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Résumé

RESUME

Les phéochromocytomes et les paragangliomes (PCC/PGL) sont des tumeurs
neuroendocrines rares qui se développent aux dépens de la médullosurrénale et des
paraganglions sympathiques et parasympathiques. Prés de 40% des patients ont une
prédisposition génétique, et, a ce jour 13 génes de prédisposition ont été identifiés. Les
mutations du géne SDHB sont un facteur de risque de malignité et de mauvais pronostic
qui conduisent a une perte de fonction de la succinate déshydrogénase (SDH), enzyme
du cycle de Krebs et de la chaine respiratoire mitochondriale. I1 en résulte une
accumulation intracellulaire de succinate responsable du phénomeéne dit de
« pseudohypoxie » qui stimule la production de VEGF et donc I'angiogenese, ainsi que
I'expression du transporteur membranaire du glucose GLUT-1. Le surrisque de
malignité liée a SDHB et I'absence de traitement curatif des formes métastatiques de
PCC/PGL nécessitent I'élaboration d’'un modele murin permettant de mettre en place
des essais précliniques.

L’obtention d’'un modéle murin prédisposé au PCC/PGL par mutation du géne Sdhb
s’étant révélée infructueuse, notre équipe a finalement généré des cellules chromaffines
Sdhb/-immortalisées (imCC Sdhb-/-) dont I'implantation dans le coussinet adipeux sous-
cutané (Fat-pad) de souris nudes NMRI a permis I'établissement du premier modele de
tumeurs porteuses d’'une inactivation complete du gene Sdhb. La caractérisation
phénotypique du modele a été réalisée par imagerie multimodalité in vivo,
comparativement a un groupe contréle de souris ayant recu des imCC non mutées (WT).
L’angiogenese tumorale évaluée par imagerie optique retrouve une expression des
intégrines owP3 plus marquée dans le groupe Sdhb-/- avec une rétention du traceur
prolongée 12 h apres injection. L'IRM dynamique de contraste (IRM-DCE) montre un
réhaussement tumoral global nettement plus important dans le modele Sdhb/-, que le
post-traitement par le logiciel PhysioD3D permet d’attribuer a une augmentation du
volume capillaire intratumoral. Sur le plan métabolique, la consommation globale de
glucose mesurée par TEP au 18FDG est également plus marquée dans les tumeurs Sdhb-/-.
Enfin, la spectroscopie par résonance magnétique (1H-MRS) a mis en évidence une
accumulation de succinate dans les tumeurs Sdhb/-, non retrouvée dans les tumeurs WT.
Ce résultat a été confirmé par spectrométrie de masse et cette technique innovante de
détection du succinate in vivo a été transférée avec succes en clinique pour I'exploration
des patients porteurs de PCC/PGL.

En conclusion, I'imagerie in vivo a permis de distinguer le phénotype des tumeurs Sdhb-/-
de celui des WT, avec une néoangiogenese, une microcirculation et un métabolisme
glucidique augmentés. Ces résultats permettent de proposer des études précliniques de
réponse précoce aux traitements. La détection de 'accumulation de succinate par 1H-
MRS ouvre la possibilité d’'un diagnostic « métabolique » préopératoire pour détecter les
patients de mauvais pronostic.



Abstract

ABSTRACT

Pheochromocytomas and paragangliomas (PCC/PGL) are rare neuroendocrine tumours
that arise from chromaffin cells of the adrenal medulla, and from sympathetic and
parasympathetic paraganglia respectively. Around 15% of PCC are metastatic and. SDHB
mutations are associated with malignancy and poor prognosis. SDH deficiency leads to
succinate accumulation that induces a cellular pseudohypoxic phenotype, promoting in
particular VEGF and GLUT-1 expression and increasing angiogenesis and glucose
metabolism. The high malignancy hazard associated with SDHB mutations and the
absence of curative treatment of metastatic forms of the disease requires the
development a mouse model for preclinical trials launching.

The quest for a predisposed mouse model of Sdhb-deficient tumors being unsuccessful,
Sdhb/- and wild-type (WT) immortalized mouse chromaffin cells (imCC) previously
generated in the laboratory were propagated in the fat pad of NMRI nude mice, thereby
providing the first model of Sdhb- deficient tumors. These mice were compared to a
control group receiving WT imCC and their characterization was performed in vivo by
multimodality imaging. Optical imaging assessing tumor angiogenesis with
Angiostamp®, an RGD fluorescent peptide, found an increased expression of avf33
integrins in the Sdhb/- group 12 h after tracer injection. Dynamic contrast enhanced
MRI (DCE-MRI) showed an overall tumor enhancement significantly higher in the Sdhb-/-
model secondary to an increase in tumor blood flow (F) and in intratumoral capillary
volume fraction (Vb) (compartmental analysis using PhysioD3D software). Metabolic
imaging assessed by 18FDG-PET confirmed the expected high glucose consumption by
Sdhb /- tumors. Finally, magnetic resonance spectroscopy (1H-MRS) detected succinate
accumulation in Sdhb/- tumors and not in WT tumors. This result was confirmed by
mass spectrometry and this innovative procedure for in vivo detection of succinate was
translated into patients suffering from PCC/PGL. A succinate peak was specifically
observed in SDHx-related PCC/PGL patients.

In conclusion, these results show strong differences between Sdhb-/-and WT allografts
and suggest that preclinical therapeutic studies could be implemented in this unique
model of Sdhb-deficient tumor. Our noninvasive, highly sensitive and specific method
allowing in vivo detection of succinate, the major biomarker of SDHx-mutated tumors
was translated into clinical imaging.
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A: Adrénaline

ADN: Acide désoxyribonucléique

AIF: Arterial Input Function

AUC : Area Under the Curve

ARN : acide ribonucléique

CA: contrast agent (agent de contraste en imagerie)

CMT: carcinoma médullaire thyroidien

EANM : European Association of Nuclear Medicine

EMT : Epithelial to Mesenchymal Transition (Transition Mesenchymo-Epitheliale)
ENSAT: European Network for the study of Adrenal Tumors

F : flux capillaire ou « blood flow » en anglais

FDG: fluoro-désoxyglucose

FH: fumarate hydratase

FIRSTMAPP: FIrst Randomized STudy in MAlignant Progressive Pheochromocytomas
FP7: Seventh Framework Programme

GAPP : Grading system for Adrenal Phaeochromocytoma and Paraganglioma
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mTOR : mammalian target of rapamycin, (cible de la rapamycine chez les mammiferes)
MTT : mouse tumor tissue-derived

NEM 2 : Néoplasie Endocrinienne Multiple de type 2

NF1: Neurofibromatose de type 1

PARCC : Paris Centre de Recherche Cardiovasculaire
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PASS : pheochromocytoma of the adrenal gland scaled Score
PCC /PGL : phéochromocytome/ paragangliome

PHD: prolyl-hydroxylases

PNMT : phényléthanolamine N-méthyl transférase

PSA : Prostate Specific Antigen (antigene spécifique prostatique)
RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumours

RCC : Renal Cell Carcinoma

SDH: succinate déshydrogénase

SDHAF?2 : succinate dehydrogenase complex assembly factor 2
SRS : scintigraphie des récepteurs de la somatostatine

SUCCES : SUCCinate estimatiuon by Spectroscopy

SUV : Standard Uptake Value

T : tesla

TDM : tomodensitométrie

TEMP : tomographie par émission monophotonique

TEP : tomographie par émission de positons

TH: tyrosine hydroxylase

TMEM127: transmembrane protein 127

Vb : volume sanguin relatif intratumoral

VEGF: vascular endothelial growth factor

VHL : Von Hippel-Lindau

VMAT : vesicular monoamine transporter (Transporteur vésiculaire des monoamines)
VOI : volume of interest (volume d’intérét)

WT : wild-type (souche sauvage)
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Introduction

INTRODUCTION

A. Phéochromocytomes et paragangliomes

I.  Définitions

Les paragangliomes (PGL) sont des tumeurs neuroendocrines développées aux dépens
des ganglions sympathiques et parasympathiques du systéme nerveux autonome.

Un phéochromocytome (PCC) est un paragangliome particulier qui se développe au
niveau de la glande médullosurrénale [1].

Les PCC/PGL sont des tumeurs rares classées parmi les maladies orphelines (OMIM
171300). Leur incidence est estimée entre 2 et 8 cas par million d’habitants et par an et
leur taux de prévalence entre 1/300 000 et 1/1 000 000 dans la population générale
[2-4], d’environ 0,2% chez les patients ayant une hypertension artérielle (HTA) [5] et de

4% chez les patients ayant une masse surrénale de découverte fortuite.
Il. Physiologie

1. Origine embryonnaire

Les PGL ont pour origine les cellules de la créte neurale. Ces cellules, présentes
uniquement au stade embryonnaire naissent au bord interne de la plaque neurale, au
niveau de sa limite avec I'ectoderme non neurologique, avant de se retrouver en position
dorsale apres la fermeture du tube neural. Commence alors leur phase de migration, ou,
grace a un processus appelé EMT (Transition Epithélio-Mésenchymateuse), elles vont
étre capables de coloniser tout I'embryon et, de par leur caractere multipotent [6], vont
donner naissance a de nombreux types cellulaires et tissus (Figure 1). Ainsi elles sont a
'origine, entre autres, des os, cartilages et muscles de la face, des cellules pigmentaires
de la peau (mélanocytes) et de la totalité du systéme nerveux périphérique (systeme
sympathique, parasympathique et sensoriel) [7]. Par ailleurs, elles sont a l'origine de
plusieurs cellules du systéme endocrinien, appelées pour cette raison « cellules
neuroendocrines » : les cellules C de la thyroide, les cellules chromaffines de la
medullosurrénale et des paraganglions sympathiques et les cellules non-chromaffines

(ou glomiques) des paraganglions parasympathiques [8].
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., Ectoderm

Migrating neural crest cells =

Mesoderm Ectoderm

Smooth muscle cells  Osteoblasts Adipocytes Chondrocytes Melanocytes Schwann cells Neurons

Osteoclasts

Figure 1 : Principaux types cellulaires dérivant des cellules de la créte neurale.

D’apres http://web.biologie.uni-bielefeld.de/cellbiology/

2. Localisation

De par leur origine embryologique, les PGL peuvent s’étendre de la base du crane

jusqu’au dome vésical (Figure 2). Leurs principales localisations anatomiques sont la

téte, le cou, la médullosurrénale et les ganglions sympathiques thoraco-abdominaux-

pelviens [5].

On distingue classiquement :

les PGL parasympathiques, provenant du tissu parasympathique. Ils se
développent le plus souvent dans la région cervicale (glomus carotidien, glomus
tympanique,...) et sont généralement non sécrétants.

Les PGL sympathiques quant a eux, se développent aux dépens du tissu
sympathique et se situent le plus souvent dans la région abdomino-pelvienne
(médullosurrénale, chaines ganglionnaires para-aortiques et organe de
Zuckerkandl, ganglions pré- et paravertébraux, vessie,....) ou thoracique et

notamment para-cardiaque.
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Sympathetic
Trunk

Figure 2: Principales localisations anatomiques des paraganglions
parasympathiques (partie droite) et sympathiques (partie gauche). D’aprés Lee KY,
2006 [9]. APP = aorticopulmonary paraganglia (PGL aortico-pulmonaire), CBP = carotid
body paraganglion (PGL carotidien), JTP = jugulotympanic paraganglia (PGL
jugulotympaniques), VP = vagal paraganglia (PGL vagaux)

3. Sécrétion

Principalement lorsqu’ils dérivent du systéme nerveux sympathique, les PCC/PGL
peuvent secréter des neuro-hormones appelées catécholamines (Dopamine,
Noradrénaline, Adrénaline). On parle alors de PGL fonctionnel.

La noradrénaline (NA) est le neuromédiateur principal du systeme nerveux
sympathique, 'adrénaline (A) est sécrétée dans la circulation par la médullosurrénale et
la dopamine est un neurotransmetteur majeur du systéme nerveux central, également
libéré au niveau périphérique par les terminaisons nerveuses sympathiques.

La biosynthese des catécholamines a lieu dans les cellules chromaffines a partir de la L-
Tyrosine (Figure 3) apportée soit directement par l'alimentation, soit a partir du
métabolisme hépatique de la phénylalanine. Celle-ci est transformée en L-
dihydroxyphényléthylamine (L-Dopa) par la tyrosine hydroxylase (TH) dans le
cytoplasme des cellules. Cette premiere étape est limitante, les catécholamines inhibant
leur propre synthese par compétition [10]. Puis la L-Dopa est transformée en dopamine
par la dopa décarboxylase. La biosynthese peut soit s’arréter la dans le cas des neurones
dopaminergiques, soit se poursuivre par la transformation en noradrénaline par la

dopamine-B-hydroxylase. Enfin la derniere étape est la synthese d’adrénaline a partir de
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la noradrénaline par la PNMT (phényléthanolamine N-méthyl transférase) dans la

médullosurrénale et les neurones adrénergiques du systeme nerveux central [10, 11].
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Figure 3: Biosynthése des catécholamines dans les cellules chromaffines

Apres leur synthese, les catécholamines sont soit stockées dans les granules de sécrétion
(catécholamines granulaires constituant le pool de réserve, 80% du stock), soit libres
dans le cytoplasme (pool libre cytoplasmique, 20%). Dans les granules de sécrétion, les
catécholamines sont associées a plusieurs autres protéines dont la substance P, le
neuropeptide Y, la somatostatine et la chromogranine A [12]. Le transfert des
monoamines dans les vésicules de sécrétion est assuré par les transporteurs VMAT
(VMAT-1 dans les cellules neuroendocrines et VMAT-2 dans les terminaisons nerveuses)
[13].

La sécrétion des catécholamines est déclenchée par la stimulation des récepteurs
nicotiniques a l'acétylcholine au niveau de la médullosurrénale, ou par I'activation des
canaux sodiques voltage-dépendant dans les neurones sympathiques périphériques

[14]. Apres cette stimulation neuronale, une partie des catécholamines libérées est
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recaptée par la terminaison présynaptique afin de reconstituer le pool de réserve [15].
Cette recapture neuronale présynaptique se fait grace a des transporteurs d’affinité plus
ou moins importante en fonction du type de catécholamine. Le transporteur NET assure
la recapture de la noradrénaline [13]. Les catécholamines échappant a la recapture
présynaptique diffusent dans la circulation puis subissent une dégradation chimique au
niveau des neurones, de la médullosurrénale ou des organes périphériques tels que le
foie ou le rein. Cette dégradation s’effectue grace a 2 enzymes principales: la MAO
(monoamine oxydase), principalement neuronale, et la COMT (catéchol-O-méthyl
transférase) surtout présente dans les tissus non neuronaux [15]. Cette derniere
transforme la NA et I’A en dérivés méthoxylés, respectivement la normétanéphrine
(NMN) et la métanéphrine (MN), seuls dérivés détectables dans le sang et les urines des
patients atteints de PCC/PGL et utiles au diagnostic. La dopamine est dégradée en 3-
méthoxytyramine par la COMT puis, par la MAO et I'laldéhyde déshydrogénase, en acide

homovanillique excrété dans les urines [16].
lll. Symptomatologie et diagnostic (hors imagerie)

1. Signes cliniques

Les patients porteurs de PCC/PGL présentent une symptomatologie qui peut étre
aspécifique, fluctuante, voire inexistante. Elle peut étre liée a I'’hypersécrétion de
catécholamines et/ou au syndrome tumoral.

Le délai moyen entre 'apparition des symptémes et le diagnostic est de 3 ans [17]. Une
hypertension artérielle existe dans plus de 80% des cas. Elle est permanente dans 50 %
des cas ou paroxystique dans 35% des cas. Une hypotension persistante ou apparaissant
a l'orthostatisme est également possible [5]. L’hypertension artérielle provient de
I'augmentation des résistances vasculaires périphériques et de la fréquence cardiaque et
d’'une déplétion activant le systeme rénine-angiotensine-aldostérone. L’hypotension
orthostatique provient quant a elle d’'une anomalie de la régulation vasculaire
sympathique.

Les patients porteurs de PCC font également des malaises qui correspondent a des
décharges catécholaminergiques et se manifestent par des céphalées (60 a 90 % des
cas), des sueurs (55 a 75 %), des palpitations (50 a 70 %). Ces trois symptomes
(auxquels il faut ajouter une paleur typique apres le malaise) forment la triade de

Plouin-Ménard, qui a une spécificité de 90% pour le diagnostic de PCC [18], mais ils ne
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se manifestent pas nécessairement simultanément méme lorsqu’ils sont tous présents.
D’autres symptémes peuvent également étre retrouvés: anxiété, instabilité
émotionnelle, amaigrissement, syndrome polyuro-polydipsique chez I'enfant.

Par ailleurs, 10 a 15% des PCC/PGL fonctionnels sont diagnostiqués dans un contexte de
complication aigue, la plus fréquente étant la cardiopathie adrénergique [19].

Le syndrome tumoral est prépondérant dans les formes cervicales majoritairement non
sécrétantes. Ce sont souvent la palpation d'une tumeur, parfois pulsatile, des

acoupheénes ou une hypo-acousie qui permettent la découverte du PGL.

2. Indications du dépistage

Le PCC/PGL est une pathologie rare, le plus souvent curable, et qui expose les patients a
des complications cardiovasculaires graves. Un dépistage précoce reposant sur des
indications solides est donc essentiel.

On peut considérer, d’apres les données de la littérature [20] que la recherche d’'un
PCC/PGL se justifie :

- chez les patients porteurs d'une HTA associée a des troubles vasomoteurs
paroxystiques ;

- chez les patients ayant une labilité tensionnelle importante objective (mise en
évidence par une mesure ambulatoire de la pression artérielle), notamment lors d’'une
intervention chirurgicale ;

- chez les patients ayant une HTA résistante, définie comme une pression artérielle (PA)
systolique supérieure ou égale a 140 mmHg et/ou une PA diastolique supérieure ou
égale a 90 mmHg malgré une trithérapie a doses efficaces contenant au moins un
diurétique ;

- chez les patients porteurs d’un incidentalome surrénalien ;

- chez les patients atteints d’'une maladie génétique prédisposant aux PCC/PGL comme
la maladie de Von Hippel Lindau (VHL), la néoplasie endocrinienne multiple de type 2
(NEM2), la neurofibromatose de typel (NF1), la PGL héréditaire, le syndrome
paragangliome-polycythémie, le PCC familial ou le syndrome de Reed (cf paragraphe IV
génétique des PCC/PGL) ;

- chez les patients de moins de 50 ans, diabétiques, hypertendus, ayant un indice de

masse corporelle inférieur a 25 [21].
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3. Diagnostic biologique

a) Tests statiques
Le diagnostic de PCC/PGL fonctionnel repose sur 'augmentation des concentrations de
métanéphrines (MN) et de normétanéphrines (NMN). De nombreuses études ont montré
que les dosages des MN et NMN libres plasmatiques (donc non sulfoconjuguées) et de
MN et NMN fractionnées urinaires (sulfoconjuguées) sont bien supérieurs aux autres
dosages notamment aux dosages de catécholamines [22]. Actuellement, ces dosages sont
le plus souvent réalisés par des techniques de chromatographie liquide a haute pression
ou de spectrométrie de masse ce qui permet une tres bonne reproductibilité, ainsi
qu’une sensibilité et une spécificité dépassant les 95% [23].
Pour le dosage des MN et NMN urinaires, le recueil d’'urine ne doit pas nécessairement
étre effectué dans un bocal contenant de I'acide chlorhydrique (HCl 6N,
1 ml pour 100 ml) qui assure la conservation a 4 °C. En effet, il a été montré que
contrairement a l'adrénaline et a la noradrénaline qui sont dégradées au bout de
quelques jours lorsque le recueil n’est pas fait sur acide chlorhydrique, la MN et la NMN
restent stables pendant 8 jours [24]. Afin de s’assurer d'un recueil urinaire complet, les
dosages de MN et NMN urinaires doivent étre rapportés a I’excrétion urinaire de la
créatinine sur 24 heures. En revanche, il n’est pas nécessaire de répéter ces dosages sur
plusieurs jours.
Concernant les dosages de MN et NMN libres plasmatiques, il est classiquement
recommandé d’effectuer ce dosage apres 30 minutes de repos en position allongée [20],
la position assise augmentant les faux positifs [25].
Le diagnostic est hautement probable au-dessus de trois fois la normale et suspect
lorsque la concentration est inférieure a trois fois la normale. Le profil sécrétoire des
tumeurs (MN versus NMN) peut orienter vers une origine génétique et avoir une valeur
pronostique. En effet, une sécrétion préférentielle voire exclusive de NMN est constatée
dans les PCC/PGL avec mutations sur les génes SDHx, VHL et FH alors qu’en cas de
mutation sur les génes RET, NF1, TMEM127 et MAX le profil sécrétoire est plus
classiquement de type adrénergique. La 3-méthoxytyramine, dérivée méthoxylée de la
Dopamine, a une valeur pronostique dans les formes malignes [26]. De plus certains PGL

de la téte et du cou produiraient exclusivement de la dopamine : une étude portant sur
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136 patients atteints de PGL, rapporte une élévation de 3-methoxytyramine plasmatique
isolée dans 13 % des cas [27].

Enfin, certains médicaments peuvent induire des faux positifs dans le dosage soit en
raison d'une augmentation de la syntheése des catécholamines ou en raison d’une
interférence avec les méthodes de dosage (Tableau 1).

La chromogranine A (CgA) étant moins sensible et moins spécifique que les dosages de
MNs, elle n’est généralement pas utilisée pour le diagnostic de PCC. Elle peut étre utile

pour le suivi des patients opérés d'un PGL.

b) Tests dynamiques
Les tests dynamiques, tels que le test de suppression a la clonidine et le test de
provocation au glucagon, n'ont plus de réelle indication au vu des performances

actuelles des dosages de MNs.

Classe Molécule MN NMN MN NMN

Médicamenteuse plasmatique plasmatique urinaire urinaire

Interférence avec les dosages par Chromatographie liquide avec détection par fluorométrie ou électrochimie.

Antalgique Paracetamol M - ™M o
Beta-bloquant Labetalol, Sotalol « > M M
Antihypertenseur Alpha methyldopa " > M PEN
central

Anti-inflammatoire Sulphasalazine M > " R
intestinal

Augmentation des Métanéphrines indépendamment des techniques de dosage

Antidépresseurs Imipramine,clomiprami " — " -
tricycliques ne, amitriptyline
Inhibiteurs de la Fluoxetine, " ™ " ™

monoamine oxydase Fluvoxamine,
Paroxetine, Sertraline

cocaine " 1 " 1
Sympathomimétiques  Vasocostricteurs 0 1 1 1
nasaux,
pseudoéphédrine
Anti-parkinsonnien Levodopa 0 1 " 1

dopaminergfique

Tableau 1 : Molécules pouvant augmenter les dosages de métanéphrines

4. Diagnostic histologique et scores de malignité

Historiquement, le terme de cellules « chromaffines» vient de la couleur brune

caractéristique que prennent les cellules contenant des catécholamines aprés coloration

30



Introduction

au bichromate de potassium. Ces techniques de coloration sont désormais abandonnées
au profit de techniques plus récentes d'immunohistochimie (IHC). Le diagnostic repose
maintenant sur la mise en évidence, par IHC, d’'une positivité pour les marqueurs
généraux des tumeurs neuroendocrines suivants : chromogranine A et synaptophysine
associée a un réseau caractéristique de cellules sus-tentaculaires visibles avec un
marquage de la protéine S100. Un marquage positif pour la neuron-specific enolase peut
aussi étre recherché. Un diagnostic spécifique des PCC/PGL peut étre réalisé grace a
I'immunopositivité pour les enzymes impliquées dans la synthése des catécholamines
comme la TH [28].

Il n’existe pas de critere histologique fiable permettant le diagnostic de malignité pour
ces tumeurs. En 2002, Thompson et coll ont établi le score de PASS (Pheochromocytoma
of the Adrenal gland Scaled Score), basé sur I’évaluation de 12 criteres morphologiques
(Tableau 2), afin d’évaluer la malignité des PCC [29]. Un score total = 4 indique un risque
élevé de malignité. Toutefois, la performance diagnostique de ce score s’avére mauvaise
avec une importante variabilité inter- et intra-observateurs ne permettant pas un
diagnostic de malignité fiable [30]. L'index de prolifération Ki-67, largement utilisé pour
évaluer la malignité des tumeurs neuro-endocrines, serait fortement évocateur de
malignité des PCC/PGL lorsqu’il est supérieur a 2,5% mais avec une faible sensibilité
[31]. Enfin, plus récemment, un nouveau score baptisé GAPP (Grading system for
Adrenal Phaeochromocytoma and Paraganglioma) et basé sur des critéres proches du
score de PASS (Tableau 2) été proposé par une équipe Japonaise [32]. Cette approche
aboutit a un classement des tumeurs en 3 groupes : « bien différenciées » (score 0-2),
« moyennement différenciées » (score 3-6) et « peu différenciées » (score 7-10), assez
bien corrélés avec le statut métastatique. Néanmoins, en I ‘absence de cohorte de

validation pour le moment, la valeur diagnostique de ce test reste a évaluer.
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Principaux scores histologiques utilisés pour prédire la malignité des PCC/PGL

Cellularité élevée 2 Cellularité
*Modérée 1
*élevee 2
Invasion Invasion
» Capsulaire 1 » Capsulaire 1
* vasculaire 1 * vasculaire 1

Monotonie cellulaire Sécrétion noradrénergique

Score maximum 20 Score Maximum 10

Tableau 2 : comparaison des items des scores de PASS et de GAPP

La densité vasculaire a été évaluée dans plusieurs séries de PCC bénins et malins, sans
aboutir a des conclusions réellement reproductibles. En revanche, les observations
faites par Favier et coll. concernant l'architecture vasculaire apres immunomarquage
CD34 des PCC semblent plus pertinentes [33]. En effet, il a été observé que les PCC
bénins présentent une structure microvasculaire homogene et organisée alors que les
tumeurs malignes présentent a contrario une architecture vasculaire tres particuliere,
irréguliere et anarchique, faite de réseaux, d'arcs et de paralleles, ce qui rend les
méthodes de quantification classiques peu reproductibles et peu représentatives (Figure
4). Ces observations suggerent qu'une évaluation qualitative de la vascularisation
tumorale constitue un critere beaucoup plus pertinent pour le pronostic de malignité
des PCC/PGL. Néanmoins, une large étude de validation portant sur 184 tumeurs avec 6
observateurs indépendants a montré que méme si ce score était assez reproductible, il
donnait seulement 60% de sensibilité et 73% de spécificité et ne pouvait a lui seul

déterminer la malignité [34].
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Figure 4: Architecture vasculaire des PCC/PGL aprés immunomarquage CD34.
D’aprés Oudijk 2015 [34]. L’architecture vasculaire est homogene et réguliere dans les
PCC/PGL bénins (A, D), alors que dans les tumeurs malignes les vaisseaux sont

irréguliers (B) et forment des arcs (C), des réseaux (E), et des paralleles (F). (échelle 100

um).

Du fait de cette absence d’'un critere anatomopathologique fiable, la classification de
I’'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) définit depuis 2004 que la malignité des
PCC/PGL ne peut étre affirmée qu’apres I'’émergence de la premiére métastase a

distance d’'un site paraganglionnaire (ganglions, os, foie, poumons, etc) [35].

5. Complications

Les complications sont dominées par le risque lié a la sécrétion de catécholamines par
les PCC et PGL fonctionnels. En effet, une libération massive de catécholamines par la
tumeur peut déclencher des épisodes critiques spontanés ou induits par un
traumatisme, un stress chirurgical ou obstétrical ou par certains médicaments: les
antagonistes du récepteur D2 de la dopamine (métoclopramide, chlorpromazine), les
bétabloquants, les inhibiteurs de la recapture de la noradrénaline, de la sérotonine et de
la monoamine oxydase, certains peptides (ACTH, glucagon) et les stéroides a forte dose
[20]. Ces crises catécholaminergiques comportent souvent une poussée hypertensive
sévere et peuvent aller parfois jusqu'a un état de choc. La cardiomyopathie
adrénergique entraine une sidération brutale du myocarde avec insuffisance cardiaque

globale et/ou choc cardiogénique [19, 36]. L'imagerie peut montrer une akinésie avec
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dilatation ventriculaire (aspect de Takotsubo), les coronaires étant généralement
normales. La crise adrénergique peut également se manifester par un accident
vasculaire cérébral, une ischémie mésentérique, une pancréatite aigilie, une défaillance

poly-viscérale ou une acidose lactique.

IV. Génétique des PCC et PGL
Les PCC et PGL peuvent avoir une origine génétique dans plus de 40% des cas, que la
présentation de la maladie soit familiale ou apparemment sporadique. Les études
génétiques menées au cours des 20 dernieres années ont permis d’identifier 13 génes de
prédisposition aux PCC/PGL (RET, NF1, VHL, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, SDHA,
TMEM127, MAX, HIF2A, FH, et MDHZ2) (Tableau 3).

Géne Localisation Année Fréquence
RET 10q11.2 1993 5-7%
NF1 17911.2 1990 4-6%
VHL 3p25.3 1993 10-12%
SDHx 8-10%
v’ SDHB 1p36.1-p35 2001

v' SDHC 1923.3 2000

v' SDHD 11923 2000

v' SDHA 5p15 2010

SDHAF2 11912.2 2009 <1%
TMEM127 2q11.2 2010 2%
MAX 14923 2011 1-2%
FH 1942.1 2013 1%
HIF2A 2p21-pl6 2013 <1%
MDH?2 7911.23 2015 <1%

Tableau 3: Les treize génes de prédisposition au PCC/PGL. (Localisation
chromosomique, année d’identification et fréquence dans la population de patients)

Ces découvertes ont conduit a une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires de tumorigenése des PCC/PGL. En effet, il a été possible grace a des études
transcriptomiques non supervisées de classer les PCC/PGL en 2 groupes principaux
(Clusters). Dans ces études, le statut génétique des tumeurs était associé a une signature
moléculaire particuliére, telle que la pseudohypoxie (Cluster 1 A et B) ou I'activation des

voies des MAPK ou de mTOR (Cluster 2) (cf Chapitre VI). Ces connaissances ont eu un
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impact majeur sur le conseil génétique des patients et de leurs familles, et permettront a
I'avenir une prise en charge médicale, clinique et thérapeutique personnalisée des
patients atteints [37]. Par ailleurs, les analyses génomiques récentes ont permis de
mettre en évidence des mutations somatiques sur différents genes (RET, NF1, VHL, MAX,

HIF2A, HRAS, ATRX...) [37-42] dans environ 30% des cas.

1. Formes syndromiques

a) La néoplasie endocrinienne multiple de type 2
La néoplasie endocrinienne multiple de type 2 (NEM2) est un syndrome héréditaire
associant de multiples tumeurs endocrines dont la prévalence est estimée a 1/20 000
[43].
Il s’agit d'une maladie autosomique dominante a pénétrance compléte donc la cause est
attribuée depuis 1993 a une mutation activatrice du proto-oncogene RET [44].
Il existe 2 formes phénotypiques de NEM2 ayant comme point commun la présence
constante d'un carcinome médullaire thyroidien (CMT) de survenue plus ou moins
précoce et qui est responsable du pronostic global de la maladie:

- La NEM 2A ou syndrome de Sipple (OMIM 171400), forme la plus fréquente
(60% des cas), associant au CMT la présence d’'un PCC dans 20 a 50% des cas et
une hyperparathyroidie primaire (HPT1) dans 5 a 20% des cas.

- La NEM 2B ou syndrome de Gorlin (OMIM 162300), plus rare (5% des NEM2)
mais plus sévere avec un CMT pouvant survenir tres précocement dans la
premiere année de vie. Il s’y associe un PCC dans preés d'un cas sur deux, une
dysmorphie Marfanoide et une ganglioneuromatose digestive et sous-muqueuse
(levres, langue, paupieres). En revanche, 'HPT1 est absente dans cette variante
phénotypique [45].

Quelques particularités de ce syndrome concernant les PCC/PGL sont importantes a
souligner. En effet, ce syndrome prédispose uniquement au PCC, jamais aux PGL. Les
PCC de la NEM2 sont généralement bénins et bilatéraux (Tableau 4). Ils peuvent étre la
premiere manifestation de la maladie (25% des cas), synchrones (35% des cas) ou
métachrones (40% des cas) au carcinome médullaire thyroidien. La proportion de
mutations RET dans les PCC apparemment non syndromiques est plus faible (environ 5

%) que dans les autres syndromes.
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Localisation PGL PCC Jeune dge | Malignité
multiples | bilatéraux
RET PH - ++ + .
NFI PH £ + -
VHL PCC>PGL-TAP>PGL- + + ++
ORL
SDHB PGL-TAP>PGL- ++ + + +++
ORL=PCC
SDHC PGL-ORL>PGL- + ; " "
TAP=PCC
SDHD PGL-ORL>PGL- +++ + + +
TAP>PCC
SDHA PGL-ORL=PGL-TAP + =
SDHAF?2 PGL-ORL +++ -
TMEMI127 PCC - + - =
MAX PCC >> PGL-TAP + it 4+ +
FH PGL-TAP > PCC ++ + + T+
MDH? PGL-TAP ++ - dL ++
PGL-ORL: paragangliome de la téte et du cou; PGL-TAP: Paragangliome thoraco-abdominopelvien
MDH?2: un seul cas décrit pour le moment dans la littérature

Tableau 4 : Corrélations génotype/phénotype des principaux genes impliqués
dans les PCC/PGL

Par ailleurs, il existe une trés bonne corrélation génotype-phénotype avec une grande
implication pratique en terme de conseil génétique et de traitement [46]. En effet, la
NEM de type 2B, la plus sévére en terme de pronostic lié au CMT, est quasiment toujours
(97%) associée a une mutation sur I’'exon 6 (codon 918), alors que les mutations de la

NEM 2A sont plutot retrouvées dans les exons 10 et 11 (Tableau 5) [47].
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RET mutation Exon MTC risk level Incidence of PHEO
G533C 8 MOD +
C609F/G/R/S/Y 10 MOD +/++
C611F/G/S/YIW 10 MOD +/++
C618F/R/S 10 MOD +/++
C620F/R/S 10 MOD +/++
C630R/Y 11 MOD +/++
D631Y 11 MOD +++
C634F/G/R/SIWIY 11 H +++
K666E 11 MOD +
E768D 13 MOD -
L790F 13 MOD +
V804L 14 MOD +
V804M 14 MOD +
A883F 15 H +++
S891A 15 MOD +
RO12P 16 MOD -
MO18T 16 HST +++

Tableau 5: Corrélations entre les principales mutations du gene RET et le risque
de CMT, PCC (PHEO). Adapté d’apres Wells et al, 2015 [47]. MOD: Moderate (risque
modéré); H : High (risque élevé) ; HST : Highest (risque le plus élevé).

b) La neurofibromatose de type 1 (NF1)
La NF1 ou maladie de Von Recklinghausen (OMIM 162200) est 'une des maladies
génétiques parmi les plus fréquentes et touche de 1/4000 a 1/3000 individus, avec une
incidence estimée a 1/2500 naissances [48]. Il s’agit d’'une affection autosomique
dominante et sa pénétrance est quasi complete a 1'age de 20 ans [49]. La NF1 est
caractérisée par une tres grande variabilité de son expression clinique, que I'on retrouve
également au sein d'une méme famille [50]. Néanmoins, le diagnostic de la maladie est
essentiellement clinique et, dans la majorité des cas, un examen attentif effectué par un
médecin connaissant bien la maladie permet de poser le diagnostic. La conférence de
consensus du National Institute of Health (USA) a défini, en 1988, sept criteres
cardinaux pour le diagnostic de NF1 (NIH, 1988). Celui-ci est posé si deux de ces signes
sont réunis chez un méme individu (Figure 5). Chez I'adulte, le diagnostic est en général
facile a poser, mais, chez 'enfant, les taches café-au-lait peuvent demeurer longtemps le
seul signe, et en absence d’antécédents familiaux de NF1, le diagnostic demeure parfois

en suspens [51].
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Critéres cardinaux du diagnostic de NF1

> Un apparenté du premier degré atteint (parent, fratrie ou enfant)

> Au moins 6 taches café-au-lait de plus de 0,5cm avant ou de plus de 1,5cm apres la puberté

» Des lentigines axillaires ou inguinales

> Au moins 2 neurofibromes cutanés quel que soit le type ou au moins un neurofibrome plexiforme
» Un gliome du nerf optique

> Au moins 2 nodules de Lisch

» Une lésion osseuse caractéristique (pseudoarthrose ou dysplasie du phénoide ou amincissement du
cortex des os longs).
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Figure 5 : Critéres diagnostiques et principales atteintes extra-surrénaliennes de
la NF1

La NF1 prédispose au développement de PCC parfois bilatéraux et malins. Ils seraient
présents dans moins de 3% des cas de NF1 a I'age adulte et exceptionnellement dans
I'enfance. Cependant, en raison de la fréquence élevée de la NF1 dans la population,
celle-ci serait a I'origine de la survenue d’environ 5% des PCC.

Le gene NF1, responsable de la maladie, est localisé sur le bras long du chromosome 17
(17911.2). 1l a été identifié en 1990 [52]. Il s’agit d’'un géne suppresseur de tumeur de
grande taille (350kb-60 exons). Ce gene est 'un de ceux présentant le plus fort taux de
mutations spontanées [53], entrainant une fréquence de néomutations particulierement
élevée (30 a 50%). Ainsi, pres de la moitié des patients NF1 ne présentent pas d’histoire
familiale de la maladie.

Etant donné la grande taille du gene et le grand nombre de pseudogenes décrits,
I'analyse moléculaire du gene NF1 a été longtemps difficile et le diagnostic de la NF1
reposait essentiellement sur les données cliniques. Le diagnostic moléculaire était le
plus souvent réservé aux indications particuliéres (désir de grossesse et souhait d'un
diagnostic prénatal, diagnostic clinique incertain, suspicion clinique chez I’enfant,
formes atypiques de la maladie notamment celles évoquant un mosaicisme) [54]. Ce
dernier est désormais facilité par les nouvelles techniques de séquencage (NGS, Next

generation sequencing) [55].
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Les sujets NF1 doivent faire l'objet tout au long de leur vie d’une surveillance
multidisciplinaire, principalement clinique. Il est important de rechercher un PCC
devant une symptomatologie évocatrice, mais leur faible fréquence ne justifie pas de
bilan systématique. En revanche, devant tout PCC, le diagnostic de NF1 doit étre discuté

par I'analyse des antécédents familiaux et 'examen clinique soigneux du patient.

¢) La maladie de Von Hippel Lindau (VHL)
La maladie de VHL se révele en général chez I'adulte jeune, entre 18 et 30 ans, mais peut
aussi survenir des I’enfance. En effet, les mutations VHL sont détectées chez plus de 40
% des patients pédiatriques porteurs d'un PCC/PGL [56].
Les principales manifestations cliniques sont les hémangioblastomes du systeme
nerveux central (atteignant le cervelet, le tronc cérébral et/ou la moelle épiniére) et de
la rétine. L’atteinte rénale, volontiers bilatérale et multifocale, se manifeste chez 30 a
70% des sujets par un carcinome du rein a cellules claires (RCC), constituant la
principale cause de déces des patients, et/ou par des kystes rénaux. L’atteinte
pancréatique regroupe des kystes (30 a 70% des cas) et des tumeurs endocrines (12%
des cas), souvent multiples, non fonctionnelles mais présentant un potentiel malin non
négligeable [57]. D’autres tumeurs peuvent également survenir, telles des tumeurs du
sac endolymphatique et des cystadénomes de I'épididyme chez '’homme ou du ligament
large chez la femme.
Le PCC touche 10 a 24% des sujets VHL. Il est parfois bilatéral et malin. Il peut aussi
s’agir de PGL extra-surrénaliens, rarement localisés dans la région cervicale.
Historiquement, I'étude de grandes familles atteintes a défini deux types de maladie de
VHL d’apres la fréquence des différentes manifestations cliniques [58]. On distingue
ainsi
- Le VHL type 1, dans lequel les patients ne sont pas atteints de PCC/PGL;
- Le VHL type 2, lui-méme subdivisé en 3 sous-types [59, 60], dans lequel les
PCC/PGL sont fréquents.
v' VHL type 2A, dans les familles ou l'atteinte rénale et pancréatique est peu
présente ;
v' VHL type 2B, ou 'atteinte rénale et pancréatique est fréquente ;
v" VHL type 2C, non syndromique, caractérisé par la présence exclusive de

PCC/PGL.
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Le géne VHL est un geéne suppresseur de tumeur, localisé en 3p25-26, identifié en 1993
[61]. 11 est constitué de 3 exons susceptibles de porter des mutations ou d’étre emportés
au sein de grandes délétions. Une histoire familiale existe dans pres de 80% des cas et

les mutations de novo expliquent environ 20% des cas.

2. Formes familiales non syndromiques

a) Les genes SDHx
Le terme PCC/PGL héréditaire s’applique aux formes secondaires aux mutations
constitutionnelles des génes SDHx. La symptomatologie est une association de PCC et/ou
de PGL, chez un méme patient et/ou au sein d’'une méme famille. Les localisations
peuvent étre diverses (PGL de la téte et du cou, PGL thoraco-abdomino-pelvien (TAP),
PCC). Dans ces formes familiales, les tumeurs sont de survenue plus précoce, volontiers

bilatérales ou multifocales, récidivantes et/ou malignes [4].

Découverte des genes SDHx

Dans les années 90, des études de liaison génétique menées sur de grandes familles
atteintes ont permis d’identifier puis de confirmer I'implication de 3 différents loci
(PGL1, 2 et 3) dans la maladie [62-65, 56, 66]. Ce n’est qu’en 2000 que la succinate
déshydrogénase (SDH) a été impliquée dans le PCC/PGL héréditaire avec la découverte
des premieres mutations sur le gene SDHD (situé sur le locus PGL1, en 11q23) [67].
L’identification de mutations de SDHC (PGL3, situé en 1q21) [68] et SDHB (situé sur le
locus baptisé, a posteriori, PGL4, en 1p36) [69] a rapidement suivi (2000 et 2001). Ces
genes codent pour 3 des 4 sous-unités de la succinate déshydrogénase, ou complexe II
mitochondrial. Cette enzyme se situe au carrefour de 2 voies du métabolisme
énergétique : le cycle de Krebs ou elle est responsable de I'oxydation du succinate en
fumarate et la chaine respiratoire ou elle assure la réduction de I'ubiquinone (coenzyme
Q). Les sous-unités SDHA et B forment le centre catalytique de 'enzyme, tandis que les
sous-unités SDHC et D sont des protéines d’ancrage du complexe dans la membrane

interne de la mitochondrie (Figure 6).
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Figure 6 : La succinate déshydrogénase. D’apres Hedersted 2003. [70]

Le locus PGL2, situé en 11q13, a été attribué bien plus tard a une mutation du gene
SDHAFZ2, protéine de flavination de la protéine SDHA, nécessaire a l'assemblage du
complexe Il mitochondrial [71].

L’absence de lien entre les mutations du gene SDHA et le développement de PCC/PGL a
longtemps fait 'objet d’'interrogations, alors que des mutations homozygotes du géne
SDHA associées au syndrome de Leigh (OMIM 256000), une maladie récessive rare
neurodégénérative progressive, avaient été décrites [72]. Ce n'est qu'en 2010 que
I'implication du géne SDHA dans le développement de PGL sera établi, suite a
'identification par mon équipe d’accueil de la premiere mutation de ce gene chez une
patiente atteinte d'un PGL abdominal [73].

Le diagnostic génétique des genes SDHx peut étre guidé par 'immunohistochimie (IHC)
des protéines SDHB, SDHA et SDHD dans le tissu tumoral aprés son exérese chirurgicale.
Ainsi, il a été démontré qu'un immunomarquage négatif pour la protéine SDHB mais
positif pour la protéine SDHD est associé a la perte de 'activité du complexe SDH et donc
a la présence d’'une mutation dans I'un des génes SDHx [74, 75]. Au contraire, une perte
d’expression de SDHA ne s’observe que dans les tumeurs porteuses d’'une mutation

spécifiquement sur ce gene [76].

Corrélations génotype/phénotype

Les mutations sur les génes SDHx prédisposent a des formes multiples associant des PCC

et des PGL pouvant se développer de la base du crane jusqu'au dome vésical, avec
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quelques particularités en fonction des sous-unités (Tableau 4). Les PCC/PGL SDHD-
dépendants sont généralement multiples, souvent localisés dans la téte et le cou, et
rarement malins. Par ailleurs, le gene SDHD (ainsi que le gene SDHAFZ2) est soumis a
empreinte génomique maternelle, impliquant une possible transmission de la maladie
uniquement par la branche paternelle [77]. La pathologie associée a des mutations
SDHB se présente, quant a elle, le plus souvent sous la forme d’'une tumeur unique
thoraco-abdomino-pelvienne. Cependant, le dépistage systématique par imagerie mené
lors de I'étude PGL.EVA a révélé que plus de la moitié des sujets SDHB présentaient aussi
des PGL cervicaux [78]. Il a été établi que l'identification d’'une mutation SDHB est un
facteur de risque de malignité [79] et de mauvais pronostic [80]. Les mutations de SDHC
sont, pour des raisons inconnues, plus rarement décrites, mais la pénétrance de la
maladie est importante chez les porteurs d'une mutation SDHC, qui peuvent développer
I’ensemble des manifestations de la maladie [81]. Enfin, les mutations des génes SDHA et
SDHAFZ2 apparaissent bien plus rares. De treés rares mutations de SDHAFZ ont été
décrites, notamment une mutation faux-sens dans deux familles présentant une
symptomatologie multifocale exclusivement au niveau de la téte et du cou et un age
précoce d’apparition de la maladie [82-84]. Bien que la participation du gene SDHAFZ a
la génétique des PCC/PGL semble relativement mineure, le génotypage de ce gene doit
étre considéré chez un patient atteint de PGL multiples de la téte et du cou, pour lequel
un dépistage des genes SDHD, SDHB et SDHC s’est avéré négatif, mais dont la tumeur
présente un immunomarquage SDHB négatif et ce, d’autant plus en cas d’histoire
familiale dans la branche paternelle. De la méme fagon, le gene SDHA semble impliqué
dans moins de 2% des cas de PCC/PGL et son génotypage ne doit par conséquent étre
envisagé que dans des cas trés précis, guidés par l'immunohistochimie

(immunomarquages SDHB et SDHA négatifs) [76].

Implication des génes SDHx dans d’autres types de cancers

Depuis la mise en évidence de leur réle dans le développement des PCC/PGL, les génes
SDHx ont été impliqués dans d’autres types de tumeurs avec un lien de causalité plus ou
moins bien démontré.

Les deux principales tumeurs dont la tumorigenése peut-étre reliée au déficit SDH sont
les GIST (tumeurs stromales gastro-intestinales) et les cancers rénaux a cellules claires

(RCC).
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La grande majorité des GIST présente des mutations somatiques activatrices sur les
genes KIT ou PDGFRA [85]. Des mutations sur les genes SDHB, SDHC, SDHD ont tout
d’abord été décrits dans des cas de « dyade de Carney-Stratakis », syndrome héréditaire
de transmission autosomique dominante (OMIM 606864) qui associe GIST multifocaux
et PGL multiples [86-88]. Plus récemment, des mutations SDHx ont été retrouvées dans
des cas de GIST isolés [89], avec notamment une large participation des mutations
somatiques SDHA (jusqu’a 10% des GIST non-mutés sur c-KIT ou PDGFRA) et
d’épimutations de SDHC [90-93].

La premiere description de RCC secondaires a une mutation SDHB est attribuable a
Neumann et coll. en 2004, qui ont rapporté les cas de 2 patients issus d’'une méme
famille, parmi une cohorte d’'une cinquantaine de patients avec mutation SDHB [94]. La
causalité de cette mutation avait été confirmée par l'association a une LOH au locus
SDHB dans la tumeur. Par la suite, plusieurs cas cliniques de RCC ont été rapportés [95,
96] jusqu’a I’étude en 2010 d'une large cohorte de patients SDHB estimant la prévalence
des tumeurs rénales a 3,7% (11/295), mais sans véritable preuve de I'implication du
déficit SDH dans la tumorigenese de ces 1ésions (absence d’analyse de ’ADN tumoral et
d’IHC) [97]. Par ailleurs, méme si la mutation SDHB semble dominer le spectre des
tumeurs rénales, quelques rares cas ont été décrits chez des patients porteurs de
mutations SDHC et SDHD et atteints de PCC/PGL [97-99].

Enfin, de nombreux cas isolés d’association de mutations SDHx avec des tumeurs
fréquentes et variées (adénomes pituitaires, cancer thyroidiens différenciés,
neuroblastome, ...) ont été rapportés sans réelle preuve définitive d’'un lien de causalité
direct [97, 94, 100-105]. Un seul cas clinique d’adénome hypophysaire produisant un
exces d’hormone de croissance (Growth Hormone, GH) a été associé a une mutation
nouvellement décrite sur le gene SDHD avec perte LOH et absence d’expression de SDHD
par western blot dans la tumeur [103]. En revanche, dans I'étude la plus récente réalisée
par l'équipe du NIH, décrivant un nouveau syndrome associant adénomes
hypophysaires, PCC et PGL chez 3 patients avec mutation SDHx et adénomes pituitaires
familiaux [104], aucune étude fonctionnelle n’était disponible. Les auteurs faisaient
reposer la causalité des mutations SDHx dans ce nouveau syndrome sur l'observation
d’hyperplasie hypophysaire dans un modéle de souris Sdhb*/-, qui ne développe ni PCC

ni réel adénome pituitaire.
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b) Les PCC familiaux

Le géne TMEM127

Le géne TMEM127, situé sur le chromosome 2q1l1, a été identifié comme un géne de
susceptibilité au PCC en 2010 [106]. Il code pour une protéine transmembranaire de
238 acides aminés dont les premieres données obtenues in vitro suggerent une
implication dans le trafic protéique intracellulaire et/ou dans le recyclage des protéines
de I'endocytose. TMEM127 semble également jouer un réle dans l'inhibition de la
signalisation mTOR [106]. Les études génétiques indiquent que les patients porteurs de
mutations TMEM127 représenteraient une faible proportion des patients atteints de PCC
(environ 2% des cas sans autre mutation identifiée), mais tout comme pour les
mutations de RET et NF1, TMEM127 ne prédisposeraient pas au développement de PGL.
Les premiéres associations génotype/phénotype montrent un age moyen a la
présentation (42 ans) similaire a celui des cas sporadiques et plus élevé que chez la

plupart des porteurs d’'une mutation dans un gene de susceptibilité [107, 108].

Le gene MAX

MAX (Myc-associated factor X) a été identifié comme prédisposant au PCC/PGL en 2011
[109]. MAX est un membre clé de la famille des facteurs de transcription
MYC/MAX/MXD1 (MAX dimerization protein-1) qui régule la croissance cellulaire, la
prolifération et la biologie des cellules souches. MAX se comporte comme un antagoniste
de la transformation cellulaire dépendante de MYC [110]. De fagon intéressante, il avait
été montré précédemment que les cellules issues de PCC de la lignée de rat PC12 portent
une mutation homozygote inactivatrice de Max. Une large étude multicentrique a par la
suite été réalisée sur plus de 1500 patients et a montré l'implication de MAX dans
environ 1% des cas. MAX semble prédisposer aux PCC, souvent multiples et bilatéraux,
parfois malins, chez des patients relativement jeunes (médiane de survenue 34 ans)
[111]. Tous les patients porteurs présentaient un PCC avec, dans un certain nombre de

cas (15,8%), des PGL Thoraco-abdominopelviens (TAP) additionnels.

3. Les autres génes du cycle de Krebs

Les deux derniers génes identifiés dans la prédisposition aux PCC/PGL sont des génes
impliqués dans le cycle de Krebs. En effet, apres avoir ouvert une nouvelle voie dans la

compréhension de la tumorigenése, la découverte des genes SDHx a été rapidement
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suivie par l'identification de mutations dans le géne FH (codant pour la fumarate
hydratase ou fumarase), responsables d’'une prédisposition au aux léiomyomes cutanés
et utérins et au cancer du rein [112], dont mon équipe d’accueil a récemment démontré
I'implication dans les PCC/PGL. En 2008, des mutations somatiques ont été décrites sur
les génes IDH1 et IDH2 (codant respectivement pour les formes cytoplasmique et
mitochondriale de l'isocitrate déshydrogénase) dans les gliomes de grades II-III et les
glioblastomes multiformes (GBM) [113]. En 2015, une quatrieme enzyme du cycle de
Krebs, la malate déshydrogénase, a rejoint le rang des génes de prédisposition aux

PCC/PGL avec l'identification des mutations du gene MDH-2 [114, 115] (Figure 7).

Cycle de Krebs

Figure 7 : principaux genes du cycle de Krebs impliqués dans le développement de

PCC/PGL

a) Les genes IDH
Les genes IDH1 et IDHZ codant pour lisocitrate déshydrogénase qui catalyse la
décarboxylation oxydative de l'isocitrate en a-cétoglutarate (aKG), ont été identifiés
dans une majorité de glioblastomes multiformes, mais aussi dans d’autres types de
tumeurs gliales, de leucémies myéloides aigues et de cancers de la thyroide [116-118]
(Figure 7). Les mutations rapportées sont des mutations ponctuelles touchant quasi
exclusivement le résidu Argl32 de IDH1 ou son homologue Argl72 de IDH2,

correspondant au site de liaison de l'enzyme avec son substrat l'isocitrate. Ces
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mutations entralnent une incapacité de I'enzyme a produire de l'a-cétoglutarate et
s’accompagnent d’'un gain de fonction de la protéine IDH mutante qui, devenue tres
affine pour le NADPH, acquiert alors la capacité de transformer 'a-cétoglutarate en 2-
hydroxyglutarate (2HG), entrainant ainsi une augmentation importante du stress
oxydatif cellulaire [119].

Néanmoins, les genes IDHx ne semblent pas impliqués dans la tumorigenese spécifique
des PCC/PGL, une seule mutation somatique d’IDHI ayant été retrouvée sur une

collection de 365 tumeurs [120].

c) Legéne FH

Le géne FH, situé en 1q42.3-q43, code pour la fumarate hydratase ou fumarase, enzyme
située juste en aval de la SDH dans le cycle de Krebs (Figure 7

) et responsable de I'’hydratation du fumarate en malate. Les mutations sur le gene FH
prédisposent chez 'homme au syndrome des léiomyomes cutanés et utérins multiples
(MCUL, multiple cutaneous and uterin leiomyomata, OMIM 150800) [112, 121]. Cette
pathologie de transmission autosomique dominante associe des tumeurs bénignes des
tissus mous se développant aux dépens des muscles lisses (léiomyomes),
principalement au niveau de la peau et de 'utérus. Certains patients ont également un
risque de kystes rénaux, de carcinomes rénaux papillaires de type 2 (HLRCC, hereditary
leiomyomatosis and renal cell cancer) [122], et de léiomyosarcomes [123, 112, 121].
Depuis 2013, grace aux travaux de mon équipe d’accueil, ce gene est également impliqué
dans des cas exceptionnels de PCC/PGL [114]. Ce lien entre mutation sur le gene FH et
PGL a pu étre mis en évidence apres séquencage de I'exome d’'un patient dont le
phénotype moléculaire tumoral était trés proche de celui des tumeurs SDHx, retrouvant
une mutation constitutionnelle hétérozygote associée a une mutation somatique au
niveau de 'ADN tumoral. Par la suite, deux études de cohortes ont été publiées en 2014 :
la premiere a été réalisée en collaboration entre mon équipe d’accueil et une équipe
espagnole sur pres de 600 patients porteurs de PCC/PGL sans mutation identifiée [124]
et la seconde, britannique, portait sur 71 patients [125]. Ces travaux ont permis de
mettre en évidence une faible prévalence de ces mutations (1%) mais surtout un

phénotype « SDHB-like » avec un risque de malignité augmenté [124].
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d) Le géne MDH?2
La malate déshydrogénase ou MDH, intervient en aval de la fumarate hydratase dans le
cycle de Krebs. Elle catalyse I'oxydoréduction du L-malate en oxaloacetate (OAA) (Figure
8). Tout comme IDH, cette enzyme possede 2 isoformes codées par 2 genes distincts,
I'une cytosolique (MDH1) et I'autre mitochondriale (MDH2). La forme cytosolique MDH1
intervient dans la navette malate-aspartate, mécanisme de transport de molécules a
travers la membrane mitochondriale interne permettant de transférer le NADH, H* issu
de la glycolyse produit dans le cytosol vers la matrice mitochondriale en régénérant le

NAD* du cytosol (Figure 8).

Malate Malate
NAD* NAD*
MDH1 MDH2
NADH/H* NADH/H*
OAA OAA
Glutamate
GOT1 Glutamate GOT2
Aspartate Aspartate

Cytoplasme Matrice mitochondriale

Figure 8 : La navette malate-aspartate

Pour le moment, seule est décrite la mutation princeps découverte par I'équipe de
Robledo et al. a Madrid grace a une stratégie de séquencage d’exome d’un patient de 55
ans porteur de PGL multiples avec histoire familiale [115]. Ce patient était porteur d’une
mutation a I'état hétérozygote de MDHZ au niveau germinal avec perte d’hétérozygotie
dans ses 2 tumeurs analysées. La mutation perte de fonction MDHZ est bien
accompagnée d’'une baisse de I'expression protéique et de l'activité enzymatique de
MDH2 mais, de fagon étonnante, aucune accumulation de malate n’a pu étre observée.

En revanche les auteurs retrouvent une accumulation de fumarate (augmentation du
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rapport fumarate/succinate) et une hyperméthylation de I'ADN avec un profil
d’expression génique de type « Cluster 1A » (cf Chapitre VI) comme les tumeurs SDHx
[115]. Des travaux en cours suggerent une prévalence assez faible de ces mutations

MDH2.

4. Prédisposition ou génétique somatique ? Le cas du geéne HIF2A

La premiére description d’'une mutation activatrice de HIF2A a été décrite en 2012 chez
2 patients sans lien de parenté souffrant depuis I'’enfance de polyglobulie associée a la
présence de multiples PGL de survenue précoce [126]. Néanmoins, en l'absence de
mutation retrouvée dans les tissus sains, il a été conclu que ces 2 patients étaient
porteurs d’'une mutation somatique en mosaique de HIFZA de survenue post-zygotique
et non germinale [126]. Par la suite, d’autres équipes ont confirmé la présence de
mutations somatiques mosaiques de HIF2A chez des patients, le plus souvent jeunes,
avec PCC/PGL multiples parfois associés a des somatostatinomes [127, 128] et méme un
cas de mosaique germinale (détecté par séquencage en profondeur) avec risque de
transmission a la descendance [129]. Néanmoins, un cas de mutation germinale de HIF-
2A a été retrouvé chez un patient atteint de polygloglobulie, PGL multiples et chez sa
mere asymptomatique agée de 83 ans [130]. Ce dernier reste cependant isolé pour le
moment, les études a plus grandes échelles publiées par la suite ayant confirmé
I'implication de mutation activatrices de HIF-2A, mais uniquement au niveau somatique

avec ou sans mosaique [131, 132].

5. Génétique somatique

En parallele des 40% de formes avec mutation génétique constitutionnelle, des
mutations somatiques sont retrouvées dans au moins 30% des PCC/PGL, menant
aujourd’hui a I'identification de la cause génétique du développement tumoral dans 70%
des cas (Figure 9).

De facon intéressante, les genes impliqués dans des mutations somatiques sont pour la
plupart les mémes que les genes de prédisposition classiques, a I'exception des génes
SDHx, uniquement mutés au niveau de 'ADN germinal. Par ailleurs, ces mutations sont,
sauf tres rares exceptions, mutuellement exclusives, renforcant encore le réle de ces
genes dans la tumorigenese des PCC/PGL.

Ce sont initialement les études transcriptomiques [42, 133-135], parfois suivies de

séquencgage d’exomes qui ont permis d’identifier des mutations somatiques sur les génes
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VHL dans les tumeurs sporadiques appartenant au cluster 1B, alors que le cluster 2A
contenaient des tumeurs avec mutations somatiques sur RET, NF1 et au niveau de
« hotspot» du géne HRAS [41, 42, 38, 136, 39]. Encore une fois, aucune mutation
somatique isolée n’a été décrite comme responsable de la tumorigenese des PCC/PGL se

classant dans le cluster 1A avec les SDHx.

Unknown
mutation

h Distribution

of somatic
mutations

Distribution
of germline
mutations

BRET ENF1 ®VHL ®SDHx ®TMEM127 S
BMAX ®HIF2 ®FH BHRAS ®MET ©ATRX

Figure 9 : Contributions estimées des mutations constitutionnelles et somatiques

des génes de prédisposition aux PCC/PGL. D’aprés Castro-Vega 2015 [137]

Les mutations initialement décrites par Crona et coll [39] sur le gene H-RAS sont des
mutations activatrices responsables d’une activation de la voie de prolifération et survie
cellulaire des MAPK et PI3K/AKT/mTOR. Par la suite, une étude a plus grande échelle a
permis d’estimer la prévalence de ces mutations a 5% des cas [138].

Enfin, 2 grandes études récentes ont étudié spécifiquement les altérations somatiques
présentes dans les PCC/PGL, dont une étude provenant de notre équipe et ayant fait
I'objet de l'article 7 présenté en annexe de ce manuscrit [136, 139]. La premiere
constatation est la faible proportion de mutations dans ces tumeurs (0,3 mutations par
Mb), de l'ordre de celle retrouvée dans les cancers pédiatriques, notamment ceux
dérivant des cellules de la créte neurale (neuroblastomes, médulloblastomes,
épendymomes) [137]. Un second élément particulierement important est que la plupart
des altérations sont trouvées au niveau des classiques transitions C>T, suggérant
I'absence d’'implication de carcinogénes environnementaux. Enfin, ces deux études ont
permis de mettre en évidence des mutations sur des génes souvent impliqués dans

d’autres types de cancers et jusque la non encore impliqués dans la tumorigenése des
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PCC/PGL, comme TP53, CDKNZA, CDH1, MLL2, ATRX, FHIT, et MET ainsi que MSH3,
MLL3, STAG2, PALB2 et STAT3 (pour revue voir article 6 des annexes) [137]. Le role
important des mutations ATRX dans la génomique des PCC/PGL a été confirmé, avec une
implication au niveau somatique dans plus de 12% des cas et méme parfois en

association avec une mutation germinale SDHx [140].
V. Prise en charge thérapeutique

1. Traitement médicamenteux symptomatique

Le traitement de référence des PCC/PGL sécrétants est la chirurgie. Le probleme est
celui de l'extréme variabilité tensionnelle per opératoire, liée aux décharges
catécholaminergiques secondaires a la mobilisation tumorale par le chirurgien.

La prémédication des patients a diminué le taux de mortalité péri-opératoire a moins de
3% [141]. Elle doit étre débutée 7 a 15 jours avant l'intervention chirurgicale. Elle
repose sur une expansion volémique (par du sérum physiologique) afin de limiter les
risques de choc hypovolémique post opératoire, et sur le blocage des récepteurs « -
adrénergiques [20]. La phénoxybenzamine est I'alpha bloquant le plus utilisé mais il
n’est pas commercialisé en France. Il est donc usuel d’utiliser la prazosine. Ce traitement
doit étre introduit a faible posologie, en augmentant progressivement les doses a cause
du risque d’hypotension sévere. Les «-bloquants étant inotrope positif, il est habituel
de leur adjoindre des bétabloquants, qui ne seront introduit que dans un second temps,
lorsque la fréquence cardiaque commence a s’élever. Les dihydropyridines sont
également utilisées dans certains centres. Il n’existe pas a ce jour d’études randomisées

qui permettent d’établir un consensus.

2. Traitement chirurgical

L’intervention consiste en une surrénalectomie totale unilatérale, généralement sous
ceelioscopie pour les PCC et en une tumorectomie pour les PGL. Le risque opératoire
réside dans les fluctuations tensionnelles, mais aussi dans les fluctuations du rythme
cardiaque et le risque hémorragique, car ces lésions sont souvent trés vascularisées,
notamment quand elles s’intégrent dans un contexte de PGL héréditaire lié a VHL ou
SDHx. Pour les tumeurs de la téte et du cou, il existe un risque supplémentaire
locorégional étant donné la présence de vaisseaux et de nerfs a proximité, voire méme

parfois intriqués dans la tumeur, alors que le risque lié a la sécrétion est quasiment nul.
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Les recommandations actuelles préconisent une laparotomie pour les lésions de grande
taille (plus de 6 cm), pour les PCC/PGL invasifs et pour les PGL de la téte et du cou [20].

Dans les formes familiales, la tumorectomie peut étre proposée dans les PCC de petite
taille pour éviter l'insuffisance surrénale chirurgicale secondaire a la surrénalectomie
bilatérale. La chirurgie épargnant le cortex surrénal permet de sursoir au traitement
substitutif en hydrocortisone et fludrocortisone dans 90% mais augmente le risque de

récidive sur la partie de la surrénale restante [142, 143].

3. Traitement par radiothérapie

Non indiqué pour les PCC/PGL sécrétants, la radiothérapie externe est une option
intéressante dans la prise en charge des PGL de la téte et du cou, notamment dans les
formes de la base du crane ayant une morbidité chirurgicale importante [144]. Des
études récentes ont montré qu’elle permet une stabilisation a 10 ans de la taille de la
tumeur dans 96% des cas [145]. Le traitement radiochirurgical par Gamma-knife a
également montré une tres bonne efficacité mais est indiqué pour les PGL de petite taille
[146]. La radiothérapie doit donc étre discutée avant de décider d'une intervention

chirurgicale dans les formes de la téte et du cou.

4. Prise en charge post-opératoire

En post-opératoire, les patients sont souvent pris en charge en réanimation chirurgicale
pendant 24 a 48 heures pour prévenir le risque d’hypotension et d’hypoglycémie.
L’hypotension est liée a la réduction brutale du taux de catécholamines circulantes avec
persistance du blocage des récepteurs « . Lorsque le remplissage et '’hydratation sont
inefficaces, il est parfois nécessaire d’adjoindre un traitement par adrénaline.

Le suivi a distance de l'intervention n’est pas encore bien codifié en 'absence de grande
étude prospective sur ce sujet. Une revue systématique de la littérature, a laquelle je
partcipe en collaboration avec le service d’hypertension artérielle de 'HEGP, est en
cours et des recommandations vont étre publiées début 2016 sous I'égide de la Société
Européenne d’Endocrinologie (ESE, European Society of Endocrinology). A I'heure
actuelle, a distance de l'intervention (environ 3 mois), le dosage des métanéphrines et
I'imagerie sont effectués afin de vérifier qu’il n’existe pas de tumeur sécrétante
résiduelle.

Apres la résection d'un PCC/PGL, la plupart des patients sont normo-tendus avec une

sécrétion physiologique de catécholamines. Les exceptions sont les cas de résection
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incomplete, d'omission d'une deuxieme tumeur, d'inoculation du péritoine par une
rupture capsulaire au cours de la chirurgie, ou la présence d'une métastase [147, 148].

Le cas particulier des PCC/PGL malins est traité a la fin de ce chapitre.

VI. Tumorigenése des PCC/PGL

De nombreuses études de cohortes réalisées sur des collections tumorales
indépendantes a travers le monde ont permis la réalisation de grandes études
génomiques [133-135, 42, 149].

Comme évoqué précédemment, les profils transcriptionnels dévoilés grace a ces études
ont permis de classer de fagon non-supervisée les PCC/PGL en 2 sous-groupes
principaux: le Cluster 1 caractérisé par une augmentation de l'angiogenése et une
activation constitutive des voies de ’hypoxie appelée “pseudo-hypoxie”, et le Cluster 2
activant de facon prédominante la voie de signalisation kinase-dépendante.

Le Cluster 1 regroupe toutes les tumeurs avec mutations SDHx, VHL, FH et HIF2A [114,
124]. Le Cluster 2 comprend les tumeurs secondaires aux mutations sur les genes RET,

NF1, TMEM127 et MAX, ainsi que la plupart des tumeurs sporadiques.

1. Le cluster 1 et |la voie de la « pseudo-hypoxie »

Les génes surexprimés dans ce cluster participent notamment a la voie de signalisation
de I'hypoxie qui stimule, entre autres, I'angiogenese, la prolifération et la glycolyse

[149].

a) Tissu spécificité de la réponse hypoxique

Il existe un lien physiopathologique important entre ’hypoxie et les PCC/PGL. En effet,
chez les mammiferes certaines cellules réceptrices spécialisées sont capables de
détecter les variations de pression partielle en oxygene (pO2), permettant a I'organisme
de s’adapter a la vie dans des conditions de pO2 basse (hypoxie). Ces cellules sont
localisées au niveau des chémorécepteurs comprenant : les glomus carotidiens, les corps
neuroépithéliaux pulmonaires, les cellules chromaffines de la médullosurrénale feetale
et les cellules musculaires lisses vasculaires. Les premiers liens directs entre PCC/PGL et
hypoxie ont pu étre établis dans les populations vivant en altitude avec notamment
'observation au début des années 70 d’une forte incidence de PGL du glomus carotidien

chez des sujets vivant dans la Cordillere des Andes au Pérou [150].

52



Introduction

b) Conséquences fonctionnelles des mutations VHL, SDHx, HIF-2A et FH

Le mécanisme moléculaire responsable de la réponse cellulaire a '’hypoxie a commencé
a étre mis en évidence a la fin des années 90 puis démontré en 2001 simultanément par
les équipes de Peter Ratcliffe et de William Kaelin [60, 151]. Ainsi, la réponse hypoxique
est médiée par l'activation des facteurs de transcription spécifiquement induits par
I’hypoxie HIF1a et HIF2a (Hypoxia Inductible Factors). En conditions de normoxie, les
protéines HIFa sont polyubiquitinés par la protéine pVHL qui code pour une ubiquitine
ligase E3, ce qui conduit a leur dégradation rapide par le protéasome. Cette
reconnaissance par pVHL n’est possible que si les HIFa sont hydroxylés sur 2 prolines
par des enzymes de la famille des dioxygénases dépendantes du 2-oxoglutarate (2-0G),
les prolyl-hydroxylases (PDH). Cette réaction d’hydroxylation utilise 1'02 comme
substrat et est donc inhibée en conditions d’hypoxie. Les HIFa sont alors stabilisés et
transloqués au noyau ou ils peuvent induire I'expression de centaines de génes cibles
impliqués dans I'adaptation cellulaire et tissulaire a I'hypoxie.

Dans les tumeurs du Cluster 1, un phénomene dit de “pseudo-hypoxie” est secondaire a
la capacité des cellules mutées sur les génes SDHx, HIFZA, FH et VHL a stabiliser les HIFq,
méme en conditions normoxiques (Figure 10). Ainsi, les mutations perte de fonction sur
le gene VHL entrainent une stabilisation anormale des HIFa en conditions normoxiques.
De méme, dans les tumeurs liées a une mutation sur I'un des genes SDHx, il a été
démontré que I'inactivation de la succinate déshydrogénase conduit a I'accumulation de
succinate qui agit comme un inhibiteur compétitif du 2-0OG et inhibe ’hydroxylation des
HIF par les PHD [152, 153]. Ainsi, méme en présence d’oxygene, les protéines HIFo non
hydroxylées ne peuvent étre reconnues par la protéine pVHL, ne sont plus dégradées
dans le protéasome et activent l'angiogenése, le métabolisme glucidique et la
prolifération (Figure 10). L’accumulation de succinate a également été impliquée, grace
a des travaux de mon équipe d’accueil, dans 'inhibition d’enzymes déméthylant I’ADN
(TET déméthylases) et les histones (JmJC), 'ensemble aboutissant a un phénotype
hyperméthylateur de '’ADN dans ces tumeurs avec pour conséquences d’importantes
diminutions d’expression de certains genes [114]. Cest ce phénomene
d’hyperméthylation qui est responsable, comme évoqué plus haut, du phénotype
noradrénergique des PCC/PGL SDHx et VHL-dépendant par inhibition de 'enzyme PNMT

responsable de la transformation de la NA en A.
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Figure 10 : Conséquences fonctionnelles des mutations SDH, FH, VHL et HIF2A.
Adapté d’apres Morin 2014 [154]

Dans les tumeurs du rein secondaires a un déficit en FH, I'accumulation de fumarate
conduit également a une stabilisation des HIFa et a une pseudo-hypoxie [155]. En effet,
tout comme le succinate, le fumarate agit comme un oncométabolite en inhibant les PHD
par compétition avec le 2-0OG [155]. Néanmoins, cette pseudo-hypoxie n’expliquerait pas
a elle seule la tumorigenese FH-dépendante dans les cellules rénales. En effet, pour une
raison non encore completement élucidée, I'inactivation de HIF1a dans le modele murin
inactivé pour le gene FH ne réverse pas le phénotype mais, a I'inverse, I'aggrave [156].
Les conséquences fonctionnelles des mutations FH dans les PGL n’ont pas pu étre aussi
bien étudiées. En effet, moins de 10 patients atteints de PGL ont été identifiés comme
porteurs de telles mutations [124, 125]. Néanmoins, parmi eux, un patient a eu une
analyse transcriptomique de sa tumeur, le classant avec les SDHx dans le cluster 1A [42]
caractérisé par l'activation des voies de la pseudo-hypoxie et par un phénotype
d’hyperméthylation de I'’ADN et des histones [114].

Enfin, les mutations décrites sur HIF-2ZA sont des mutations activatrices. Elles
surviennent sur, ou a proximité des exons codant pour les résidus des prolines
hydroxylées par les PHD (Pro531, Ala530) et donc impliquées dans la stabilisation de
HIF20 ou dans la liaison de HIF2a avec ’ADN (Ser71) [41, 127,132, 128, 126].
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c) Implication de la pseudo-hypoxie dans la tumorigenése des PCC/PGL

Les conséquences fonctionnelles de la pseudo-hypoxie sont nombreuses et susceptibles
de participer a la tumorigenese a plusieurs niveaux. Les HIFa sont des facteurs de
transcription capables d’'induire une grande variété de genes cibles (Figure 11)
impliqués dans les voies de régulation cellulaires diverses comme l’angiogenese, la

prolifération tumorale, le métabolisme énergétique, la survie et la migration cellulaires.

Apoptose et prolifération

Les deux mécanismes principaux de la croissance tumorale sont la stimulation de la
prolifération cellulaire et ’échappement aux voies de régulation de la mort cellulaire
programmeée ou apoptose.

L’'implication de I'’hypoxie dans la régulation de ces fonctions est complexe, les HIFa
ayant été associés a la fois a des effets pro- ou anti- prolifératif et apoptotiques. Les
discordances observées concernant le lien entre ces processus et ’hypoxie sont tres
probablement liées a des régulations tres fines reposant sur des variations étroites des
niveaux d’oxygéne mais aussi sur la spécificité tissulaire de la sensibilité a I'hypoxie
[157-160]. Par ailleurs, ces différences relevent également du sous-type de
HIFo impliqué (Tableau 5). HIF1o, par exemple, augmente l'expression de BNIP3 [161],
un membre de la famille Bcl-2 et module la stabilisation de p53, ces 2 phénomeénes
conduisant a la mort cellulaire par apoptose. A linverse, BNIP3 est inhibé par
HIF2a dans les cellules de cancer du rein a cellules claires (RCC) [162].

De la méme fagon, HIF2a stimule I'expression de la cycline D1, la principale cycline de
la régulation du cycle cellulaire, en charge de la transition la phase G1 en S [162], alors
que HIFla n’a pas d’action sur cette cycline mais régule 'expression de la cycline G2
dont l'action est anti-proliférative . Dans les PCC/PGL, BNIP3 est sous-exprimé dans les
tumeurs avec mutation sur le gene SDHB et HIF2A, suggérant un réle de cette voie de

signalisation dans le caractere particulierement sévere de ces tumeurs [163].
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HIF-20 > HIF-1a VEGF, VEGFR-2, Tie-2
LOX, LOXL2
Cyclin D1
COX4-12

HIF-1o > HIF-2a BNIP3

HK-2, GPI, PFK, ALDO A, ALDO C, TP],
GAPDH, PGK-1, PGM-1, ENO-1, LDHA
PDK-1

Tableau 6 : Régulation différentielle des génes cibles par HIF1o et HIF2o. D’'aprés
Favier et Gimenez-Roqueplo, 2010 [164]

Angiogenese

L’'un des premiers liens identifiés entre l'activation des HIFa et le développement
tumoral est I'induction de I'angiogenese [158]. En effet, les HIFa modulent I'expression
de plusieurs facteurs pro-angiogéniques capables d’induire le développement de
néovaisseaux a partir de vaisseaux préexistants. Parmi ces cibles, le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) et ses récepteurs ainsi que le couple angiopoiétine-2/Tie2
semblent jouer un role important dans linitiation de ce phénomene de
néovascularisation. De facon intéressante, les études menées in vitro sont en faveur
d’'une régulation HIFo—dépendante plutét que liée a HIF1a [165-168]. Le systéme de
I'angiopoiétine repose sur la liaison antagoniste de 2 ligands sur le récepteur Tie2 :
I'angiopoiétine-1 (Ang-1) a un effet agoniste alors que l'angiopoiétine-2 (Ang-2) se
comporte dans la majorité des cas comme un antagoniste naturel [169]. Ang-1 induit le
recrutement des péricytes et la maturation des vaisseaux néoformés. Sa liaison au
récepteur est donc responsable de 'intégrité et de la stabilité du réseau vasculaire. En
revanche, Ang-2, induit en conditions d’hypoxie, bloque la signalisation Tie2-
dépendante, avec pour conséquences le détachement des cellules endothéliales de la
paroi vasculaire et une déstabilisation de 'intégrité vasculaire. En I'absence de stimulus
pro-angiogénique, ce phénomene aboutit a une régression vasculaire. En revanche, en
présence de VEGF, comme dans un contexte d’hypoxie ou de pseudo-hypoxie,
'activation du récepteur VEGFR-2 permet alors la migration, la prolifération et la survie
de ces cellules endothéliales [170].

Les PCC/PGL sont classiquement décrits comme des tumeurs hypervascularisées
notamment chez les patients présentent des mutations sur les génes SDHx et VHL [149].
Un niveau d’expression élevé de VEGF et de ses récepteurs a été décrit dans le sérum des
patients [171] et dans leur tumeurs [172, 33, 173] et cette expression est significative
augmentée dans les PCC/PGL métastatiques avec mutation SDHx ou VHL [174-176, 163,
177].
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cellulaire d’ATP bascule d'un mécanisme de phosphorylation oxydative mitochondriale
a une glycolyse cytoplasmique. La glycolyse étant moins rentable que la phosphorylation
oxydative (génération de 4 ATP versus 36 par molécule de glucose), ce
« switch métabolique » implique une adaptation de la cellule par augmentation de la
captation de glucose et activation des enzymes de la glycolyse. Ce processus survient en
conditions hypoxiques sous l'effet de HIF1la qui induit 'expression des transporteurs
du glucose GLUT1 et GLUT3, et des enzymes de la glycolyse comme I’hexokinase 2 (HK2)
et la lactate déshydrogénase A [179]. L'isoforme HIF2a est quant a elle capable d’induire
I'expression du transporteur GLUT1, mais ne serait apparemment pas réellement
impliquée dans la régulation des enzymes de la glycolyse [180].

Au début des années 1930, Otto Warburg répétant les expériences de Pasteur avec des
tissus cancéreux observe que, méme en présence d’oxygene, leur métabolisme est de
type hypoxique avec utilisation préférentielle de la glycolyse anaérobie. Il émet alors
I'’hypothese trés avant-gardiste que le cancer serait secondaire a un défaut de la
phosphorylation oxydative, ne laissant aux cellules que le choix de la glycolyse
anaérobie méme en conditions normoxiques [181]. L’augmentation de la captation de
glucose qui découle de cet « effet Warburg » est un phénomene général tres largement
utilisé en clinique dans I'imagerie fonctionnelle du cancer par tomographie par émission
de positons au 2-désoxy-2-[18F]fluoro-D-glucose (18FDG-TEP). Ce n’est que bien des
années apres que ce phénomene a été mis en relation avec la stabilisation des HIFa
[182]. Outre son réle dans la stimulation de la glycolyse, HIF1la pourrait également
inhiber la phosphorylation oxydative mitochondriale. En effet, HIFla stimule la
pyruvate déshydrogénase kinase 1 (PDK-1), enzyme inhibitrice de la pyruvate
déshydrogénase (PDH) [183, 184]. Cette activation de PDK-1 a pour conséquence une
réduction de I'entrée de pyruvate dans la mitochondrie et donc une diminution du flux
via le cycle de Krebs, 'ensemble aboutissant a la réduction de I'apport de NADH and
FADH2 pour la chaine respiratoire. Encore une fois, ce phénomene est principalement

HIF-1a dépendant [185] (Figure 11).

57



Introduction

Glucose
f HK-II l
Glucose-6P

!

Fructose-6P

l

Fructose 1,6-P2
o |
f
L» Pyruvate
4 LDH /

Lactate =

4PDK — 1 PDH *v V
Y T

.

Figure 11 : Mécanisme de promotion de la glycolyse anaérobie par HIF1a.

Le role de HIF2a dans I'induction de la glycolyse anaérobie semble plutét étre lié a un
effet direct sur la chaine respiratoire mitochondriale [185]. En effet, Fukuda et al [186]
ont montré que dans des conditions d’hypoxie, HIF2a régulerait 'activité du complexe
mitochondrial IV (COX) en favorisant 'expression de la sous-unité COX4-2 au détriment
de COX4-1. Cette préférence pour COX4-2 a pour conséquence une diminution de
I'activité globale de la COX [186].

Ces données suggeérent donc une implication a la fois de HIF1la et HIF2a dans I'effet
Warburg et ces constatations ont été confirmées dans les tumeurs associées a la pseudo-
hypoxie. Dans les cancers du rein a cellules claires sporadiques, dont plus de 80% sont
porteurs de mutations somatiques sur VHL, on retrouve également une surexpression de
nombreux génes codants pour des enzymes de la glycolyse alors que les enzymes
mitochondriales sont sous-exprimées [187], conséquence directe de I'altération de la
protéine pVHL [188, 189]. Dans les PCC/PGL, plusieurs études sont également en faveur
de I'implication des HIFa dans I'effet Warburg. Dahia et coll ont constaté une diminution
de l'expression de la protéine SDHB (par régulation post-transcriptionelle) dans les

tumeurs VHL- et SDH-dépendantes [133]. Chez une cohorte de 68 PCC/PGL héréditaires,
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mon équipe d’accueil a pu confirmer ces résultats par une approche de type micro-array
et les élargir a I'ensemble des enzymes de la chaine respiratoire mitochondriales, dont a
la fois l'expression protéique et l'activité enzymatique étaient diminuées chez les
patients porteurs de mutation sur les genes SDHx et VHL par rapport aux patients RET et
NF1 [149]. Dans cette méme étude, concernant la stimulation de la glycolyse anaérobie,
si 'augmentation de 'expression des transporteurs du glucose (GLUT-1 et GLUT-3) a pu
étre retrouvée dans les 2 types de tumeurs VHL- et SDH-dépendantes, la surexpression
des enzymes glycolytiques était en revanche restreinte aux seules tumeurs VHL. Enfin,
I'ensemble des résultats soutient un role central de HIF2o dans la tumorigenese
spécifique des PCC/PGL. Le «switch» CO0X4-1/COX4-2 est retrouvé de facon tres
spécifique dans les PCC/PGL avec mutation SDH et VHL alors que I'expression de PDK-1
n’est en aucun cas modifiée. Enfin, les tumeurs SDH et VHL surexpriment fortement

HIF2a et non HIF1a [149].

Processus d’invasion et de métastase

La dérégulation des HIFa, notamment de HIF2qa, est associée depuis longtemps a la
tumorigenese accrue et au mauvais pronostic dans de nombreux types de cancers chez
I’homme [190]. Ce role peut étre attribué a I'induction d’'une vascularisation anarchique
et tres perméable secondairement a I'hypoxie. Néanmoins, les HIFo sont également
capables d’induire directement des genes impliqués dans la dispersion métastatique.
L’invasion tumorale est un mécanisme complexe impliquant, pour la cellule cancéreuse,
une augmentation de sa capacité a migrer, a s'implanter au niveau d’organes situés a
distance, a dégrader et a remodeler la matrice extracellulaire. HI2a favorise le
processus de métastase en stimulant 'expression de plusieurs genes-clés, comme CHD1
(codant pour I'E-cadherine), LOX, LOXL-2, Snail et TWIST-1 [191-194]. Tous ces facteurs
sont impliqués dans l'induction de la transition épithélio-mésenchymateuse ou EMT
[195-197, 194]. L’EMT est un processus survenant de facon physiologique chez
I’embryon lors de la mise en place du feuillet mésodermique au stade de la gastrulation,
qui nécessite le changement de forme, I'invagination et la migration des cellules,
initialement de type épithéliales et devenant mésenchymateuses. Par analogie, la
capacité des cellules a changer de phénotype et a migrer, qui peut également se produire
dans les tissus adultes en conditions physiologiques (régénération tissulaire,
cicatrisation,...) ou pathologiques (fibrose tissulaire, progression tumorale) [198] est

aussi appelée EMT.
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La E-cadhérine est spécifique de la cellule épithéliale et est responsable de 1'adhésion
intercellulaire. LOX et LOXL2 sont deux protéines régulant positivement I'expression de
SNAIL, facteur de transcription capable de réprimer la E-cadhérine. En 2009, 2 études
ont mis en relation 'expression de SNAIL1 et TWIST1 (étudiées par IHC) avec la
malignité des PCC/PGL [199, 200]. De fagon intéressante, mon équipe d’accueil a
démontré en 2012, par une approche transcriptomique, que l'activation des voies de
I'EMT était une caractéristique propre aux tumeurs SDHB malignes [201]. L’ensemble de
ces données est donc en faveur d’un réle tres important de cette activation de 'EMT

(partiellement dépendante de HIF2a) dans la malignité des PCC/PGL liée a SDHB.

ANGIOGENESIS ENERGY METABOLISM
VEGF
VEGFR-1 GLUT1,GLUT3
VEGFR-2 GLYCOLYTIC ENZYMES
Ang-2 PDK-1
Tie2 COX4-2
PDGF
APOPTOSIS PROLIFERATION
HIFeHIFB
Cyclin D1
ES / i \ e
INVASION

METASTASIS

CXCR4
MET
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SNAIL

Figure 12: Génes cibles et grandes voies de signalisation intracellulaires
impliqués dans la tumorigenése HIF-dépendante. D’aprés Favier et Gimenez-
Roqueplo, 2010 [164]

2. Le cluster 2A : prolifération et survie cellulaire

Le Cluster C2A comprend les tumeurs secondaires aux mutations des genes RET, NF1,
MAX et TMEM127, ainsi que la plupart des tumeurs sporadiques. Dans ces tumeurs, on
observe une régulation des génes de la prolifération et de la survie cellulaire via

'activation des voies de signalisation RAS/RAF/MAPK (mitogen-activated protein
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kinase) et PI3K/AKT/mTOR (Figure 13). Cette cascade d’événements entraine une
dérégulation de la croissance et/ou de la différenciation cellulaire ayant pour
conséquence une prolifération cellulaire incontrolée.

Le géne RET code pour un récepteur a activité tyrosine Kkinase activé soit par
dimérisation apres liaison a son ligand, soit directement par phosphorylation de son
domaine tyrosine kinase. Les mutations RET retrouvées dans la NEM 2 entrainent une
auto-activation constitutive du récepteur (par autophosphorylation) responsable de
I'activité pro-oncogénique [202, 203]. En effet, cette auto-activation aboutit d'une part a
la stimulation directe de la voie de signalisation intracellulaire RAS/RAF qui induit la
phosphorylation oxydative des MAPK (mitogen-activated protein kinase) elles-mémes
responsables de I'activation de ERK1 et ERK2 (extracellular signal-regulated kinases),
voie principale de la prolifération cellulaire. D’autre part, RET activé stimule également
la voie PI3K (phosphatidyinositol-3-kinase)/AKT (protéine kinase B), principal
promoteur intracellulaire de la survie [204, 205].

Le gene NF1 code pour une protéine cytoplasmique, la neurofibromine, appartenant a la
famille des protéines GAP (GTPase-activating protein), ayant pour fonction de réguler
négativement la voie RAS. Les mutations de NF1, responsables d'une perte de fonction
du gene, aboutissent donc au maintien de RAS sous sa forme active et, via RAF, a

I'activation de la voie des MAP-kinases (MAPK).
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Figure 13 : Voies de tumorigenese activées par mutations des génes du cluster 2A.
Adapté de Castro-Vega, 2015 [137]

VII. Cas des PCC/PGL malins
1. Diagnostic

Dans la série de 192 patients atteints de PCC/PGL suivis a 'HEGP, 15% des patients
avaient une forme maligne [17]. Comme il n’existe pas de criteres histologiques de
malignité, celle-ci est définie par 'apparition d’'une métastase, le plus souvent localisée
au niveau des ganglions lymphatiques, de I'os, du foie et du poumon, ce qui permet de
distinguer les métastases des nouvelles tumeurs qui sont fréquentes dans les maladies
familiales. Selon cette définition, 5% environ des PCC/PGL sont malins des le diagnostic,
et 10% des tumeurs considérées comme bénignes a la premiere intervention
développent ultérieurement des récidives métastatiques [147]. Le test le plus sensible
pour le suivi de ces patients est le dosage des MNs, dont la concentration est corrélée au

volume tumoral.
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Actuellement, seuls 3 facteurs de risque de malignité des PCC/PGL sont généralement
admis : une taille tumorale initiale supérieure a 5 cm [206], le site de la tumeur primitive
(Ia localisation extra-surrénalienne thoraco-abdomino-pelvienne est associée a la
malignité dans 40 a 70% des cas) [206-208] et la présence d'une mutation
constitutionnelle sur le gene SDHB [20]. En effet, la présence d’'une mutation sur le gene
SDHB est retrouvée chez environ 36% de ces patients et prés de 50% des patients
porteurs d’'une mutation sur le géne SDHB risquent de développer une forme maligne de
la pathologie PCC/PGL [20, 80, 79].

Le pronostic est assez réservé avec une survie globale a 5 ans inférieure a 50% [209,
210]. Les patients avec mutation sur le gene SDHB sont les plus séveérement atteints
(Figure 14) avec une survie médiane de 42 mois versus 244 mois en l'absence de

mutation SDHB [80].
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Figure 14 : Survie globale des patients avec PCC/PGL malins aprés survenue de la
premieére métastase en fonction du statut SDHB. D’aprés Amar et coll 2007 [80]

2. Prise en charge

Le traitement est d’abord symptomatique, avec contréle de I'HTA et des signes
catécholaminergiques (constipation, palpitations, sueurs, malaises...).
Il n’existe pas de consensus sur le traitement visant a réduire le volume tumoral. Les

différentes thérapies utilisées sont la thérapie par 131I-MIBG, la chimiothérapie
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(vincristine, cyclophosphamide, dacarbazine), plus récemment le temozolomide seul
[211] et l'embolisation. Les traitements par antiangiogéniques sont en cours
d’évaluation. Le traitement de référence est bien entendu la résection chirurgicale

quand elle est possible.

a) Radiothérapie interne vectorisée par **I-MIBG
La métoiodobenzylguanidine (MIBG) est un analogue de la NA utilisée pour 'imagerie
dont le principe est détaillé dans la seconde partie de cette introduction. Lorsque cet
analogue est marqué a l'iode 131, il émet par désintégration un rayonnement f3
permettant une irradiation locale du tissu sur lequel il s’est fixé. Depuis la premiere
expérience de Sisson et coll décrite en 1984 [212], plusieurs équipes ont utilisé avec des
résultats variables la 131]-MIBG thérapie pour le traitement des PCC/PGL malins fixant la
123[-MIBG. Avec maintenant 30 ans de recul et les résultats d'une méta-analyse récente
[213], il apparait que ce traitement est avant tout palliatif (3% de réponse tumorale
complete et 27% de réponse partielle) et surtout intéressant pour son effet anti-
sécrétoire avec 40% de réponse hormonale partielle, avec possiblement un effet

prédominant des fortes doses chez les patients avec mutation SDHB [214].

b) Chimiothérapie

La chimiothérapie de référence dans les PCC/PGL est la combinaison CVD
(cyclophosphamide, vincristine, dacarbazine). Etant donné la rareté de cette pathologie,
il n’existe pas de grande étude prospective évaluant ce traitement mais il apparait que
moins de la moitié des patients répondraient au traitement, sans réel bénéfice en terme
de survie globale [215, 216] et au prix de lourds effets indésirables. Ce traitement est
donc réservé aux patients ayant une maladie rapidement progressive [217].

Le temozolomide (équivalent oral de la dacarbazine) a été proposé récemment comme
alternative moins toxique et aussi efficace que la trithérapie [211]. Ce traitement
montre par ailleurs une efficacité particuliére chez les patients avec mutation SDHB qui
serait en lien avec une diminution de I'expression de l'enzyme MGMT (O6-
methylguanine-DNA methyltransferase) par un phénomene d’hyperméthylation du

promoteur de ce gene chez les patients porteurs de cette mutation.
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c) Thérapies ciblées antiangiogéniques

Rationnel

Le role de I'angiogenese dans la croissance tumorale a été proposé des les années 1970,
dans un article princeps de Judah Folkman [218]. Selon Folkman, lors d'une phase
initiale pouvant étre plus ou moins longue, la tumeur est avasculaire avec une taille
restant inférieure a 2Zmm3, et donc cliniquement indétectable. A ce stade, la tumeur est
dite « dormante » dans une phase d’équilibre entre prolifération et apoptose. Puis, suite
a une modification de cette balance, le « switch angiogénique » va se déclencher et
permettre une croissance tumorale exponentielle via I'induction d'une néo-angiogenese
assurant a la tumeur l'acces a la vascularisation de I'héte [219, 220].

L’angiogenese tumorale est stimulée par des facteurs pro-angiogéniques dont les
principaux appartiennent a la famille VEGF, via notamment sa fixation sur son récepteur
VEGFR-2, ce qui en fait une cible de choix pour les thérapies antiangiogéniques. Par
ailleurs, comme évoqué plus haut, ces voies de l'angiogenése sont particulierement
activées dans les tumeurs ayant un profil pseudo-hypoxique avec mutations sur les

geénes SDHx et VHL, notamment lorsqu’elles sont métastatiques [174-176, 163, 177].

A. Dormance B. Détachement péri-vasculaire C. Bourgeonnement vasculaire
et vasodilatation

D. Poursuite indéfinie de la
formation des néovaisseaux

Figure 15 : le switch angiogénique. D’apreés Bergers et coll 2003 [219]. La majorité des
tumeurs ont d’abord la forme de nodules avasculaires (dormance, A.) jusqu’a atteindre
un stade d’équilibre entre prolifération et apoptose. L'initiation de I'angiogenese, ou
« switch angiogénique » permet ensuite la croissance exponentielle de la tumeur. Cette
phase débute par une vasodilatation et le détachement des cellules endothéliales (B.),
suivie du bourgeonnement de néovaisseaux (C.), de la formation de néovaisseaux et du
recrutement des péricytes (D). Ce phénomeéne n’étant pas régulé, il se poursuit
indéfiniment aboutissant a une vasculature tumorale anarchique et trés anormale (E.)
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Thérapies en cours dans les PCC/PGL

La molécule principalement testée dans les PCC/PGL est le sunitinib (SUTENT®). Le
sunitinib est un inhibiteur oral de récepteur tyrosine kinase (RTK) a activité
antiangiogénique et antitumorale. I cible des RTK multiples : VEGFR-1,-2 et -3 mais
aussi PDGFR, c-Kit (stem-cell factor receptor), Flt-3 (Fms-like tyrosine kinase 3), RET et
CSF-1R (Colony Stimulating Factor Receptor type 1).

Les six premiers cas de PCC/PGL traités par sunitinib ont été décrits presque
simultanément en 2009 par 4 équipes différentes [221-224], avec des réponses
objectives partielles, prolongées parfois jusqu'a 40 semaines, notamment chez des
patients avec mutation SDHB. Ensuite, Ayala-Ramirez et coll ont publié la premiére étude
rétrospective sur 17 patients progressifs depuis au moins 6 mois, résistants aux
thérapies conventionnelles comme la chimiothérapie ou la 131]-MIBG, dont 8 avec
mutation SDHB et un patient VHL [225]. Sur cette série, 14 patients ont été traités
suffisamment longtemps pour étre évalués, avec une réponse partielle (PR) chez 3
patients et une stabilisation (SD) de la maladie chez 5 autres. De fagon intéressante,
parmi les 8 patients avec bénéfice clinique, 6 étaient génétiquement prédisposés avec
activation de la voie de la pseudo-hypoxie: 5 des 6 patients porteurs d’'une mutation
SDHB évaluables (1 PR et 4 SD) et le patient porteur d’'une mutation sur VHL (SD) [225].
Des études prospectives sont actuellement en cours, dont la premiere étude randomisée
internationale en double aveugle évaluant le sunitinib versus placebo: FIRSTMAPPP,
Flrst Randomized STudy in MAlignant Progressive Pheochromocytomas

(www.clinicaltrials.gov - NCT01371201). Cet essai clinique de phase Il a pour objectif

d’évaluer l'efficacité du Sunitinib sur la survie sans progression de patients atteints de
PCC/PGL métastatiques progressifs. C’est une étude multicentrique européenne promue
par I'Institut Gustave Roussy sous l'égide de '« European Network for the Study of
Adrenal Tumours (ENS@T)», avec plusieurs centres ouverts en Europe dont le
recrutement envisagé est de 80 patients. Une autre étude multicentrique de phase II (3
centres canadiens et un centre aux Pays-Bas) en collaboration avec l'industrie
pharmaceutique (Pfizer) étudie l'efficacité du sunitinib dans les PCC/PGL malins, mais

sans randomisation ni bras placebo (www.clinicaltrials.gov - NCT00843037).
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Néanmoins, il est important de noter que la plupart des patients rapportés ayant un
bénéfice sous sunitinib finissent té6t ou tard par échapper au traitement, ce qui est
également décrit dans d’autres types de cancers comme le RCC [226]. Contrairement a
ce qui est communément observé avec les chimiothérapies classiques ou les
mécanismes de résistance reposent le plus souvent sur des modifications géniques de la
cible médicamenteuse ou sur des altérations des mécanismes de captation ou relargage
de la drogue par les cellules [227, 228], le phénomeéne d’échappement aux
antiangiogéniques serait largement indirect. En effet I'hypothése principale fait reposer
ce phénomene sur 4 mécanismes d’adaptation principaux [229] (Figure 16 ) :

- Tlactivation de voies de signalisation alternatives pro-angiogéniques au sein de la
tumeur ;

— lerecrutement de cellules pro-angiogéniques au niveau de la moelle osseuse ;

- laugmentation des péricytes au niveau des néovaisseaux tumoraux afin
d’assurer l'intégrité du réseau méme en l'absence du signal de survie VEGF-
dépendant;

— Tactivation et la promotion de l'invasion et de la métastase afin d’avoir acces a la
vascularisation tissulaire saine sans nécessiter de fagon obligatoire la formation
de néovaisseaux

Pour lutter contre ce phénomene de résistance acquise, 2 stratégies complémentaires
pourraient étre envisageables. La premiere serait d’adapter trés précocement la
stratégie thérapeutique aux phénomenes d’échappement, la seconde de ne pas utiliser
ces thérapies seules mais de fagon combinée, soit d’emblée, soit de maniére
séquentielle : dans les deux cas il est indispensable de développer des outils d'imagerie
permettant de suivre de fagon précise la réponse au traitement afin de détecter
I’échappement thérapeutique et/ou de définir le moment propice a I'introduction d’une
thérapie complémentaire : c’est dans cette optique qu’a été réalisée une partie de ce

travail de these (chapitre 2).
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Induction de facteurs Recruitement de cellules
pro-angiogéniques de substitution pro-angiogeniques

Figure 16 : Les 4 mécanismes principaux d’échappement aux antiangiogéniques.
Adapté d’aprés Bergers 2008 [229]. A: activation de facteurs pro-angiogéniques
alternatifs par la tumeur dont le Fibroblast Growth Factor (FGF), I'angiopoietine 1 (Ang-
1) et les ephrines A (Efna). B: Infiltration de la tumeur par des cellules pro-
angiogéniques recrutées a partir de la moelle osseuse. C : Promotion de l'invasivité et du
potentiel métastastatique pour coloniser le réseau vasculaire des tissus sains. D:
Recrutement des péricytes maintenant 'intégrité du réseau vasculaire.

En dehors de ces 4 mécanismes précédemment décrits, un mécanisme de résistance au
sunitinib dans les tumeurs neuroendocrines pouvant expliquer I'’échappement et la
croissance tumorale secondaire serait I'activation par un phénomene de compensation
de la voie mTOR [230]. La rapamycine et l'everolimus sont 2 molécules inhibant
spécifiquement cette voie de signalisation [231]. Si les premiers résultats sur des cas
cliniques isolés avec l'everolimus étaient plutét décevants [232], les résultats d’'une
étude plus récente de phase II suggerent une efficacité modeste permettant une
stabilisation de la maladie chez 5 patients atteints de PCC/PGL préalablement
progressifs, sur 7 patients inclus [233]. Le plus intéressant au niveau anti-tumoral
pourrait étre la combinaison d’un anti-VEGF et d’un inhibiteur de la voie mTOR [234].
Cependant, méme si les effets de ces 2 molécules peuvent en principe se potentialiser,
c’est surtout 'addition des effets indésirables qui sont pour le moment un frein a ces

associations [235].
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B. Imagerie des PCC/PGL

I.  Imagerie existante dans la prise en charge des PCC/PGL
Les formes génétiques prédisposent donc a des 1ésions multiples et parfois malignes de
PCC/PGL. La chirurgie est a I'heure actuelle le seul traitement curatif mais reste une
procédure délicate avec, selon la localisation du PCC/PGL, des risques de complications
nerveuses et vasculaires non négligeables, dont la fréquence augmente avec la taille
tumorale. Ces patients nécessitent donc un bilan d’'imagerie exhaustif avec pour buts:
une localisation précise de la tumeur a l'origine de I'hypersécrétion ou du PGL non
sécrétant, la recherche d’autres localisations dans le cas d'un syndrome de
prédisposition, le bilan d’extension initial a la recherche de localisations secondaires
métastatiques, I’éventuel suivi sous traitement d’'un PCC/PGL malin ou le dépistage des

sujets prédisposés non encore atteints (sujets apparentés).

1. Imagerie conventionnelle

La tomodensitométrie (TDM) avec injection de produit de contraste est 'examen de
premiere intention pour localiser des PCC/PGL thoraco-abdomino-pelviens (TAP). Les
techniques actuelles permettent d’identifier des lésions infra-centimétriques, alors que
la taille médiane d’'un PCC/PGL au diagnostic est de 50 mm [17]. Ces lésions sont
généralement hétérogenes, nécrotiques, solides ou Kkystiques avec une densité
spontanée supérieure a 10 Unités Hounsfield et un rehaussement important apres
injection de produit de contraste (Figure 17). L'imagerie par résonnance magnétique
(IRM) retrouve un aspect classique hyperintense en T2 mais qui n’est pas suffisamment
spécifique pour permettre seul le diagnostic [236]. Dans le cas particulier des PGL de la
téte et du cou, s'intégrant souvent dans un syndrome de prédisposition lié aux genes
SDHx, I'angio-IRM avec reconstruction 3D a la phase artérielle est I'’examen de choix [78,
237] L’imagerie conventionnelle (TDM et IRM) a en effet une excellente sensibilité
(respectivement 98% et 100%) mais une spécificité moindre (respectivement 70 et
67%) [238, 239]. Il est donc la plupart du temps nécessaire de compléter ces examens

par une imagerie fonctionnelle métabolique.
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Figure 17 : Imagerie conventionnelle des PCC/PGL. Scanner avec injection d’'un PCC
droit (A), angio-IRM avec reconstruction 3 D a la phase artérielle d'un PGL cervical droit

(B) et d'un PGL laryngé (C).

2. Imagerie fonctionnelle scintigraphique

a) Principe

L’'imagerie fonctionnelle a I'avantage d’informer sur l'aspect physio-pathologique des
tumeurs. Le principe de l'imagerie scintigraphique repose sur la détection d’une
émission de photons gamma (y) émis par un isotope radioactif préalablement injecté (ou
administré par voie orale) au patient. Par opposition a l'imagerie radiographique
conventionnelle (a laquelle appartient la TDM), qui est une imagerie dite de
« transmission » (obtenue par l'interaction d’un faisceau externe de rayons X avec le
corps du patient), la scintigraphie est une imagerie « d’émission » : le signal détecté est
un rayonnement y émis de l'intérieur du corps du patient par le traceur radioactif appelé
radiopharmaceutique qui lui a été administré.

Le rayonnement y peut-étre de 2 types (Figure 18):

- Monophotonique : un seul photon est émis et 'émission est recueillie par une
gamma-caméra. On parle alors de tomographie d’émission monophotonique
(TEMP) ou SPECT (de langlais single photon emission computerized
tomographie). Il s’agit des scintigraphies classiques les plus anciennes.

- Biphotonique en coincidence : dans ce cas le radiopharmaceutique utilisé est un
émetteur de positon. Le positon, apres un court parcours dans le milieu (de
I'ordre de 0,3 a 0,4 mm pour un isotope comme le fluor 18) s’annihile en
rencontrant son antiparticule, I'électron, ce qui a pour conséquence I'émission de

2 photons y de 511 keV émis a 180° I'un de l'autre. La détection des photons y

70



Introduction

d’annihilation se fait grace a une couronne de détecteurs couplés en coincidence

dans un tomographe a émission de positon (TEP).

(LY YY)
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Caméra TEP et émission biphotonique en coincidence
«
%
/{
511Ke

Figure 18 : Les 2 types de rayonnements gamma utilisés en imagerie nucléaire.

En imagerie TEP, la détection de 2 photons coincidents rend possible le traitement
tomographique des données sans collimation mécanique. En effet, I'électronique des
capteurs situés en couronne autour du patient ne retient que les photons émis
simultanément, ce qui permet d’identifier la ligne sur laquelle se situe I'émission,
appelée « ligne de réponse ». Le couplage du tomographe TEP a un tomographe a rayons
X (tomodensitometre ou TDM) permet de déterminer les caractéristiques d’atténuation
du rayonnement des tissus traversés. Le couple TEP-TDM (ou PET-CT en anglais)
permet a la fois d’obtenir des images corrigées de l'atténuation (améliorant ainsi
considérablement la qualité des images et permettant la quantification du signal) et de
superposer l'image fonctionnelle TEP a l'image anatomique TDM, autorisant la
localisation précise de la 1ésion. Apres reconstruction en 2 ou 3 dimensions par le
systéeme informatique, I'image obtenue a une résolution comprise entre 3 et 6 mm en
imagerie clinique. Le couplage des images scintigraphiques a la TDM est maintenant
également largement disponible pour les gamma-caméras (TEMP-TDM ou SPECT-CT en

anglais).
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Un avantage important de la TEP-TDM est de permettre la quantification de la présence
du traceur au niveau de régions d’'intérét (ROI) définies sur les images par 'utilisateur.
La concentration du radiopharmaceutique peut-étre mesurée en kBq/ml (quantification
absolue) ou étre normalisée en fonction de I'activité injectée et du volume de
distribution (ou poids) du le patient (quantification relative par la SUV pour Standard

Uptake Value) selon la formule suivante :

_ concentration activité kBq/ml
SUV= — :
activité injectée (KBq)/ Poids (kg)

L’'indice le plus utilisé en clinique, car le plus reproductible, est la SUVmax qui
correspond a l'intensité du pixel le plus fixant au sein de la ROI. En effet, I'utilisation de
la SUVmax permet de réduire l'effet de volume partiel (EVP) existant dans les tumeurs
de petite taille. Cet EVP est une conséquence directe de la faible résolution spatiale dans
les images TEP reconstruites résultant en un étalement du signal. Ce phénomene est
alors responsable d’'une sous-estimation de l'intensité maximale du signal pour toute
lésion dont la taille est inférieure a 3 fois la résolution spatiale [240] avec 'introduction
de biais parfois trés importants [241]. L’approche classique consistant a mesurer la
SUVmax a l'avantage, en l'absence de bruit, d’étre la moins influencée par I'EVP.
Malheureusement les images sont toujours bruitées. La solution alternative afin de
limiter les erreurs de mesures liées au bruit, serait de mesurer la valeur moyenne dans
la tumeur ou SUVmean [242]. La difficulté principale est alors de délimiter la région
tumorale d’intérét ou «volume métabolique ». Ce volume peut étre défini comme
incluant tous les pixels dont la valeur est supérieure a un certain pourcentage de la
SUVmax (typiquement supérieur a une valeur située entre 50 et 75% de la SUVmax).
Enfin, la captation globale de glucose par la tumeur peut-étre estimée par le produit de
la SUVmean et du volume métabolique. La mesure de la SUV est tres utilisée en clinique
d’autant plus qu’elle permet de s’affranchir des variations de poids des patients. Elle
s’avere moins indispensable en préclinique, les modéles de rongeurs ayant le plus

souvent des poids tres similaires.
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b) Traceurs existants

Traceurs TEMP

v’ Scintigraphie & la **I-MIBG
La métoiodobenzylguanidine marquée a l'iode 123 (123[-MIBG) est un analogue de la
noradrénaline qui utilise le méme transporteur membranaire NET (NorEpinephrine
Transporter). Elle s’accumule dans les tissus chromaffines apres stockage dans les
vésicules de sécrétion par le transporteur VMAT. Certains médicaments peuvent
interférer avec l'absorption de MIBG par la tumeur, principalement le labétolol et
certains neuroleptiques. Cette scintigraphie corps entier ne détecte en général que les

PCC et PGL sympathiques fonctionnels.

v’ Scintigraphie des récepteurs de la somatostatine & ***In-pentetréotide (SRS)
Le pentétréotide se fixe sur les récepteurs de la somatostatine (notamment les sst 2 et
sst 5) situés sur la membrane cellulaire. Il a donc une affinité pour toutes les tumeurs
endocrines. Cette scintigraphie du corps entier est surtout performante pour les PGL

parasympathique sus-diaphragmatiques et sa sensibilité est faible pour les PCC [78].
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Scintigraphie a la '?3I-MIBG
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Figure 19: Images scintigraphiques 123I-MIBG et 111In-pentetréotide. Visualisation
d’'un PCC gauche en 123]-MIBG, vue planaire antérieure (A), postérieure (B) et image de
fusion TEMP-TDM (C). PGL multiples parasympathiques métastatiques visualisés en
Hln-pentetréotide (vue antérieure F et postérieure G) mais pas en 123[-MIBG (vue
antérieure D et postérieure E).

Traceurs TEP

v’ TEP au ®Fluorodéoxyglucose (**F-FDG)
Le 2-désoxy-2-[18F]fluoro-D-glucose, abrégé en FDG, est un analogue du glucose sur
lequel est fixé un isotope du fluor émetteur de positon, le fluor 18 ou 18F, dont la demi-
vie physique est de 110minutes. Le 18F-FDG est le traceur le plus utilisé en oncologie et
le plus facilement accessible. Il crée un contraste entre les tumeurs et les tissus
avoisinants en raison de I'augmentation de la captation tissulaire du glucose dans les
tumeurs par rapport aux tissus sains. Cette fixation est particulierement marquée dans
les tumeurs malignes et a forte prolifération. Les PCC/PGL fixent trés fréquemment le
I8F-FDG (ce qui les différencie des autres tumeurs endocrines), notamment les tumeurs
avec mutation SDHx, I'avidité étant la plus forte pour les PCC/PGL malins avec mutation
sur le géne SDHB [243, 244]. La fixation du FDG est la conséquence de 'augmentation de
la consommation de glucose liée a 'accélération du métabolisme énergétique dans les

cellules cancéreuses correspondant a I'effet Warburg sus-décrit [245]. Le mécanisme de
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tumorigenese particulier lié a une «pseudo-hypoxie» des tumeurs SDHx en fait
I'examen de choix chez ces patients. En effet, les PCC/PGL avec mutation sur les génes
SDH et VHL surexpriment HIF-2 et les transporteurs de glucose GLUT1 et GLUT3 [243,
149, 134, 133], laissant supposer que la tres forte avidité pour le 18F-FDG des PCC/PGL
avec mutation SDH et notamment des PGL métastatiques avec mutation SDHB [244] soit

en lien avec le phénomeéne de “pseudo-hypoxie”.
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Figure 20 : Supériorité du 18F-FDG aux autres radiotraceurs chez un patient SDHB
métastatique. Adapté de Timmers et coll, 2009 [246]
v’ TEP & la *®Fluoro-DOPA (“F-DOPA)

La 18F-DOPA est un acide aminé aromatique capté au niveau cellulaire par le
transporteur LAT1. Les PCC/PGL, comme la plupart des tumeurs dérivées des cellules de
la créte neurale, ont la capacité de capter avec une haute affinité la 18F-DOPA mais
également de la décarboxyler en 8F-FDA (Fluoro-Dopamine) grace a une enzyme
impliquée dans la synthese des catécholamines et dont elle est I'étape limitante : la L-
aromatic amino acid decarboxylase (AADC). Apres cette décarboxylation, la 18F-FDA est
alors stockée dans les vésicules de sécrétion, permettant 'imagerie TEP [247]. La 18F-
DOPA est assez spécifique et a montré d’excellents résultats notamment pour les PGL de
la téte et du cou, fréquents chez les patients porteurs de mutations SDHD [248-250].
Cette qualité s’explique par l'absence de fixation du traceur dans les ganglions
inflammatoires et au niveau des glandes salivaires, supprimant tout bruit de fond dans
cette région, ainsi que par la faible captation cérébrale. A contrario, la sensibilité de la

18F-DOPA est inférieure a celle du 18FDG chez les patients porteurs d’'une mutation SDHB
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[247]. Par ailleurs, malgré son Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) en 2006, la
18F-DOPA est beaucoup moins accessible que le 18FDG en raison de difficultés de

production aboutissant a un cofit, en France, 3 a 5 plus fois élevé que ce dernier.
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Figure 21: Représentation schématique de la captation et de la rétention des
traceurs TEP d’intéréts dans les PCC/PGL. D’apres Taieb 2012 [247]. Trois traceurs
TEP sont utilisables pour 'imagerie des PCC/PGL : le 18Fluorodéoxyglucose (18F-FDG), la
18Fluoro-DOPA (18F-DOPA) et les analogues de la somatostatine marqués au ¢8Ga (°8Ga-
SSTa). La 18Fluorodopamine (18FDA) n’est pas disponible en Europe.

c) Nouveaux traceurs potentiels

v Analogues de la somatostatine marqués au Gallium 68
Ces dernieres années, de nouveaux traceurs analogues de la somatostatine couplés a la
DOTA et marqués au Gallium 68 (¢8Ga), ont été développés comme alternative a la SRS.
Actuellement, 3 peptides couplés a la DOTA sont disponibles, tous ayant une excellente
affinité pour le récepteur sst2: DOTATOC (Tyr3-octreotide), DOTATATE (Tyr3-
octreotate), et DOTANOC (Nal3-octreotide). A T'heure actuelle, méme si le ©8Ga-
DOTANOC semble avoir la plus haute affinité pour les récepteurs sst2, 3 et 5, il n’est pas
prouvé qu'il y ait réellement une supériorité clinique de l'un de ces 3 traceurs. Les

premieres études montrent une tres bonne sensibilité de ces analogues de la
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somatostatine marqués, probablement bien au-dela des résultats de la SRS, méme s'il

n'y a pas d’étude comparative directe [251-256] (tableau 6).

mmm Taux détection

Naswa, 2012*# DOTANOC 100%
Naswa, 2012# 5 12 ND DOTANOC 100%
Naji, 2011# 11 30 5 SDHB DOTATATE 96%
Sharma, 2013# 26 78 ND DOTANOC 100%
Maurice, 2012# 15 167 7 SDHB, DOTATATE 87%
2 SDHD,
1RET
Kroiss, 2013 20 45 ND DOTATOC 100%
Kroiss, 2015 10 27 ND DOTATOC 100%
Janssen, 2015* 17 289 SDHB M1 DOTATATE 98,6%

Tableau 5: Valeur diagnostique de la TEP aux analogues de la somatostatine
marqués au %8Ga pour les PCC/PGL. (* études prospectives, # comparaison a la 123]-
MIBG)

Ces radiopharmaceutiques semblent a la fois trés sensibles pour les PGL de la téte et du
cou mais également pour les PGL métastatiques SDHB, avec également une trés bonne
spécificité [251] ce qui pourrait en faire I'examen de choix des PCC/PGL dans les

prochaines années.
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Figure 22 : Comparaison de l'efficacité des traceurs TEP chez un patient SDHB
métastatique. Adapté de Janssen et coll 2015 [251]
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v Traceurs de I'angiogenése
Comme rapporté précédemment, les PCC/PGL, notamment ceux avec des mutations
SDHx et VHL, présentent une activation des voies de la néoangiogenese HIF-2a et VEGF
dépendantes. Plusieurs études précliniques on montré qu'il était possible d’imager cette
néoangiogeneése en ciblant notamment les intégrines.
Les intégrines sont des glycoprotéines membranaires hétérodimériques formées de 2
sous unités (a et (), exprimées a la surface des cellules avec pour roles principaux
I'adhésion et la migration cellulaire. En particulier, les intégrines o 3 sont exprimées a
la surface des cellules cancéreuses et des cellules endothéliales des néovaisseaux mais
pas sur celle des cellules endothéliales quiescentes. Dans le cadre du processus
d’adhésion et de migration, ces intégrines lient spécifiquement plusieurs protéines de la
matrice extracellulaire (comme le collagene et la fibronectine) au niveau d’'un motif
récurrent constitué de 3 acides aminés arginine-glycine-acide aspartique, abrégé selon
la nomenclature internationale par les lettres RGD [257]. C'est pourquoi différents
peptides contenant la séquence RGD ont été développés et couplés a des radiotraceurs
afin de cibler ces intégrines par imagerie.
Le traceur TEP fluoré ciblant les intégrines le plus étudié en clinique est le 18F-galacto-
RGD. Le processus de glycosylation avec du galactose permet de rendre ce peptide
moins lipophile, avec une élimination majoritaire rénale [258] alors que les
pentapeptides générés initialement étaient lipophiles et donc majoritairement
concentrés dans le foie, ce qui rendait difficile I'interprétation des images a ce niveau
[259]. Les premiéres études cliniques retrouvent une bonne corrélation entre la fixation
18F-galacto-RGD-TEP et I'expression des intégrines ay 33 en IHC [260-262], alors que
I'information apportée n’est pas superposable a la fixation obtenue en 8FDG, confirmant
bien la différence des mécanismes imagés [263]. Il a été également possible de marquer
les peptides RGD au %8Ga apres conjugaison au chélateur DOTA ou NOGADA avec
certains résultats précliniques prometteurs [264, 265].
L’'intérét de l'imagerie ciblée de l'angiogenese réside avant tout dans le suivi des
thérapies ciblées anti-angiogéniques. En effet, ce type de traitement entraine avant tout
une stabilisation tumorale et une nécrose difficilement évaluable par les classiques
critéeres RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumours) basés sur la mesure de
la taille tumorale [266]. 11 est donc indispensable de développer des méthodes

d’imagerie adaptées a ces nouvelles thérapies et I'imagerie de 'angiogenése est dans ce
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contexte une excellente candidate. Néanmoins, il n’existe encore que tres peu de
données dans la littérature et les premieres études précliniques donnent

malheureusement des résultats controversées [267, 268].

3. Indications dans la détection des PCC/PGL

Des recommandations récentes pour la prise en charge des PCC/PGL ont été rédigées
sous I'égide de la société américaine d’Endocrinologie (Endocrine Society) [20].
L’examen de premiere intention pour la localisation de la tumeur initiale reste la TDM-
TAP. L'IRM doit étre réservée aux indications suivantes :

- patients métastatiques ;

— détection des PGL de la téte et du cou ;

— impossibilité d’utiliser la TDM: clips chirurgicaux entrainant des artéfacts,
allergie aux produits de contraste iodés, éviction des radiations ionisantes (jeune
enfant, femme enceinte, patient prédisposés génétiquement, patients ayant déja
été fortement exposés aux radiations).

En ce qui concerne la médecine nucléaire, la classique scintigraphie 123I-MIBG n’a
désormais d’'indication que chez les patients métastatiques dont le bilan d’extension a
déja été fait et pour lesquels une radiothérapie interne vectorisée par 131[-MIBG est
envisagée. La SRS n’apparait pas indiquée dans ces recommandations. En effet, ces
scintigraphies classiques TEMP (123[-MIBG, SRS), encore beaucoup utilisées a I'heure
actuelle, sont assez spécifiques et ont de plus vu leur sensibilité améliorée par
I'acquisition scannographique simultanée. Néanmoins, ces imageries ont des
inconvénients pratiques (longueur des acquisitions, artéfacts digestifs, blocage
thyroidien, arrét de certains médicaments interférents, ...) et surtout deux défauts
majeurs: leur faible résolution et I'absence de quantification fiable possible du
métabolisme tumoral. Par ailleurs, I'étude récente prospective PGL.EVA [78] réalisée sur
plus de 200 patients porteurs de mutations SDHx, dont une centaine d’apparentés
présymptomatiques, a retrouvé une sensibilité relativement faible de ces scintigraphies
(42.7% pour la 123]-MIBG et 69.5% pour la SRS), expliquant probablement leur
disparition des recommandations récentes au profit des traceurs TEP.

Les auteurs suggerent également la réalisation systématique d’'une 18F-FDG-TEP chez
les patients atteints d'un PCC/PGL métastatique.

La société européenne de médecine nucléaire (European Association of Nuclear

Medicine, EANM) a également publié des recommandations en 2012 concernant
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spécifiquement I'imagerie métabolique des PCC/PGL [269]. Le groupe de travail a mis en
avant les traceurs TEP en accordant une place importante de la génétique pour le choix
du radiopharmaceutique. Selon ces recommandations, le 18F-FDG est a privilégier pour
les patients avec mutations VHL et SDHB (métastatiques ou pas), alors que I'on préférera
la 18F-DOPA pour les PGL de la téte et du cou, notamment dans un contexte de mutation

SDHD ainsi que pour les PCC avec mutation RET ou NF1 (Figure 23).

Genetic status

Unknown or

. . . Germline mutation
negative genetic testing

PCC HNP Extraadrenal abdominal SDHx VHL RET
and/or multifocal PGL or / \ NF1
metastatic PCC/PGL Non metastatic Metastatic
(1231-M1BG | (18F-DOPA_ 18F-FDG) | 18F-FDG (18F-FDOPA)
‘ ’ ) ’ ~  |or 18F-FDOPA
or 18F-FDOPA or or 18F-FDA* or 123|-MIBG
or 18F-FDG 111In/68Ga-SSTa* . or 123I-MIBG or 18F-FDA
or 18F-FDA* +I- 18F-FDG [ 18F-FDOPA + 18F-FDG | or 18F-FDA"

or 123I-MIBG + 18F-FDG +/- 111In/68Ga-SSTa*
or 18F-FDA* + 18F-FDG

Figure 23 : Algorithme proposé par 'EANM concernant le choix de I'’examen de
médecine nucléaire a réaliser devant un PCC/PGL. D’aprés Taieb, 2012 [269]

Ces recommandations font néanmoins I'impasse sur 2 catégories de patients qui posent
probleme au quotidien en pratique clinique. La premiere concerne les patients
métastatiques sous thérapies ciblées. Ces patients sont mal évalués par l'imagerie
conventionnelle pour les raisons évoquées précédemment. L’évaluation de la réponse au
traitement par 18F-FDG-TEP semble étre la plus appropriée par analogie aux pratiques
en cours dans d’autres types de cancers et d’aprées les premieres études rétrospectives
[270, 225], notamment parce que dans les PCC/PGL, les métastases peuvent étre
exclusivement osseuses, sans extension aux tissus mous et donc non mesurables par
RECIST1.1. Bien que les premiers résultats soient encourageants [225], il n'y a pour le
moment pas encore suffisamment de données dans la littérature : la réponse pourrait

étre apportée par les résultats de 'essai FIRSTMAPPP. La seconde catégorie est celle des
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sujets apparentés SDHx, c’est-a-dire les sujets chez qui une mutation SDHx a été
découverte dans le cadre du dépistage familial mais qui n’ont jamais développé de
tumeur. L’Endocrine Society préconise de ne pas multiplier les examens irradiants et de
préférer I'[RM au scanner chez les patients prédisposés, suite aux bons résultats de
I'angiolRM téte et cou de I'étude PGL-EVA [78, 20], mais, de la méme facon que 'EANM,
n’individualise pas spécifiquement ces sujets non malades [269].

Dans le cadre d’'une étude monocentrique rétrospective chez 30 patients réalisée grace a
une collaboration avec le service de médecine nucléaire de I'Institut Gustave Roussy,
nous avons montré une trés bonne sensibilité et spécificité de la 18F-FDG-TEP dans cette
indication précise (Article 5 des annexes) qui reste a confirmer sur une plus large

cohorte.

Il.  Pistes d'imageries innovantes

1. IRM dynamique de contraste (IRM-DCE)

a) Principe

Le réseau microcirculatoire est composé de capillaires assurant, entre autres, 'apport de
substrats énergétiques et d’oxygene nécessaire au bon fonctionnement des tissus.
L’objectif de I'imagerie de la microcirculation est d’étudier le flux sanguin au sein du
réseau capillaire et les échanges entre ce réseau et I'espace extravasculaire avoisinant
(également appelé tissu interstitiel). La microcirculation est souvent modifiée a un stade
plus précoce que les changements tumoraux morphologiques, comme la taille par
exemple [271], et son imagerie peut étre utilisée comme un biomarqueur de réponse
précoce au traitement [272].

Plusieurs techniques d’imagerie en coupes ont été développées pour I'étude de la
microcirculation, la plus largement utilisée étant l'analyse de la cinétique du
rehaussement tissulaire apres injection en bolus d'un agent de contraste (CA), principe
méme de I'[RM dynamique de contraste (“Dynamic Contrast-Enhanced imaging“ (DCE-
IRM) en anglais). Cette technique repose sur les deux principes que sont le passage du
CA au sein du réseau microcirculatoire, suivie de son accumulation dans l'interstitium
tissulaire apreés passage a travers la membrane capillaire. Elle permet ainsi d’apprécier
les parametres fonctionnels vasculaires (flux et volume sanguin capillaires) et la qualité

des échanges entre les vaisseaux et les tissus (perméabilité capillaire). C’est une
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méthode non irradiante qui présente une bonne résolution temporelle et est utilisable
en routine clinique. L'IRM-DCE permet la caractérisation de la microcirculation
tumorale, soit qualitativement, soit quantitativement en analysant par modélisation
compartimentale les variations temporelles du signal tissulaire en fonction de la
cinétique d’entrée artérielle de I'agent de contraste, appelée “Arterial Input Function”
(AIF) [273]. Les modeles mathématiques utilisés correlent le rehaussement global dans
la tumeur (ou le tissu) a cette AIF. L’analyse globale initiale consiste a quantifier la
microcirculation dans la tumeur par mesure de I’AUC (Area Under the Curve) qui
correspond a l'aire sous la courbe de rehaussement mesurée dans le tissu. Certains
auteurs recommandent de mesurer plutét le Krans mesure composite de la perméabilité,
de la surface capillaire et du flux sanguin, dont la résultante est proche de la mesure
d’AUC, mais qui serait moins influencée par le volume interstitiel extracapillaire [274].
De fagon schématique, lors de son premier passage dans la circulation (typiquement 45-
60 secondes apres injection), le CA se retrouve de fagon prédominante en
intravasculaire, autorisant I'étude de la perfusion (flux capillaire F ou « blood flow » en
anglais, noté F), le volume sanguin relatif (Vb) et le temps de transit intravasculaire.
Ensuite, au cours des 2-10 minutes suivantes, le passage progressif du CA dans I’espace
extravasculaire permet de mesurer la perméabilité capillaire (PS) et la fraction

volumique interstitielle (Ve)[275].
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Figure 24 : Modélisation du signal de rehaussement au niveau de l'aorte et du
tissu (A). Obtention des parametres aprés analyse compartimentale par un
modéele a 2 compartiments/4 parameétres (B).

d) Apport en pratique clinique
Cette technique est bien entendue dépendante des parametres d’acquisition, du type
d’agent de contraste utilisé, de son mode d’injection ainsi que du type de modélisation
mathématique, ce qui peut diminuer sa reproductibilité [276]. Malgré tout, la DCE-IRM a
montré en pratique clinique sa capacité a caractériser la vascularisation tumorale et a
étudier la réponse vasculaire post-thérapeutique a certaines thérapies, dont les
antiangiogéniques [276]. En particulier, depuis sa premiére utilisation en 2002 dans une
étude de phase I [277], 'IRM-DCE a largement démontré sa capacité a évaluer les effets
pharmacodynamiques précoces des thérapies ciblant le VEGF [278]. On observe
généralement une réduction précoce de 'AUC et du Kars (Figure 25) dans plusieurs
types de cancers solides (cancer du sein, colorectal, glioblastome multiple,
hépatocarcinome, ...), que ce soit avec les anti-VEGF comme le bevacizumab ou les

inhibiteurs de tyrosine kinase (Sunitinib, Vandetanib, Pazopanib,...) [278].
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Figure 25 : Exemple de carte paramétrique de Krans d’'une métastase hépatique de
cancer colorectal d’'un patient traité par bevacizumab. On observe une nette
réduction du Kans qu niveau central dés le 2¢ jour apres le début du traitement qui se
confirme au 12¢ jour. D’apres O’Connor et coll, 2012 [278].

Concernant la capacité de I'IRM-DCE (ou de la TDM-DCE) a prédire la réponse au
traitement et la survie sans progression, les études sont plus controversées. Les
résultats dépendent du type de tumeur et de I'agent antiangiogénique utilisé [276]. Dans
le cancer du rein a cellules claires (RCC), il apparait que les tumeurs apparaissant les
plus vascularisées avant traitement sont celles qui ont le plus fort taux de réponse [279-
282], mais il n’y a pas toujours de lien entre la visualisation d'une réponse vasculaire et
la survie globale des patients [280] . De la méme facon, dans d’autres types de cancers
solides comme I'hépatocarcinome, les parametres d'imagerie permettent de prédire la
réponse au traitement mais pas la survie globale ou la survie sans progression [283-
285]. Enfin, a I'inverse, les résultats des études réalisées dans les gliomes de haut grade
montrent plutét des résultats contraires avec une augmentation de la survie chez les
patients dont la tumeur est peu vascularisée [286, 287], ceci pouvant s’expliquer par un
meilleur pronostic global des tumeurs peu vascularisées indépendamment du
traitement utilisé [288, 289].

Cette technique est donc adaptée pour l'analyse in vivo de la microcirculation et de la
réponse aux thérapeutiques antiangiogéniques. Son utilité dans les PCC/PGL reste a

évaluer.

2. Spectroscopie-IRM (*H-SRM)

a) Principe
La spectroscopie protonique (1H-SRM) est une technique permettant l'analyse des

composants d’'un tissu basée sur I'étude de la vitesse de précession des noyaux
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d’hydrogene (proton) constitutifs d’'une molécule. D’autres techniques de SRM, moins
développées en routine clinique, sont basées sur I'étude d’autres atomes comme le
carbone ou le phosphore. Dans ce type de séquences, une impulsion de radiofréquence
(RF) est utilisée pour exciter de facon sélective les noyaux d’hydrogéne. La principale
différence avec une séquence d’'IRM morphologique est l'exclusion premiére des
molécules d’eau. En effet, toute la difficulté du recueil du signal repose sur I'abondance
des molécules d’eau et de graisse au sein d’un tissu vivant, comparativement aux autres
molécules d'intérét qui sont dans un rapport de I'ordre de 1 a 100 000, ce qui oblige a

supprimer le signal de 'eau pour leur détection et leur caractérisation.

IRM ]

Aire sous le pic proportionnelle
A la concentration de métabolite

Figure 26: Schématisation des différences entre les séquences d'IRM
morphologique dont le signal dépend principalement des protons de I'eau et des
lipides (A) et les séquences de 'H-SRM explorant les éléments constituant le tissu
apres saturation des protons de l'eau (B) représenté sous forme de spectre. La
mesure de l'aire sous le pic permet une quantification du métabolite étudié dans
le tissu (C)
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La SRM repose sur deux principes physiques différents et complémentaires :

- Le premier correspond a la vitesse de précession des noyaux d’hydrogene. Cette
vitesse dépend de I'’environnement moléculaire, c’est-a-dire des constituants atomiques
de la molécule ainsi que du champ magnétique initial exercé pour mettre en phase les
protons (Bo). Par convention, afin de permettre une mesure reproductible de ces
vitesses de précession, chaque vitesse est comparée a la vitesse de précession des
noyaux d’hydrogene au sein d’'une molécule de référence (0 ppm), le tétraméthylsylane,
et exprimée en partie par million (ppm). Ce différentiel, appelé déplacement chimique,
est unique pour chaque noyau d’hydrogéne d’'une région moléculaire : le déplacement
chimique des protons de I'’eau est de 4,7 ppm.

- Le second repose sur le phénomeéne de couplage scalaire correspondant a l'interaction
entre noyaux d’hydrogeéne de différentes régions moléculaires et induisant de petites
variations de la vitesse de précession, visualisées sur la représentation spectrale par la
présence éventuelle de dédoublement ou de triplement des pics.

L’analyse combinée du déplacement chimique et du couplage scalaire permet non
seulement la détection mais aussi la caractérisation de I'architecture moléculaire, base
de la SRM. Le succinate (HOOC-CH2-CH2-COOH) présente par exemple un pic unique
caractéristique a 2,44 ppm correspondant aux protons de son groupe méthylene CH2.
Une limite concernant l'utilisation et la sensibilité de cette technique pour la détection
du succinate est la contamination par le signal des protons de la graisse. En effet, le
signal de la graisse est caractérisé par une succession de pics entre 0,6 et 3 ppm
(principalement aux alentours de 0,9 ppm), limitant la détection des métabolites de plus
faibles concentrations dont le déplacement chimique est compris dans cet intervalle, ce
qui est le cas du succinate. Outre la sélection d’'un volume d’intérét (VOI) excluant autant
que possible les tissus graisseux péri-lésionnels, une solution repose sur I'utilisation des
séquences de spectroscopie a temps d’écho (TE) long [290], diminuant certes la
sensibilité de détection due a la décroissance exponentielle du signal, mais permettant
de minimiser la contamination compte-tenu du différentiel de relaxation transversale
(T2) existant entre les protons et les autres métabolites d’intérét tel le succinate. En
effet, 'augmentation du TE induit une chute drastique du signal des protons de molécule
a T2 court (cas des lipides, T2 d’environ 30-40ms), beaucoup plus faible voire parfois
négligeable pour les protons des molécules a T2 long [290], améliorant de manieére

spectaculaire la détection du succinate (T2 > 500ms) (Figure 27).

86



Intensité du Signal
o ©o o o -
N ES (-] @ B (¥

o

Introduction

144 272
12
Succinate -1
gc
&5 0.8
=]
@ 06
z
S 04
=02
0 o o 32 o g B Sn 1 "SR gn @ am g )
100 200 300 400 500 600 700 800 0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temps d'écho (TE en ms) Temps d'écho (TE en ms)

Figure 27 : Variation des intensités des signaux du succinate et des lipides obtenus
par 1H-SRM sur I'IRM 4.7 Tesla dédiée au petit animal du centre de recherche
cardiovasculaire de I'HEGP. Les lipides présentent une décroissance exponentielle du
signal recueilli en fonction du TE, avec un T2 évalué entre 30 et 40 ms, alors que la
décroissance du succinate est beaucoup plus lente (T2 > 500ms).

e) Utilisation en cancérologie

A T'heure actuelle, c’est dans le domaine des tumeurs cérébrales, dominées par les

gliomes, que la 'H-SRM a été la plus étudiée [291, 292]. Dans ce type de tumeurs, le

grade histologique est primordial alors que la chirurgie est rarement indiquée. La 1H-

SRM peut étre utilisée pour :

guider la biopsie chirurgicale et les traitements focaux [291, 293]. Par rapport au
tissu cérébral sain, le spectre tumoral est en effet caractérisé par une diminution
du marqueur de différenciation neuronale N-acetyl-aspartate (NAA) et de la
créatinine associée a une augmentation du taux de choline, indicateur de
prolifération. Classiquement, on utilise le rapport choline/créatinine pour
différencier la tumeur du tissu sain périphérique ; il est également possible de
réaliser des cartes paramétriques afin de guider le geste chirurgical dans la zone
la plus active (Figure 28);

I’évaluation in vivo du grade histologique des tumeurs cérébrales primitives
et/ou le diagnostic différentiel entre tumeur primitive et secondaire. Dans cette
indication, la TH-SRM a une tres bonne efficacité en comparaison avec I'histologie

(plus de 90% d’exactitude) [294-296] ;
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— lidentification des récurrences et le diagnostic différentiel avec des lésions
résiduelles de radionécrose post-radiothérapie (les lésions actives ayant un taux

intra-tumoral de choline plus élevé) [297, 298];

Figure 28 : Carte paramétrique en 1H-SRM de l'activité tumorale d’'un gliome de
haut grade. L’échelle colorimétrique représente le ratio choline/créatinine
(rouge=rapport maximal et bleu=rapport minimal) et permet de guider la biopsie
chirurgicale dans la zone la plus active. D’apres Kwock, 2006. [299]

La 1H-SRM est également de plus en plus utilisée pour aider au diagnostic du cancer de
la prostate [300] et du cancer du sein [301, 302], et commence méme a étre utilisée
comme marqueur de réponse a certains traitements [303], toujours sur le principe de
I'accumulation de choline dans les tumeurs malignes par rapport aux tissus sains.

Trés récemment, la 'H-SRM s’est vue attribuer une nouvelle indication dans le
glioblastome. Ces tumeurs présentent fréquemment une mutation génétique somatique
sur les genes IDH1 et IDH2 avec des conséquences métaboliques (accumulation du 2-
hydroxyglutarate) qui sont, de fagon tres intéressante, mesurables in vivo par
spectroscopie [304, 305]. Aprés le domaine de l'histologie, I'imagerie fonctionnelle
pourrait donc s'immiscer dans la génétique, ce qui nous a conduit a tester cette méthode
sur les PCC/PGL SDHx-dépendants. Ces considérations font I'objet d’'une partie du
Chapitre 2 de cette these.
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OBIJECTIFS ET PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE

Dans le cadre d'un programme européen FP7 (Seventh Framework Programme)
ENS@T-Cancer concernant les cancers rares de la surrénale, mon équipe d’accueil avait
pour objectif le développement et I'étude de modeles de PCC/PGL Sdhb-dépendants, afin
de permettre a la fois d’initier des études précliniques mais aussi d’élucider les
mécanismes fondamentaux impliqués pour les molécules déja en cours d’études chez les
patients.
Dans ce contexte les objectifs de mon travail de these étaient :

— I’élaboration et le phénotypage d’'un modéle murin de tumeurs Sdhb-dépendant ;

- la mise au point de techniques d’imagerie innovantes spécifiques de ces tumeurs

et permettant I’étude de la réponse précoce au traitement
— Tl’étude de la réponse au traitement par antiangiogéniques, plus précisément de la

réponse au sunitinib, molécule choisie dans le cadre de I'essai FIRSTMAPPP.

L’ensemble de mon travail a donc porté sur I'élaboration et le phénotypage par imagerie
de modeles murins de PCC/PGL Sdhb-dépendants.

Dans une premiere partie, j'ai achevé I'étude de plusieurs modéles murins d’inactivation
constitutive et conditionnelles du gene Sdhb, projet initié il y a plusieurs années par
Judith Favier et dont l'objectif était de générer une souris prédisposée au PCC/PGL
SDHB-dépendant. Malgré les nombreuses stratégies mises en place au sein du
laboratoire, ce modele s’est avéré infructueux. Ces résultats ont été rapportés dans le
cadre d’'un article de revue publié dans le journal Molecular and Cellular Endocrinology,
que je signe en premieére auteure.

Par la suite, grace a la disponibilité au laboratoire d'une lignée cellulaire murine de
cellules chromaffines Sdhb7-, le premier modele de tumeurs Sdhb-dépendantes a pu étre
mis au point, sous la forme d’allogreffes sous-cutanées dans le coussinet graisseux (fat-
pad). J'ai donc pu m’attacher a la caractérisation de ce modele, notamment sur le plan
meétabolique et vasculaire in vitro, mais aussi in vivo, par imagerie multimodale, grace a
la plateforme d’imagerie du petit animal du PARCC dirigée par mon co-directeur de
these Bertrand Tavitian. Ces travaux m’ont permis de valider la pertinence de ce

modele, qui reproduit la particularité des tumeurs humaines SDH-dépendantes,
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notamment 'accumulation de succinate, un métabolisme du glucose important et une
vascularisation accrue. Nous avons pu mettre au point une technique tout a fait
innovante de détection du succinate (et donc indirectement de la présence d’une
mutation sur l'un des genes SDHx) in vivo par 'H-SRM et transféré cette technique
appelée SUCCES (SUCCinate Estimation by Spectroscopy) en clinique, ce qui a donné
lieu a un article en révision dans la revue Clinical Cancer Research dont je suis la
premiere auteure.

Le comportement tres particulier de ces tumeurs caractérisables in vivo par imagerie
multimodalité (IRM-DCE, imagerie optique de I'angiogenese et 18FDG-TEP), la
pertinence a la fois de ce modele et des techniques d’imagerie mises en place pour sa
caractérisation font I'objet d'un dernier article actuellement en préparation.

Enfin, I'étude de la réponse au sunitinib est en cours avec des premiers résultats

encourageants.
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CHAPITRE 1

LA QUETE D’UN MODELE PREDISPOSE
DE TUMEURS Sdhb”
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CHAPITRE 1

Plusieurs modeles murins génétiquement modifiés ont été générés afin d’étudier la
tumorigenese du phéochromocytome. L'intérét de ces modeles est de suivre I'histoire
naturelle de ces tumeurs et dans un second temps, d’évaluer de potentielles thérapies

innovantes lors d’études pré-cliniques.

A. Latransgénése murine
Les modeéles expérimentaux ont été construits chez la souris afin de mimer les
caractéristiques génétiques et biochimiques de la pathologie humaine. Ils ont été établis
en introduisant des modifications génétiques germinales (surexpression d’'un oncogene
ou inactivation (KO) d'un gene suppresseur de tumeur) associées a des modifications
d’expression de génes dans des tissus bien précis grace a l'utilisation de promoteurs
inductibles dont I’expression est dépendante du tissu (expression conditionnelle tissu-
spécifique). Ces modeles permettent d’étudier I'évolution tumorale spontanée chez un
animal immuno-compétent et sont complémentaires des xénogreffes, ou un fragment
d’'une tumeur humaine est introduit chez des souris immunodéprimées,
Les souris porteuses de mutations germinales sont obtenues par des techniques de
transfert de géne, par transgenese ou recombinaison homologue, qui consistent en
I'introduction d’'un matériel génétique (sous forme d’ADN ou d’ARN), qui sera transmis a
la descendance.
Chez la souris, on distingue deux grands types de transgenese permettant d'introduire
de I'ADN exogeéne:
- la transgenese additive classique, qui consiste en l'insertion aléatoire d’'un transgene
par micro-injection pro-nucléaire d’ADN cloné dans des ceufs fertilisés;
- la recombinaison homologue ou transgenese ciblée, qui consiste a modifier la séquence
d'un géne endogene dans des cellules ES par recombinaison homologue.
La transgenése additive classique par micro-injection pro-nucléaire a pour but
d'exprimer un gene non exprimé chez I'animal cible. Certaines copies du transgene vont
ainsi pouvoir s’insérer spontanément et au hasard dans le génome du pronucléus. Cette
intégration chromosomique du transgene n’est stable que dans 10 a 40 % des souris

obtenues [306].
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La premiere souris transgénique a été développée en 1982 [307, 308]. Il s’agissait d’'une
souris dans laquelle avait été introduit par transgenese classique le géne codant pour
I'hormone de croissance d’'une souche de rat. La vraie nouveauté a I'époque était
d’arriver a faire exprimer ce géne provenant d'une autre espéce, rendant ainsi les souris
transgéniques nettement plus grosses que leur fratrie n’exprimant pas le gene (Figure
29). En effet, la premiére expérience de transgenese couronnée de succes avait eu lieu
deux ans plus tot, cependant, bien qu’intégré dans le génome des souris, ce premier

transgene n’était pas fonctionnel [309].

Figure 29 : La premiére souris transgénique (droite) porteuse d’'un transgene de
rat codant pour I'’hormone de croissance. [307]

Afin de pallier a I'insertion aléatoire des transgenes et également d’induire de nouvelles
modifications génétiques (délétion, mutation ponctuelle), a été développée une
technique de ciblage génique, ou mutagenese dirigée, rendue possible grace au
processus de recombinaison homologue qui a lieu lors des crossing-over
(enjambements) de la méiose entre 'ADN exogeéne transfecté dans les cellules
eucaryotes et 'ADN génomique. L’ADN exogéne s’integre dans le génome en entrafnant
soit I'invalidation d’'un gene endogéne (knock-out, KO), soit 'expression de ce geéne
exogene ou d'un gene endogéne ayant subi préalablement une mutation ponctuelle par
mutagenese dirigée (knock-in, KI). Ces modifications génétiques (KO ou KI) sont

réalisées initialement dans des cellules souches embryonnaires de souris (cellules ES)
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qui sont ensuite injectées dans le blastocele d‘embryons au stade blastocyste prélevés
sur une femelle donneuse avant d’étre réinjectés dans une femelle receveuse. Les
souriceaux dérivant des blastocystes modifiés seront alors mosaiques, I'espoir étant que
les cellules modifiées aient colonisé la lignée germinale. A partir de croisements de ces
souriceaux et de leurs descendances on obtiendra les souris transgéniques pour le gene
considéré. Cette stratégie, plus précise et permettant un meilleur contrdle de la
transgenese, est néanmoins plus longue a mettre en place et les premieres souris n’ont
été obtenues qu’'a la toute fin des années 80 [310, 311]. Par ailleurs, le caractére
ubiquitaire et constitutif des anomalies génétiques induites peut présenter des
inconvénients. Si le gene d'intérét est requis pour le développement, son KO provoquera
une mortalité in utero ou au cours des premiers jours de vie. Pour pallier a cela, des
systémes dans lesquels I'invalidation peut se produire a la demande ou ne toucher qu'un
seul organe ont été mis au point: c'est le modele de KO conditionnel. La stratégie la plus
utilisée fait appel au systéme Cre/loxP. Il est basé sur la capacité de I'’enzyme Cre-
recombinase (Cre) du bactériophage P1 a catalyser la recombinaison spécifique entre
deux sites loxP et ainsi entrainer I'excision des séquences situées entre ces deux sites
[312]. Les souris porteuses de cet allele dit "floxé" sont croisées avec des souris
transgéniques exprimant la recombinase Cre sous le controle de promoteurs tissu-
spécifiques ou inductibles dans le temps [313].

Le début des années 90 a vu la création d’une succession de modeles de prédisposition
au cancer. Les génes suppresseurs de tumeur majeurs comme p53, Rb (Rétinoblastome),
ainsi que de nombreux génes impliqués dans la réparation de '’ADN ont été invalidés et
leur implication dans la tumorigenése a commencé a étre étudiée [314-317].

C’est également a ce moment la que les premiers modeles murins prédisposés de PCC
ont vu le jour, avec le KI de c-mos mimant la NEM2 en 1992 [318] et 2 ans plus tard le

KO de NfI [319].
B. Les modeles prédisposés au PCC/PGL

I. Contexte et objectifs du travail
Les modeles murins de phéochromocytomes incluent des lignées porteuses de
mutations sur les genes suppresseurs de tumeurs Nf1, Rb, Vhl, Sdhd, Pten et InK4a [319-
327] ainsi que sur les proto-oncogéne c-mos, Ret, ErbB2 et B-Raf [318, 328-330]. De

facon intéressante, les souris présentant des altérations sur les voies de tumorigenese

95



Chapitre 1

du Cluster 2 (activant les voies MAPK et PI3K) développent des PCC avec des incidences
variables selon les génes impliqués et, il a méme été observé récemment pour la
premiere fois, des PGL (B-RafV60%E), En revanche, aucun modele murin ciblant les genes
du Cluster 1 ne développe de PCC ni de PGL.

Il n’existe donc pas pour le moment de modele animal de PCC/PGL comportant une
activation de la voie « pseudo-hypoxique ». Par ailleurs, les mécanismes moléculaires
responsables de l'invasivité particuliere des tumeurs SDHB-dépendantes restent a
élucider.

Plusieurs approches ont été développées par mon équipe d’accueil pour générer un
modele animal de PCC/PGL héréditaire lié a SDHB. La quéte de ce modele murin
prédisposé a duré 10 ans avec la mise en place de nombreuses stratégies de
transgeneses dirigées constitutionnelles, conditionnelles et méme la combinaison de
plusieurs KO (double KO et double KO conditionnels). Plusieurs étudiants y ont consacré
leurs travaux : le phénotypage des souris KO constitutionnel Sdhb*/- et conditionnel sous
le contrdle du promoteur Tyrosine Hydroxylase (TH) (TH-Cre/Sdhb'x) a constitué mon
projet de master 2 au sein du laboratoire, puis le relais a été pris par le Dr Alexandre
Buffet pour les souris KO conditionnelles sous le controle du promoteur PSA (Prostate
Specific Antigene, PSA-Cre/Sdhb'x) et les souris double KO Sdhb*/-/ Pten*/-, enfin le
phénotypage des dernieres lignées et de la lignées double KO conditionnel PSA-
Cre/Sdhb'o*/Ptenlox a été achevé au cours de ma premiere année de thése avec I'aide du
Dr Constance Thibaut (Master 2).

Ces travaux, accompagnés d'une revue de la littérature sur les modeéles existant de PCC,

ont fait I'objet de I'article 1 de cette these.

Il. Article1

Lepoutre-Lussey C, Thibault C, Buffet A, et al.

“From Nf1 to Sdhb knock-out: successes and failures in the quest for animal models of

pheochromocytoma.”

Mol Cell Endocrinol. 2015 Jun 27.
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Abstract

Pheochromocytomas and paragangliomas (PPGL) are rare neuroendocrine tumors
characterized by a high frequency of hereditary forms. Based on transcriptome
classification, PPGL can be classified in two different clusters. Cluster 1 tumors are
caused by mutations in SDHx, VHL and FH genes and are characterized by a
pseudohypoxic signature. Cluster 2 PPGL carry mutations in RET, NF1, MAX or TMEM127
genes and display an activation of the MAPK and mTOR signaling pathways. Many
genetically engineered and allografted mouse models have been generated these past 30
years to investigate the mechanisms of PPGL tumorigenesis and test new therapeutic
strategies. Among them, only Cluster 2-related models have been successful while no
Cluster 1-related knockout mouse was so far reported to develop a PPGL. In this review,
we present an overview of existing, successful or not, PPGL models, and a description of

our own experience on the quest of Sdhb knockout mouse models of PPGL.
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lll. Discussion

Chez 'homme, les mutations du gene SDHB prédisposent au développement de PCC et
de PGL avec une pénétrance relativement élevée (environ 65% a 40 ans) [81]. Dans
notre modele murin hétérozygote et dans le KO conditionnel, nous n’avons pas observé
d’augmentation du développement tumoral et notamment aucun PCC ni PGL. Cette
divergence entre ’homme et la souris du lien génotype/phénotype n’est pas la premiére
observée dans ce domaine, en particulier pour les KO concernant les genes suppresseurs
de tumeurs. Ainsi, les souris KO pour le géne SDHD ne développent pas non plus de PGL
alors que la pénétrance de la maladie chez 'homme est encore plus forte (84% a 40 ans)
[81, 324]. Les souris hétérozygotes pour le gene VHL développent des tumeurs
vasculaires mais ne sont pas non plus un modeéle de PCC [322]. Al'opposé, I'inactivation
du gene Pten est associée a une incidence élevée de PCC chez la souris, fréquemment
malins, pourtant la perte chez 'homme de ce gene suppresseur de tumeur est
responsable entre autre du syndrome de Cowden qui prédispose a de nombreux cancers
mais n’a jamais été décrite comme étant responsable d'un PCC [331, 332] et n’est pas
non plus retrouvée au niveau somatique [136]. Le seul modéle murin ayant une grande
homologie phénotypique avec 'homme est le KO du géne NF1, responsable de 1% des
PCC chez 'homme [333] et pouvant étre a 'origine de PCC chez la souris avec une
incidence de 18% sur un fond génétique mixte (croisement 129/sv et C57BL/6) [319]. 1
est intéressant de noter que ce méme KO ne prédisposait pas aux PCC sur un fond
génétique non mixte (C57BL/6) [334]. En effet, le fond génétique est tres probablement
un élément important a prendre en compte. De nombreuses études (pour revue voir
[335]) montrent que I'expression des mutations sur des genes nucléaires impliqués dans
les fonctions mitochondriales est trés largement modulée par le fond génétique de la
souris, avec un meilleur rendement lorsque le fond génétique est mixte, ce qui était le
cas dans nos modeles.

De plus, contrairement au rat qui développe plus fréquemment des PCC spontanés, ces
tumeurs sont beaucoup plus rares chez la souris (comme chez 'homme) avec une
fréquence estimée a moins de 3% dans la plupart des études [336], ce qui pourrait en
partie expliquer les difficultés rencontrées dans les modeles murins. Cependant, les PCC
développés chez le rat sont assez différents de ceux de 'homme, et un modele chez la

souris semble réellement le plus approprié dans le cas du PCC [336].
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Le second événement génétique somatique spontané, nécessaire pour conduire au
développement tumoral, serait donc trop rare chez la souris et c’est pour cette raison
qu’'une approche d’inactivation conditionnelle a été envisagée d’emblée par mon équipe
d’accueil. Ces souris présentent une inactivation hétérozygote ubiquitaire du gene Sdhb
et une inactivation homozygote, uniquement dans les tissus exprimant la TH
(notamment la médullosurrénale et les paraganglions) ou le PSA (médullosurrénale).
Elles devraient refléter la pathologie humaine puisque les patients atteints de
phéochromocytomes SDH-dépendants sont porteurs d’'une mutation germinale a I'état
hétérozygote et présentent une perte d’hétérozygotie somatique au niveau du tissu
tumoral. Le fait que ces souris n’aient pas développé de PCC/PGL nous conduit a
discuter du choix du promoteur et du niveau d’expression de la Cre recombinase dans
les tissus cibles. L’expression de la Cre étudiée par IHC (ainsi qu’apres croisement avec
une souris Rosa-LacZ, données non présentées) est tres faible voire absente dans la
surrénale, et bien qu’elle soit plus conséquente dans le glomus carotidien, reste tres
probablement insuffisante pour conduire a 'émergence d'un clone cellulaire tumoral
Sdhb/-. En revanche, le promoteur PSA (Prostate Specific Antigen) est un promoteur
fort qui conduit a une expression non spécifique importante dans la médullosurrénale et
a permis le développement de PCC dans le modele de KO conditionnel PSA-Cre/Pten
[326]. Dans notre modele de double KO conditionnel Pten/Sdhb, I'expression de la Cre
sous le contréle du promoteur PSA n’est pas remise en question étant donné la forte
prévalence, équivalente au KO Pten constitutionnel, des PCC lorsque la mutation Sdhb
associée est a l'état hétérozygote (souris PSA-Cre/Sdhb*/x/Pten*/lox et PSA-
Cre/Sdhb*/'ox / Pten lox/1ox), Dans ces conditions, I'hypothése la plus probable expliquant la
plus faible incidence des PCC dans le modele double KO homozygote est la l1étalité au
niveau cellulaire, et ceci méme dans les cellules de la médullosurrénale, du déficit
complet en SDH.

Le modeéle murin de KO conditionnel décrit ici n’est donc pas un modele de
développement de PCC/PGL. Néanmoins, développer un modele dépendant du gene
SDHB reste essentiel en raison de la particularité de 'utilisation de la voie pseudo-
hypoxique par ces tumeurs et de la sévérité de la maladie chez 'homme. Afin de
disposer d’'un modele utilisable pour les essais précliniques, une stratégie d’allogreffe a

été développée et fait 'objet du Chapitre 2.
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CHAPITRE 2

PHENOTYPAGE D’'UN MODELE MURIN
D’ALLOGREFFE DE CELLULES CHROMAFFINES
Sdhb”" PAR IMAGERIE MULTIMODALITE
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CHAPITRE 2

A. Contexte et travaux antérieurs

I. Modéles cellulaires de PCC/PGL
En dehors des cellules Sdhb/- générées dans le laboratoire, il existe aujourd’hui quatre
lignées cellulaires de PCC : une lignée humaine et 3 lignées issues de rongeurs (Tableau
7).
Une seule lignée cellulaire humaine est décrite dans la littérature, hPheol, obtenue
grace a I'immortalisation par la télomérase hTERT de cellules issues de la mise en
culture d’'un échantillon de phéochromocytome humain bénin sporadique [337]. Ces
cellules ont des caractéristiques neuro-endocrines (expression de CgA, CD56, PNMT)
mais ne sécretent pas de catécholamines.
Les cellules PC12 sont historiquement la premiére lignée cellulaire générée a partir de la
mise en culture d’'un PCC de survenue spontanée chez un rat [338]. Ces cellules sont
capables de sécréter des catécholamines (norépinéphrine et dopamine) et se
différencient de facon réversible en neurones sympathiques sous l'effet du NGF (Nerve
Growth Factor). Néanmoins, elles n’expriment pas la PNMT et ne sécréetent donc pas
d’adrénaline. Vingt ans aprés leur découverte, mais bien avant que ce gene ne soit
impliqué dans les PCC chez 'homme [109], une mutation MAX a été mise en cause dans
la tumorigenese de ces cellules [339]. Néanmoins, a 'époque, le déficit de la protéine
MAX a été rendu responsable de I'établissement et du maintien de la lignée en culture et
n'a pas été considéré comme élément initiateur de la tumorigenése, n’ayant pas été
retrouvé dans le tissu tumoral du PCC de rat [340].
En 2000, la méme équipe dirigée par A. Tischler, a établi une seconde lignée cellulaire a
partir de PCC développés chez les souris KO pour NfI (cf Article 1, Chapitre 1). Les MPC
(pour Mouse Pheochromoctyoma Cells) ont un phénotype chromaffine avec une forte
expression de TH et se différencient des PC12 par le fait qu’elles expriment la PNMT. En
revanche, étonnamment, ces cellules ont une expression résiduelle de neurofibromine,
contrairement aux PCC des souris NfI. Les auteurs suggerent que cette expression
résiduelle serait la condition sine qua non pour éviter la différenciation de ces cellules en
cellules neuronales, ce qui est quasiment inévitable lorsque la voie RAS est activée [341].

Quelques années plus tard, une version plus agressive et invasive de ces cellules, les

101



Chapitre 2

MTT (Mouse Tumor Tissue-derived) ont été générées a partir d’'une métastase
hépatique survenue apres injection de MPC dans une veine caudale de souris nude
[342]. Apres injection a des souris nude, ces MTT induisent le développement tres
rapide de tumeurs volumineuses avec un tres fort potentiel métastatique. Par ailleurs,
elles gardent un phénotype chromaffine avec la conservation d’'une expression de TH,

PNMT et la présence de granules de sécrétion.

IV. Les cellules chromaffines Sdhb™"
Le premier modele cellulaire de déficit complet en SDH a été généré par mon équipe
d’accueil [114]. Ces cellules ont été obtenues en isolant les cellules chromaffines a partir
de la médullosurrénale des souris Sdhb'ox/lox, I'inactivation de Sdhb a été réalisée ex-vivo,
apres immortalisation spontanée des cellules, grace a ’excision de I'exon 2 en utilisant le
systéme de recombinaison Cre/lox. Deux clones purs de ces cellules appelées imCC

(pour immortalized mouse Chromaffin Cells) ont ainsi pu étre obtenus (Figure 30).

Sdhblox/lox

LoxP LoxP Frt

O

Immortalized
chromaffin cells

(imCC)

Adeno-CRE mediated
recombination

®-
e
®
3

Pure Sdhb/- cells

Figure 30 : Obtention de clones purs de cellules chromaffines Sdhb /- (imCC).
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Ces imCC présentent une inactivation complete du géne Sdhb se traduisant par une
absence de la protéine, une perte de I'activité enzymatique de la SDH et comme dans les

tumeurs humaines une accumulation de succinate (Figure 31).
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SDHB |

SDHA k——.

HIF2a | — i |

Ponceau

C 5 mM succinate

Sdhb-/- c8

Sdhb-/- c6 T

5mM

malonate

10mmM D

40uM DCPIP glycerol-3pP

8 uM rotenone
0.3 uM KCN

250

150 —

Succinate
(nmol/mg protein)

0 -~

WT c6 c8
o (LA Sdhb-/-
1 *\  Sdhb-/-
2 min cl8

Figure 31 : Caractérisation des imCC Sdhb/-. Les 2 clones purs (c8 et c6) obtenus et
sélectionnés par PCR n’expriment pas la protéine SDHB, que ce soit en western-blot (A)
ou en immunofluorescence (B). L’activité enzymatique de la SDH est perdue (C) et il en
résulte une accumulation de succinate dans les cellules (D).

L’analyse du méthylome des imCC a retrouvé, exactement comme dans les tumeurs
humaines SDH-dépendantes, une hyperméthylation globale de I’ADN. Sur le plan
phénotypique, les cellules Sdhb/- proliféerent moins vite que les cellules Sdhb lox/lox
(appelées Wild-Type, WT) mais ont des capacités migratoires nettement plus

importantes, propriété pouvant étre modulée par un traitement déméthylant [114].
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Année Espéce Mutation | Croissance | Phénotype ‘ Métastatique

génétique in vivo sécrétoire in vivo
PC12 1976 rat Max oui oui non
MPC 2000 : ; : .
souris Nf1 oui oui oui
MTT 2009
hPheo1 2013  homme ND ND ND ND
ImCC 2013 souris Sdhb oui non ND

Tableau 6 : les modéles cellulaires développés dans le phéochromocytome.
(ND=non déterminé)

Parallelement, d’autres modeles cellulaires d’inactivation de Sdhb ont été réalisés par
des méthodes d’extinction génique par siRNA, mais l'extinction n’est pas complete et
surtout transitoire, n’en faisant pas un modele stable [343]. Certains auteurs ont quant a
eux généré des modeles stables de knockdown par technique de shRNA mais aucun
modele n’a été réalisé dans des cellules chromaffines, n’en faisant pas stricto sensu des

modeles de phéochromocytomes [344, 345].

V. Les modeéles d’allo- et de xénogreffes

Dans les modeéles murins de xénogreffes, des cellules humaines ou animales issues de
cancer sont transplantées soit sous la peau (greffe ectopique) soit dans l'organe
d’origine de la tumeur (greffe orthotopique) de souris immunodéficientes [346-349]. On
parle de xénogreffes lorsque les tumeurs ou cellules injectées proviennent d’'une espéce
différente de I'hote. Les allogreffes sont réalisées au sein de la méme espeéce.

Les souris immunodéficientes les plus utilisées pour ce type de recherche sont les souris
nude (nu/nu) athymiques (Forkhead box protein N1 [Foxn1nu]) [350], et les souris SCID,
trés fortement immunodéprimées, puisque déficientes pour les lignées lymphocytaires
B et T [351]. Les souris nude (nu/nu) sont porteuses d’'une mutation sur le gene Foxnl
avec pour conséquence l'absence de thymus et donc un déficit immunitaire lié a un
nombre tres réduit de cellules T [350].

Ces modeles ont I'avantage d’étre moins couteux et plus rapides a établir que les
modeles prédisposés. Ils permettent de tester l'efficacité des thérapies anti-cancéreuses

[352] et d’évaluer les méthodes d'imagerie [353].
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B. Travaux personnels

I. Mise au point du modéle d’allogreffe sous-cutanée Sdhb™’

Avec I'aide d’Aurélie Morin, postdoctorante dans le laboratoire, un modeéle d’allogreffe
sous-cutanée de tumeurs Sdhb/-a été généré. Dans un premier temps, les InCC WT et
Sdhb/- ont été injectées par voie sous-cutanée au niveau des deux flancs (2,5.10°¢ dans
60l de matrigel en haute concentration) a une série de souris nude NMRI. Les souris
ayant recu des imCC WT ont eu une prise tumorale rapide (1 mois) et compléete alors
que la prise tumorale des imCC Sdhb-/- a été considérablement plus lente et avec une
pénétrance incomplete. Nous avons repris cette tumeur sous-cutanée et l'avons
propagée dans le coussinet adipeux (« fat-pad », tissu graisseux et richement vascularisé
situé au niveau sous-cutané entre les omoplates de la souris) d’'une nouvelle série de
souris nude, ce qui a conduit a une nette accélération et une prise tumorale dans 100%
des cas. Des cultures cellulaires secondaires de ces tumeurs ont été réalisées a chaque
étape, a la fois pour caractériser ces cellules, possiblement modifiées par le passage in
vivo, mais également afin de disposer d’'un modele cellulaire permettant une prise
tumorale rapide et efficace (Figure 32).

La caractérisation de ces tumeurs in vitro puis in vivo a fait 'objet des articles 2 et 3.
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Figure 32 : Elaboration du modele d’allogreffe de cellules Sdhb/- par propagation
d’une tumeur sous-cutanée du flanc dans le « fat-pad » de souris nude (nu/nu).

VI. Article 2 : phénotypage par imagerie multimodalité

1. Mise en perspective du travail dans une problématique translationnelle

Comme cela a été évoqué dans l'introduction, la seule approche thérapeutique efficace
dans le PCC/PGL est I'ablation chirurgicale de la tumeur. La radiothérapie et certaines
chimiothérapies sont parfois utilisées, mais avec des efficacités variables et souvent
limitées. La radiothérapie métabolique au 131[-MIBG peut étre proposée aux patients
porteurs de métastases fixant le traceur a la scintigraphie, avec une réponse objective
dans 30% des cas [209].

Les thérapies moléculaires ciblées sont aujourd'hui considérées comme les stratégies les
plus prometteuses pour le traitement des patients présentant une forme progressive
maligne de PCC/PGL. Parmi ces approches, les thérapies anti-angiogéniques font 1'objet
d’un intérét particulier. Du fait de la surexpression du VEGF dans les tumeurs SDHB-
dépendantes, il existe un rationnel relativement clair a 'utilisation de stratégies anti-
angiogéniques dans le traitement du PCC/PGL malin [354].

Ces traitements comprennent l'inactivation de la voie du VEGF grace a un anticorps

monoclonal anti-VEGF (bevacizumab), ou a de petits inhibiteurs de tyrosine kinase tels
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que le sunitinib ou le sorafenib. Ces molécules ont notamment été approuvées par la
FDA (Food and Drug Administration) et 'EMA (European Medicines Agency) pour le
traitement des carcinomes du rein a cellules claires et les tumeurs stromales
gastrointestinales, tumeurs qui peuvent par ailleurs étre porteuses de mutations sur le
gene SDHB [95, 86].

Au moment de I'élaboration de mon projet de thése, le premier essai clinique randomisé
international d’'une thérapie anti-angiogénique dans le PCC/PGL, FIRSTMAPPP allait
démarrer dans ce contexte. Mon équipe d’accueil participe a différents axes de ce
programme, notamment pour le développement et I'’étude de modeles précliniques de
PCC/PGL SDHB-dépendants.

Comme évoqué dans l'introduction, la réponse thérapeutique a ces thérapies ciblées est
difficilement réalisable par I'imagerie classique et les critéres RECIST habituels. En effet,
les effets précoces de ces traitements se traduisent par l'apparition d’'une nécrose
tumorale ayant pour conséquence une stabilité voire une légere augmentation de la
taille tumorale a la phase initiale [355]. L'IRM dynamique de perfusion et la 18FDG-TEP
ont en revanche prouvé leur efficacité dans I’évaluation de la réponse thérapeutique aux
thérapies ciblées [356, 357].

Nous avons donc cherché a développer un modéle murin de tumeurs Sdhb-dépendantes
et les outils d'imageries capables de caractériser la particularité de ces tumeurs in vivo,
afin de mettre en place une véritable plateforme de premiére ligne pour essais pré-
cliniques pouvant étre directement transférables aux essais réalisés chez les patients
porteurs de PCC/PGL malins. La présence dans 'unité d’'une plate-forme comportant
une IRM petit animal 4,7 Tesla, équipée d'antennes supraconductrices, d’'un imageur
photonique pour souris (Photonlmager®) et I'arrivée d’'une caméra de tomographie
d’émission de positons de haute résolution dédiée au petit animal m’a permis de mettre
en place les protocoles d'imagerie nécessaires a ces explorations, en collaboration avec

I’équipe du Pr O Clément et sous la direction du Pr B Tavitian.

Ces travaux sont a I'origine des articles 2 et 3
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2. Article 2

Article 2

Lussey-Lepoutre C, Morin A, Viel T et al

“In vivo phenotyping by multimodality imaging of an allograft mouse model of

Sdhb-/- chromaffin cells”

Article en préparation
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ABSTRACT (233 words)

Introduction

Mutations on the SDHB gene are associated with malignancy and poor prognosis in
patients suffering from paragangliomas. SDH deficiency leads to succinate accumulation
that induces a cellular pseudohypoxic phenotype, promoting VEGF expression and
angiogenesis. Our objective is to phenotype the microvascularization and the metabolic
hallmarks of an Sdhb knock-out allograft model by multimodality imaging.

Methods

Sdhb/-and wild-type (WT) immortalized mouse chromaffin cells were propagated in the
fat pad of NMRI nude mice. Tumour growth and vascular density (CD31 immunostaining
on paraffin-embedded tumours) were evaluated. High-temporal resolution DCE-MRI
was performed at 4.7 Tesla. Tumor blood flow and blood volume fraction were
calculated by compartmental analysis. Imaging of angiogenesis was assessed with
Angiostamp®, an RGD fluorescent oyf33 integrin. Metabolic imaging was carried out by
18FDG-PET.

Results

WT tumors grew faster and were detected about one week before the development of
Sdhb/- tumors. The vascular density was significantly higher in Sdhb~/- tumors. Global
enhancement was dramatically higher in Sdhb7/- compared to WT tumours, with a
marked increase in blood flow and blood volume fraction. Sdhb”/- tumors were more
angiogenic and had an increased metabolic volume ratio than in the WT group.
Conclusion

Our results show strong differences between Sdhb/-and WT allografts and suggest that
preclinical therapeutic studies could be further implemented in this model of Sdhb-
deficient tumors. The non-invasive imaging methods presented here would be a useful

tool for following therapeutic response in treated mice.



Introduction

Pheochromocytoma (PCC) and paraganglioma (PGL) are rare neuroendocrine tumors
that arise in chromaffin cells of the adrenal medulla and in sympathetic and
parasympathetic ganglia, respectively. At least 40% of patients with PPGL carry a
germline mutation in one of the 13 PPGL susceptibility genes identified so far [1] and
mutations in SDHx (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2) genes, leading to the so-
called hereditary PPGL syndrome, are the most frequently involved, causative of
approximately half of the genetically determined cases. Furthermore, patients with
SDHB mutations have an increased risk of recurrence, malignant disease and poor
prognosis [2].

Surgery remains the only curative treatment, which is not suitable for metastatic disease
and lead to a poor overall survival [2]. The lack of novel therapy is in part due to the lack
of suitable animal model, in particular, the absence of adequate experimental models of
Sdhb-deficient tumors [3] and the high complexity in the establishment of cell lines from
primary human malignant and/or SDHB- deficient PPGL.

Successful development of new therapies in cancers requires optimal imaging
techniques allowing early detection, localization of the lesions, and evaluation of
response to treatment. In PPGL with SDHB gene mutation, accumulation of succinate
leads to pseudohypoxia by stabilizing HIF (Hypoxia Inducible Factor) and thus increases
VEGF-mediated angiogenesis and glucose metabolism [4]. SDHB-dependent PPGL
display an increased vascularization [4] and a peculiar avidity for 18FDG especially when
metastatic [5-7].

Morphologic criteria are not well adapted to predict early response to treatment
because targeted therapies have little effect on tumor size[8, 9]. In contrast, several

reports have shown that in vivo imaging of tumor perfusion using Dynamic Contrast



Enhanced (DCE) Magnetic Resonance Imaging (MRI) is an indicator of treatment efficacy
with anti-angiogenic agents [10-16]. Positron Emission Tomography (PET) with 2-
deoxy-2-[18F]fluoro-D-glucose (18FDG) also appears as a promising tool to predict early
response to treatment in several cancers and in particular in clinical cases of PPGL and
melanomas [17, 18]. Finally, several imaging techniques to study angiogenesis have
been developed using labeled-RGD peptides to target in particular a3 integrin to study
neovessels [19-21].

Recently, an immortalized mouse chromaffin cell line harboring a complete Sdhb
knockout has been generated [22] and allowed the establishment of an in vivo model of
allograft [23]. Our aim was to characterize this model in vivo using multimodality
imaging in order to obtain an optimal preclinical model for new targeted therapy with

reliable non-invasive tools predicting early response to treatments.

Materials and methods

Cellular and mouse models

As previously described, we generated an allografted mouse model by subcutaneous
injection of immortalized mouse chromaffin cells (imCC) [22] carrying a homozygous
knockout of the Sdhb gene (Sdhb/-, clone 8) or their wild type (WT) counterparts
(Sdhb'ex/x) and secondarily propagated flank tumors in the dorsal fat pad of naive nude

mice as described previously [23].

Animal experiments were registered by the French Ethical committee under Number
14-041 and followed the ARRIVE guidelines of the National Centre for the Replacement,

Refinement, and Reduction of Animals in Research (London, UK).



For MRI, PET and bioluminescence imaging, mice were under anesthetic with isoflurane
(2-3% in normal air), and placed head-first in prone position in the scanner under

respiration monitoring with a window placed between 30 and 50 cycles per minute.

MRI acquisition protocol and images post-processing

MRI was performed in a dedicated small-animal 4.7 Tesla MR system (Biospec 47/40
USR Bruker), using a 'H quadrature transmit/receive body coil with a 3.5-cm inner
diameter. An anatomic two-dimensional (2D) steady state free precession sequence
(True FISP) was first acquired in two orthogonal planes to localize and measure tumors
and a phase contrast sequence in the sagittal plane to localize the abdominal aorta. DCE-
MRI was performed with a 2D-FLASH sequence (TR: 11.4 ms, TE: 1 ms, Average: 1,
matrix: 128x103, field of view: 4x3.22 cm, slice thickness: 0.7 mm, resolution: 312
um/pixel) in the coronal plane to select two planes of imaging; in a first plane a region of
interest (ROI) was positioned over the supra renal aorta to determine the arterial input
function (AIF), in a second plane a ROI was positioned over the largest diameter of the
tumor. The temporal resolution of the MRI sequence was 1.1 second and the total
duration was 9 min 48 sec. A conventional gadolinium chelate contrast agent
(gadoterate meglumine, Dotarem®, Guerbet, 500 mmol Gd/l, dilution: 1/15, bolus: 100
ul) was injected after the first 30 seconds of acquisition through the tail vein in a 24G
catheter. To prevent the entry slice artifact, an axial saturation band was placed above

the aorta.

DCE-MRI analysis was performed on acquisitions without noise correction using in-
house software (PhysioD 3D) developed with Matlab (MathWorks, Natick, United

States). Modeling was based on fittings using the Levenberg-Marquard regression



method. Tumors and aorta were manually delimited by a zone of Interest (ZOI) and
oversegmented using automatic pixel clustering based on the k-means methods.
Clusters presenting noisy signals were manually eliminated. The intensity-to-time
average signal inside each ROI was computed and modeled with a one-compartmental
model [24, 25] to yield the following vascular parameters: (i) relative Area Under Curve
for total acquisition (rAUCiomin) representing the global tumor enhancement corrected
for AIF; (ii) tissue Blood Flow (tBF) in ml/min/100ml of tissue; (iii) tissue Blood Volume

(tBV) expressed in percent of vascular to tissue volume.

Positron Emission Tomography with **FDG (**FDG-PET)

PET images were acquired with a PET/CT (nanoScan PET/CT, Mediso Ltd., Hungary)
sequential animal imaging system. Ten MBq of 2-deoxy-2-[18F]fluoro-D-glucose (18FDG)
was injected in a volume of 0.15 mL saline into the tail vein under gaseous anesthesia.
Animal temperatures and respiration rate were monitored during the entire scan. PET
data were collected in three-dimensional acquisition mode during 60 min. PET volumes
corresponding to 45-60 min post injection events were reconstructed using a three-
dimensional Ordered Subset Expectation Maximization (3D-OSEM) algorithm (Tera-
Tomo, Mediso Ltd., Hungary) with a final voxel size of 0.4 mm. For attenuation
correction, co-registered CT scans were acquired with the following parameters: 520

uAs, 50 keV, pitch: 0.5, binning 1:1, FOV: 283mm, matrix: 344x344.

FDG uptake was quantified in 3D volumes-of-interest (VOI) delineated semi-
automatically by iso-contours at 25% threshold of maximal value for each tumor on

PET/CT fusion slices using the PMOD software package (PMOD Technologies Ltd, Ziirich,



Switzerland). Mean and maximal standardized uptake value (SUV) were calculated for

each VOI.

Fluorescent imaging

Biodistribution of the AngioStamp™700 tracer (Fluoptics, Grenoble) in allografted mice
was studied by fluorescence imaging using the PhotonImager optical system (Biospace
Lab, Paris). Mice were injected with 200 pl of AngioStamp™700 (50 umol/L) in a retro-
orbital way under gaseous anesthesia with 2-3% isoflurane in normal air. At 5min, 2h,
4h, 6h, 12h, 24h and 48h post injection, the fluorescence of the animals, still
anesthetized, was measured using the following parameters: excitation filter: 650 nm;
emission filter: 700 nm; light intensity: 100%; background correction filter: 575 nm.
Fluorescent signal intensities were corrected for background and quantified using

M3Vision software (Biospace Lab, Paris).

Immunohistochemistry

Immediately after imaging, tumors were resected and snap frozen in liquid nitrogen or
fixed in 4% paraformaldehyde before paraffin-embedding. Six um sections of paraffin-
embedded tissues were cut and mounted on Superfrost plus glass slides. The sections
were deparaffinized and rehydrated and stained alternatively with Hematoxylin-eosin-
safran (HES) or immunostained. For CD31 immunostaining, heat-mediated antigen
retrieval was performed using citrate buffer, pH6 for 20 min after H20; treatment. After
a blockade of unspecific sites in bovine serum albumin for 30 min, anti-CD31 (DIA 310,

Clinisciences; 1:100) antibody was applied for 1h30 at room temperature. The



biotinylated secondary anti-rat antibody (Vector Lab; 1:400) was applied for 45 min and
the revelation was assessed after 30 min amplification with ABC/PO (Vectastain ABC Kkit,
PK-6100, Vector Laboratories) using histogreen as a chromogen (Vector Laboratories,
EUROBIO/ABCYS). Nuclear Fast Red counterstaining was performed before rehydrating

and mounting of slides in Eukitt media (Sigma-Aldrich).

Acquisitions were performed using a Leica DM400B microscope. CB and CLL analyzed
slides blindly for HES and CLL for vascular density. Vascular density was measured on
sections after CD31. For each sample, total blood vessels were counted in eight

randomly with 63x objective.

Statistical analysis

Comparisons were performed using GraphPad Prism, GraphPad Software, San Diego
California USA. Pre-therapeutic parameters derived from DCE-MRI, fluorescence and
PET were compared between the WT and Sdhb/- tumors using Student’s t test for
continuous variables if the passed d’Agostino and Pearson normality test or using a
nonparametric Mann-Whitney test if distribution was not normal. Reported p values

were two-sided and p-values < 0.05 were considered significant.

Results

Allografted model of Sdhb-/- imCC mimics SDHB-deficient tumors

WT tumors become macroscopically visible about one week before Sdhb”-tumors and
grow faster (220 mm?3 per day versus 102 mm?3 per day respectively) (Fig 1B), in line

with the doubling times of cells grown in vitro (Fig 1A) [22].



For a same tumor volume, HES staining showed that Sdhb~-tumors were homogeneous,
while we observed a central necrotic core in WT tumors (Fig 1C).
Like in human SDHB PPGL, the vessel density was significantly higher in Sdhb~-tumors

with a mean vessel count of 37 + 15 versus 5 +2 for the WT tumors (Fig 1D).

Sdhb-/- tumors are highly and homogeneously vascularized

Evaluation of tumor microcirculation by DCE-MRI

A total of 31 mice were studied by DCE-MRI: 15 Sdhb/- and 16 with WT tumors as
controls. In line with the slower growth rate of Sdhb-/- cells and tumors, the DCE-MRI
was performed at day 19 (+5) post grafting for the WT versus day 34 (+8) for the Sdhb-/-
group.

Global enhancement in tumors was dramatically higher in Sdhb7-thanin the WT tumors
(Fig 2A). Moreover, after an automatic segmentation based on the evolution of the grey
scale level along time, the parameter maps showed a binary distribution in the WT with
a poorly enhanced large core, while the Sdhb”/-tumors were homogeneously enhanced
(Fig 2B upper part). The corresponding enhancement curves of the 4 automatic
segmented zones illustrate importance of the difference between the 2 types of tumors
(Fig 2B lower part).

Thanks to a high time resolution sequence, we used mathematical models to extract
vascular parameters. Correlating the variation of signal intensity in the tumor (AUC)
with enhancement in the artery i.e. the arterial input function (AIF) allowed a
quantitative analysis. A compartmental analysis was used to calculate tumor blood flow
(F) and blood volume fraction (Vb). A significantly higher enhancement was observed in
the Sdhb/- group: AUC 30.3 + 2.0% for the Sdhb”/- versus 15.3 + 1.8% for the WT (p <

0.0001). This high enhancement was consecutive to an increase in the blood flow (F:



106.4 + 16.5 ml/min/100ml for Sdhb”/- versus 42.9 + 5.7 ml/min/100ml for the WT
tumors; p = 0.0014) and in the blood volume fraction (Vb: 54.4 + 3.9 % for the Sdhb~-

versus 32.8 = 3.8 % for the WT; p = 0.0004) (Fig 2D).

Neoangiogenesis

Imaging of angiogenesis based on the use of Angiostamp®, an RGD fluorescent peptide,
was performed in 6 Sdhb/- and 11 WT tumors at respectively 36 and 20 days post-
grafting.

As expected, the Angiostamp® signal 12 h after injection was significantly higher in the
Sdhb”/- group (Fig 3A) and this result was confirmed after quantification: 9.8 + 1.3
photons/second/cm?2/square radian for the Sdhb/- versus 68 * 3.0
photons/second/cm?/square radian for the WT (p=0.04) (Fig 3B).

Nevertheless, no significant difference was found at the other time points of

measurements (data not shown).

Glucose utilization is essential in Sdhb-/- tumors

Results of metabolic imaging with 18FDG-PET performed on 25 mice (10 Sdhb/-and 15
WT) were consistent with vascular imaging showing a homogeneous uptake in the Sdhb-
/-tumors while WT tumors show a large central core with no 18FDG uptake (Fig 4A).
After quantification of the signal in the tumor, the maximum uptake value (SUVmax) was
quite similar between the two types of tumors, with a mean SUVmax of 7.3 for the Sdhb-
/- versus 7.5 for the WT group (p=0.75). However, we observed a significant difference
between the metabolic volumes and the mean uptake in the whole tumor volume (Fig
4B) indicative of an increase in total glucose consumption in the Sdhb~-tumors. Actually,

the mean volume fraction of tumor with an uptake equivalent or superior to 50% of
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SUVmax was 37.6% for the Sdhb”/- versus 16.4% for the WT (p < 0.0001). The total
glucose consumption evaluated by multiplying the SUVmean with the global tumor

volume was 9.6 ml for the Sdhb~-tumors versus 3.7 ml for the WT (p< 0.0001).
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Discussion

Here, we present the imaging phenotyping of the first experimental model of Sdhb-
deficient tumors. As we previously demonstrated, this model reproduces the molecular
characteristics of the human pathology, with a high accumulation of succinate, the
oncometabolite responsible for tumorigenesis of SDHx-dependent PPGL. In this report,
we have extended the characterization of Sdhb-deficient tumors by multimodality
imaging and showed as expected, a highly vascularized pattern secondary to increase of
neoangiogenesis and a particular avidity for 18FDG.

The non-invasive imaging methods described here represent a major tool to evaluate
therapeutic responses, allowing long-term longitudinal follow-up in the same group of
animals over time. Furthermore, another serious benefit of non-invasive specific
multimodality imaging is the possibility to track the growth of tumors and eventually
the development of metastasis. The subcutaneous graft described here is not a model for
metastatic disease. However, the invasiveness of Sdhb”/- cells in vitro [26] allows
expecting the possibility of developing such a model, that, when successful, will allow
the examination of all steps of the metastatic story.

This model would allow the assessment of the candidate therapeutic targets identified
by molecular studies [27], such as demethylating agents [22, 28], temozolomide, which
has shown a particular efficiency in SDHB-mutated patients [29] or 2-oxoglutarate, a
metabolite that is expected to reverse the succinate-mediated tumorigenic effects.
Because of its highly vascularized pattern and its robust evaluation by DCE-MRI, this
Sdhb/- allograft model is a good candidate to evaluate antiangiogenic therapies such as
sunitinib, already involved in multicentric clinical trials in PPGL patients. It could also
lead to the identification of mechanisms of resistance or secondary exhaust, main

failures of those new therapeutics.

12



We observed a high and homogeneous vascularization in the Sdhb~- tumors in vitro and
in vivo by DCE-MRI. This is in accordance with the activation of the VEGF-dependent
angiogenic pathways previously described in these tumors (Favier et al 2012). After a
multimodal approach, we can conclude that Sdhb- cells are proangiogenic, leading to a
high vascularization of the tumor center, while it appears that the WT tumors do not
have this capacity. In the WT tumors, we observe a low vascularization, even in the
peripheral zone, and a central necrotic core secondary to a poor vascularization. This
leads, in the WT tumors, to a hypoxic response driving anaerobic glycolysis and a high
peripheral glucose uptake that explains the similar SUVmax in the two types of tumors.
In one hand, glucose consumption is increased in Sdhb7/- tumors because of pseud-
hypoxia and in the other hand the WT tumors have the classical metabolism shift to
anaerobic glycolysis described by Otto Warburg because of the lack of efficient central
angiogenesis [30, 31].

This study has some limitations. The fist one is the difference of proliferation rate
between the two types of tumors. Actually, WT imCC are much more proliferative in
vitro than Sdhb7/-imCC , which display increased migration and invasiveness [26]. This is
secondary to an epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) process that occurs in cells
with Sdhb”/-[26], and was already described in SDHB-dependent human PPGL [32]. This
led to a difference in the delay post-graft. A second one could be the model itself. An
allograft model is less representative of the human pathology than a predisposed mouse
model with a spontaneous tumor development in its natural microenvironment. The
necessity of using immunodeficient mice should also influence tumor natural history
and response to treatment. However, our team, and probably others worldwide, tried
unsuccessfully for years to develop such a predisposed mouse model for cluster 1-

dependant tumors and innovative therapies for malignant PPGL are missing (for review
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see [3]). This study shows that DCE-MRI allows distinguishing vascular profiles.
Inevitably, there are some limitations to this approach; the main may have resulted from
the use of small molecular contrast agents. We chose a one-compartment model to
measure F and Vb, assuming that during the first 60 seconds (fist pass), most of the
contrast agent is still in the vascular compartment, but this approach prevents the study
of the permeability-surface area product (reflecting capillary permeability) and of the
interstitial volumes fraction, probably interesting to follow anti-angiogenic treatments.
These two parameters are highly dependent on the type of contrast agent used, and it is
probably better to use a macromolecular contrast agent to study capillary permeability.
However, such agents are not yet validated for small animal use. Future projects could
take advantage of collaborations with companies producing such contrast agents.

In conclusion, the Sdhb/- allografted mouse model that we developed, as well as the
imaging methods are now usable for preclinical studies, to test innovative novel

therapies in malignant SDHB-related PPGL.
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Figure Legends

Figure 1: In vitro characterization of the Sdhb™” allograft model

In vitro, the SDHB-/- cells proliferation is slower than the WT (A). This is in line with the
tumour growth in vivo (B): WT tumours are detected about one week before Sdhb~
tumours and their growth is 2 times faster. On paraffin sections after HES staining (C),
Sdhb-/- tumours are homogeneous, while WT presented with a large necrotic central
core (tumor volume 3,4cm3 for the Sdhb-/- tumor versus 3,8cm? for the WT). The vessel
density (D) evaluated on paraffin sections after immunostaining (IHC) with an anti-

CD31 antibody, is significantly higher in Sdhb-/- tumors.

Figure 2: Dynamic contrast enhanced-MRI

Global enhancement in tumours on dynamic coronal slices after injection of the contrast
agent was dramatically higher in Sdhb/-thanin the WT tumours (A). Parameter maps
obtained after automatic segmentation show a binary distribution in the WT: highly
enhanced peripheral zone (brown-red) and poorly enhanced large core (blue), while the
Sdhb”/- tumors were homogeneously enhanced (B, upper part). Corresponding AUC
curves of the segmented areas are dramatically higher in the Sdhb/-tumor (B, lower
part). A higher enhancement was observed in the Sdhb-/- group (AUC) consecutive to an

increase in the Blood Flow (F) and the Blood Volume Fraction (Vb) (C)

Figure 3: In vivo fluorescence (Angiostamp®)
The Angiostamp® signal 12 h after injection is significantly higher in the Sdhb/- group
on 2D- images (A), which was confirmed after quantification (B)

Figure 4: Glucose metabolism assessement by *FDG-PET
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Imaging with 18FDG-PET on saggital (A, left part) and coronal (A, right part) slices at
60 minutes post-injection, shows a homogeneous uptake in the Sdhb~/-tumours while
WT tumours exhibit a large central core with no 18FDG uptake (arrows).

After quantification of the signal in the tumour, no difference was noted for the SUVmax
of tumors (B) but the metabolic volumes (C) and the mean uptake in the whole tumour

volume (D) were increased in the Sdhb7- group.
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Chapitre 2

VII. Article 3 : détection in vivo du succinate et aspects translationnels

1. Contexte et objectifs du travail

A coté des indications classiques décrites dans l'introduction (diagnostic de malignité,
criteres d’agressivité histologiques, évaluation de la réponse au traitement), deux
équipes ont récemment montré qu’il était possible de déterminer in vivo par 1H-SRM le
statut mutationnel d’'une tumeur [304, 305].

Ces travaux portaient sur les gliomes, tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes,
désignant toutes les tumeurs dérivant des cellules gliales (astrocytomes,
oligodendrogliomes et épendymomes). Ces tumeurs sont classées en 4 grades histo-
pronostiques par la World Health Organization (WHO) [358] le grade I correspondant a
des tumeurs bénignes alors que le glioblastome multiforme (GM) constitue le grade IV
avec un pronostic catastrophique. Des mutations sur le gene IDH (principalement IDHI)
ont été retrouvées dans plus de 70% des gliomes de grade II et II], mais également dans
les GM dit « secondaires », c’est a dire qui proviennent de la dégénérescence de gliomes
de grade II ou III, alors que ces mutations ne sont pas retrouvées dans les GM primitifs
[118, 113]. De fagon tres intéressante, la mutation IDH confere un meilleur pronostic en
terme de survie globale aux patients [118]. Ces mutations sont exclusivement
somatiques et le diagnostic génétique nécessite obligatoirement 'analyse d’'une piece de
tumeur, le plus souvent obtenue par biopsie cérébrale stéréotaxique.

Comme évoqué dans l'introduction, ces mutations s’accompagnent d’un gain de fonction
de la protéine IDH mutante qui acquiert la capacité de transformer I'a-kétoglutarate en
2-hydroxyglutarate (2HG), entrainant alors son accumulation intracellulaire a des
concentrations pouvant atteindre plusieurs microgrammes par gramme de tumeur,
alors qu’en 'absence de mutation la concentration de ce métabolite est inférieure au
seuil de détection [119]. Choi, Andronesis et leurs équipes respectives ont montré les
premiers qu'il était possible de détecter in vivo par 1H-SRM l'accumulation de 2-HG dans
les tumeurs (Figure 33), et donc de statuer de facon non invasive sur la présence ou non

d’'une mutation /IDH [304, 305].
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A Secondary glioblastoma (IDH7R1321)

B Primary glioblastoma (wt-IDH7)
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Figure 33 : Détection des mutations IDH1 dans les glioblastomes. Détection d'un pic
de 2-HG dans un GM IDH1-muté (A) alors que ce pic est absent dans le GM IDH1-wt (B)

et dans le tissu cérébral sain (C). D’aprés Andronesis et coll [304]
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2. Article 3

Par analogie aux tumeurs cérébrales IDH, la détection de 'accumulation du succinate in
vivo comme marqueur de la présence d’'une mutation SDHx nous a paru intéressante.

En effet, cette détection chez les patients offrirait d’emblée un intérét clinique potentiel
a plusieurs points de vue :

— confirmation du caractére pathologique d'une image douteuse identifiée a
I'imagerie;

- confirmation de I'évolution métastatique d’'un patient devant une (ou des) images
douteuses identifiées a 'imagerie;

- validation de la fonctionnalité d'un variant de signification inconnue, identifié sur
un gene SDHx chez un patient ayant une tumeur non opérable (analyses génétiques
et/ou immunohistochimiques complémentaires impossibles sur la piece tumorale)

Par ailleurs, les patients SDHB ayant un risque de malignité augmenté et un mauvais
pronostic, la connaissance pré-opératoire du statut mutationnel peut étre d’'une grande
utilité, alors que ¢a n’est que rarement le cas en pratique en raison des délais actuels des
diagnostics génétiques. En effet, la chirurgie étant le seul traitement curatif, le geste en
lui-méme et I'exploration per-opératoire pourraient étre adaptés en fonction d’un risque
de récidive estimé selon la présence ou non d’'une mutation SDHXx.

Nous avons donc optimisé une séquence de 1H-SRM, que nous avons nommé SUCCES
pour SUCCinate Estimation by Spectroscopy), afin de détecter 1‘accumulation de
succinate dans les tumeurs de notre modéle murin grace a I'IRM 4,7T dédiée au petit
animal. Puis nous avons reprogrammé cette séquence sur I'IRM clinique 3T et exploré
une premiére série de 9 patients porteurs de PCC/PGL.

Ces travaux ont fait 'objet de I'article 3.
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Article 3

Lussey-Lepoutre C*, Bellucci A* Morin A et al

“In vivo detection of succinate by magnetic resonance spectroscopy as a hallmark of

SDHx mutations in paraganglioma”

Clinical Cancer Research. Accepté
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Abstract
Purpose

Germline mutations in genes encoding mitochondrial succinate dehydrogenase (SDH) are found
in patients with paragangliomas, pheochromocytomas, gastrointestinal stromal tumors, and
renal cancers. SDH inactivation leads to a massive accumulation of succinate, acting as an
oncometabolite and which levels, assessed on surgically resected tissue are a highly specific
biomarker of SDHx-mutated tumors. The aim of this study was to address the feasibility of

detecting succinate in vivo by magnetic resonance spectroscopy.
Experimental design

A pulse proton magnetic resonance spectroscopy (*H-MRS) sequence was developed, optimized
and applied to image nude mice grafted with Sdhb” or wild-type chromaffin cells. The method
was then applied to paraganglioma patients carrying (n=5) or not (n=4) an SDHx gene mutation.
Following surgery, succinate was measured using gas chromatography-mass spectrometry and

SDH protein expression was assessed by immunohistochemistry in resected tumors.
Results

A succinate peak was observed at 2.44 ppm by 'H-MRS in all Sdhb”"-derived tumors in mice and
in all paragangliomas of patients carrying an SDHx gene mutation, but neither in wild-type
mouse tumors nor in patients exempt of SDHx mutation. In one patient, *H-MRS results led to
the identification of an unsuspected SDHA gene mutation. In another case, it helped defining

the pathogenicity of a variant of unknown significance in the SDHB gene.



Conclusions

Detection of succinate by *H-MRS is a highly specific and sensitive hallmark of SDHx mutations.
This noninvasive approach is a simple and robust method allowing in vivo detection of the

major biomarker of SDH-mutated tumors.
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VIII. Discussion

1. Lasouris allogreffée : un bon modéle d’étude des PGL SDHB ?

Les objectifs de ce travail étaient doubles: générer un modele murin permettant de
mimer la tumorigenése SDH-dépendante et développer des outils permettant de le
caractériser mais aussi de prédire la réponse au traitement. Les tumeurs Sdhb/- du
modele murin d’allogreffe présenté dans ce chapitre reproduisent plusieurs
caractéristiques des PGL SDH-dépendants :

— elles accumulent le succinate, biomarqueur tres spécifique de la présence d’'une

mutation sur 'un des genes SDHx [152, 153, 359-361] ;
— elles présentent un phénotype hypervasculaire, probablement par activation de la
pseudo-hypoxie

— elles ont une activation de la glycolyse les rendant tres avides pour le 18F-FDG
Ce modele murin, comme tout modele, a néanmoins des imperfections. Les cellules ImCC
se sont dédifférenciées in vitro et ne sécrétent donc pas de catécholamines. Cette
« dérive » cellulaire n’est pas la premiére a étre observée. Par exemple, les cellules PC12,
initialement décrites comme noradrénergiques [338] secrétent trés peu de dopamine
dans le modeéle sous-cutané de Denorme et coll [352].
Nos tumeurs Sdhb-/- se développent moins vite que les controles WT. Cette constatation
avait déja été faite in vitro, les InCC WT ayant une prolifération plus importante que les
Sdhb/-. Ceci s’explique probablement par le phénotype mésenchymateux de ces cellules,
qui suite a la perte de la SDH ont induit un processus d’EMT [362], tout comme ce qui a
été constaté dans les PGL humains métastatiques SDHB-dépendant [201]. En effet, les
cellules mésenchymateuses et/ou activant 'EMT proliféerent moins vite que les cellules
épithéliales mais sont plus invasives et ont des propriétés migratoires importantes. Ces
dernieres propriétés devraient promouvoir l'apparition de métastases dans les
allogreffes Sdhb/-, ce qui ne peut pas étre évalué dans notre modeéle sous-cutané. En
effet, les métastases ne se développent qu’exceptionnellement, voire méme jamais, a
partir de greffes sous-cutanées. Pour évaluer le potentiel métastasique de ces cellules, il
sera nécessaire d’établir d’autres modeles a partir de greffes intraveineuses,
intraspléniques ou orthothopiques (comme en intra-capsulaire rénal par exemple)

[363]. Ces stratégies font partie du projet d’Aurélie Morin en cours au laboratoire.
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D’'une facon générale, les modeles de greffes présentent plusieurs désavantages: le
développement souvent rapide de la tumeur ne mime pas forcément celui de la
pathologie humaine, et la localisation sous-cutanée hétérotopique oriente l'interaction
avec le microenvironnement (cellules stromales, réseau vasculaire et lymphatique,
cellules immunitaires). En outre, bien que la plupart des thérapies anticancéreuses aient
été développées a partir d’études de ce type, le défaut majeur de ces modeles est la
nécessité d’utiliser des modeéles immunodéficients pour le développement tumoral
[364], ce qui influence a la fois I'histoire naturelle du cancer et, possiblement de fagon
importante la réponse au traitement. En effet, le VEGF-A, surexprimé dans les tumeurs
SDHx et VHL a des propriétés pro-angiogéniques mais également immunomodulatrices
favorisant I’échappement des cellules tumorales a la surveillance par le systéme
immunitaire. 11 a ainsi été montré que le VEGF-A stimulait la prolifération des
lymphocytes T régulateurs (Treg) [365] et favorisait I'épuisement des lymphocytes T
CD8+ (LT8) infiltrant la tumeur [366], notamment en induisant I'expression de PD-1
(program cell death-1, molécule de co-stimulation inhibitrice) a leur surface [367]. Cette
action immunorégulatrice de VEGF-A était bloquée spécifiquement par le sunitinib,
inhibiteur de la voie VEGF /VEGFR2 [365, 367]. L’interprétation de I'efficacité d’'une
thérapie antiangiogénique ciblant la voie du VEGF dans ce modele devrait donc prendre

en compte cette limitation.

2. Vers une imagerie fonctionnelle non-irradiante ?

Les outils d'imagerie développés dans ce travail de these, notamment I'lRM-DCE et la 1H-
SRM ont remplis les objectifs de détection du phénotype hypervasculaire des tumeurs
Sdhb7/-, et de la détection de I'accumulation pathognomonique de succinate.

De par sa capacité a étudier de fagon précise la microcirculation tumorale, 'RM-DCE est
probablement la technique de choix a proposer pour I’évaluation de la réponse aux
antiangiogéniques. De plus, 'accumulation de succinate détectée in vivo semblant étre
corrélée au taux réel de succinate mesuré dans la tumeur in vitro, la TH-SRM pourrait
étre le reflet de la masse tumorale et détecter une mort cellulaire débutante, ce qui en
ferait également un outil de suivi de réponse au traitement.

Néanmoins, bien que robuste et tres prometteur, cet outil déja transféré chez ’homme a
une limitation majeure : sa sensibilité. Toutes les mutations SDHx ont été détectées dans
notre étude, et méme parfois des mutations insoupconnées, mais au détriment d’'une

séquence relativement longue, nécessitant une bonne compréhension et collaboration
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du patient et avec probablement la limitation a I'étude de tumeurs de taille supra-
centimétriques.

La poursuite de ce travail sur une plus large cohorte devra s’astreindre a essayer de
réduire la durée de I'examen. Compte tenu de l'optimisation déja tres poussée de la
séquence IRM, on peut faire 'hypothése que cela passera par une amélioration du post-
traitement du signal, et/ou par le passage a des caméras de plus haut champ. Une autre
question a résoudre concernant cette nouvelle technique est son niveau de spécificité.
En effet, si la TH-SRM est parfaitement capable d’identifier les patients porteurs de
mutations sur I'un des génes SDHx avec une spécificité parfaite, il n’est pas certain
qu’elle soit capable d’identifier quelle sous-unité est atteinte. Bien que les résultats
d’études in vitro de dosage du succinate n’orientent pas dans cette direction [368, 361],
ce point restera a étre évalué sur une plus large cohorte de patients.

Enfin, nous avons démontré que la 18FDG-TEP était tout a fait utile dans notre modele
avec, comme chez les patients avec PCC/PGL malins SDHB, une forte captation ce traceur
par nos tumeurs. Ce résultat, bien qu’intéressant, n’est pas complétement inattendu et
les résultats prometteurs obtenus dans notre modéle avec le RGD fluorescent
(Angiostamp®) nous encouragent a tester de nouveaux traceurs comme le 18F-galacto-

RGD.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

A. Faut-il abandonner I'idée d’'un modele murin prédisposé aux tumeurs Sdhb ?
Comme évoqué précédemment, le besoin d'un modele murin de tumeurs Sdhb/-, dans
un contexte international extrémement dynamique sur le plan du développement de
nouvelles thérapeutiques, est un enjeu majeur. Pour pallier les échecs des modéles
prédisposés, le modele d’allogreffes est apparu dans un premier temps comme une
solution bien adaptée. Il n’en reste pas moins qu'un modele prédisposé reproduirait
mieux la pathologie humaine. Dans ce contexte, et bien que les conclusions du Chapitre 1
indiquent que l'obtention d’un tel modele est peu probable [369], il reste tentant
d’essayer tant que toutes les pistes n’ont pas encore été explorées. Quelques stratégies
sont donc encore en cours au laboratoire.

Le premier consiste donc a la mise en hypoxie des souris PSA-Cre/Sdhb'o*/ox, Le rationnel
de cette approche est double. D’'un c6té, il est connu que les patients vivant en altitude
sont sujets au développement de PGL. Les souris seront donc exposées a un taux d’0; de
13%, correspondant a une altitude de 4000 m, pendant une longue période,
probablement plus d'un an. La seconde raison de cette mise en hypoxie est
I'instauration d'une pression de sélection positive sur les cellules porteuses d’un déficit
en SDH. En effet, les cellules au sein desquelles la délétion de Sdhb aura eu lieu par
recombinaison sous l'action de la cre-recombinase ont déja, via I'activation de la voie de
pseudo-hypoxie, instauré tous les mécanismes de résistance a I'’hypoxie, leur conférant
un avantage évident en termes de prolifération et de survie par rapport aux cellules
saines.

Le second mécanisme envisagé est l'utilisation d’'une CRE inductible par un traitement
au tamoxifene, la CRE-ET2. En effet, les genes SDHx sont des génes suppresseurs de
tumeurs qui suivent le modeéle a deux coups (« two hits ») de Knudson [370] : présence
d’'une mutation constitutionnelle associée a la survenue d'un second événement
génétique somatique par délétion de la région chromosomique comprenant l'alléle
normal (LOH). Dans le cas de l'utilisation de cette CRE inductible, la délétion du gene
pourrait étre induite au cours de la vie adulte, ce qui reproduit davantage le mécanisme
moléculaire se produisant chez les patients. La délétion se ferait de facon aléatoire dans

différents tissus. Elle pourrait donc, en principe, conduire au développement de
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PCC/PGL mais également de cancers du rein, ou de GIST, auxquels peuvent également
étre prédisposés les porteurs de mutations dans les génes SDHx. Dans ce méme ordre
d’'idées, nous envisageons lirradiation de souris PSA-Cre/Sdhb'o¥/lox, ce second
événement pouvant étre également favorisé par les dommages causés a I’ADN par les
radiations ionisantes [371]. Par ailleurs, dans le modeéle de souris NF1, I'incidence des
PCC a été considérablement augmentée (multipliée par 7) par une irradiation de 4 Gray
des souriceaux agés de 10 jours [340, 372].

Finalement, I'équipe d’Arthur Tischler, qui a déja généré les modeles cellulaires PC12 et
MPC, a récemment mis en place une stratégie qui repose sur la propension plus
importante des rats a développer des PCC par rapport aux souris. Ils établissent
actuellement un modele de rat porteur d’'un KO du géne Sdhb réalisé par une approche

CRISPR/Cas9, qui pourrait donner des résultats positifs [373].
B. Evaluation de la réponse au traitement

I. Thérapies antiangiogéniques

Les thérapies ciblées semblent étre actuellement le traitement le plus prometteur pour
les patients atteints de PCC/PGL malins, notamment les thérapies ciblant I'angiogenese
VEGF-dépendante comme le sunitinib. Les PCC/PGL sont des tumeurs tres vascularisées,
notamment les PCC/PGL malins et dépendants de SDHB, et cette hypervascularisation
est liée a une surexpression de VEGF [33, 207, 171, 374, 375, 173, 376, 172]. Il y a donc
un rationnel fort pour les antiangiogeniques dans notre modele murin. Dans le cadre de
notre participation au programme européen FP7 (Seventh Framework Programme), le
choix s’est porté sur le sunitinib.

Nous avons donc prévu de traiter les souris Sdhb7/- avec du Sunitib (Sunitinib Malate
(Sutent) ref 1611--1000, Clinisciences), par gavage gastrique 5 jours par semaine.

Une premiére série de souris Sdhb”/- a été traitée pendant 5 jours a la dose de 40mg/j,
sans effet ni sur la croissance ni sur la vascularisation étudiée par IRM-DCE (données non
présentées). Suite a ces résultats et en se basant sur les quelques études disponibles dans
la littérature concernant l'utilisation du sunitinib chez la souris [377, 378], le choix s’est
porté sur une dose plus élevée de sunitinib a 60mg/kg/j. Les souris ont été également
traitées sur une plus longue période (4 semaines), selon le schéma thérapeutique

présenté Figure 34.
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Sunitinib 60mg/kg/j 5j/7 (gavage)

S1 S2 S3 S4

IRM IRM IRM IRM IRM
sacrifice

Figure 34 : Plan thérapeutique de I'administration de sunitinib aux souris Sdhb~/-

Ce schéma thérapeutique a été conduit sur 8 souris Sdhb~/-, dans un premier temps sans
groupe controle afin de ne pas multiplier inutilement le nombre d’animaux nécessaires.
Les résultats préliminaires ont montré 'apparition d’'une zone centrale avasculaire et
une tendance (non significative) a la diminution de I'’AUCr (réhaussement global corrigé
par la fonction d’entrée vasculaire) aprés 2 semaines de traitement, sans ralentissement
de la croissance (Figure 35). Cette diminution était secondaire a la fois a une diminution
du débit sanguin vasculaire (F, ml/min/100ml de tissu) et de la fraction de volume
sanguin (Vb, % de tissu).

La méme expérience avec ajout d'un groupe controle traité par le véhicule et d'une
évaluation également par 1H-MRS est actuellement en cours de réalisation sur 20 souris

avec une efficacité sur la croissance tumorale.
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Figure 35: Evaluation par IRM-DCE du traitement par 60mg/kg/j de sunitinib
chez une série de 8 souris avec tumeur Sdhb~/-.

Apres segmentation automatique de I'image obtenue 10 minutes apres l'injection de
produit de contraste, apparition dés 2 semaines de traitement d'une zone centrale
avasculaire (la zone bleu foncé sur lI'image segmentée). Cette nécrose est toujours
présente a 4 semaines (A). La modélisation du signal des 60 premieres secondes post-
injection montre une tendance a la diminution du rehaussement global (AUC),
secondaire a une baisse du débit de perfusion (F) et de la fraction volumique capillaire
(Vb) dans la tumeur.

122



Discussion et Perspectives

Il. Autres pistes innovantes

Mes travaux de thése ont permis la mise au point d'une véritable plateforme pré-
clinique dédiée au développement de thérapies innovantes pour la prise en charge des
patients avec PCC/PGL métastatiques secondaires aux mutations SDHB. Ceci ouvre la
possibilité a la fois de tester de nouvelles thérapies issues de I'étude de la tumorigenese
des PCC/PGL sur un plan fondamental mais également de développer de nouvelles
pistes d’'imagerie pour I’étude de la réponse au traitement.

En effet, les directions actuelles prises par la recherche sur le cancer en général
commencent a quitter le domaine de I'angiogenese pour se consacrer au métabolisme
tumoral, considéré par Hanahan et Weinberg comme un des « hallmarks» émergeants
impliqués dans le développement du cancer (Figure 36).

Grace aux travaux antérieurs de mon équipe d’accueil, nous savons qu'une des
conséquences de I'accumulation de succinate dans les tumeurs avec mutation SDHx est
le défaut de déméthylation de 'ADN et des histones [114]. De fagon intéressante, dans
cette étude, I'utilisation d’'un agent déméthylant a faible dose (decitabine, Dacogen®) in
vitro inhibait la prolifération et la migration des imCC Sdhb/-. Ces observations nous
conduisent a envisager ces agents comme une thérapie potentielle des PCC/PGL SDHx-
dépendants et notre modeéle murin est prét pour le lancement de premiers tests pré-
cliniques. De plus, I'inhibition de TET2 (impliquée dans la déméthylation de ’'ADN) dans
les imCC Sdhb/- était reversée par I'addition au milieu de culture de 2-oxoglutarate,
substrat des dioxygénases-dépendantes du 2-oxoglutarate (comprenant les TET, les
histones = déméthylases, les prolylhydroxylases et certaines collagéne
prolylhydroxylases) avec lequel le succinate entre en compétition. Le 2-oxoglutarate est
un acide organique, intermédiaire du cycle de Krebs, présent naturellement dans toutes
les cellules de 'organisme. Il n’a pas de toxicité a priori et pourrait également étre testé
dans notre modele avec des études de pharmacocinétique afin de déterminer les voies

possibles d’administration.
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Figure 36: Evolution des «hallmarks» du cancer. Adapté d’aprés Hanahan et

Weinberg, 2011 [379].

Depuis la description des 6 phénomenes biologiques

(« hallmarks ») impliqués dans le développement du cancer en 2000 par Hanahan et
Weinberg, de nombreux travaux ont impliqué de nouvelles voies de dérégulation
permettant d’'imaginer de nouvelles cibles thérapeutiques. La dérégulation du
métabolisme énergétique et notamment l'utilisation de la glycolyse anaérobie fait partie

de ces concepts émergeants.
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En collaboration avec I'’équipe de Daniel Tennant a I'Université de Birmingham, nous
avons pu étudier de facon approfondie le métabolisme des cellules Sdhb déficientes par
une technique de flux métabolique avec du glucose, de la glutamine et de I'aspartate
marqués au 13C (Article 4 en annexe). Nous avons pu mettre en évidence, en accord avec
les résultats d’'une équipe concurrente publiés au méme moment [380], de nouvelles
cibles thérapeutiques indispensables a la survie et a la prolifération de ces cellules
comme la pyruvate décarboxylase ou l'aspartate aminotransférase. Ces enzymes étant
possiblement largement utilisées dans d’autres organes, une étude de toxicité chez
I’animal est absolument indispensable.

Enfin, ce modele pourrait permettre d’évaluer des associations thérapeutiques, de facon
séquentielle ou concomitante, perspective encore limitée chez les patients a I'heure

actuelle par la peur du cumul des toxicités.
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CONCLUSION

A mon arrivée dans le laboratoire nous disposions d’'un modele cellulaire de cellules
chromaffines Sdhb-déficientes, la caractérisation d’'un modele murin prédisposé aux
tumeurs Sdhb était en cours, et la collaboration avec l'équipe d’imagerie de
I'angiogénése n’avait pas commencée.

Mes travaux de thése ont permis de mettre en lumiére les obstacles importants a
’élaboration d’'un modele prédisposé de PCC/PGL chez la souris. Dans I'état de l'art
actuel et des connaissances, ce projet a été jugé possiblement non réalisable et mis en
suspens.

Nous avons néanmoins pu rebondir en créant un modele d’allogreffes, qui nous a
permis de mettre en place les techniques d’'imagerie nécessaires a I’étude de la réponse
précoce au traitement par thérapies ciblées.

Grace a ce modele qui reproduit le marqueur biochimique de la mutation SDHB, nous
avons mis au point et transféré en clinique une technique d’imagerie innovante
permettant de détecter in vivo 'accumulation de succinate, oncométabolite principal
responsable de la tumorigenése des PCC/PGL SDH-dépendants. Cet outil permettra a
I'avenir la détection et le suivi (éventuellement sous traitement) des 1ésions tumorales
chez les patients porteurs de mutation SDHx et la caractérisation fonctionnelle en
préopératoire ou en cas de non-indication chirurgicale, des variants de signification
inconnue identifiées sur I'un des genes SDHx. L’identification préopératoire des patients
porteurs de mutations SDHx pourra également guider de fagon pertinente le chirurgien
dans ses choix ou modifier les recommandations de prise en charge.

Ce travail représente en outre le préalable a la mise en route d’essais précliniques, qui
ont d’ores et déja commencé, et porte I'espoir que les outils développés permettront les

avancées nécessaires au traitement des patients avec PCC/PGL malins.
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ANNEXES

Au cours de ma these, j'ai eu 'occasion de participer a d’autres projets, en collaboration

avec des membres de notre équipe mais également avec des équipes externes.

A. Article 4 : la voie de la pyruvate carboxylase est incontournable dans les
cellules présentant un déficit en succinate déshydrogénase
Au cours des quinze derniéres années, de nombreuses études ont démontré que la

grande majorité des oncogénes et suppresseurs de tumeurs régulent le métabolisme
cellulaire, de telle fagon que les mutations de ces genes favorisent une utilisation
coordonnée des nutriments qui facilite la survie et la prolifération. La SDH est ainsi la
premiere enzyme mitochondriale a avoir été impliquée dans une forme héréditaire de
prédisposition au cancer suivie par genes IDH1 et IDHZ, FH et tout récemment MDHZ.
L’étude de ces tumeurs a fait I'objet d’'un intérét grandissant au cours de ces dernieres
années car ces cellules possédent des activités métaboliques profondément différentes
de cellules issues de tissus sains. La compréhension de ces réseaux métaboliques
anormaux pourrait mettre en lumiere les bases biologiques de la malignité et conduire
au développement de thérapies innovantes ciblant le métabolisme tumoral.

Dans cette étude, rendue possible grace a une collaboration avec le Dr Daniel Tennant de
I'université de Birmingham, nous avons utilisé une stratégie de marquage isotopique
(13C) couplée a la spectrométrie de masse et a la RMN (résonnance magnétique
nucléaire) afin d’évaluer le destin métabolique du glucose et de la glutamine dans nos
cellules ImCC Sdhb/- et WT ainsi que dans des cellules de type fibroblastiques
surrénaliennes (mouse adrenal fibroblast cells, MAF). Parfaitement en accord les
résultats de I'’équipe de Gottlieb (Glasgow), publiés quasiment au méme moment [380],
nous avons démontré que la perte de 'activité SDH était responsable d'un changement
dans le métabolisme d’acides aminés non essentiels et notamment que la 3-oxydation du
pyruvate en oxaloacétate était primordiale, faisant de la pyruvate carboxylase une cible

thérapeutique potentielle dans ces cellules.
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ABSTRACT

The tricarboxylic acid (TCA) cycle is a central metabolic pathway responsible for
supplying reducing potential for oxidative phosphorylation and anabolic substrates for
cell growth, repair and proliferation. As such it thought to be essential for cell
proliferation and tissue homestasis. However, since the initial report of an inactivating
mutation in the TCA cycle enzyme complex, succinate dehydrogenase (SDH) in
paraganglioma (PGL), it has become clear that some cells and tissues are not only able to
survive with a truncated TCA cycle, but that they are also able of supporting
proliferative phenotype observed in tumours. Here, we show that loss of SDH activity
leads to changes in the metabolism of non-essential amino acids. In particular, we
demonstrate that pyruvate carboxylase is essential to re-supply the depleted pool of
aspartate in SDH-deficient cells. Our results demonstrate that the loss of SDH reduces
the metabolic plasticity of cells, suggesting vulnerabilities that can be targeted

therapeutically.
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B. Article 5: Le dépistage des sujets asymptomatiques porteurs de mutation
SDHx doit comprendre une *FDG-TEP qui ne doit pas étre systématiquement
renouvelée a un an

Apres la découverte des geénes SDHx au début des années 2000, le dépistage et la
surveillance des familles de ces patients s’est rapidement posée. En 2013, les résultats
d’'une grande étude francaise multicentrique dirigée par le Pr Gimenez-Roqueplo,
directrice de mon équipe d’accueil, a évalue l'intérét des classiques scintigraphies 123I-
MIBG et SRS ainsi que de I'imagerie conventionnelle. Il en est ressorti un grand intérét
pour I'angio-IRM de la téte et du cou et une tres médiocre sensibilité de la médecine
nucléaire. La 8FDG-TEP n’étant pas implémentée encore en routine au moment du
lancement de cette étude (2003), elle n’a pu étre évaluée.

Au cours de ma premiere année de these, en collaboration avec 1'équipe du Pr
Schlumberger dans le service de médecine nucléaire de I'institut Gustave Roussy et plus
particulierement sous la supervision du Dr Sophie Leboulleux, j’ai évalué cette imagerie
sur une série monocentrique rétrospective de 30 sujets apparentés porteurs d’'une
mutation SDHx mais asymptomatiques. Nous avons démontré que la réalisation
systématique d’une 8FDG-TEP dans cette indication avait permis de dépister 5 patients
atteints (2 PGL de la téte et du cou, 2 PGL abdominaux et un PCC) avec une sensibilité
parfaite. En revanche, en cas de normalité de cet examen au bilan initial et en prenant en
compte son caractére irradiant chez ces sujets sains prédisposés, il nous a paru inutile

de le répéter de facon systématique a un an.

Article 5:
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ORIGINAL ARTICLE

Screening in asymptomatic SDHx mutation carriers: added value of '2F-FDG

PET/CT at initial diagnosis and 1-year follow-up.

Lepoutre-Lussey C1, Caramella C, Bidault F, Déandreis D, Berdelou A, Al Ghuzlan A, Hartl
D, Borget I, Gimenez-Roqueplo AP, Dumont F, Deschamps F, Nascimento C, Lumbroso ],

Guillaud Bataille M, Schlumberger M, Baudin E, Leboulleux S.

Abstract

PURPOSE:

Specific recommendations on screening modalities for paraganglioma (PGL) and
phaeochromocytoma (PCC) in asymptomatic SDHx mutation carriers (relatives) are still
lacking. We evaluated the added value of (18)F-FDG PET/CT in comparison with
morphological imaging at initial diagnosis and 1 year of follow-up in this population.
METHODS:

The study included 30 consecutive relatives with a proven SDHx mutation who were
investigated by (18)F-FDG PET/CT, gadolinium-enhanced magnetic resonance
angiography of the head and neck, thoracic/abdominal/pelvic (TAP) contrast-enhanced
CT and/or TAP MRI. (123)I-MIBG scintigraphy was performed in 20 subjects and
somatostatin receptor scintigraphy (SRS) in 20 subjects. The gold standard was based
on pathology or a composite endpoint as defined by any other positive imaging method
and persistent tumour on follow-up. Images were considered as false-positive when the
lesions were not detected by another imaging method or not confirmed at 1 year.
RESULTS:

At initial work-up, an imaging abnormality was found in eight subjects (27%). The final
diagnosis was true-positive in five subjects (two with abdominal PGL, one with PCC and
two with neck PGL) and false-positives in the other three subjects (detected with (18)F-
FDG PET/CT in two and TAP MRI in one). At 1 year, an imaging abnormality was found
in three subjects of which one was an 8-mm carotid body PGL in a patient with SDHD

mutaion and two were considered false-positive. The tumour detection rate was 100%



for (18)F-FDG PET/CT and conventional imaging, 80% for SRS and 60% for (123)I-MIBG
scintigraphy. Overall, disease was detected in 4% of the subjects at the 1-year follow-up.
CONCLUSION:

(18)F-FDG PET/CT demonstrated excellent sensitivity but intermediate specificity
justifying combined modality imaging in these patients. Given the slow progression of
the disease, if (18)F-FDG PET/CT and MRI are normal at baseline, the second imaging
work-up should be delayed and an examination that does not expose the patient to

radiation should be used.
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Abstract

Pheochromocytomas (PCC) and paragangliomas (PGL) are rare neuroendocrine tumors
of neural crest origin. These tumors are caused by germline or somatic mutations in
known susceptibility genes in up to 70% of cases. Over the past few years, the
emergence of high-throughput technologies has enabled the unprecedented
characterization of genomic alterations in PCC/PGL, and has improved our
understanding of the molecular mechanisms that distinguish the different tumor
subtypes. Integrated genomic analyses have shown that the mutation status of PCC/PGL
susceptibility genes strongly correlates with multi-omics data. These observations not
only emphasize the role of the long-standing susceptibility genes as the main drivers of
PCC/PGL tumorigenesis, but also illustrate the functional interdependence between
genomic and epigenomic alterations. In this review, we discuss the genomic landscape
underlying PCC/PGL, its functional consequences for tumorigenesis and tumor
progression, and the potential clinical relevance of this knowledge for the application of

precision medicine for patients with PCC/PGL.
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Abstract

Pheochromocytomas and paragangliomas (PCC/PGL) are neural crest derived tumors
with a very strong genetic component. Here, we report the first integrated genomic
examination of a large collection of PCC/PGL. SNP array analysis reveals distinct copy-
number patterns associated with genetic background. Whole-exome sequencing shows a
low mutation rate of 0.3 mutations per megabase, with few recurrent somatic mutations
in genes not previously associated with PCC/PGL. DNA methylation arrays and miRNA
sequencing identify DNA methylation changes and miRNA expression clusters strongly
associated with mRNA expression profiling. Overexpression of the miRNA cluster
182/96/183 is specific in SDHB-mutated tumors and induced invasive traits, whereas
silencing of the imprinted DLK1-MEG3 miRNA cluster appears as a potential driver in a
subgroup of sporadic tumors. Altogether, the complete genomic landscape of PCC/PGL is
mainly driven by distinct germline and/or somatic mutations in susceptibility genes and
reveals different molecular entities, characterized by a set of unique genomic
alterations.
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Abstract

Pheochromocytomas (PCCs) are neuroendocrine tumors arising from chromaffin cells of
the adrenal medulla. Related tumors that arise from the paraganglia outside the adrenal
medulla are called paragangliomas (PGLs). PCC/PGLs are usually benign, but
approximately 17% of these tumors are malignant, as defined by the development of
metastases. Currently, there are no generally accepted markers for identifying a primary
PCC or PGL as malignant. In 2002, Favier et al. described the use of vascular architecture
for the distinction between benign and malignant primary PCC/PGLs. The aim of this
study was to validate the use of vascular pattern analysis as a test for malignancy in a

large series of primary PCC/PGLs.



Six independent observers scored a series of 184 genetically well-characterized PCCs
and PGLs for the CD34 immunolabeled vascular pattern and these findings were
correlated to the clinical outcome. Tumors were scored as malignant if an irregular
vascular pattern was observed, including vascular arcs, parallels and networks, while
tumors with a regular pattern of short straight capillaries were scored as benign. Mean
sensitivity and specificity of vascular architecture, as a predictor of malignancy was
59.7% and 72.9%, respectively. There was significant agreement between the 6
observers (mean k=0.796). Mean sensitivity of vascular pattern analysis was higher in
tumors >5 cm (63.2%) and in genotype cluster 2 tumors (100%).

In conclusion, vascular pattern analysis cannot be used in a stand-alone manner as a
prognostic tool for the distinction between benign and malignant PCC, but could be used
as an indicator of malignancy and might be a useful tool in combination with other

morphological characteristics.



Annexes

F. Article 9: intérét de 'immunohistochimie SDHD pour la validation des

mutations SDHx dans les PCC/PGL

Menara M. Oudjik L, Badoual C, Bertherat J, Lepoutre-Lussey C, Amar L, Iturrioz

X, Sibony S, Zinzindohoué F, de Krijger R, Gimenez-Roqueplo AP* and Favier J*.

“SDHD immunohistochemistry: A new tool to validate SDHx mutations in

pheochromocytoma/paraganglioma”

J Clin Endocrinol Metab 2014 Nov 18:jc20141870.

169



JCEM ONLINE

Brief Report

SDHD immunohistochemistry: A new tool to validate SDHx

mutations in pheochromocytoma/paraganglioma

Mélanie Menaral?, Lindsey Oudjik3, Cécile Badouall2#4, Jérome Bertherat?567, Charlotte
Lepoutre-Lussey!?, Laurence Amarl238, Xavier Iturrioz®1911, Mathilde Sibony?11.12, Frank
Zinzindohoué!3, Ronald de Krijger3, Anne-Paule Gimenez-Roqueplo?27.14* Judith

Favierl2*

1. INSERM, UMR U970, Paris Cardiovascular Research Center-PARCC, F-75015 Paris, France

2. Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, Faculté de Médecine, F-75006 Paris, France

3. Department of Pathology, Erasmus MC Cancer Institute, Erasmus MC, University Medical Center,
Rotterdam, the Netherlands

4. Assistance Publique-Hopitaux de Paris (AP-HP), Hopital Européen Georges Pompidou, Département
d’anatomo-pathologie, F-75015 Paris, France

5. Assistance Publique-Hopitaux de Paris, Hopital Cochin, Centre de Référence Maladies Rares de la
Surrénale, Service des Maladies Endocriniennes et Métaboliques, F-75014 Paris, France

6. INSERM, U1016, CNRS UMR8104, Département d’Endocrinologie, Métabolisme & Cancer, Institut
Cochin, F-75014 Paris, France

7. Rare Adrenal Cancer Network-Cortico Médullosurrénale Tumeur Endocrine, Institut National du
Cancer, F-75014 Paris, France

8. Assistance Publique-Hopitaux de Paris (AP-HP), Hopital Européen Georges Pompidou, Service
d’Hypertension Artérielle, F-75015 Paris, France

9. College de France, Centre interdisciplinaire de Recherche en Biologie, F-75005 Paris, France

10. INSERM U1050, F-75005 Paris, France

11. CNRS UMR7241, F-75005 Paris, France

12. Assistance Publique-Hopitaux de Paris, Hopital Cochin, Service d’anatomie-pathologie, F-75014 Paris,
France

13. Assistance Publique-Hopitaux de Paris (AP-HP), Hopital Européen Georges Pompidou, Service de
Chirurgie digestive, F-75015 Paris, France

14. Assistance Publique-Hopitaux de Paris (AP-HP), Hopital Européen Georges Pompidou, Service de
Génétique, F-75015 Paris, France

AP.GR and ].F contributed equally to this work

Corresponding author: Dr. Judith Favier, judith.favier@inserm.fr

ABSTRACT

Context: Pheochromocytomas (PCC) and paragangliomas (PGL) may be caused by a germline
mutation in 12 different predisposing genes. We previously reported that
immunohistochemistry is a useful approach to detect patients harboring SDHx mutations. SDHA
immunostaining is negative in SDHA-mutated tumors only, while SDHB immunostaining is
negative in samples mutated on all SDHx genes. In some cases of SDHD or SDHC-mutated tumors,

a weak diffuse SDHB labeling has however been described.



Objective: Here, we addressed whether the same procedure could be applicable to detect
patients with germline SDHD mutations, by testing two new commercially available anti-SDHD

antibodies.

Design and Methods: We performed a retrospective study on 170 PGL/PCC in which we

investigated SDHD and SDHB expression by immunohistochemistry.

Results: SDHx-mutated PGL/PCC showed a completely negative SDHB staining (23/27) or a
weak cytoplasmic background (4/27). Unexpectedly, we observed that SDHD
immunohistochemistry was positive in SDHx-deficient tumors and negative in the other
samples. Twenty-six of 27 SDHx tumors (including the 4 weakly stained for SDHB) were positive
for SDHD. Among non-SDHx tumors, 138/143 were positive for SDHB and negative for SDHD.

Five cases showed a negative immunostaining for SDHB but were negative for SDHD.

Conclusion: Our results demonstrate that a positive SDHD immunostaining predicts the
presence of an SDHx gene mutation. Because SDHB negative immunostaining is sometimes
difficult to interpret in case of background, the addition of SDHD positive
immunohistochemistry will be a very useful tool to predict or validate SDHx genes variants in

PGL/PCC.
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