, de nombreux tissus de
I'organisme expriment tout ou partie des composants de la cascade
d’activation du SRA, comme le cerveau [17], les poumons [18], le
ceeur [19], le foie [20], le pancréas [21] ou les reins [22].

De nombreux composants du SRA sont exprimés a forte
concentration dans les tissus tumoraux. Ainsi, les tumeurs gliales
de haut grade expriment presque tous les composants du SRA :
I'angiotensinogéne, la rénine et son récepteur, I'enzyme de
conversion de l'angiotensine, AT1R et AT2R [23]. La cascade
enzymatique est donc activable et peut fonctionner localement de
maniére autonome.

De plus, il semble exister un lien entre agressivité tumorale et
niveau d’expression d’AT1R. En effet, plus AT1R est exprimé au sein
d’'une tumeur, plus l'agressivité tumorale est importante en

relation et le pronostic défavorable. Nous avons récemment
montré cette relation dans les carcinomes rénaux a cellules claires
[24]. Dans notre série de 84 tumeurs, les tumeurs les plus
agressives, histologiquement définies par un score de Fuhrman a 4,
I'expression d’AT1R évaluée par immunohistochimie et Western
Blot est augmentée. Cette surexpression est associée a une moins
bonne survie sans progression des patients. Des résultats similaires
ont été obtenus pour de nombreux autres cancers : tumeurs
mammaires de type carcinomes canalaires infiltrants exprimant
les récepteurs aux estrogénes [25], tumeurs gastriques [26],
carcinomes épidermoides de vessie [27], astrocytomes [28],
glioblastomes [23], tumeurs ovariennes [29], carcinomes spino-
cellulaires de la peau [30], adénocarcinomes pancréatiques [31],
tumeurs surrénaliennes [32], cancer de I'ovaire [33], cancer
gastrique [34], tumeurs du col de 'utérus [35].

En paralléle, la surexpression d’AT2R n’est observée que pour
certaines tumeurs agressives comme les glioblastomes [28], les
carcinomes rénaux a cellules claires [24] et les cancers gastriques
[34].

4.3. Role de I'angiotensine-2 et du blocage de ses récepteurs dans la
progression tumorale

De nombreux modéles expérimentaux, tant cellulaires que
murins, apportent les preuves d’'une implication de I'angiotensine-
2 dans les mécanismes de progression tumorale (Fig. 1). Ce role
« pro-tumoral » est principalement médié par I'activation d’AT1R.

L’angiotensine-2 peut induire I'’expression du VEGF et donc
favoriser la néo-angiogenése au sein de nombreuses tumeurs :
pancréas [36] ou vessie [37]. L'angiotensine-2 induit également de
la prolifération cellulaire via I'activation de plusieurs cascades
moléculaires : la voie PI3-kinase/Akt, décrit dans un modéle
cellulaire de cancer du sein [38], la voie NF-kB mentionnée dans les
tumeurs gastriques [26], la voie PAX2 STAT3 JAK observée dans des
tumeurs prostatiques [39] et enfin la voie de I'EGFR aprés
transactivation du récepteur par AT1R et Erk1/2. Cette derniére
a été observée dans divers modeéles cellulaires endothéliaux [40],
de tumeurs mammaires [41] et également des tumeurs prosta-
tiques [42]. Enfin, I'angiotensine-2 via AT1R peut aussi inhiber
certaines voies de I'apoptose de cellules tumorales [43].

Dans de nombreux modéles expérimentaux, le blocage de la
fixation de I'angiotensine-2 a AT1R par un ARA-2 développe une
action antitumorale. L'un des principaux mécanismes évoqué est
I'inhibition de la néo-angiogenése par diminution de la sécrétion
du VEGF par les cellules tumorales. Ce facteur de croissance est
essentiel a la néovascularisation au sein des tumeurs et donc a la

!

|Néoangiogenése
Diminution de la sécrétion
tumorale de VEGF
|Prolifération cellulaire tumorale
Inhibition de la voie Erk1/2
Inhibition de la voie EGFR
tApoptose
Lymphangiogenése
LInvasion tumorale
Inhibition de I'inflammation
Inhibition de la voie des intégrines

Role préventif anti-tumoral

Sartans et/ou IEC

tralteme con Is
Amélioration de I'efficacité:
Des chimiothérapies
5-FU et interféron pour
I'hépatocarcinome
Gempcitabine pour les cancers
pancréatiques
De la radiothérapie
Cancers broncho-pulmonaires

Fig. 1. Résumé des principales données expérimentales montrant un role
antitumoral des bloqueurs du systéme rénine-angiotensine (SRA).
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croissance tumorale. Il a été montré que la production VEGF par
différents types de cellules tumorales : cellules de cancer du
pancréas [36], cellules de cancer du sein [44], cellules de cancer
prostatique hormonorésistant [45], cellules de cancer pancréa-
tique [46], diminue sous l'action des ARA-2. L'utilisation des
ARA2 sur des modéles tumoraux chez la souris conduit in fine a une
nette inhibition de la croissance tumorale [47].

Les ARA-2 inhibent aussi directement la prolifération cellulaire
au sein de nombreux types de tumeurs comme les ostéosarcomes
[48], les carcinomes prostatiques [49], les mélanomes [50] ou les
cancers mammaires [51]. Des effets similaires ont été décrits pour
l'utilisation des IEC sur les carcinomes rénaux a cellules claires
[52]. Les mécanismes font intervenir I'activation de la voie Erk 1/
2 et la transactivation d’EGFR.

Parmi les autres mécanismes antitumoraux des ARA-2, il est
mis en évidence que :

e les ARA-2 diminuent la lymphangiogenése dans un modéle
murin [53] ;

e les ARA-2 induisent I'apoptose de certaines cellules tumorales
telles que les tumeurs pancréatiques [54] ;

e les ARA-2 peuvent limiter 'activation de la voie TGF-3 dans un
modéle murin de cancer pancréatique [55] ;

o les ARA-2 ou les IEC limitent les conséquences du stress oxydant

induit par I'angiotensine-2 dans un modéle cellulaire de cancer

prostatique [56] et inhibent I'inflammation locale [57] ainsi que

I'invasion tumorale locale [58] ;

différents modéles murins tumoraux mettent en évidence que

I'utilisation des IEC et des ARA-2 limite la croissance tumorale et

la progression métastatique des cancers colorectaux [59] et des

carcinomes rénaux a cellules claires [60]. Cet effet semble étre lié

a la régulation des intégrines comme montré dans un modéle

cellulaire de cancer du sein [61] ;

I'utilisation d’IEC permet aussi de prévenir I'apparition de

cancers de prostate (modéle murin de souris transgéniques) [62].

Une question reste actuellement en suspens : bloquer AT1R ne
pourrait-il pas favoriser la stimulation d’AT2R et ainsi avoir un effet
délétére sur la maladie tumorale ?

Dans des modéles physiologiques, AT2R intervient pour
s'opposer aux effets d’AT1R, comme par exemple sur I'expression
des protéines du diaphragme de fente [63]. Au sein des tumeurs, le
role d’AT2R reste plus ambigu et il semblerait exister une
spécificité d’action dépendante du type de cancer. Ces résultats
sont a pondérer par le faible nombre de travaux réalisés sur les
liens entre AT2R et les mécanismes de cancérogenése. Comme
mentionné, seules quelques tumeurs agressives semblent surex-
primer AT2R. Un travail récent, réalisé sur un modéle murin de
cancer bronchopulmonaire, suggére un role antitumoral d’AT2R
[64]. Dans cette étude, I'administration intratrachéale de nano-
particules porteuses d’AT2R réduit significativement la croissance
tumorale. Les mécanismes d’action AT2R et « d’interactions » entre
ATIR et AT2R devront donc étre étudiés de maniére plus
systématique dans différents types de cancers mais également
d'un point de vue mécanistique. Définir le role d’AT2R et la relation
croisée AT1R-AT2R dans la croissance tumorale serait une avancée
considérable dans l'initiation de stratégies thérapeutiques ciblées.

5. Perspectives
5.1. Réle préventif des bloqueurs du SRA ?

Aux vues du nombre de prescriptions d’ARA-2 et d'IEC, en
particulier en néphrologie et chez des patients parfois trés jeunes, il

est licite de s’interroger autrement sur cette classe thérapeutique :
augmente-t-elle le risque de survenue de cancer ou au contraire

confére-t-elle une forme de protection ? Les données actuelles
issues des études de registres et des grandes méta-analyses sont
contradictoires et discutables dans leur méthodologie. 11 est
cependant peu probable que des études prospectives soient menées
dans un avenir proche. Peut-étre pouvons-nous nous référer aux
résultats expérimentaux qui suggerent que les ARA-2 et les IEC
inhibent la progression tumorale. Il serait donc tentant de conclure
que les bloqueurs du SRA pourraient ne pas induire un risque accru
de survenue de cancers mais le prévenir.

La méme question se pose avec les inhibiteurs de la rénine.
Aucune donnée épidémiologique n’est actuellement disponible
mais quelques travaux expérimentaux semblent montrer un réle
antiangiogénique de cette nouvelle classe thérapeutique [65].

5.2. Place clinique des bloqueurs du SRA comme thérapeutique anti-
tumorale

Toutes les données expérimentales convergent vers les mémes
conclusions. Les bloqueurs d’AT1R mais aussi les [EC auraient une
action antitumorale via une inhibition de la prolifération cellulaire
et de la néo-angiogeneése ainsi qu'une induction de I'apoptose des
cellules tumorales. Les quelques données rétrospectives issues de
séries de patients porteurs de tumeurs et ayant recu ou non des
ARA-2 ou des IEC suggérent que les bloqueurs du SRA pourraient
avoir un intérét dans le traitement de nombreuses tumeurs en
complément des chimiothérapies anticancéreuses.

Avant de débuter des essais thérapeutiques, il reste a rechercher
quelles associations seraient les plus pertinentes. La réponse
dépendra en premier lieu du type de cancer. Il a déja été décrit dans
un modéle murin de xénogreffe d’adénocarcinome pulmonaire,
que I'utilisation d’IEC augmente I'efficacité de la radiothérapie [66].
Des effets bénéfiques similaires ont été observés dans des modéles
murins d’hépatocarcinome lors de I'association d’IEC avec du 5-
fluorouracil [67] ou dIEC avec un interferon-B [68]. La
combinatoire : gemcitabine associée a un ARA-2 a permis d’obtenir
la méme efficacité [69]. Enfin, dans une cohorte de 23 patients
porteurs de cancers prostatiques hormonorésistants, I'association
du candesartan a un antiandrogénique analogue de I'LH-RH a
permis une diminution des PSA ainsi qu'une amélioration clinique
discrete [70].

Les ARA-2 pourraient étre associés avec les nouvelles molécules
antiangiogéniques inhibitrices des tyrosines kinases pour une
meilleure efficacité thérapeutique. La pertinence de cette associa-
tion est étayée par le fait que les ARA-2 peuvent inhiber la sécrétion
de VEGF (cf. ci-dessus) et les inhibiteurs des tyrosines kinases ont
pour cible principale I'inhibition des récepteurs au VEGF. Cette
hypothése est également renforcée par le fait que les antiangio-
géniques induisent une surexpression d’AT1R par les cellules
tumorales [71] et inhibent la voie de signalisation de 'EGF tout
comme les ARA-2 [42].

Il reste a préciser quelles tumeurs répondraient le mieux a
l'utilisation d’ARA-2. S’agit-il de tumeurs surexprimant le plus les
récepteurs de type ATIR, par analogie aux récepteurs aux
estrogénes des tumeurs mammaires ? Aucune donnée ne nous
permet actuellement d’apporter une réponse.

6. Conclusion

Méme si la question a beaucoup été débattue ces derniers mois,
les différentes études publiées ne permettent pas de conclure a une
augmentation du risque de cancers pour les patients recevant un
bloqueur du SRA. A contrario, les données expérimentales
concordent pour montrer un réle thérapeutique anticancéreux
des ARA-2 et des IEC. Leur place pour une utilisation clinique en
association avec les thérapeutiques anticancéreuses classiques
reste a définir.
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Résumé

Contexte : Les carcinomes rénaux a cellules claires (ccRCC)damtumeurs
particulierement agressives et de mauvais pronlastqu’elles sont
métastatiques. L'apport des traitements anti-arggi@gies et notamment des
inhibiteurs de tyrosine kinases (TKI), a permis an&lioration nette en terme
de survie de ces patients, mais parfois au prifet&esecondaires tels que
I'HTA. L'angiotensine-Il stimule la croissance des cellabrscéreuses et la
sécrétion de VEGF via le récepteur de type 1. Déférents types de cancers,
les antagonistes des récepteurs de type 1 de tangioe-1l (ARA-2) utilisés a
visée anti-hypertensive ont pu démontrer une ditronule la prolifération
cellulaire et une inhibition de la néo-angiogénsaorale.

Objectif : Mettre au point différents modeles animaux de ccRCEster I'effet
de l'association des traitements par sunitinib (Té&telmisartan (ARA-2).
Matériels & Méthodes : Des sourisNudeont été injectées avec des cellules
tumorales 786-0O, permettant d’obtenir une tumeussmtanée. Les souris ont
été réparties en 4 groupes gavées quotidienneraadapt 4 semaines : avec le
vecteur (DMSO), du Telmisartan, du Sunitinib ou ursmemtion Telmisartan +
Sunitinib a doses thérapeutiques, puis euthangsetgsanalysele la tumeur.
Dans un 2"™temps, un autre modéle animal a été mis au poét des cellules
tumorales issues d’une lignée primaire.

Résultats :L’association des traitements (TKI + ARA-2) dandYemodele
montrait une augmentation de la nécrose tumoraldipanution de la densité
microvasculaire et de la sécrétion de VEGF circulBans le modele issu d’'une
lignée primaire, on notait une réduction du voluomaoral mais sans
augmentation de la nécrose.

Conclusion : Ce travail a permis de mettre au point 2 modetesciRCC.
L’association d’'un ARA-2 au sunitinib semble potahser I'effet anti-tumoral
dans ces modeles expérimentaux. De plus amples$sathit nécessaires pour

comprendre les mécanismes impliqués.
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