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Résumé 

Le VEGF-A joue un rôle clé au cours de l’angiogenèse physiologique mais aussi de la néo-vascularisation 

tumorale essentielle à la croissance des tumeurs malignes. Le VEGF-A et ses récepteurs (VEGFR-1/2) 

représentent une cible de première importance pour le développement de thérapies anti-tumorales, et un 

certain nombre de médicaments anti-angiogéniques (AAG) inhibant le VEGF-A ou ses récepteurs sont 

actuellement utilisés en clinique dans le traitement des carcinomes pulmonaires. Parmi les thérapies anti-

angiogéniques ciblant le VEGF-A, on peut lister : soit l’anticorps monoclonal anti-VEGF-A bevacizumab 

(AvastinR) ou bien les inhibiteurs pharmacologiques de l’activité tyrosine kinase des VEGFRs: les 

VEGFR-TKI. Seuls les patients porteurs d’adénocarcinomes pulmonaires peuvent bénéficier de thérapies 

AAG, les patients porteurs de carcinomes squameux (SCC) présentant de sévères complications 

(hémorragies pulmonaires). Le sVEGFR-1-i13 est un variant tronqué du VEGFR-1 qui ne contient que les 

premiers six motifs N-terminaux extracellulaires de type Ig du domaine extracellulaire et il est dépourvu 

des domaines transmembranaire et tyrosine kinase. Le sVEGFR-1 a éte initialement considéré comme un 

facteur anti-angiogénique qui neutralise les fonctions du VEGF-A dans les cellules endothéliales. Les 

hauts niveaux ont été corrélés avec un mauvais pronostic et une mauvaise réponse aux thérapies dans 

plusieurs types de cancer. Nous avons montré in vitro dans 4 lignées cellulaires de SCC que le 

bevacizumab, ainsi que les inhibiteurs VEGF-TKI (Semaxanib, KI8751) augmentent les niveaux intra- et 

extra-cellulaires du sVEGFR-1-i13. Nous avons confirmé ces résultats in vivo dans des modèles murins 

de xénogreffes squameux induits par NCTU. De façon intéressante, l’augmentation du sVEGFR-1-i13 en 

réponse aux thérapies anti-angiogéniques est spécifique des modèles squameux et n’est pas observée dans 

les modèles d’adénocarcinome in vitro et in vivo. Sur le plan moléculaire, nous avons montré que le 

VEGF165 par l’intermédiaire de SOXβ régule l’expression du sVEGFR-1-i13 en réponse aux thérapies 

AAG. De plus, nous avons identifié une boucle autocrine 1 intégrine/VEGFR-1/VEGFR-2 par laquelle 

le sVEGFR-1-i13 contrôle différentiellement la prolifération cellulaire et la survie, permettant notamment 

de distinguer les cellules SCC sensibles ou résistantes aux thérapies AAG. Enfin, dans une série de 77 

cancers bronchiques non à petites cellules, nous avons montré que 11% et 44% des patients SCC 

expriment de bas ou de hauts nivaux de sVEGFR-1-i13 respectivement. Les hauts niveaux ont été corrélés 

avec des stades pTNM avancés. Dans l'ensemble, nos résultats sont la première preuve que les thérapies 

AAG augmentent l'expression du sVEGFR-1-i13 dans les cellules SCC. En outre, nos données mettent en 

évidence une fonction pro-tumorale inattendue du sVEGFR-1-i13 grâce à l'activation d'une boucle 

autocrine VEGFR/intégrine ȕ1. Ces résultats identifient des mécanismes moléculaires sous-tendant la 

réponse différentielle aux thérapies AAG dans les sous-types ADC et SCC pulmonaires. Ils permettront 

aussi d'identifier les patients SCC qui pourraient être éligibles à ces thérapies.  
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Abstract 

Vascular endothelial growth factors (VEGFs) and their receptors are critical regulators of 

physiological and pathological angiogenesis. In patients with squamous cell lung carcinoma 

(SCC), clinical trials evaluating anti-angiogenic therapies (AAG) have failed to identify strong 

benefits. Rather, these patients are at higher risk of bleeding complications when exposed to 

bevacizumab (BVZ), a humanized monoclonal anti-VEGF-A antibody. The soluble VEGF 

receptor-1, namely sVEGFR-1-i13, is a truncated version of the cell membrane-spanning 

VEGFR-1 that only retains the first six N-terminal Ig-like extracellular motifs of VEGFR-1 

owing to alternative splicing of its pre-mRNA. As a consequence, sVEGFR-1-i13 is mainly 

viewed as an anti-angiogenic factor that counteracts VEGF-A functions on endothelial cells. 

Moreover, high levels of sVEGFR-1 were correlated with bad prognosis and bad response to 

therapies in many cancer types. Using various SCC cell lines, we showed that bevacizumab as 

well as VEGFR-Tyrosine Kinase Inhibitors (Semaxanib, KI8751) increase the intra- and extra-

cellular levels of sVEGFR-1-i13. We confirmed this up-regulation in NCTU-induced SCC 

murine tumorgrafts models treated with VEGFR-TKI (sunitinib) or anti-VEGFR-2 (DC101). Of 

note, this effect was never observed in the lung adenocarcinoma histological sub-type (ADC), 

using either cell lines or a mouse model treated in the same conditions. At the molecular level, 

we identified the VEGF165 and SOX2 proteins as crucial upstream regulators of sVEGFR-1-i13 

in response to AAG. Moreover, we unraveled an original autocrine signaling network regulated 

by sVEGFR-1-i13 involving1 integrin/VEGFR-1/VEGFR-2 that allows to discriminate 

between AAG-sensitive or -resistant SCC cells. Finally, in a series of 77 Non Small Cell Lung 

Carcinoma, we provided the first description of a differential pattern of sVEGFR-1-i13 

expression with 11% and 44% of SCC exhibiting no or high expression respectively, high levels 

of sVEGFR-1-i13 being correlated with advanced pTNM stages. As a whole, our results provide 

the first evidence that AAG therapies upregulate sVEGFR-1-i13 expression in SCC cells. In 

addition, our data highlight an unexpected pro-tumoral function of sVEGFR-1-i13 through the 

activation of a ȕ1 integrin-dependent VEGFR autocrine loop. These results might help to 

understand why SCC are less responsive to AAG drugs than ADC and to identify SCC patients 

eligible to these therapies.  
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Introduction 

 

PARTIE 1. LES CANCERS DU POUMON 

 

Dans ce chapitre dédié aux cancers du poumon, je décrirai les données épidémiologiques et les 

facteurs étiologiques dans les cancers du poumon. Je détaillerai ensuite les différentes 

classifications, les anomalies moléculaires et la prise en charge thérapeutique de ces cancers. 

1. Données épidémiologiques 

A l’échelle mondiale, le cancer du poumon est la première cause de mortalité par cancer chez les 

hommes et les femmes (Figure 1). En 2016, 1,58 millions de décès ont été estimés comme liés au 

cancer du poumon, ce qui représente ¼ des décès par cancer dans le monde (Cancer Facts & 

Figures, 2016). En β01β, selon l’étude GLOBOCAN, 1,8 millions de nouveaux cas de cancers de 

poumon ont été diagnostiqués, soit 13% de tous les cas de cancers. D’après cette même étude, le 

cancer du poumon est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué (1,241,600 cas soit 16,71% de 

tous les cancers) et la première cause de mortalité par cancer chez les hommes (1,098,700 cas 

soit 23,61% de tous les cancers). Le cancer du poumon est aussi la première cause de mortalité 

par cancer chez les femmes dans les pays développés (209,900 cas soit 16,3% de tous les 

cancers) et en troisième position pour les cancers les plus fréquemment diagnostiqués chez les 

femmes à l’échelle mondiale (Torre et al. 2015) 

Le nombre de cas de cancers du poumon diagnostiqués dans le monde entier a augmenté de 51 % 

(44% chez les hommes et 76 % chez les femmes) depuis 1985 (Cruz, Tanoue, et Matthay 2011). 

Toutes ces données sont la preuve que les cancers du poumon représentent un problème de santé 

publique majeur à l’échelle mondiale. En dépit des efforts diagnostiques et thérapeutiques, le 

taux global de survie à 5 ans est seulement de 15% (Brambilla et Gazdar 2009). 
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Figure 1. Nombre de nouveaux cas et de décès par cancer en fonction du sexe et du niveau de 
développement économique du pays (Torre et al. 2015). 
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2. Facteurs étiologiques 

Une relation de cause à effet entre la consommation de tabac et les cancers du poumon a été 

établie dans de nombreuses études, à la fois écologiques et cliniques (Didkowska et al. 2016). En 

1950, des études épidémiologiques ont identifié le tabagisme comme un facteur causal dans le 

carcinome bronchique (Cruz, Tanoue, et Matthay 2011). L’âge où l’on commence à fumer, la 

durée d’exposition et le nombre de cigarettes fumées sont des facteurs déterminants (Peto et Doll 

1986). Le tabagisme est à l’origine de 80 % des décès par cancers du poumon chez les hommes 

et de 50 % des décès chez les femmes à l’échelle mondiale (Ezzati et Lopez 2003). Dans la 

fumée du tabac, il existe plus de 55 substances cancérigènes selon le Centre International pour la 

Recherche sur le Cancer (CIRC) qui sont fortement associées au développement du cancer du 

poumon (Hecht 1999). Les substances cancérigènes les plus connues sont les hydrocarbures 

aromatiques polycycliques (HAP) et les nitrosoamines qui conduisent à des mutations génétiques 

à travers la formation d'adduits sur l’acide désoxyribonucléique (ADN) (Brambilla et Gazdar 

2009). 

L'exposition à la fumée de tabac (ou le tabagisme passif) est aussi un facteur de risque des 

cancers du poumon chez les non fumeurs. Le CIRC a estimé que le risque de développer un 

cancer du poumon suite à l’exposition à la fumée de tabac s’élevait à γ5 % chez les hommes et à 

25 % chez les femmes par rapport aux hommes et aux femmes qui ne sont pas exposés (Couraud 

et al. 2012). 

Le radon a été classé parmi les 4 grands risques environnementaux pour la santé publique aux 

États-Unis (Reuben 2010). L'exposition au radon est aussi la deuxième cause des cancers du 

poumon après la consommation de tabac (« National Health Advisory Issued for Radon » 2016).  

L'exposition professionnelle aux métaux lourds et à d'autres agents chimiques cancérigènes, tels 

que l'arsenic, le cadmium, le nickel, la poussière de métal, les HAPs ou le chlorure de vinyle 

contribueaussi au développement des cancers du poumon (11th Report on Carcinogens, 2016). 

Finalement, des facteurs environnementaux tels que l'exposition à la pollution atmosphérique 

(Trédaniel et al. 2009) et à la vapeur de l’huile de colza (Gao et al. 1987) ont aussi été identifiés 

comme facteurs de risque des carcinomes pulmonaires. 

http://www.iarc.fr/indexfr.php
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3. Classification histologique et pathologique des cancers 

pulmonaires 

Sur le plan histologique, il existe deux principales classifications pour distinguer les différents 

types de cancer du poumon. La première est proposée par l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) et elle repose sur les critères morphologiques des tumeurs. La deuxième classification est 

décrite par Union for International Cancer Control (UICC) et prend en compte l’extension 

anatomique des tumeurs. Ces classifications servent à prévoir le pronostic, à définir des sous-

groupes de patients et à établir des protocoles thérapeutiques. 

3.1 Classification selon l’OMS  

La classification selon l’OMS β004 divise les tumeurs selon leur grade de différenciation : 

-Grade I : tumeurs carcinoïdes 

-Grade II : tumeurs carcinoïdes atypiques 

-Grade III : carcinomes à petites et larges cellules 

Sur la base de cette classification, nous identifions deux types de cancers pulmonaires. Les 

cancers broncho-pulmonaires à petites cellules (CBPC) et les cancers broncho-pulmonaires non à 

petites cellules (CBnPC) qui représentent environ 15% et 85% des cancers du poumon 

respectivement. 

CBPC  

Selon la classification WHO en 1999, les CBPC sont des tumeurs qui se développent à partir des 

cellules neuroendocrines qui sont dispersées à l’état normal dans tout l’épithélium bronchique. 

Les CBPC représentent la catégorie des cancers du poumon la plus agressive. Plus de 95 % des 

patients qui développent un cancer du poumon à petites cellules sont des fumeurs. Bien que les 

CBPCs répondent dans un premier temps à la chimiothérapie, plus de 95% des patients finissent 

par mourir. 
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CBnPC  

Nous distinguons trois principaux types de CBnPCs: les carcinomes épidermoïdes (ou 

squameux), les adénocarcinomes et les carcinomes du poumon à grandes cellules. Le diagnostic 

de ces cancers repose sur les mêmes principes, mais le traitement peut différer selon le type de 

maladie. 

 

A- Les adénocarcinomes (ADC) 

Les ADCs pulmonaires représentent le type histo-pathologique le plus fréquent (52% des cas) 

(Travis et al. 2011). Ils sont principalement causés par le tabac et par la survenue de mutations 

spontanées (Hashimoto et al. 2000). La classification histologique des ADCs pulmonaires a 

évolué avec le temps compte tenu de la très grande hétérogénéité architecturale de ces tumeurs. 

En 2011, une nouvelle classification a été proposée par l’International Association for the Study 

of Lung Cancer (IASLC), l’AmericanThoracic Society (ATS) et l’European Respiratory Society 

(ERS) dans laquelle les ADCs invasifs sont divisés en 5 sous-types histologiques selon le type 

architectural prédominant : acineux, papillaire, micro-papillaire, bronchiolo-alvéolaire et solide. 

Plusieurs autres variants cytologiques ont été aussi décrits (colloïdes, fœtaux ou entériques) 

(Travis et al. 2011). 

B- Les carcinomes squameux (SCC) (ou épidermoïdes ou 

malphigien) 

Les SCCs sont le deuxième type de cancer le plus fréquent après les ADCs et il représente 30% 

des CBnPCs. Ces tumeurs proviennent de la transformation de cellules épithéliales bronchiques 

comme le montre la Figure β. Alors que l’adénocarcinome pulmonaire apparaît habituellement 

dans les cellules du poumon situées sur la partie externe (périphérie), le carcinome pulmonaire 

squameux se développe habituellement dans les grosses bronches situées dans la partie centrale 

du poumon. Ils se caractérisent par la synthèse de kératine et par la formation de ponts inter-

cellulaires (Travis et al. 2011). La classification de l’OMS β004 identifie 4 sous-types de SCC: 

les cellules claires, les petites cellules, les papillaires et les basaloïdes. 
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Figure 2. Localisations anatomopathologiques des carcinomes pulmonaires squameux et des 
adénocarcinomes (PubMed Health, 2011). L’adénocarcinome pulmonaire apparaît habituellement dans 
les cellules du poumon situées sur la partie externe (périphérie) du poumon. A l’inverse, le carcinome 
pulmonaire squameux se développe habituellement dans les grosses bronches situées dans la partie 
centrale du poumon 

 

C- Les carcinomes à grande cellule (CGC) 

Les carcinomes à grandes cellules représentent environ 20% des CBnPCs. Il s'agit de tumeurs 

malignes ne présentant pas les mêmes caractéristiques de différenciation que celles des 

carcinomes neuro-endocrines, glandulaires ou à petites cellules. Ces carcinomes n’ont aucune 

caractéristique clinique à part le fait qu’ils sont indifférenciés.  

3.2 Classification pTNM selon l'UICC 

La classification pTNM (pathologic Tumor, Node, Metatasis) est basée sur l’extension 

anatomique des tumeurs. Les symptômes cliniques et les caractérisations biologiques et 

moléculaires ne sont pas prises en compte dans cette classification. Cette classification se fait 

après le diagnostic histologique du patient et permet d’effectuer son pronostic (Detterbeck, 

Boffa, et Tanoue 2009). 

La classification pTNM repose sur trois critères : 

T = taille et/ou extension de la Tumeur primaire 

N = présence ou absence de ganglions voisins (Nodules) 

M = présence ou absence de Métastase(s) à distance 
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La classification pTNM permet d’évaluer l’avancement des tumeurs et le regroupement de ces 

catégories donne lieu à une classification selon le stade anatomique. D'après les tableaux 1 et 2, 

nous distinguons : 

- Stade 0 : Cancer in situ (non invasif) 

- Stade I : Invasion très localisée, sans métastase à distance 

- Stade II : Extension limitée localement et/ou atteinte ganglionnaire satellite minime 

- Stade III : Atteinte locale importante et/ou atteinte ganglionnaire satellite majeure 

- Stade IV : Tumeur avec métastase(s) 
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T : Tumeur primaire 

T0 Pas de signe de tumeur primaire 
Tis Carcinome in situ 
T1 Diamètre de la tumeur ≤γ cm dans son diamètre le plus grand  

Pas de signe d’invasion au-delà de la bronche lobaire  
T1a (mi) : adénocarcinome avec invasion minimale 
   T1a : tumeur ≤ 1 cm dans son diamètre le plus grand  
   T1b : tumeur >1 mais ≤ β cm  
   T1c : tumeur >β mais ≤γ cm 

T2 Diamètre > γ cm mais ≤5 cm ou : 
-Implique bronche principale indépendamment de la distance de la carène, mais sans la 
participation de la carène 
-Envahissement de la plèvre 
-Associé à une atélectasie ou à une pneumopathie obstructive qui se prolonge dans la région 
hilaire, impliquant une partie ou la totalité du poumon 
Tβa : Tumeur > γ mais ≤ 4 cm  
Tβb : Tumeur > 4 mais ≤ 5 cm  

T3 Tumeur > 5 mais ≤7 cm avec envahissement d’une structure adjacente de la paroi thoracique (y 
compris la plèvre pariétale et les tumeurs de l'apex), nerf phrénique, péricarde pariétal ou 
nodules tumoraux séparés dans le même lobe. 

T4 Tumeur de toutes tailles avec invasion des organes suivants :  
-Médiastin, diaphragme, cœur , gros vaisseaux, trachée, nerf laryngé, oesophage, corps des 
vertèbres, carène ou plusieurs nodules tumoraux dans le même lobe.  

N : Présence ou absence de ganglions lymphatiques 

N0 Pas d’envahissement des ganglions lymphatiques 

N1 Envahissement ipsilatéral des ganglions péribronchiques, hilaires ou intrapulmonaires 

N2 Envahissement ipsilatéral des ganglions médiastinaux et/ou sous-carénaires 
N3 Envahissement controlatéral des ganglions médiastinaux, hilaire et/ou  

envahissement ispilatéral ou controlatéral des ganglions scalènes ou  
supra-claviculaires.  

M : Métastases à distance 

M0 Absence de métastase 

M1 Présence de métastases à distance : 
M1a : Nodules tumoraux séparés dans un lobe contro-latéral 
M1b : Métastase extra-thoracique Simple 
M1c : Métastases extra-thoraciques multiples dans un ou plusieurs organes 

Tableau 1 Huitième classification pTNM des cancers broncho-pulmonaires selon l'UICC (2015). Tableau 
adapté d’après (Goldstraw et al. 2016). 
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 N0 N1 N2 N3 

T1a ≤ 1 cm IA1 IIB IIIA IIIB 

T1b > 1–2 cm IA2 IIB IIIA IIIB 

T1c > 2–3 cm IA3 IIB IIIA IIIB 

T2a > 3–4 cm IB IIB IIIA IIIB 

T2b > 4–5 cm IIA IIB IIIA IIIB 

T3 > 5–7cm IIB IIIA IIIB IIIC 

T3 structures IIB IIIA IIIB IIIC 

T4 > 7cm IIIA IIIA IIIB IIIC 

T4 IIIA IIIA IIIB IIIC 

T2a >3–4 cm IB IIB IIIA IIIB 

T2b >4–5 cm IIA IIB IIIA IIIB 

T4 IIIA IIIA IIIB IIIC 

M1a IVA IVA IVA IVA 

M1b IVA IVA IVA IVA 

M1c IVB IVB IVB IVB 

Tableau 2 Correlation entre la classification pTNM et les stades anatomiques(propositionselon la huitième 
édition). Adaptée d’après (Goldstraw et al. 2016). 

 

4. La carcinogenèse bronchique : un processus multi-

étapes 

4.1 Mécanisme du développement tumoral 

La tumorigenèse chez l'homme est un processus multi-étapes qui peut être initié à la suite de 

mutations génétiques et/ou épigénétiques entraînant la transformation progressive des cellules 

humaines normales en cellules cancéreuses (J. Luo, Solimini, et Elledge 2009). Il existe 

différents types de mutations génétiques: altération du nombre de chromosomes (gains ou 

pertes), substitutions de base simples, translocation/réarrangements ou intégration de génome 

viral (Albertson 2006), (Meyerson, Gabriel, et Getz 2010). Durant ce processus, il se produit une 

activation de gènes dits oncogènes car ils sont indispensables au développement tumoral. La 
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surexpression de protéines oncogéniques peut être due à une amplification génique, à l'activation 

de la transcription,  à des changements dans la conformation de la chromatine suite à des 

modifications épigénétiques et à la modification de la stabilité de l’ARN. En conséquence de ces 

anomalies, les tumeurs peuvent devenir fortement dépendantes, on parle alors d’addiction, de la 

fonction d'un oncogène appelé « driver oncogene » qui assure leur prolifération et leur survie 

(Weinstein 2002). Ces anomalies moléculaires peuvent être classées en fonction des cibles 

thérapeutiques qu’elles impactent. Il peut s’agir d’altérations des récepteurs membranaires, 

d’altérations des voies de signalisation et/ou d’altérations de facteurs de transcription. En 

général, plusieurs anomalies peuvent co-exister au sein d’une même tumeur et coopérer pour 

induire le phénotype tumoral. Parallèlement, on observe la perte de fonction de gènes dits 

suppresseurs de tumeurs, car ils sont un frein au développement tumoral. Le génome des cellules 

tumorales humaines révèle généralement une grande instabilité au niveau chromosomique et une 

instabilité générale au niveau génomique qui se caractérise par l’apparition de cassures simple ou 

double brins sur l’ADN notamment en raison de l’inactivation de protéines qui détectent et 

réparent ces dommages sur l'ADN. En outre, les mécanismes cellulaires (notamment l'apoptose) 

qui habituellement éliminent les cellules avec de l'ADN endommagé sont souvent freinés. Toutes 

ces altérations aboutissent à une survie et une croissance anarchique des cellules tumorales. 

Ainsi, selon le modèle proposé par Hanahan et Weinberg (Figure 3), une cellule tumorale 

possède six propriétés biologiques principales : 

1) l’indépendance vis-à-vis des facteurs de croissance 

β) l’insensibilité vis-à-vis des signaux anti-prolifératifs 

3) la capacité à échapper à la mort programmée (apoptose)  

4) un potentiel réplicatif illimité  

5) la capacité à induire une néo-vascularisation (angiogenèse)  

6) l’acquisition d’un phénotype invasif et métastatique 

 

Par la suite, d’autres caractéristiques propres à la cellule tumorale ont été ajoutées à ces 

propriétés. En font partie : la capacité de reprogrammation du métabolisme énergétique de la 

cellule et l’échappement des cellules tumorales au système immunitaire (Hanahan et Weinberg 
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2011), au stress métabolique, au stress protéotoxique, au stress mitotique, au stress oxydatif ainsi 

que la capacité à échapper à la réponse cellulaire aux dommages à l'ADN (J. Luo, Solimini, et 

Elledge 2009). 

 

Figure 3 Les propriétés d’une cellule cancéreuse (J. Luo, Solimini, et Elledge 2009). 

4.2 Les anomalies moléculaires des CBnPCs  

Le cancer broncho-pulmonaire est un processus dégénératif résultant de l’accumulation 

séquentielle, sur une période relativement longue, de multiples anomalies génétiques, 

épigénétiques et post-traductionnelles des protéines qui dérégulent par étapes successives 

(carcinogenèse multi-étape) les mécanismes de contrôle de la croissance des cellules épithéliales 

de l’arbre bronchique. Sur le plan morphologique, ces anomalies résultent d’une très forte 

instabilité génétique induisant une transformation progressive de l’épithélium normal bronchique 

en épithélium hyperplasique, dysplasique puis en carcinome in situ et carcinome invasif 

(Stephens et al. 2011; Stratton, Campbell, et Futre al 2009). D’une manière générale, les 

altérations génétiques les plus précoces ne s’accompagnent pas d’anomalies morphologiques. 

C’est seulement à la suite d’une accumulation d’un nombre critique d’anomalies génétiques que 

les stades morphologiques précoces sont diagnostiqués (Wistuba et al. 2000). Plusieurs 

altérations génétiques ont été détectées chez un nombre important de patients atteints de CBnPC. 

Ces anomalies consistent en des amplifications, translocations ou mutations. Le Tableau 3 
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résume les anomalies génétiques observées dans les cancers pulmonaires. Plusieurs « screening » 

ont été effectués afin de caractériser les anomalies génétiques dans les différents sous-types 

histologiques de cancers bronchiques. D’après les études qui ont été faites, les mutations Kirsten 

Ras Sarcoma (KRAS) et Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) et les fusions Echinoderm 

Microtubule-associated protein-Like 4/Anaplastic Lymphoma Kinase (EML4/ALK) sont les 

mutations les plus fréquentes observées dans les adénocarcinomes pulmonaires. Les 

amplifications de SRY (Sex determining Region Y)-bOx 2 (SOX2), PI3KA, Platelet-Derived 

Growth Factor Receptor Alpha (PDGFRα) et du Fibroblast Growth Factor Receptor 1 (FGFR1) 

ainsi que les mutations des gènes Discoidin Domain Receptor2 (DDR2), AKT1 et NF2 sont les 

anomalies génétiques les plus fréquentes dans les carcinomes pulmonaires squameux. A part les 

mutations spécifiques de chaque sous-type histologique, il existe des mutations génétiques 

communes aux deux sous-types ADC et SCC parmi lesquelles nous citerons : TP53, BRAF, 

PIγKA, MET et STK11 ainsi que la perte de PTEN et l’amplification de MET. Ainsi, à côté de la 

classification anatomopathologique, une nouvelle classification des CBnPCs peut être faite sur la 

base des anomalies génétiques existant dans ces tumeurs. D’ailleurs, Stratton et ses 

collaborateurs ont commencé à établir une signature qui se base sur les mutations génétiques 

dans différents cancers (Alexandrov et Stratton 2014). 

 

Tableau 3 Fréquence des anomalies génétiques dans les CBnPCs. 
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4.3 Altérations des récepteurs membranaires 

FGFR1 

Le récepteur FGFR1 est un récepteur transmembranaire à activité tyrosine kinase. Son ligand, le 

Fibroblast Growth Factor (FGF) se fixe sur le récepteur FGFR1 et active quatre voies de 

signalisation en aval: la voie phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K), la voie des protéines kinases 

RAS-RAF-MAPK, la voie STAT et la voie de la phospholipase Cɣ (Turner et Grose 2010). 

Weiss et collaborateurs ont montré que la croissance tumorale dépend de l'activation du 

récepteur FGFR1 (Weiss et al. 2010). Dans les SCCs, la fréquence d’amplification de FGFR1 est 

de 22%, alors que dans les ADC, elle est beaucoup plus faible (Weiss et al. 2010, Dutt et al. 

2011). 

 

DDR2 

Le récepteur DDR2 est un récepteur à activité tyrosine kinase. Le collagène se fixe sur le 

récepteur DDRβ et induit l’activation des voies de prolifération et d’adhésion cellulaires. Le gène 

DDR2 est muté dans 3,8 % des carcinomes SCC (Cancer Genome Atlas Research Network 

2012). Ces mutations peuvent modifier l'activité kinase du récepteur, la liaison du ligand ou sa 

localisation (Ali et al. 2010, Bargal et al. 2009). 

MET 

MET est un proto-oncogène qui code pour le récepteur tyrosine kinase transmembranaire du 

facteur de croissance des hépatocytes dit Hepatic Growth Factor-Scatter Factor (HGF/SF). Dans 

le cancer du poumon, l’amplification de MET est rare, β% chez les patients porteurs d’ADC et 

encore plus faible chez les patients atteints de SCC. L’amplification de MET est à la base de 

l’activation d’une signalisation ErbBγ qui est un mécanisme de résistance au géfitinib, un 

inhibiteur pharmacologique de l’activité tyrosine kinase du récepteur EGFR (Engelman et al. 

2007). MET peut être un gène aussi muté (1% chez les SCC et 2% chez les ADC) (Forbes et al. 

2011; Kong-Beltran et al. 2006). Lutterbatch et collaborateurs ont montré que dans des lignées 

cellulaires de cancer du poumon EBC-1 et H1993, le gène MET est amplifié. En conséquence, il 
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est constitutivement activé et déclenche la phosphorylation des voies beta-caténine et p120/D-

caténine. Cette étude montre aussi que l’activation de MET est nécessaire à la prolifération et à 

la survie de ces cellules tumorales (Lutterbach et al. 2007). 

EGFR 

L’EGFR est surexprimé dans les CBnPCs, plus fréquemment dans les SCCs que dans les ADCs 

(82% contre 44% respectivement) (Hirsch et al. 2003; Dacic et al. 2006; H. J. Lee et al. 2010; 

López-Malpartida et al. 2009). Les mutations activatrices de l'EGFR sont présentes dans environ 

10%-15% des CBnPCs. Elles sont le plus souvent retrouvées chez la femme, les non-fumeurs 

(dans γ0% des cas), chez les patients d’origine asiatique et dans les ADC (Sharma et al. 2007). 

Les deux mutations activatrices les plus fréquentes dans les adénocarcinomes pulmonaires sont 

une délétion touchant l’exon 19 (EGFR-del19) et une mutation au niveau de l’exon β1 (EGFR-

L858R) (Pao et Miller 2005) (Shigematsu 2005). Ces mutations induisent une activation 

constitutive, indépendante du ligand EGF, des voies de signalisation d’aval de l’EGFR, voies de 

prolifération et de survie cellulaires, et confèrent une dépendance des cellules tumorales à ces 

signalisations. Cela explique pourquoi les inhibiteurs pharmacologiques ciblant l’activité 

tyrosine kinase de l’EGFR sont utilisés en première intention chez les patients porteurs 

d’adénocarcinomes pulmonaires présentant une mutation de l’EGFR. A l’inverse, dans les 

carcinomes SCC, les mutations activatrices de l’EGFR sont peu fréquentes (<5%). D’ailleurs, 

des études précliniques suggèrent que les inhibiteurs de l'EGFR réversibles tels que l'erlotinib ou 

le géfitinib n’auraient pas d’activité significative chez les patients porteurs de SCC contrairement 

aux patients porteurs d’ADC. Néanmoins, dans 5% des carcinomes SCC, nous observons 

l’apparition du variant III de l’EGFR (EGFR vIII). Ce variant est une version amplifiée et 

tronquée de l’EGFR suite à la délétion des exons 2 à 7. Ce variant est dépourvu de l’extrêmité 

extracellulaire de l’EGFR et est donc constitutivement actif (H. Ji et al. 2006).  
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4.4 Altérations des voies de signalisation 

Le gène PI3KA peut être muté (20% des CBnPCs avec une fréquence plus élevée chez les 

patients porteurs de SCC) ou bien amplifié (6,5% SCC et 1,5% ADC). PIK3CA code pour la 

sous-unité catalytique (p110α) de la PIγK (Yamamoto et al. 2008; Okudela et al. 2007; Kawano 

et al. 2007). L’amplification de PI3KCA conduit à l'activation constitutive de la voie PI3K-AKT 

qui joue un rôle central dans la survie et la prolifération de nombreux cancers (Courtney, 

Corcoran, et Engelman 2010). 

 

Le gène PTEN (Phosphatase TENsin homolog) est un gène suppresseur de tumeur. PTEN code 

pour une phosphatase qui régule négativement la voie PI3K/AKT. La perte de PTEN conduit à 

l’activation constitutive de cette voie (Hollander, Blumenthal, et Dennis 2011). La réduction ou 

la perte d'expression de PTEN a été rapportée dans 70% des CBnPCs (10,2% des carcinomes 

squameuxcontre 1,7% des adénocarcinomes) (G. Jin et al. 2010). 

 

La protéine BRAF est une sérine/thréonine kinase. Les mutations de BRAF sont associées à 

une augmentation de son activité kinase conduisant à l'activation constitutive des MAPK2 et 

MAPK3 (R. J. Shaw et Cantley 2006). Les mutations de braf sont observées dans 2% des 

patients porteurs de CBnPCs avec une prévalence identique entre adénocarcinomes et 

carcinomes pulmonaires squameux (Brose et al. 2002; Davies et al. 2002). 

ALK est un récepteur membranaire à domaine tyrosine kinase. La translocation d’ALK consiste 

généralement en une inversion du bras court du chromosome 2, aboutissant à la formation du 

gène de fusion EML4-ALK qui code pour une protéine kinase ALK chimérique et 

constitutivement active. Ce gène de fusion a une activité oncogénique puissante dans des 

modèles animaux et des lignées cellulaires. Cette fusion est rare et se produit dans 2% à 7% des 

cas de CBnPC, et elle est plus répandue chez les personnes qui ne fument pas ou chez les 

fumeurs légers et chez les patients atteints d’ADC. Chez les patients porteurs de SCC, la 

prévalence estimée est de 1% (A. T. Shaw et al. 2009; Soda et al. 2007; Soda et al. 2008). 
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4.5 Altérations des facteurs de transcription 

Le gène suppresseur de tumeur p53 (situé sur le chromosome 17p13) fonctionne principalement 

comme un facteur de transcription mais il est aussi impliqué dans le contrôle du cycle cellulaire, 

la réparation de l’ADN, la différenciation cellulaire, la mort par apoptose et la sénescence. P53 

est le gène suppresseur de tumeur le plus fréquemment inactivé dans les cancers. Il est par 

ailleurs inactivé dans la moitié des CBPC et dans environ 65% des carcinomes épidermoîdes 

(Kishimoto et al. 1992).  

SOX2 est un facteur de transcription qui est impliqué dans la différenciation épidermoïde de 

l'oesophage et du poumon. Le gène SOX2 est amplifié dans 23% des cancers pulmonaires 

squameux (Weiss et al. 2010; Bass et al. 2009; Hussenet et al. 2010). La suppression de SOX2 a 

plus d’effets sur la prolifération que d'autres gènes. Il a été montré aussi que l'amplification et la 

surexpression de SOX2 sont impliquées dans le maintien des propriétés de cellules souches dans 

les carcinomes pulmonaires squameux (Bass et al. 2009; Hussenet et al. 2010). L’expression de 

SOX2 dans des tumeurs SCC est corrélée avec l’expression des transcrits de TP63 et de la 

Kératine 6A (KRT6A) qui codent pour les marqueurs de différenciation squameuse (Bass et al. 

2009). De plus, une étude montre que dans un modèle murin qui surexprime SOX2 mais ne 

surexprime pas la kinase LKB1, il y a un développement des tumeurs SCCs (Mukhopadhyay et 

al. 2014). 

5. Prise en charge thérapeutique des CBnPCs 

Il existe trois principaux types de traitements du cancer du poumon: la chirurgie, la radiothérapie 

et les traitements systémiques (ou généraux) comme la chimiothérapie et les thérapies ciblées. 

Ces options thérapeutiques peuvent être utilisées seules ou en association, en fonction du patient 

et des caractéristiques de son cancer. 

5.1 La chirurgie 

La chirurgie est le traitement de référence des CBnPC de stades I et II. Elle peut être utilisée 

aussi pour les stades IIIA et très rarement pour les stades IIIB. La chirurgie peut être faite si et 

http://www.fondation-arc.org/glossaire/351-radiotherapie
http://www.fondation-arc.org/glossaire/440-chimiotherapie
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seulement si la tumeur est résecable et si le patient peut être opérable. Il existe 2 grands types 

d'interventions chirurgicales : 

-La lobectomie: elle consiste à enlever le lobe du poumon où siège la tumeur, ainsi que 

les ganglions correspondants, sans enlever la totalité du poumon.  

-La pneumonectomie: elle consiste à enlever la totalité du poumon où siège la tumeur, ainsi que 

les ganglions correspondants. 

5.2 La radiothérapie 

La radiothérapie est un traitement utilisant les rayons X de haute énergie. Les doses 

habituellement prescrites pour traiter les cancers bronchiques sont de l'ordre de 50 à 70 Grays 

(Gy). Elles visent à détruire les cellules cancéreuses dans la région malade et à empêcher leur 

multiplication et leur développement. La radiothérapie est utilisée comme traitement de 

référence, associée à la chimiothérapie (radiochimiothérapie concomittante) pour les cancers de 

stade IIIB. Elle peut être utilisée aussi dans le cadre d'un traitement multi-modal pour les stades 

II et IIIA. La radiothérapie est utilisée comme une alternative à la chirurgie pour les cancers de 

stades IA et IB dans les cas ou l’intervention chirurgicale n’est pas possible.  
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5.3 La chimiothérapie 

Une chimiothérapie est un traitement qui consiste à utiliser des molécules chimiques qui agissent 

sur les mécanismes de division cellulaire afin de détruire les cellules cancéreuses. Le protocole 

de chimiothérapie le plus utilisé pour traiter un cancer bronchique est à base de sels de platine. 

Le cisplatine ou le carboplatine sont habituellement associés à l'un des agents 

chimiothérapeutiques suivants: Etoposide, Paclitaxel, Docétaxel, Gemcitabine, Vinorelbine ou 

Pemetrexed. La chimiothérapie est utilisée seule comme traitement de référence pour les cancers 

de stade IV. Elle est recommandée dans le cadre d'un traitement multimodal dans les stades IIIA 

et en adjuvant (après la chirurgie) dans les cancers de stade II. La chimiothérapie est aussi 

utilisée en association à la radiothérapie (radiochimiothérapie concomittante) dans les stades IIIB 

et peut être également utilisée pour les cancers de stade IB. 

5.4 Les thérapies ciblées 

Depuis la fin des années 1990, une grande avancée thérapeutique dans le monde des anti-

cancéreux a été faite en raison du développement des thérapies dites ciblées (tableau 4). La mise 

en place de ces thérapies a été permise grâce aux progrès qui ont été faits dans la compréhension 

des mécanismes moléculaires du développement tumoral. Ces thérapies ont permis d’augmenter 

la survie des patients tout en en évitant dans la mesure du possible les effets secondaires des 

thérapies conventionnelles. Ces médicaments sont des molécules qui sont dirigées contre des 

cibles spécifiques, anormalement exprimées ou actives dans les tumeurs, contrairement aux 

molécules chimiothérapeutiques conventionnelles. Il existe deux grandes familles de thérapies 

ciblées classées selon leur mode d’action: les anticorps monoclonaux (Mab) ou les inhibiteurs 

enzymatiques (inib) qui ciblent des récepteurs à activité enzymatiques ou des enzymes (Fayette, 

Fleury, et Blay 2008). Par exemple, les anti-angiogéniques bloquent l’angiogenèse tumorale en 

agissant soit sur le ligand dit Vascular Endothelial Growth FactorA (VEGF-A) ou ses récepteurs 

à activité tyrosine kinase VEGFRs. Ce sujet sera plus longuement détaillé dans la partie III de 

cette introduction. 

Comme mentionné précédemment, l’EGFR est une autre cible privilégiée des thérapies ciblées 

utilisées dans le traitement des cancers du poumon. A l'heure actuelle, il existe deux familles de 

molécules de thérapie ciblée anti-EGFR :  
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 -Les anticorps monoclonaux, représentés par le cetuximab (ERBITUX®) et le 

panitumumab (VECTIBIX®). Ils se lient au domaine extracellulaire de l’EGFR et empêche la 

liaison du ligand et donc l’activation du récepteur (Govindan et al. 2011) 

 -Les inhibiteurs de la tyrosine kinase de l'EGFR (EGFR-TKI), représentés par le gefitinib 

(IRESSA®) et l’erlotinib (TARCEVA®). Ils sont composés d’un noyau quinazoline qui 

se fixe au niveau de la poche à ATP de l’EGFR, entre en compétition avec l’ATP et 

bloque ainsi l’activité kinase du récepteur (Sequist et al. 2007) 

Le Cetuximab a été approuvé pour le traitement des cancers colorectaux, du sein et de la tête et 

du cou. Il est encore en essai clinique de phase III chez les patients porteurs de CBnPCs à cause 

de ses effets secondaires et notamment de la survenue d’un acné de typerash dans 10% des cas 

(Pirker et al. 2012). Les seules molécules ayant obtenues l’autorisation pour le traitement des 

CBnPCs sont le géfitinib et l’erlotinib (INCa β010b). 

Même si la découverte des thérapies anti-EGFR a constitué une grande avancée dans la médecine 

personnalisée des patients porteurs de CBnPCs, un des problèmes majeurs de ces nouvelles 

thérapies est le développement d’une résistance au traitement. Cela a conduit au développement 

d’inhibiteurs qui se fixent de manière irréversible à l’EGFR dits de deuxième (Afatinib, 

Dacomitinib et Neratinib) et de troisième génération (Rociletinib et Mereletinib), qui sont 

actuellement en phase d’essai clinique (Minguet, Smith, et Bramlage 2016). De plus, bien que 

ces thérapies ciblées soient supposées être mieux tolérées par les patients que les 

chimiothérapies, leurs effets indésirables restent à considérer. Nous prendrons comme exemple 

le Rocilétinib, un inhibiteur qui se fixe sur l’EGFR muté T790M avec un taux de réponse de 59% 

chez les patients mutés et 27% chez les patients non mutés. Ces effets indésirables sont 

essentiellement la diarrhée chez β0 % des patients et l’hyperglycémie chez ββ% des patients. Des 

essais précliniques suggèrent que l’hyperglycémie est due à un métabolite du Rocilétinib. 
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5.5 Les autres thérapies ciblées 

Les thérapies ciblées anti-ALK 

Le Crizotinib est un inhibiteur de l’activité tyrosine kinase de ALK (ALK-TKI) qui cible les 

protéines de fusion de ALK. Le crizotinib a été approuvé en 2013 par la Food and Drug 

Administration (FDA) comme première ligne de traitement chez les patients CBnPCs avec un 

réarrangement ALK. Cependant suite à l’apparition de résistance au Crizotinib, d’autres 

inhibiteurs alternatifs de ALK ont été développés tel que le Ceritinib et l’Alectinib (Minguet, 

Smith, et Bramlage 2016). 

Les inhibiteurs des voies K-RAS 

Des thérapies ciblant les voies de signalisation activées en aval de K-Ras sont actuellement en 

phase d’étude clinique, le selumetinib et le trametinib qui ciblent la voie des MAPK ((Korpanty 

et al. 2015; Vasan, Boyer, et Herbst 2014) mais également les inhibiteurs de mTOR qui agissent 

sur la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR, dont les principales molécules sont le 

temsirolimus et l’évérolimus (Cheng et al. 2014). Les inhibiteurs de MEK ont été les premiers 

inhibiteurs sélectifs de la voie MAPK qui ont été étudiés dans des essais cliniques. Le CI-1040 a 

été le premier inhibiteur à être étudié. Cependant, les essais cliniques ont été arrêtés en phase II à 

cause de sa faible stabilité métabolique et de sa faible biodisponibilité (Sebolt-Leopold et al. 

1999). D’autres inhibiteurs ont été développés comme l’AZD-6244 98 (ARRY-142886) (Yeh et 

al. 2007) et le PD0325901 (Messersmith et al. 2006) qui sont actuellement en phase II pour le 

traitement de nombreux types de cancers (sein, poumon, colorectal, foie...). En 2013, le 

trametinib, un inhibiteur de MEK1 et MEKβ, a été d’abord approuvé par la FDA en tant que 

monothérapie. Ensuite, il a été approuvé en tant que traitement combiné avec le dabrafénib, un 

inhibiteur de BRAF. Cette combinaison de traitement a amélioré de façon significative la survie 

globale sans augmentation de la toxicité chez les patients de mélanomes non-métastatiques 

présentant des mutations BRAFV600E ou V600K (Menzies et Long 2014). 
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Les immunothérapies : anti PDL1 et anti-PD1 

Une nouvelle approche très prometteuse vise à cibler les relations existant entre stroma tumoral 

et la tumeur elle même. Les thérapies anti-angiogéniques peuvent constituer une telle approche 

car elles ont été développées pour cibler les cellules endothéliales des néo-vaisseaux. Mais 

comme nous le verrons par la suite elles sont aussi capables dans certains cas de cibler les 

cellules tumorales. Ainsi, de nouvelles stratégies immunothérapeutiques ont été développées 

bloquant les points de restriction du système immunitaire « immune checkpoints » tels que les 

anticorps monoclonaux ciblant le récepteur PD-1 ou son ligand PD-L1. L’objectif de ces 

thérapies serait d’amplifier la réponse immunitaire anti-tumorale chez les patients. Parmi les 

anticorps anti-PD1, nous citons le nivolumab qui a amélioré la survie d’un an avec un 

pourcentage de 44 % dans les cancers pulmonaires ADC et SCC (Brahmer et al. 2013). Les 

anticorps monoclonaux ciblant PD-L1 présentent également une efficacité clinique dans 

plusieurs types de cancers y compris les CBnPCs. Nous citons à titres d’exemple les anticorps 

monoclonaux humanisés IgG1-MPDLγβ80A qui sont en phase 1 d’essais cliniques.(Spigel et al. 

2013). D’autre part, l’ipilimumab, un anticorps anti-CTLA 4, est désormais proposé dans le 

traitement du mélanome métastatique aussi pour renforcer la réponse immunitaire. Il a amélioré 

la survie globale de 10 mois mais il a été associé avec des effets secondaires tels que l’éruption 

cutanée, la fièvre, la diarrhée et la thyroïdie, etc..(Hodi et al. 2010). 
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Spectre 
d’action 

Molécule Cible Type de cancer Phase de 
développement 

  
  
  
  
Cible 
unique 

Bevacizumab 
(Avastin) 

VEGF-A Cancer colorectal 
métastique, glioblastome, 
cancer du poumon non à 
petites cellules et non 
épidermoïde, cancer du 
rein métastatique 

Approuvé 
US/UE 

Cetuximab 
(erbitux) 

EGFR Cancer tête-cou, 
Cancer colorectal 

Approuvé 
US/UE 

Panitumumab 
(vectibix) 

EGFR Cancer métastatique 
colorectal 

Approuvé 
US/UE 

Trastuzumab 
(herceptin) 

HER-β Cancer du sein et gastrique 
surexprimant HER-β 

Approuvé 
US/UE 

  
  
  
  
  
  
  
Multi-cibles 

Aflibercept VEGF-A -B, 
PlGF 

Cancer colorectal 
métastatique 

Approuvé 
US, en attente 
(UE) 

Axitinib VEGFR-1-β-γ, 
PDGFR, KIT 

Cancer rénal avancé Approuvé 
US/UE 

Cédiranib VEGFR-1-β-γ, 
PDGFR, KIT 

Cancer métastatique 
colorectal 
Glioblastome récurrent, 
Cancer de l’ovaire, 
Cancer du poumon 

Phase III 

Indétanib VEGFR, PDGFR, 
FGFR 

Cancer de l’ovaire, 
Cancer du poumon non à 
petites cellules 

Phase III 

Pazopanib VEGFR-1-β-γ, 
PDGFR, KIT 

Cancer rénal avancé, 
sarcome avancé des tissus 
mous 

Approuvé 
US/UE 

Sorafénib VEGFR-β-γ, 
Raf,PDGFR, KIT 

Carcinome hépatique, 
Cancer rénal avancé 

Approuvé 
US/UE 

Sunitinib VEGFR-1-β-γ, 
PDGFR, KIT, 
FLTγ, CSF-1R, 
RET 

Cancer rénal avancé, 
Cancer du pancréas  
avancé ou 
métastatique, 
Tumeurs neuroendocrines, 
Tumeurs gastrointestinales 

Approuvé 
US/UE 

Vandétanib VEGFR-β, EGFR, 
KIT, RET 

Cancer médullaire de la 
thyroïde 

Approuvé 
US/UE 
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Vatalanib VEGFR-1-β-γ, 
PDGFR, KIT 

Cancer colorectal Phase III 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Large 
spectre 

ABT-510 CDγ6 Cancer de la tête et du  
cou, myélome, lymphome, 
cancer du rein, sarcoma, 
carcinomes non à petites 
cellules  

Phase II 

ATN-161 Intégrines αvȕγ et αvȕ1  Cancer du cerveau et  
du système nerveux 
central, cancer du rein  

Phase II 

Angiostatine ATP synthase, NGβ, 
angiomotine, 
Intégrines αvȕγ, c-met, 
annexine II 
  

CBNPC Phase II 

Cilengitide Intégrines αvȕγ et αvȕ5  Gliome, glioblastome PhaseIII 
  

Endostatine 
(endostar) 

Intégrines αvȕγ et αvȕ1, 
nucléoline, caveoline-1, 
glypicane-1et -4, MMP-β, 
VEGFR-β 
  

CBNPC, cancer du sein  
  

phase III/IV 

Lénalidomide 
(CC-501γ; 
revlimid) 

  
CRBN 

  
Myélome multiple  

  
Approuvé 
(U.S./E.U.) 

Pomalidomide 
(CC-4047) 

CRBN Myélome multiple PhaseIII 
  

Thalidomide 
(thalomid) 

CRBN Myélome multiple Approuvé 
(U.S./E.U.) 

TNP-470 MetApβ Cancer pancréatique Phase II 

Tableau 4 Les différentes thérapies ciblées utilisées à l’heure actuelle dans les CBnPCs adapté de 
(Limaverde-Sousa, Sternberg, et Ferreira 2014). 
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PARTIE 2. L’ANGIOGENESE 

 

L’angiogenèse est un processus qui aboutit à la formation de nouveaux vaisseaux à partir de 

vaisseaux pré-existants, capillaires ou veines.  

L’angiogenèse peut se dérouler selon deux mécanismes fondamentaux (Dijke et Arthur 2007) 

-Le bourgeonnement (ou sprouting) : par activation des cellules endothéliales qui vont 

migrer, proliférer et se différencier afin de former un nouveau vaisseau. 

-L’intussusception: par élargissement et séparation des vaisseaux déjà formés. 

 

L’angiogenèse assure l’apport en oxygène et en nutriments aux tissus leur permettant de se 

développer. Ce processus est activé dans l’organisme et peut être à la fois physiologique et 

pathologique. 

 

1. Angiogenèse physiologique et pathologique 

L’angiogenèse est un phénomène rare chez l’adulte parce que l’endothélium est quiescent et les 

cellules endothéliales se renouvellent très faiblement. Toutefois, l’angiogenèse est un mécanisme 

indispensable et hautement régulé dans certaines conditions physiologiques comme par exemple 

dans le tractus génital de la femme au cours du cycle menstruel et pendant la grossesse (au 

niveau de la glande mammaire, lors de la régénération de l’utérus, de la formation du placenta, 

lors de la reconstitution menstruelle de l’endomètre, lors de la croissance folliculaire et lors de la 

formation du corps jaune) (Risau 1997). Elle a également lieu au cours de l’inflammation, des 

processus de réparation tissulaire, d’ischémie tissulaire et au cours de la croissance des cheveux 

et du squelette. L’angiogenèse peut être cependant à la base du développement et de la 

progression de nombreuses pathologies dans le cas d’une vascularisation excessive. Nous 

distinguons les rétinopathies diabétiques, la dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA), 

l'arthrite rhumatoïde, l'athérosclérose, le psoriasis, l’obésité, la maladie d’Alzheimer et le cancer 

(Carmeliet 2003). Dans la suite de cette description, je m’axerai sur l’angiogenèse tumorale. 
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En 1971, Folkman a montré que l’angiogenèse est nécessaire à la croissance des tumeurs solides 

et au développement de métastases. En effet une tumeur non vascularisée ne peut assurer ses 

besoins en nutriments et en oxygène. C’est pour cela que le processus de néo-vascularisation 

tumorale est mis en place. Il est à noter cependant que certaines tumeurs (peau, col utérin, vessie) 

sont capables de persister des mois ou des années sans acquérir le phénotype angiogénique et 

vont donc rester sous forme de carcinomes in situ cliniquement indétectables (Chabanneset al. 

2001).  

 

L’angiogenèse tumorale, est un processus complexe qui se déroule en plusieurs étapes (Figure 

4). Dans une première étape, les cellules tumorales et péri-tumorales associées à la tumeur 

synthétisent des facteurs angiogéniques (bFGF, VEGF, ...) qui vont stimuler la migration et la 

prolifération des cellules endothéliales. Dans une seconde étape, les cellules tumorales et 

endothéliales vont sécréter des enzymes spécifiques (telles que des métalloprotéases matricielles 

et des activateurs du plasminogène) qui vont activer la dégradation de la membrane basale et de 

la matrice extra-cellulaire. Cela va permettre alors de libérer des facteurs de croissance comme le 

FGF ou le VEGF séquestrés dans cette matrice. Dans une troisième étape, il se produit une 

augmentation de la perméabilité vasculaire sous l’action du VEGF et une formation d’un gel de 

fibrine, qui vont permettre la prolifération et la migration des cellules endothéliales. Les cellules 

endothéliales qui prolifèrent migrent alors selon un gradient dicté par les stimuli angiogènes. 

Dans une quatrième étape, les cellules endothéliales forment de fins prolongements 

cytoplasmiques et les cellules migrantes s’allongent et s’alignent les unes avec les autres pour 

former un bourgeon capillaire. Enfin, on observe une fusion des tubules formés, une maturation 

et une stabilisation des néovaisseaux. 

  



27 

 

 

Figure 4 Représentation schématique des principales étapes de l’angiogenèse (exemple de l’angiogenèse 

tumorale) (Chabannes2001). 

L’angiogenèse est donc finement contrôlée par l’action de plusieurs facteurs endogènes 

regroupés sous l’appelation de facteurs angiogéniques et divisés en deux catégories, d’une part 

les facteurs activateurs pro-angiogéniques et d’autre part les facteurs inhibiteurs anti-

angiogéniques.  

1.1. Les facteurs pro-angiogéniques  

Les facteurs pro-angiogéniques stimulent la migration, la prolifération et la différenciation des 

cellules endothéliales. Ils augmentent la perméabilité vasculaire et ils sont impliqués dans la 

maturation des vaisseaux. Les principaux facteurs activateurs qui ont été décrits sont: le VEGF, 

le PDGF (Platelet Derived Growth Factor), le FGF (Fibroblast Growth Factor), le TGF 

(Transforming Growth Factor), les MMPs (Matrix Metalloproteases,), le TNF (Tumour Necrosis 

Factor) et les angiopoiétines. Le VEGF (description détaillée plus loin dans cette partie) est le 

facteur le plus étudié et le FGF-2 a été le premier facteur identifié (Yadav et al. 2015). 
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1.2. Les facteurs anti-angiogéniques 

Les facteurs pro-angiogéniques voient leurs effets contre-balancés par ceux des facteurs anti-

angiogéniques. C’est cet équilibre qui régule le processus entier d’angiogenèse. Les facteurs anti-

angiogéniques inhibent l’angiogenèse en bloquant la prolifération, la migration et la 

différenciation des cellules endothéliales. Ils diminuent ou empêchent la sécrétion des facteurs 

angiogènes et ils augmentent la sécrétion des facteurs anti-angiogéniques par un mécanisme de 

« feed-back» positif. Ils induisent l’apoptose des cellules endothéliales. Les facteurs anti-

angiogéniques les plus étudiés sont: les interférons, les interleukines, les TIMPs (Tissue 

Inhibitors of Matrix Metalloproteases), les angiostatines et les endostatines (Yadav et al. 2015) et 

la thrombospondine (Dameron et al. 1994). 

1.3. Le « switch » angiogénique 

Au début de son développement, la tumeur se développe in situ avec une taille inférieure à deux 

millimètres. Dans ce cas, la tumeur peut satisfaire ses besoins en oxygène et en nutriments par 

simple diffusion passive. Arrivée à une taille de 1 à 2 mm de diamètre, le processus de nutrition 

par diffusion passive ne suffit plus au bon développement de la tumeur. La tumeur est en manque 

d’oxygène et donc un état d’hypoxie cellulaire se crée. Cette hypoxie induit une expression plus 

importante du facteur de transcription HIF1α (Hypoxia Inducible Factor) par les cellules 

tumorales, les cellules endothéliales et les cellules stromales. En conséquence, l’équilibre entre 

les facteurs pro-et anti-angiogéniques est rompu en faveur des facteurs pro-angiogéniques qui 

vont activer le processus d’angiogenèse (Bergers et Benjamin 2003). C’est le «switch 

angiogénique» décrit initialement par Folkman (figure 5) (J. Folkman et Hanahan 1991). Ces 

facteurs pro-angiogéniques vont aussi interagir avec le micro-environnement tumoral. Ainsi, ils 

vont attirer des cellules myéloïdes sur le site de la tumeur, où ces cellules vont se différencier en 

macrophages associés aux tumeurs. Ces macrophages vont permettre de créer un 

microenvironnement inflammatoire riche en cytokines et en agents pro-angiogéniques que les 

cellules tumorales vont utiliser pour promouvoir leur propre croissance (Weis et Cheresh 2011; 

Tobelem 2008). D’autres cellules dérivées de la moelle osseuse telles que des précurseurs 

hématopoiétiques, des neutrophiles, des mastocytes ou des monocytes, jouent aussi un rôle au 
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cours de l’angiogenèse tumorale en favorisant la sécrétion de molécules pro-angiogéniques (Qian 

et Pollard 2010). Enfin, les fibroblastes du tissu stromal infiltrent aussi les tumeurs et induisent le 

recrutement de cellules progénitrices endothéliales sécrétant des facteurs pro-angiogéniques 

(Joyce et Pollard 2009). Le micro-environnement tumoral amplifie donc le « switch » 

angiogénique mais aussi, comme nous le verrons plus loin dans cette introduction, participe à la 

résistance des tumeurs aux traitements anti-angiogéniques (Ferrara 2010).  

 

Figure 5. Le « switch angiogénique » est nécessaire pour la croissance tumorale. 

 

1.4. Caractéristiques des vaisseaux tumoraux 

Parallèlement à la rupture de l’équilibre entre les facteurs pro-versus anti-angiogéniques, 

l’angiogenèse tumorale se traduit aussi par la formation de vaisseaux tumoraux anormaux. Ainsi, 

les vaisseaux qui irriguent les tumeurs présentent des caractéristiques structurales et 

fonctionnelles différentes de celles des vaisseaux normaux (figure 6 et tableau 5). 
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Figure 6. Comparaison de l’aspect de vaisseaux sanguins normaux et tumoraux dans une xénogreffe de 
tumeur humaine chez la souris nude observés par microscopie électronique à balayage. Les vaisseaux 
normaux sont organisés en capillaires et veines alors que les vaisseaux tumoraux forment un réseau 
vasculaire anarchique complètement désorganisé (McDonald et Choyke 2003). 

 

Les vaisseaux tumoraux présentent une vascularisation désordonnée, fragile, lâche et les 

arborisations sont irrégulières. Le diamètre est irrégulier. La membrane basale est discontinue et 

parfois absente. Les jonctions entre les cellules endothéliales sont lâches. L’endothélium est 

discontinu et perméable avec absence de péricytes. Les vaisseaux tumoraux sont immatures avec 

une pression élevée et un débit sanguin faible. Cette vascularisation anarchique favorise un état 

hypoxique chronique des tumeurs à l’origine d’une amplification du switch angiogénique. Elle 

est aussi responsable de la très faible perfusion des tumeurs notamment par rapport à l’accès des 

thérapies anti-tumorales de type chimiothérapies. 

 

Tableau 5 : Comparaison de l’aspect morphologique de vaisseaux sanguins normaux et tumoraux 

(Tobelem 2008). 



31 

 

2. Les acteurs de l’angiogenèse : un jeu connecté entre 

ligands, récepteurs et co-récepteurs 

Malgré l’implication à ce jour de plus d’une cinquantaine de facteurs de croissance différents au 

cours du processus d’angiogenèse tumorale, le VEGF et ses récepteurs, les VEGFRs, sont 

considérés comme des éléments moléculaires essentiels à ce processus au sein des facteurs 

activateurs (Bergers et Benjamin 2003).  

 

2.1  La famille des ligands VEGF 

La familles des VEGFs est constituée de 7 glycoprotéines de 40 KDa : le VEGF-A, le VEGF-B, 

le VEGF-C, le VEGF-D, le VEGF-E, le VEGF-F et le PlGF (Placental Growth Factor). Le 

VEGF-E et VEGF-F sont les membres les plus rares de la famille retrouvés chez le para-

poxvirus 1 et dans le venin de serpent respectivement. Ils appartiennent tous à la sous-famille des 

PDGFs de la superfamille des facteurs à domaine « cystine-knot ». Tous les membres de cette 

superfamille se caractérisent par la présence de huit résidus cystéine conservés formant la 

structure typique « cystine-knot » (deux cystéines liées par liaison S-S). La complexité de cette 

famille est accrue par épissage alternatif (VEGF-A, VEGF-B et PlGF) mais aussi par des 

modifications post-traductionnelles (VEGF-A, VEGF-C et VEGF-D) (Ferrara 2010) (Koch et al. 

2011a). Ces VEGFs exercent différentes fonctions biologiques en se liant avec une haute affinité 

à trois récepteurs à activité tyrosine kinase, les VEGFR-1-3 (figure 7) (Eichmann et Simons 

2012) et à leurs co-récepteurs les NRP-1-2 (Grünewald et al. 2010). 
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Figure 7. Les membres de la famille du VEGF (A-B-C-D et PlGF) et ses récepteurs VEGFR-1,2,3 et 
NRP-1,2) (Ruiz de Almodovar et al. 2009). VEGF-A se lie sur les récepteurs VEGFR-2 (nommé encore 
KDR/Flk-1) et VEGFR-1 (Flt-1). VEGF-C et VEGF-D se lient sur les récepteurs VEGFR-2 et VEGFR-3 
(Flt4). PlGF et VEGF-B se lient uniquement sur le récepteur VEGFR-1.VEGF-A et PlGF peuvent 
également se lier à des complexes de récepteurs hétérodimères formés par VEGFR-1 et VEGFR-2. De 
même, VEGF-C et VEGF-D sont connus pour lier des hétérodimères formés par le VEGFR-2 et VEGFR-
3. Enfin, les neuropilines NRP-1 et NRP-2 peuvent agir en tant que co-récepteurs pour certains complexes 
VEGF-VEGFR et sont capable de moduler l'activation du VEGFR et leur signalisation. VEGF-A et tous 
les membres de la famille se lient à la fois aux NRP-2 et NRP-1, sauf VEGF-B qui ne se lie pas à la NRP-
1. 

 

2.1.1. Le VEGF-A 

Le VEGF-A, connu aussi sous le nom de VEGF, a été découvert par Senger et al. comme étant le 

Vascular Permeability Factor (VPF) (Senger et al., s. d.). Le VEGF-A est le membre de la 

famille des VEGF le plus étudié et le mieux caractérisé. Le VEGF-A est un facteur clé dans 

l’angiogenèse physiologique et tumorale. Le VEGF-A est essentiel pour la formation des 

vaisseaux sanguins au cours de l'embryogenèse précoce. Son importance au cours du 

développement physiologique est attestée par le fait qu’une diminution de 50% de son 

expression est létale au stade embryonnaire (Eichmann et Simons 2012). De plus, sa 
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surexpression de deux à trois fois entraîne des anomalies sévères dans le développement du cœur 

et une mort embryonnaire (Miquerol, Langille, et Nagy 2000). 

Quelques semaines après la naissance, l’expression du VEGF-A diminue dans la plupart des 

tissus et reste faible dans les organes adultes, exceptés le plexus choroïde cérébral, les alvéoles 

pulmonaires, les glomérules rénaux ou le cœur. Son expression est augmentée durant certains 

processus physiologiques (cicatrisation) et pathologiques. Il est sécrété par divers types 

cellulaires, tels que les cellules vasculaires au niveau de l’aorte, les kératinocytes, ou les 

macrophages (Holmes et Zachary 2005). Malgré la complexité du processus d’angiogenèse 

tumorale et le nombre grandissant de facteurs impliqués, il apparaît que le VEGF-A est un 

régulateur crucial de ce processus. D’ailleurs son expression, tant sur le plan de son ARNm ou de 

sa protéine, augmente dans la plupart des tumeurs. De plus, une augmentation de ses taux 

plasmatiques est détectée chez les patients atteints de cancer (Ferrara 2004a). Pour médier ses 

activités biologiques, il se fixe sur des récepteurs trans-membranaires à activité tyrosine kinase 

parmi lesquels on citera le VEGF-R2 ou KDR (Kinase-insert Domain-containing Receptor) et le 

VEGF-R1 ou Flt-1. Le VEGF-A peut aussi interagir avec des co-récepteurs membranaires tels 

que les neuropilines (NRP-1 et NRP-2) et les intégrines (Judah Folkman 2007). 

2.1.2. Les fonctions biologiques du VEGF-A 

Sur le plan biologique, le VEGF-A est un facteur de survie. Il active la prolifération de plusieurs 

types cellulaires parmi lesquels nous citerons les cellules endothéliales, les cellules de la rétine 

(Guerrin et al. 1995), les cellules du canal pancréatique (Öberg-Welsh et al. 1997) ou les cellules 

de Schwann (Sondell, Lundborg, et Kanje 1999). Le VEGF-A est un facteur de protection 

neuronale (Lambrechts et al. 2003). Il participe aussi au processus inflammatoire, stimule la 

vasodilatation et augmente la perméabilité vasculaire (figure 8) (Yihai Cao 2014). Dans le cadre 

de la promotion des cancers, si ses principaux effets consistent en l’induction de la prolifération, 

de la survie, de la migration des cellules endothéliales et le recrutement des progéniteurs 

endothéliaux, il est aussi capable d’exercer une fonction autocrine sur les cellules tumorales qui 

expriment à leur surface les récepteurs VEGFR-1, VEGFR-2 et/ou leurs co-récepteurs NRP-1 et 

NRP-2, comme les cellules cancéreuses pulmonaires (Alevizakos, Kaltsas, et Syrigos 2013; Goel 

et Mercurio 2013a). Si on a longtemps pensé que cette boucle autocrine était une boucle 
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conditionnant la survie et la prolifération des cellules tumorales, des données récentes suggèrent 

que le rôle du VEGF-A dans ce contexte est plus compliqué qu’initialement envisagé. 

 

Figure 8. Les fonctions physiologiques et pathologiques du VEGFau cours de l'embryogenèse et dans les 
tissus adultes (Yihai Cao 2014). 

 

2.1.3. Régulation du VEGF-A 

Le vegf-a est régulé à toutes les étapes concevables de l’expression des gènes (Arcondéguy et al. 

2013a). Il est ainsi régulé : (1) au niveau transcriptionnel, mais aussi (2) au niveau post-

transcriptionnel via un contrôle de l’épissage alternatif de son ARN pré-messager, (3) au niveau 

de la stabilité de son ARNm et (4) au niveau de la traduction de son ARNm. 

Régulation transcriptionnelle 

Le gène vegf-a humain est situé sur le chromosome 6 à 6p21.3 (Vincenti et al. 1996). Il 

comprend huit exons et sept introns et s’étend sur environ 14 kb (Tischer et al. 1991). La 

séquence promotrice du gène vegf-a représente 1,2 kb chez la souris et le rat (Shima et al. 1996), 

alors qu'une région de 2,36 kb est critique dans le gène humain (Buteau-Lozano et al. 2002). Ce 

promoteur est dépourvu d’une séquence consensus pour une boîte TATA, mais il contient 
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plusieurs sites consensus de liaison pour des régulateurs transcriptionnels, y compris AP1, AP2 

et SP1, des régulateurs dépendants de facteurs de croissance, de cytokines, d’hormones, de 

l’activation de gènes oncogènes et suppresseurs de tumeur (Pagès et Pouysségur 2005). 

L’hypoxie est le mécanisme le plus étudié parmi les facteurs qui régulent l’expression duVEGF-

A (Shweiki et al. 1992). Plus précisément, l’hypoxie régule la transcription mais aussi la stabilité 

et la traduction de l’ARNm du VEGF-A (Dor, Porat, et Keshet 2001). Le vegf-a possède dans 

son promoteur un élément HRE (Hypoxia Response Element) (Forsythe et al. 1996). En réponse 

à l’hypoxie, le facteur de transcription HIF-1 se fixe sur HRE et active la transcription du vegf-a 

(Forsythe et al. 1996). Le facteur de transcription HIF-1 est un hétérodimère composé de deux 

sous-unités protéiques: la sous-unité HIF-1α (présente à un taux faible dans le cytoplasme car 

elle est dégradée par le protéasome) et la sous-unité HIF-1ȕ (présente de façon constitutive dans 

le noyau). En conditions normoxiques, HIF-1-α est hydroxylé et fixe ensuite la protéine pVHL 

(Von Hippel-Lindau). Ce complexe est ensuite dégradé par le protéasome.Al’inverse,en 

conditions hypoxiques, HIF-1α n’est pas hydroxylée. La protéine s’accumule alors dansle noyau 

oùelle forme un hétérodimère avec HIF-1ȕ. Ce dimère se fixe sur les HRE et active la 

transcription du vegf-a. Le VEGF-A est stimulé aussi par plusieurs facteurs de croissance tels 

que: l’EGF (EpidermalGrowth Factor), le TGFα et le TGFȕ, l’IGF-1 (Insulin Growth Factor 1), 

le FGFb et le PDGF. Des cytokines inflammatoires (IL-1α, IL-1ȕ, IL-6) induisent aussi 

l’expression du VEGF-A (Ferrara et Davis-Smyth 2011). Les hormones, la mutation de certains 

oncogènes tels que Ras (Okada et al. 1998; Milanini et al. 1998) et la voie de signalisation Wnt 

(X. Zhang, Gaspard, et Chung 2001) ont aussi un rôle dans la régulation de l’expression du 

VEGF-A. 
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Régulationspost-transcriptionnelles 

A côté de la régulation transcriptionnelle, l’expression du vegf-a est contrôlée au niveau de la 

traduction de son ARNm mais aussi de la stabilité de son ARNm. La stabilité de l’ARNm vegf-a 

est principalement régulée par des séquences présentes au niveau de l’extrêmité γ’-UTR, que 

sont les séquences ARE (AU-Rich Element) (Barreau, Paillard, et Osborne 2005; Gingerich, 

Feige, et La Marre 2004). En conditions normoxiques, ces séquences sont la cible de protéines 

telles que AUF1 ou la tristetraproline (TTP) qui vont déstabiliser l’ARNm vegf-a  via le 

recrutement de la machinerie de dégradation des ARNs (Bernstein et Ross 1989; DeMaria et 

Brewer 1996; Gorgoni et Gray 2004; Stoecklin et al. 2003; T. Zhang et al. 2002). A l’inverse, en 

conditions hypoxiques, ces mêmes séquences contribuent à la stabilisation de l’ARNm vegf-a  en 

permettant la liaison de protéines telles que HuR, hnRNPL, PAIP2 (Poly(A)-Binding Interacting 

Protein 2) (C. Onesto et al. 2006). 

Le vegf-a est aussi hautement régulé par l’épissage alternatif de son pré-ARNm qui génère des 

isoformes dénommées VEGFxxx où le xxx désigne le nombre d’acides aminés dans la protéine 

mature (figure 9) (Arcondéguy et al. 2013b). Nous pouvons distinguer quatre isoformes 

différentes ayant respectivement 121, 165, 189, and 206 acides aminés (VEGF121, VEGF165, 

VEGF189, VEGF206) (Keith A. Houck et al. 1991; Tischer et al. 1991). VEGF165 est 

l’isoformeprédominante. Des variants d’épissage plus rares ont été décrits comprenant les 

VEGF145 (Poltorak et al. 1997), VEGF183 (Jingjing et al. 1999) ou VEGF162 (Lange et al. 2003). 

Comme le montre la figure 9, les 5 premiers exons ainsi que l’exon 8 sont conservés dans toutes 

les isoformes. La génération des différentes isoformes du VEGF-A résulte alors de l’inclusion 

et/ou exclusion des exons 6a, 6b ou 7. Ainsi, le VEGF189 ne possède pas les résidus codés par 

l’exon 6b, le VEGF165 ceux codés par l’exon 6 et le VEGF121 ceux codés par les exons 6 et 7. Il 

existe aussi les formes longues de VEGF, les L-VEGFs. Elles sont initiées au codon CUG 

présent dans le domaine 5'UTR de l’ARN du messager du vegf-a . Ce codon contient des 

séquences IRES (Intra Ribosomal entry site) qui permettent l’initiation de la traduction du VEGF 

même en condition de stress cellulaire telles que l’hypoxie (Huez et al. 2001; Meiron et al. 2001; 

Tee et Jaffe 2001; Rosenbaum-Dekel et al. 2005). 
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Figure 9. Structure du gène du VEGF-A humain et des différents isoformes de la famille du VEGF-A. Le 
gène VEGF-A est constitué de huit exons et sept introns. Le gène du vegf-a est hautement régulé par 
l’épissage alternatif de son pré-ARNm. Toutes les isoformes actuellement décrites contiennent les exons 
1-5. Selon la présence des exons 8a ou 8b, nous distinguons la famille des VEGF pro- angiogéniques : 
VEGF-Axxx et la famille des anti-angiogéniques : VEGF-Axxxb, respectivement. Les exons 6 et 7 codent 
pour des domaines de liaison à l'héparine responsables de la diffusibilité et de l’affinité à la matrice extra-
cellulaire (Arcondéguy et al. 2013b). 

 

Les exons 6a et 7 du vegf-a codent pour des séquences hautement conservées riches en résidus 

basiques et qui possèdent une affinité pour l’héparine. La présence ou l’absence de ces résidus va 

donc conférer une biodisponibilité différente aux isoformes du VEGF-A (Vempati, Popel, et Mac 

Gabhann 2011). Le domaine de liaison à l’héparine codé par l’exon 6 détermine la liaison à la 

matrice extracellulaire (MEC). Les isoformes possèdant ce domaine, VEGF-A145, VEGF-A189 et 
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VEGF-A206, sont donc fortement séquestrées dans la MEC (figure 10). Les isoformes du VEGF-

A retenues à la MEC constituent un réservoir à partir duquel elles peuvent être rapidement 

libérées en réponse aux héparinases, héparane sulfate ou aux enzymes protéolytiques telles que la 

plasmine ou l’uPA (Urokinase-type Plasminogen Activator) (K. A. Houck et al. 1992; Plouët et 

al. 1997).VEGF-A165 ayant uniquement l’exon 7 a une diffusibilité intermédiaire avec 50-70% de 

liaison à la MEC. Le VEGF-A121 qui ne contient aucun des exons 6 et 7 est complètement 

diffusible (Nathalie Ortega,1999). L’épissage alternatif du vegf-a contribue donc à la formation 

d'un gradient de VEGF-A essentiel au processus de néovascularisation tumorale. Les isoformes 

les plus diffusibles agissent au niveau des sites distaux pour promouvoir le recrutement 

vasculaire, alors que celles associées à la membrane cellulaire et à la matrice extracellulaire 

agissent en favorisant l'expansion locale des capillaires (Grunstein et al. 2000) (figure 10). 

 

Figure 10. Les différentes isoformes du VEGF-A et leur interaction avec la MEC et les VEGFRs. Les 
isoformes VEGF121 et VEGF165 sont les isoformes diffusibles du VEGF-A, qui sont libérées par les 
cellules et qui peuvent se lier aux VEGFR-1 et VEGFR-2. Le VEGF165 mais pas le VEGF121 se lie aux 
neuropilines NRP-1 et NRP-2. Le VEGF189 devient actif et diffusible suite à son clivage de la MEC au 
niveau de son extrêmité C terminale (Ferrara 2004a). 

 

En plus des isoformes VEGFxxx, nous distinguons les isoformes VEGFxxxb (figure 9). Les 

isoformes VEGFxxxb sont issues d’un épissage alternatif au niveau d’un site d’épissage distal 

(DSS) situé à 66 nucléotides en aval du site d’épissage proximal (PSS) sur l’exon 8, ce qui va 

aboutir à l’excision de l’exon 8a et l’inclusion de l’exon 8b (David O. Bates et al. 2002). Ces 

deux épissages génèrent des isoformes qui ont la même taille et la même affinité pour les 
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VEGFRs mais qui diffèrent uniquement par les six derniers acides aminés de l’extrémité C-

terminale. Les VEGFxxx ont une extrémité C-terminale Cys–Asp–Lys–Pro–Arg–Arg (CDKPRR) 

tandis que les VEGFxxxb ont une extrémité C-terminale Ser–Leu–Thr–Arg–Lys–Asp (SLTRKD) 

(Ladomery, Harper, et Bates 2007). L’isoforme VEGF165b a été la première isoforme identifiée 

et des études ultérieures ont décrit l’existence d’autres isoformes telles que VEGF-A121b, VEGF-

A183b, VEGF-A145b (Perrin et al. 2005) et VEGF189b (Miller-Kasprzak et Jagodziński β008). 

Cette différence en C-ter modifie la structure tertiaire de la protéine (Cui et al. 2004). Ainsi, le 

résidu Cys-160 qui forme une liaison disulfure avec le résidu Cys-146 dans l'exon 7 dans le cas 

des isoformes VEGFxxx, se trouve remplacé par un résidu acide (Asp) dans les isoformes 

VEGFxxxb. D’autre part, dans les isoformes VEGFxxxb, les deux arginines hautement chargées 

présentes en C-terminal des isoformes VEGFxxx sont remplacées par un résidu lysine et un résidu 

acide aspartique. La substitution d'une proline par une arginine contribue également à une 

modification profonde de la relation structure-fonction de ces isoformes, notamment leur 

capacité à lier les neuropilines. De plus, l’isoforme VEGF165b n’est pas capable de lier 

l’héparine, malgré la présence de l’exon 7, suggèrant une implication directe de l’exon 8a ou une 

fonction inhibitrice de l’exon 8b dans cette interaction (Delcombel et al. 2012). Ainsi, en 

comparaison avec les isoformes VEGFxxx, les isoformes VEGFxxxb ont une biodisponibilité et 

une activité différentes. Les isoformes VEGFxxxb ont d’abord été décrits comme des isoformes 

ayant une activité anti-angiogénique sur les cellules endothéliales capables d’antagoniser les 

fonctions des isoformes VEGFxxx (David O. Bates et al. 2002). Cependant, Catena et 

collaborateurs ont ensuite montré que les VEGF121/165b ne sont pas des isoformes anti-

angiogéniques, mais ils sont plutôt faiblement angiogéniques. Ils favorisent ainsi la croissance 

tumorale et l'angiogenèse dans des modèle in vivo d’ADC (A549) et de prostate (PC-3) (Catena 

et al. 2010).  
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2.2  Les récepteurs du VEGF 

Les récepteurs du VEGF, VEGFRs (Vascular Growth Factor Receptors), sont des récepteurs à 

activité tyrosine kinase. On trouve les VEGFR-1 ou Flt-1 (Fms-Like Tyrosine kinase 1), 

VEGFR-2 ou KDR et VEGFR-3 ou Flt-4 (Fms-Like Tyrosine kinase-4). Ce dernier est un 

récepteur des VEGF-C et VEGF-D mais pas du VEGF-A.  

Les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-β sont composés d’un domaine extracellulaire constitué de 

sept domaines immunoglobulines-like liant les ligands VEGF, d’un domaine transmembranaire 

et d’un domaine tyrosine kinase intracellulaire. Les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 sont 

exprimés principalement par les cellules endothéliales mais aussi par d’autres types cellulaires et 

notamment certaines cellules cancéreuses. Le VEGFR-3 est exprimé à la surface des cellules 

endothéliales lymphatiques (Koch et al. 2011a). Suite à la fixation du ligand, les récepteurs 

VEGFR se dimérisent. Ces dimères sont par la suite stabilisés par des liaisons homotypiques 

entre les domaines extra-cellulaires Ig-G-like. Ces liaisons servent à stabiliser la liaison du ligand 

au dimère de récepteurs. Par exemple, en absence de ligand, des forces répulsives exercées par 

les domaines Ig-like 7 et 4 du VEGFR-2 assurent une faible activité basale du récepteur. Le 

maintien d’une conformation rigide va permettre de positionner correctement le domaine kinase 

intracellulaire du dimère de récepteur actif. Ceci va engendrer l’activation de l’activité 

catalytique tyrosine kinase, les dimères vont ainsi s’auto-phosphoryler au niveau de plusieurs 

résidus tyrosine spécifiques localisés dans le domaine intracellulaire juxtamembranaire, le 

domaine kinase et l’extrêmité C-terminale du récepteur pour assurer la transduction du signal 

(figure 11). De ce fait, une variété de molécules sont recrutées vers le dimère de VEGFR, créant 

un large complexe moléculaire appelé signalosome capable d’activer en aval la cascade de 

transduction du signal. 



41 

 

 

Figure 11. Représentation schématique du mécanisme d'activation des VEGFRs. Un dimère de VEGF lié 
de manière covalente (vert) se lie au VEGFR (bleu clair et foncé) conduisant à la dimérisation de deux 
monomères du récepteur. Des interactions supplémentaires entre les domaines de type Ig 4 et 7, les 
domaines transmembranaires et les domaines juxtamembranaires (bleu foncé) stabilisent le complexe 
VEGF/VEGFR résultant en une activation du domaine intracellulaire et l'autophosphorylation des résidus 
tyrosine requis pour la signalisation en aval (Stuttfeld et Ballmer-Hofer 2009). 

 

VEGFR-1 

La protéine humaine VEGFR-1 est constituée de 1338 acides aminés. Avant toute modification 

post-traductionnelle, le polypeptide VEGFR-1 est d'environ 150 kDa (Shibuya et al. 1990; Vries 

et al. 1992a). Après sa synthèse, il est rapidement glycosylé et son poids moléculaire atteint 170 

kDa. D’autres glycosylations ont ensuite lieu avant que le récepteur VEGFR-1 ne soit exprimé à 

la surface cellulaire en tant que protéine mature de 180 à 185 kDa (Vries et al. 1992b; Shibuya et 

al. 1990). Seule cette forme mature est auto-phosphorylée en réponse aux ligands du VEGFR-1. 

Des études ont montré que les trois premiers domaines de type Ig sont essentiels pour la liaison 

du ligand, et le quatrième est important pour la dimérisation du récepteur (Blechman et al. 1995). 

Le 2ème domaine Ig est la région de liaison directe pour le VEGF-A (T Davis-Smyth et al. 1996; 

Terri Davis-Smyth, Presta, et Ferrara 1998). La région intracellulaire du VEGFR-1 comporte un 

domaine à activité tyrosine kinase et une région carboxy-terminale en aval du domaine kinase 

(Zhou 1993). Le VEGFR-1 est exprimé par les cellules endothéliales (Vries et al. 1992b; 

Jakeman et al. 1992), les ostéoblastes, les monocytes, les macrophages, les péricytes, les 

trophoblastes, les cellules rénales (Grosskreutz et al. 1999; Sawano et al. 2001; Schwartz et al. 

2010; T. Takahashi et al. 1995) et les cellules souches hématopoiétiques. Le VEGFR-1 est 
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impliqué dans la migration et la différenciation des monocytes (Barleon et al. 1996) et dans la 

migration et l’invasion des cellules cancéreuses (Wey et al. 2005). L’expression du VEGFR-1 est 

augmentée pendant l’angiogenèse et en conditions hypoxiques (Gerber et al. 1997). 

Le VEGFR-1 se lie au VEGF-A, VEGF-B et PlGF avec une grande affinité. Cependant, le 

VEGFR-1 a une faible activité tyrosine kinase en comparaison avec le VEGFR-2 (Ferrara et 

Davis-Smyth 2011). Le VEGFR-1 peut s’hétérodimériser avec le VEGFR-2 pour former un 

complexe de plus forte affinité que les homodimères VEGFR-1 (Neagoe 2005). Le VEGFR-1 

existe également sous des formes tronquées solubles, car dépourvues de leur domaine 

transmembranaire et intracytoplasmique. Ces formes solubles peuvent provenir de l’épissage 

alternatif du pré-ARNm du VEGFR-1 ou du clivage protéolytique du récepteur VEGFR-1. Le 

poids moléculaire des formes solubles sVEGFR-1 varie en fonction des types cellulaires. Ainsi, 

ont été décrites des formes migrant à 60 kDa chez la souris (Ambati et al. 2006), à 110 kDa dans 

les cellules endothéliales de la veine ombilicale (HUVEC) et les cellules endothéliales de la 

microvasculature au niveau du derme HDMEC (C. Hornig et al. 2000; Richard L. Kendall, 

Wang, et Thomas 1996) ou à 120–130 kDa dans les cellules de mélanomes COLO-800 (Carsten 

Hornig et al. 2000). Nous détaillerons longuement le rôle de ses formes solubles du VEGFR-1 

dans la partie III. 

 

VEGFR-2 

Le récepteur VEGFR-2 est une glycoprotéine de 200 kDa exprimée dans les cellules souches 

hématopoiétiques (Katoh et al. 1995), dans les cellules de la rétine, les cellules musculaires lisses 

(CML) (Grosskreutz et al. 1999,Ishida et al. 2001), dans les ostéoblastes et les cellules du canal 

pancréatique. Le VEGFR-2 régule la migration, la prolifération et la survie des cellules 

endothéliales. Il est indispensable au cours du développement embryonnaire (Shalaby et al. 

1995). Des études ont démontré son rôle dans la lymphangiogenèse (Nagy et al. 2002). VEGFR-

2 interagit avec le VEGF-A, le VEGF-C et le VEGF-D. Malgré le fait que le VEGFR-2 fixe le 

VEGF-A avec un affinité inférieure au VEGFR-1, il reste le récepteur principal qui engendre les 

effets mitogéniques et angiogéniques du VEGF-A dans les cellules endothéliales (Judah 
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Folkman 2007). Une forme soluble endogène du VEGFR-2 a également été détectée dans les 

plasmas humain et murin (Ebos et al. 2004). 

2.3  Les co-récepteurs NRP-1 et NRP-2 

Le VEGF-A se fixe non seulement sur ses récepteurs RTK, VEGFR-1 et VEGFR-2, mais il 

interagit aussi avec des co-récepteurs dépourvus d’activité tyrosine kinase que sont les 

neuropilines (NRP-1 et NRP-2) (Soker et al. 1998; Poltorak et al. 1997). Les NRPs ont un rôle 

important dans l'angiogenèse physiologique et pathologique (Staton et al. 2007). Les NRP-1 et 

NRP-2 sont des glycoprotéines transmembranaires de 120-130 KDa possèdant un domaine N 

terminal large (840 acides aminés) et des domaines transmembranaires et cytoplasmiques 

beaucoup plus petits de 25 et 40 acides aminés respectivement (Pellet-Many et al. 2008). Le 

domaine extracellulaire est divisé en trois domaines : le domaine A constitué de deux unités 

a1/a2, le domaine B constitué de deux unités b1/b2 et le domaine C impliqué dans 

l’oligomérisation du récepteur (figure 12). Alors que la NRP-1 existe sous une forme 

transmembranaire, la NRP-2 existent sous deux formes, les isoformes NRP-2a et NRP-2b, qui 

sont issues d’un épissage alternatif. La NRP-2a est abondante dans le plasma, le foie et les 

poumons, et elle est peu exprimée dans les muscles squelettiques alors que pour la NRP-βb, c’est 

l’inverse (Rossignol, Gagnon, et Klagsbrun 2000). Les NRPs existent aussi sous quatre formes 

de NRP-1 solubles appelées sNRP-1 (s12NRP-1, s11NRP-1, sIIINRP-1 et sIVNRP-1) et sous 

une forme sNRP-2 (s9NRP-2) (Cackowski et al. 2004; Rossignol, Gagnon, et Klagsbrun 2000). 
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Figure 12. La famille neuropilines et leurs ligands. Les sémaphorines de classe 3 et les VEGFs se lient 
aux NRP-1 et NRP-2 avec des spécificités et des affinités différentes. Le domaine cytoplasmique des 
plexines contient deux blocs d'homologie partagée avec des protéines GTPase. Les formes solubles de 
NRP, sNRP, ne possèdent que le domaine extracellulaire (Wild et al. 2012). 

 

Les NRPs interagissent avec deux types de ligands: les sémaphorines de troisième classe et les 

VEGFs. Les ligands de la NRP-1 sont les VEGF121, VEGF165, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, 

VEGF-E, PlGF-2, HGF, SEMA3A, SEMA3B et SEMA3C. Les ligands de la NRP-2 sont les 

VEGF165, VEGF145, VEGF-C, VEGF-D, HGF, SEMA3B, SEMA3C et SEMA3F (Geretti, 

Shimizu, et Klagsbrun 2008). Les différents ligands se fixent sur les domaines A et/ou B des 

neuropilines avec une specificité différente entre la NRP-1 et la NRP-2. La SEMA se fixe à la 

fois sur le domaine A par son extrêmité N-terminale et sur le domaine B par son extrêmité C-

terminale. Seules les isoformes du VEGF-A qui possèdent dans leur séquence la partie codée par 

les exons 7 et 8 et possédant une Arg/Lys en C-terminal sont capable d’interagir avec les NRPs 

(Parker et al. 2012). Récemment, un rôle de l’exon 5 du VEGF-A a aussi été impliqué dans la 

liaison à la neuropiline-1 (Delcombel et al. 2012).  
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2.4  Les intégrines: structure et fonction de nouveaux partenaires 

d’interface 

Si le VEGF agit principalement par le VEGFR-2, cela ne l’empêche pas de contrôler l'activité 

fonctionnelle des intégrines. En effet, le VEGF165 semble capable d’activer plusieurs intégrines 

impliquées dans l'angiogenèse, αVȕγ, αVȕ5, α5ȕ1 et αβȕ dans les cellules endothéliales (Byzova 

et al. 2000). Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires hétérodimériques constitués 

de deux sous–unités α et ȕ qui relient la MEC au cytosquelette. Chez les mammifères, il existe 

18 sous-unités alpha et huit sous-unités ß dont l’assemblage donne lieu à β4 intégrines 

différentes (figure 13). Chaque sous-unité est constituée d’un grand domaine extracellulaire, 

d’un domaine transmembranaire unique et d’un court domaine cytoplasmique (à l’exception 

del’intégrine ȕ4) qui est dépourvu d'activité enzymatique et est capable d’interagir avec de 

nombreuses protéines intracellulaires (Aplin et al. 2001; Askari et al. 2009,Z.-X. Luo et al. 2007; 

Bennett, Berger, et Billings 2009). Les intégrines interagissent avec un grand nombre de 

protéines de la MEC parmi lesquelles on peut citer: les protéines de la matrice osseuse, les 

collagènes, la fibronectine, le fibrinogène, les laminines, les thrombospondines ou la 

vitronectine. Cela confère aux intégrines un rôle primordial dans le contrôle de l’adhésion des 

cellules à la MEC. Les intégrines sont impliquées aussi dans d’autres fonctions physiologiques 

comme la migration cellulaire, la prolifération, la différenciation ou l’apoptose.  
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Figure 13. Les récepteurs intégrines et leurs ligands. La famille des intégrines peut être divisée en trois 
sous-groupes : le sous-groupe des ȕ1, αV et ȕ2. Les intégrines ȕ1 et αV sont exprimées de façon 
ubiquitaire alors que le sous-groupe des intégrines ȕ2 est sélectivement exprimé dans les leucocytes. Des 
différences d’assemblage entre les sous-unités α et ȕ forment des hétérodimères de récepteurs 
d’intégrines : les récepteurs RGD, les récepteurs aux collagènes et les récepteurs laminines (Lal 2009). 

 

L'activation des intégrines peut contrôler la migration des cellules et l'agrégation plaquettaire. 

Finalement, la perte ou le gain d’expression de certaines intégrines, leur dérégulation ou encore 

la modification de leurs ligands extracellulaires sont à la base de certaines pathologies tels que le 

syndrome LAD (Leucocyte Adhesion Deficiency), la dystrophie musculaire congénitale (Mayer 

et al. 1997) ou encore le développement tumoral et la formation de métastases (Schneider, 

Amend, et Weilbaecher 2011; White et al. 2004). 
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3. Signalisations dépendantes des récepteurs VEGFR : 

cellules endothéliales, des cibles majeures 

Le VEGF-A se fixe sur la partie N-terminale extra-cellulaire du domaine des récepteurs 

VEGFRs entraînant ainsi la dimérisation des récepteurs et la formation d’homo- ou d’hétéro-

dimères. La dimérisation s’accompagne d’un changement conformationnel dans le domaine 

intracellulaire conduisant à un transfert d’un groupement phosphate de l’ATP vers un résidu 

tyrosine du dimère ce qui va induire l’activation du domaine tyrosine kinase des récepteurs par 

auto- ou trans-phosphorylation. Les résidus tyrosine phosphorylés vont servir de sites d’ancrage 

pour des protéines adaptatrices à domaine SH2 (Src homology domain 2) qui vont pouvoir 

ensuite recruter d’autres protéines agissant en cascade pour stimuler différentes voies de 

signalisation intracellulaires (Lemmon et Schlessinger 2010). Les cellules endothéliales 

représentent un des modèles d’étude majeurs de la signalisation dépendante des VEGFRs. 

3.1 Signalisation dépendante du récepteur VEGFR-1 

Le VEGFR-1 est un récepteur avec une très faible activité tyrosine kinase malgré sa forte affinité 

de liaison au VEGF-A (Shinkai et al. 1998). Cette faible activité a été expliquée par la présence 

d’une séquence inhibitrice (Ito et al. 1998). Six sites de phosphorylation en C-terminal ont été 

identifiés et comprennent les tyrosines Tyr794, Tyr1169, Tyr1213, Tyr1242, Tyr1327 et Tyr1333 (figure 

14). Les sites de phosphorylation (Tyr1213/Tyr1242) sont considérés comme des sites 

majoritaires et les sites (Tyr1327/Tyr1333) sont considérés comme des sites minoritaires de 

phosphorylation (Ito et al. 1998). Ces sites ont des spécificités qui dépendent des ligands du 

VEGFR-1. Ainsi, il a été montré que la liaison du VEGF165 à ce récepteur induit une 

phosphorylation du résidu Tyr1213, alors que la liaison du PlGF induit une phosphorylation au 

niveau de la Tyr1309 (Autiero et al. 2003). Les sites de phosphorylation du VEGFR-1 peuvent 

servir comme sites d’ancrage à plusieurs molécules adaptatrices telles que PI3Kinase (Igarashi et 

al. 1998). Dans les monocytes, le VEGF-B et le PlGF activent en aval plusieurs voies de 

signalisation telles que les voies des MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase), PI3K/AKT et 

la voie p38MAPK (Tchaikovski, Fellbrich, et Waltenberger 2008). In vitro, le VEGFR-1 affecte 

aussi la migration des cellules endothéliales à travers la modulation de la réorganisation des 
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filaments d'actine par l'activation de p38 MAPK et de la paxilline (Kanno et al. 2000). Bien que 

peu décrites jusqu’à présent, des modifications post-traductionnelles autres que des 

phosphorylations sont aussi capables de moduler l’activité du VEGFR-1. Ainsi, l’histone methyl 

transférase SMYD3 méthyle la lysine 831 du domaine kinase du VEGFR-1, ce qui stimule 

l’activité kinase du récepteur «in vitro» et «in vivo» (Kunizaki et al. 2007). 

 

Figure 14 Représentation schématique des sites de phosphorylation (indiqués par des numéros) et des 
voies de signalisation d’aval du récepteur VEGFR-1. Les cercles hachurés représentent les domaines de 
liaison des ligands. Le résidu Tyr1309 est phosphorylé uniquement suite à la fixation du PlGF. L’absence 
de résidus phospho-tyrosine dans le domaine kinase ainsi que la présence d’une séquence inhibitrice dans 
le domaine juxta-membranaire pourraient expliquer la faible activité kinase du VEGFR-1. Le recrutement 
de protéines adaptatrices (forme en fusée) au niveau de certains sites de phosphorylation déclenche 
l'activation de molécules de signalisation en aval (ovales), conduisant à des réponses biologiques 
spécifiques (Koch et al. 2011). 
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3.2 Signalisation dépendante du VEGFR-2 

Le VEGFR-2 est le récepteur principal médiant les activités angiogéniques sur les cellules 

endothéliales. Il est en effet fortement exprimé à la surface de ces cellules ainsi qu’à la surface 

des progéniteurs endothéliaux circulants. Bien que le VEGFR-2 possède une affinité plus faible 

pour le VEGF-A que le VEGFR-1, son activité tyrosine kinase en réponse aux ligands est plus 

robuste. Les sites majeurs de phosphorylation du récepteur VEGFR-2 sont la tyrosine 951 

(Tyr951) située dans le domaine « insert-kinase », les tyrosines (Tyr1054 et Tyr1059) situées 

dans le domaine kinase et les tyrosines (Tyr1175, Tyr1214) situées dans le domaine C terminal 

(T. Takahashi 2001; Matsumoto et al. 2005). La phosphorylation des tyrosines Tyr1054 et 

Tyr1059 est nécessaire pour obtenir une activité kinase maximale (T. Takahashi 2001). Les 

principales voies de signalisation activées en aval sont les voies des MAP kinases (ERK, 

PI3K/AKT, Src et Rac). Elles sont différentiellement activées en fonction des résidus 

phosphorylés. D’autres sites de phosphorylation ont été également identifiés parmi lesquels nous 

citerons les tyrosines Tyr1305, Tyr1309 et Tyr1319 (figure 15) (Matsumoto et al. 2005)  

 

La Tyrosine 1175 (Tyr1175) est impliquée dans l’activation de la prolifération des cellules 

endothéliales (Tomoko Takahashi et al. 2001). Elle est indispensable à l’action du VEGF-A sur 

le développement vasculaire. La mutation de ce site est létale chez la souris à un stade 

embryonnaire précoce parce qu’elle induit des défauts vasculaires similaires à ceux des souris 

vegfr-2-/- (Sakurai et al. 2005). La phosphorylation de ce résidu permet la liaison aux protéines 

adaptatrices PLC,SHB (SH2-domain-containing adaptator protein B) (Holmqvist et al. 2004) et 

SHC (Srchomology and Collagen Homology-related adaptor protein) (Warner et al. 2000). SHB 

recrutée se lie ensuite à FAK (Focal Adhesion Kinase) (Holmqvist et al. 2003). Cette liaison 

active la voie PI3K/AKT/PKB ainsi que le substrat de la FAK, paxilline (Parsons 2003; Abedi et 

Zachary 1997). De plus, la migration cellulaire est régulée par IQGAP1 (Ras GTPase-

Activating-like Protein), qui se lie sur le récepteur phosphorylé et active Rac 1 en inhibant 

l’activité de GTPases (Guanosine TriPhosphate hydrolases) (Hart et al. 1996). IQGAP1 co-

localise avec le VEGFR-2 phosphorylé au niveau du front de migration des cellules endothéliales 

(Yamaoka-Tojo et al. 2004). La prolifération des cellules endothéliales induite par le VEGF-A 

passe aussi par la voie Ras-Raf-MEK-ERK (Meadows, Bryant, et Pumiglia 2001). Pour activer 
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cette voie, le site phosphorylé sur Tyr1175 de VEGFR-2 se lie à SHC ou GRB2 qui recruterait à 

son tour SOS (Warner et al. 2000; Kroll et Waltenberger 1997). Cependant, l’interaction directe 

de VEGFR-2 avec GRB2 reste actuellement encore controversée. 

En dehors de la phosphorylation de sa tyrosine 1175, le VEGFR-2 peut être phosphorylé sur sa 

tyrosine1214 (Tyr1214). Cette phosphorylation induit une activation séquentielle de la protéine 

CDC42 (Cell Division Cycle 42) qui est responsable du remodelage de l’actine stimulé par le 

VEGF-A (Lamalice et al. 2004). p38-MAPK peut induire aussi la phosphorylation de la protéine 

de stress thermique HSP27 (Heat Shock Protein 27), une protéine chaperonne qui régule 

positivement le réarrangement de l’actine et la migration sous l’effet du VEGF-A (McMullen et 

al. 2005; Rousseau et al. 1997). Un autre site de phosphorylation important est la tyrosine 951 

(Tyr951) qui est le site de fixation de la protéine adaptatrice TSAd (T-Cell-Specific Adaptator) 

nommée aussi VRAP (VEGF Receptor-Associated Protein). Le VEGF-A stimule la formation de 

complexes entre TSAD et SRC et la signalisation Tyr951-TSAd régule la migration des cellules 

endothéliales (Matsumoto et al. 2005). 

Tout comme le VEGFR-1, le VEGFR-β est enfin capable d’être méthylé sur de multiples résidus 

Arginine et Lysine, incluant le résidu lysine 1041. Cette méthylation est indépendante de la 

liaison du ligand VEGF-A mais elle augmente la phosphorylation sur résidu tyrosine et l’activité 

kinase du récepteur en présence de ligand (Hartsough et al. 2013). 
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Figure 15. Représentation schématique des sites de phosphorylation (indiqués par des numéros) et des 
voies de signalisation d’aval du récepteur VEGFR-2. Suite à la fixation du VEGF-A aux domaines 
extracellulaires de type Ig 2 et 3 du VEGFR-2 (cercles hachurés), des protéines adaptatrices (forme de 
fusée) sont recrutées vers les sites de phosphorylation (indiqués par des numéros) dans le domaine 
intracellulaire du VEGFR-β afin d’activer plusieurs voies de signalisation en aval (formes ovales). Le 
réseau complexe des voies intracellulaires de transduction du signal contribue aux réponses biologiques 
telles que la prolifération, la migration, la survie et la perméabilité cellulaires (Koch et al. 2011a). 

3.3 Signalisation dépendante des neuropilines 

Les NRPs sont considérées comme des co-récepteurs qui lient des ligands extracellulaires avec 

une affinité élevée et qui interagissent avec des récepteurs transmembranaires (par exemple, le 

VEGFR-2 ou les plexines). Néanmoins, il a aussi été montré que le VEGF-A peut aussi activer 

les voies de MAP kinases (ERK et AKT) indépendamment des VEGFRs en se fixant sur les 

NRPs dans les cellules cancéreuses MCF-7 et 786-O (Y. Cao et al. 2012). Toutefois, le rôle des 

NRPs n’est pas encore totalement défini dans les cellules endothéliales et dans d’autres types 

cellulaires. Soker et collaborateurs ont identifié la NRP-1 comme un co-récepteur qui lie le 

VEGF-A avec une haute affinité dans les cellules endothéliales. La signalisation activée par le 

VEGF165 via la NRP-1 se ferait par la formation de complexes ternaires entre le VEGF165, NRP-1 

et VEGFR-2 (Soker et al. 1998; Gluzman-Poltorak et al. 2000). Contrairement au VEGF165, le 
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VEGF121, ne possède pas l’exon 7. Il peut se fixer à la NRP-1 mais ne permet pas la formation du 

complexe ternaire (Pan et al. 2007; Shraga-Heled et al. 2007). Les résidus d’acides aminés en C-

terminal du récepteur (SEA) se lient directement avec le domaine PDZ (PSD-95/Dlg/ZO-1) des 

protéines (GIPC)/synectin (Cai et Reed 1999). Cette liaison permet l’établissement d’interactions 

entre le domaine cytoplasmique des NRPs et des molécules de signalisation intracellulaires (Cai 

et Reed 1999; Prahst et al. 2008). La co-expression de NRP-1 avec le VEGFR-2 améliore la 

signalisation du VEGFR-2. Cet effet stimulateur repose sur la stabilisation du récepteur à la 

membrane plutôt que sur l’augmentation de l'affinité intrinsèque du VEGF-A pour son récepteur 

(Gelfand et al. 2014). En effet, la formation du complexe NRP-1-VEGFR-2 stabilise le VEGFR-

2 à la surface cellulaire et le rend moins sujet à une endocytose et donc en mesure d'augmenter la 

durée et l'amplitude du signal transduit. Il semblerait que la NRP-1 ne soit pas essentielle pour 

l’induction des réponses biologiques médiées par le VEGF-A, mais qu’elle soit plutôt nécessaire 

à l’activation optimale des voies de signalisation stimulées par le VEGF-A, et à une fonction 

maximale dans le cas de certains processus biologiques, en particulier la migration cellulaire. 

3.4 Signalisation dépendante des intégrines 

Les intégrines sont impliquées dans une signalisation bi-directionnelle. Cela veut dire qu’elles 

sont capables d’émettre des signaux de l’extérieur vers l’intérieur de la membrane plasmique 

« signalisation outside-in » ou bien de l’intérieur vers l’extérieur de la membrane plasmique 

«signalisation inside-out» (Hynes 2002; Longhurst et Jennings 1998) (figure 16). Dans la 

signalisation « outside-in » qui est une signalisation classique à tous les récepteurs, les intégrines 

fixent leurs ligands présents au niveau de la MEC et s’agrègent pour former des « clusters » ou 

des plaques d’adhérences focales. Ainsi, les intégrines recrutent des protéines du cytosquelette 

telles que la taline ou la vinculine pour constituer des réseaux de filaments d’actine. A part son 

rôle dans l’adhérence et dans le remodelage de la matrice, les intégrines activées recrutent des 

tyrosine kinases cytosoliques, comme la FAK (Focal Adhesion Kinase), SRC et CSK qui vont 

déclencher des voies de signalisation telles que les voies PI3kinase/AKT et Ras/MAP-kinase 

(Stawowy et al. 2005). Ces voies de signalisations intracellulaires activées vont augmenter 

l’affinité de l’intégrine pour son ligand extracellulaire. C’est ce que l’on appellera signalisation 

« inside-out ». Plusieurs récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) s’associent aux intégrines, et 
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cette association est essentielle pour la régulation de l'activité kinase de ces récepteurs 

(Somanath, Ciocea, et Byzova 2009). Le VEGF-A apparaît capable de favoriser les connections 

entre les voies de signalisation dépendantes des VEGFR et des intégrines dans les cellules 

endothéliales. Ainsi, le VEGFR-2 activé par son ligand active de multiples intégrines via la voie 

PI3K/AKT (Byzova et al. 2000). A l’inverse, les intégrines peuvent conditionner l’activation des 

VEGFR, comme montré pour l’intégrine vß3 qui forme un complexe avec le récepteur 

VEGFR-2 et stimule sa phosphorylation (Soldi et al. 1999). De la même façon, la 

phosphorylation du VEGFR-2 est augmentée lorsque les cellules endothéliales sont étalées sur 

des protéines de la MEC telles que la vitronectine et le fibrinogène, qui sont des ligands pour les 

intégrines vß3 (Plow et al. 2000). 

 

Figure 16. L’activation et la signalisation bi-directionnelle « inside-out » et « outside-in » des intégrines 
(Patsenker et Stickel 2011). 
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4. Signalisation autocrine et intracrine des VEGFRs : 

une expression tumorale de ces récepteurs et de leurs 

co-récepteurs 

A côté de la signalisation bien décrite de l’axe VEGF-A/VEGFRs au niveau des cellules 

endothéliales, des études ont aussi rapporté un rôle autocrine/intracrine de cet axe au niveau des 

cellules tumorales. Ces études se basent sur l’existence des VEGFR et de leur co-récepteurs à la 

surface et en intra-cellulaire dans différents types de cancers dont les cancer pulmonaires, 

colorectaux, etc….comme le montre le tableau 5 (Goel et Mercurio 2013b). 

De façon intéressante, les hauts niveaux de VEGFR-1 et de NRP-1 ont été corrélés avec une 

mauvaise survie chez les patients porteurs de cancer du sein (Ghosh et al. 2008). D’autre part, le 

VEGFR-1 a été décrit comme marqueur prédictif de risque de récidives locales et de métastases 

dans le cancer du sein (Dales et al. 2003). De plus, les patients porteurs de CBnPCs expriment de 

hauts niveaux de VEGFR-2 et de NRP-1 qui sont corrélés avec une progression et le 

développement de métastases dans ces cancers (Ding et al. 2014). Masood et collaborateurs ont 

montré que les mélanomes, le cancer de l’ovaire et le cancer du pancréas co-expriment le VEGF-

A, ses récepteurs VEGFR-1/β et qu’une boucle autocrine VEGF-A/VEGFR est activée dans ces 

cancers. Cela est tout à fait en accord avec le dogme selon lequel la boucle autocrine dépendante 

des VEGF-A/VEGFR dans les tumeurs promeut la prolifération, la survie, la migration et 

l’invasion des cellules tumorales (Perrot-Applanat et Di Benedetto 2012; Medinger, Fischer, et 

Tzankov 2010). Cependant, des études ont montré un rôle plus complexe de cette boucle 

autocrine. Ainsi, dans les glioblastomes, il a été montré que le VEGF165 prévient l’invasion 

tumorale et la transition mésenchymateuse en activant une boucle MET/VEGFR-2 (Lu, et al. 

2012). 
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Récepteur Cancer 

VEGFR-2 Vessie, cerveau, sein, cervical, colon, endométrial, gastrique, tête et cou, 

hépatocellulaire, poumon, mélanome, myélome multiple, leucémies 

myéloïdes œsophageal, ovarien, pancréatique et prostatique, carcinome 

rénal, et thyroïdien. 

VEGFR-1 Vessie, cerveau, sein, colon, tête et cou, poumon, mélanomes, 

mésothéliome, leucémies myéloïdes, œsophageal, ovarien, pancréatique 

et prostatique. 

NRP-1 Cerveau, sein, colon, poumon, mélanome, ovarien, pancréatique et 

prostatique. 

NRP-2 Vessie, sein, colon, poumon, mélanome, ovarien, pancréatique, 

prostatique et rénal. 

Tableau 5 Expression tumorale des différents récepteurs VEGFR-1, VEGFR-2, NRP-1 et NRP-2 

dans les cancers (Goel et Mercurio 2013b). 

4.1 Signalisations intracrine et autocrine du VEGFR-1 

Le VEGFR-1 est un récepteur beaucoup plus complexe que les autres car il existe sous 

différentes et nombreuses formes. En effet, à part les variants solubles du VEGFR-1 dont je 

reparlerai, cinq variants intra-cellulaires ont été décrits et regroupés sous la dénomination 

iVEGFR-1 (figure 17). Ces isoformes dérivent de l’utilisation de sites alternatifs d’initiation de 

la transcription au niveau des séquences introniques du vegfr-1 (intron 15, 18 ou 21) conduisant à 

la synthèse d’isoformes protéiques tronquées ayant perdu leur domaine extra-cellulaire mais 

conservant tout ou partie de leur domaine kinase (Mezquita et al. 2010; Mezquita et al. 2014). 

Dans les cellules de cancer du sein MDA-MB-231, Mezquita et ses collaborateurs ont identifié 

cinq isoformes de VEGFR-1 intracellulaires, dénommées en fonction de l’intron à partir duquel 

elles sont initiées, i15VEGFR-1, i15asVEGFR-1, i18VEGFR-1, i21VEGFR-1 et i21asVEGFR-1. 

Parmi les iVEGFR-1s, le variant i21VEGFR-1 a été impliqué dans la signalisation intracrine du 

VEGFR-1 dans ces cellules. Plus précisément, il a été montré que ce variant formait un 

complexe avec la kinase SRC qui est alors phosphorylée sur sa tyrosine 418. Le mécanisme 

impliqué dans l’activation de SRC par le i21VEGFR-1 reste jusqu’alors inconnu (Mezquita et al. 

2010).   
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Figure 17 Représentation schématique du VEGFR-1, sVEGFR-1 et des différentes isoformes 
intracellulaires du VEGFR-1. L’isoforme i15-VEGFR-1 possède tous les domaines intracellulaires. 
L’isoforme i18-VEGFR-1 est constituée d'une partie du domaine de liaison à l’ATP, le domaine kinase, le 
domaine phosphotransférase, et la queue C-terminale. L’isoforme i21-VEGFR-1 possède le domaine 
phosphotransférase et la queue C-terminale. L’isoforme iβ1as-VEGFR-1 possède le domaine 
phosphotransférase, ainsi que onze acides aminés du domaine kinase, la séquence MNSDLLV et la queue 
C-terminale (Mezquita et al. 2010). 

A côté de ces variants intracellulaires, des rôles autocrine et intracrine du VEGFR-1 ont aussi été 

décrits. Ainsi, dans les tumeurs de la peau, une boucle autocrine dépendante du VEGFR-1 et la 

NRP-1 synergise avec la voie de l’EGFR pour activer la signalisation dépendante des kinases 

ERKs et promouvoir la tumorigenèse (Lichtenberger et al. 2010). De plus, Lee et collaborateurs 

ont retrouvé une expression intracellulaire au niveau de l’enveloppe nucléaire du VEGFR-1, 

dans les cellules de cancer du sein MDA-MB-231 et MCF-7 ainsi que dans les tumeurs primaires 

mammaires. Ce VEGFR-1 intra-cellulaire assurerait la survie de ces cellules cancéreuses de 

façon VEGF-dépendante et cela en activant la voie AKT (T.-H. Lee et al. 2007). Une autre étude 

a montré que le VEGFR-1 et le VEGF-A sont exprimés en intracellulaire dans le cytoplasme et 

sur la membrane nucléaire dans les cellules du cancer colorectal. Le VEGFR-1 endogène jouerait 

un rôle très important dans l’activation des voie AKT et ERK médiée par le VEGF intracellulaire 

(Bhattacharya et al. 2016). Ces données suggèrent donc que le VEGF-A est capable de former un 

complexe VEGF-VEGFR-1 en intracellulaire qui contrôlerait une boucle intracrine de survie 

dans les cellules tumorales. L’existence de cette signalisation intracrine pourrait être 
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potentiellement très importante notamment concernant l’échappement aux thérapies anti-

angiogéniques se basant sur l’utilisation d’anticorps ciblant les ligands tels que l’AvastinR. 

4.2 Signalisations intracrine et autocrine du VEGFR-2 

La fixation du VEGF-A au niveau du récepteur VEGFR-2 induit son internalisation par 

endocytose (Nakayama et al. 2013). L’internalisation du récepteur induit sa dégradation rapide 

par le protéasome et les lysosomes et donc régule négativement son activité de récepteur 

tyrosine-kinase (Goh et Sorkin 2013). En parallèle, Warren et collaborateurs ont montré que le 

VEGFR-2 pourrait activer aussi des signalisations intracrines indépendantes du ligand et de 

l’activité tyrosine kinase du récepteur. En effet, les espèces réactives oxygénées (ROS), générées 

par l’hyperglycémie, vont activer la phosphorylation du VEGFR-2 intracellulaire localisé au 

niveau du Golgi. Les SRCs kinases sont ensuite recrutées pour activer le VEGFR-2. Cela induit 

une diminution du VEGFR-2 membranaire et donc une plus faible disponibilité du récepteur 

VEGFR-2 à la membrane qui par conséquent est suivi d’une plus faible réponse aux stimulis 

angiogéniques (Warren et al. 2014). Dans les CBnPCs, l’existence d’une boucle autocrine 

dépendante du VEGFR-2 a récemment été décrite via la démonstration que le VEGF-A stimule 

sa propre traduction par un mécanisme mettant en jeu l’activation du récepteur VEGFR-2 et la 

voie mTOR (Chatterjee et al. 2013). Dans les gliomes, une boucle autocrine VEGF-A/VEGFR-

2/neuropiline-1 induit la survie de cellules possèdant des caractéristiques de cellules souches 

(Hamerlik et al. 2012). De façon importante, cet effet est induit par une signalisation intra-

cytoplasmique du VEGFR-2. Le rôle d’une boucle autocrine dépendante du VEGF-A, 

impliquant la signalisation VEGFR-2 et NRP-1, a aussi été mis en évidence dans le maintien et 

le renouvellement de cellules souches cancéreuses dans les cancers de la peau (Beck et al. 2011), 

mais aussi dans l’initiation du processus invasif de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). 

Ainsi, l’expression du VEGF-A et de ses récepteurs augmente dans les cellules de carcinomes 

coliques se dé-différenciant et le VEGF-A induit une EMT de cellules épithéliales normales et de 

cellules de carcinomes différenciées (Mak et al. 2010). 

Finalement, l’un des mécanismes proposés pour expliquer la contribution d’une boucle 

autocrine/intracrine VEGF-A/VEGFRs dans l’initiation tumorale serait qu’elle est capable de 

réguler la taille du réservoir de cellules souches et leur renouvellement dans les tumeurs. Dans ce 



58 

 

contexte, il a été proposé que les signalisations dépendantes du VEGFR-1 ou VEGFR-2 

pourraient conditionner la prolifération et le phénotype cellules souches, respectivement. Cela 

pourrait aussi dépendre de la présence simultanée ou non des deux récepteurs VEGFR-1 et 

VEGFR-2 à la surface de la cellule, de même que de la présence ou non de leurs co-récepteurs 

neuropiline, voir même des autres partenaires potentiels (autres récepteurs à activité tyrosine 

kinase, intégrines). 

4.3 Signalisation autocrine dépendante des neuropilines et 

des intégrines 

Comme nous l’avons vu, les cellules tumorales expriment aussi les NRP-1 et -2. La 

surexpression de la NRP-1 stimule la prolifération des tumeurs et elle est associée avec l'invasion 

et le mauvais pronostic dans plusieurs cancers tels que les cancers gastro-intestinaux, du 

poumon, des ovaires, les gliomes, les ostéosarcomes et les mélanomes (tableau 6) (Kawakami et 

al. 2002; Klagsbrun, Takashima, et Mamluk 2002; Bagri, Tessier-Lavigne, et Watts 2009). Dans 

les cancers, plusieurs études suggèrent aussi que la signalisation du VEGF-A via les NRPs peut 

se faire indépendemment duVEGFR-1 ou du VEGFR-2 (Soker et al. 1998; Wang et al. 2003). 

Ainsi, le VEGF165 inhibe l’apoptose dans la lignée de cancer du sein humain MDA-MB-231, qui 

exprime la NRP-1 mais pas le VEGFR-2 (Bachelder et al. 2001). Parmi les effets du VEGF-A 

indépendants des VEGFR-1/VEGFR-2 mais mettant en jeu les NRPs qui ont été rapportés, on 

trouve aussi l’activation d’une voie de signalisation dépendante de la NRP-1 et de l’oncogène 

RAS dans les carcinomes rénaux (Y. Cao et al. 2012) ou une boucle dépendante des protéines 

NRP-2/Bmi-1/IGF1R dans les cancers prostatiques agressifs (Goel et al. 2012). De manière 

intéressante, il apparaît que les intégrines sont aussi capables de lier les NRPs dans les cellules 

tumorales. Ainsi, dans les cellules de cancer pancréatique, l’intégrine ȕ1 forme des complexes 

avec la NRP-1 qui modulent la survie, la croissance et le potentiel invasif des cellules tumorales 

(Fukasawa, Matsushita, et Korc 2007). Dans les cellules de cancers mammaires, la neuropiline-2 

liée au VEGF-A interagit avec l’intégrine 61 conduisant à l’activation de FAK, à la formation 

d’adhésions focales et à la modification de la polymérisation de l’actine (Goel et al. 2012). 
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PARTIE 3. LES VARIANTS SOLUBLES DU VEGFR-1: 

UN ROLE COMPLEXE DANS L’ANGIOGENESE ET 

AU COURS DU DEVELOPPEMENT TUMORAL 

 

Dans ce chapitre, je décrirai la structure, la fonction et la régulation des variants solubles du 

VEGFR-1 regroupés sous le terme générique de sVEGFR-1. Nous détaillerons aussi leurs 

mécanismes de biogenèse, leurs mécanismes d’action ainsi que leurs fonctions physiologiques et 

pathologiques. 

1. Variants solubles du VEGFR-1: entre épissage et 

clivage protéolytique 

Les variants regroupés sous l’appelation générique de sVEGFR-1 peuvent être générés soit par 

épissage alternatif du pré-ARNm du vegfr-1 ou par clivage protéolytique du récepteur mature 

VEGFR-1. 

1.1 Isoformes épissées de type sVEGFR-1 : sVEGFR-1-i13 le 

chef de file 

Quatre variants issus de l’épissage alternatif du pré-ARNm du vegfr-1 ont été décrits (Richard L. 

Kendall, Wang, et Thomas 1996) ; (figure 18). Ces variants possèdent le même site d’initiation 

de la transcription que le VEGFR-1. Alors que l’ARNm du VEGFR-1 contient 30 exons, les 

sVEGFR-1s ne partagent que les premiers exons. Le nombre de ces exons en commun varie 

entre 13 et 15 selon le variant sVEGFR-1 en question. La transcription du sVEGFR-1 est ensuite 

interrompue par l’ajout d’une séquence poly-(A) ce qui engendre des variants d’épissages plus 

courts que le VEGFR-1 total. 
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Figure 18. Les différents variants d’épissage du sVEGFR-1 (Heydarian et al. 2009). 

 

Le sVEGFR-1_v1, initialement découvert en 1993 par Kendal et collaborateurs comme une 

protéine de 100 kDa majoritaire dans l’endothélium, est le variant nommé sVEGFR-1-i13. Il 

résulte de l’inclusion d’une partie de l’intron 1γ suivie d’une polyadénylation. Ce variant est 

dépourvu des exons 14 à 30 et représente le variant le plus court (Richard L. Kendall, Wang, et 

Thomas 1996). Les sVEGFR-1-i13 humain et murin contiennent les six premiers domaines de 

type Ig correspondant aux 1657 acides aminés du récepteur VEGFR-1. L’extrêmité C-terminale 

du sVEGFR-1-i13 est constituée de 31 acides aminés uniques (Figures 19 et 20). Elle est 

hautement conservée chez les mammifères et ne diffère qu’au niveau de deux acides aminés 

entre l’homme et la souris (Szalai et al. 2015). Le sVEGFR-1-i13 est dépourvu des domaines 

transmembranaires et intracellulaires du récepteur VEGFR-1.  
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Figure 19 Structure protéique du VEGFR-1 et du sVEGFR-1-i13 (adapté de Wellesley, MA. 2004). 

 

- Le sVEGFR-1_v2, initialement découvert par Thomas et al en 2007, est le sVEGFR-1-e15a 

qui contient un nouvel exon terminal dénommé exon 15a et dérivé d’une séquence intronique. Ce 

variant inclut donc les premiers 14 exons et une extension spécifique (C. P. Thomas et al. 2009). 

- Le sVEGFR-1_v3, initialement découvert par Heydarian et al en 2009, est le sVEGFR-1-e15b. 

Il contient lui aussi un nouvel exon terminal dénommé exon 15b et dérivé d’une séquence 

intronique. Ce variant inclut les premiers 14 exons et une extension spécifique différente du 

variant v2 (Heydarian et al. 2009). 

- Le sVEGFR-1_v4, initialement découvert par Heydarian et al en 2009, correspond au 

sVEGFR-1-i14. Il résulte d’une perte d’un site d’épissage entraînant une extension de β70 bp de 

l’exon 14 suivie par une polyadénylation. Ce variant ne contient pas les exons de 15 à 30 

(Heydarian et al. 2009). 

Dans ces γ derniers cas, l’extension du cadre de lecture est faible (9γ, 84 et γγbp) et la protéine 

est modifiée après l’acide aminé 706, ce qui conduit à une protéine tronquée entre les β derniers 

domaines de type Ig. Ces variants contiennent une extrêmité C-terminale de 31, 28 et 13 acides 

aminés respectivement (Figure 20; Szalai et al. 2015). En comparaison, le sVEGFR-1-i13 

diverge du VEGFR-1 après l’acide aminé 657. 
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Figure 20 Représentation schématique des différents isoformes protéiques du sVEGFR-1 (Szalai et al. 
2015). L’extrêmité C-terminale très conservée du sVEGFR-1-i1γ est alignée entre l’homme et la souris. 

 

Il est intéressant ici de mentionner que bien que dénommés solubles, ces variants d’épissage sont 

d’abord synthétisés au niveau intra-cellulaire. Ils sont donc aussi à rapprocher de la nouvelle 

famille de formes intra-cellulaires du VEGFR-1 décrite par Mezquita et collaborateurs dont nous 

avons précédemment parlé. Ces isoformes dérivent de l’utilisation de sites alternatifs d’initiation 

de la transcription conduisant à la synthèse d’isoformes protéiques tronquées ayant perdu leur 

domaine extra-cellulaire mais conservant tout ou partie de leur domaine kinase (Mezquita et al. 

2010; Mezquita et al. 2014)  

 

Mécanismes de sécrétion des variants d’épissage sVEGFR-1 

A l’heure actuelle, le mécanisme impliqué dans la sécrétion des sVEGFR-1s n’est pas élucidé. 

Les protéines de la famille ARF (ADP-Ribosylation Factor) appartiennent à la superfamille Ras 

des petites GTPases. Elles régulent le trafic vésiculaire en recrutant des protéines au niveau de la 

surface membranaire (D’Souza-Schorey et Chavrier 2006). Rab11 est un membre de la famille 

des protéines Rab. Elle est localisée dans les endosomes et elle est impliquée dans la voie de 

recyclage dans les cellules de mammifères (Ullrich et al. 1996; Ren et al. 1998; Choudhury et al. 

2002). Jung et al ont étudié le transport intra-cellulaire du sVEGFR-1-i13 à travers le réticulum 

endoplasmique (RE) et l’appareil de Golgi (Balch 1994; Balch 1994; Schekman et Orci 1996). 

Dans cette étude, ils montrent que le traitement avec la bréfeldine A (BFA), un inhibiteur de la 

dégradation lysosomale, bloque le transport extracellulaire du sVEGFR-1-i13 et favorise une 

accumulation accrue du variant sVEGFR-1-i13 dans les cellules HUVECs. En outre, cette étude 
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montre que l'expression ectopique de formes mutantes de ARF1, ARF6 et RAB11 ainsi que la 

neutralisation de ces GTPases par ARN interférence bloquent la sécrétion de sVEGFR-1-i13 

dans des conditions normoxiques mais aussi hypoxiques. Ces résultats suggèrent que ARF1 joue 

un rôle important dans le transport du sVEGFR-1-i1γ du RE vers l’appareil de Golgi. RAB11 est 

ensuite nécessaire pour le transport du sVEGFR-1-i1γ de l’appareil de Golgi vers la membrane 

plasmique. Finalement, il est exocyté par un mécanisme mettant en jeu la protéine ARF6 (figure 

21) (Jung et al. 2012). 

 

 
Figure 21. Représentation schématique du mécanisme de sécrétion du sVEGFR-1-i13. Suite à sa 
synthèse, il est transporté du réticulum endoplasmique vers l’appareil de Golgi puis il est ensuite sécrété à 
l’extérieur de la cellule par exocytose. Ce mécanisme est contrôlé par l’activité des GTPases ARF1, 
ARF6 et Rab11 (Jung et al. 2012). 

 

1.2 sVEGFR-1 : une forme clivée du VEGFR-1 

A côté de l’épissage alternatif, le deuxième mécanisme de biogenèse du sVEGFR-1 est le clivage 

protéolytique du récepteur VEGFR-1 mâture. Il a été décrit que les récepteurs transmembranaires 

subissent un clivage au niveau de leur domaine extracellulaire qui est régulé par des 

« sheddases » comme par exemple les protéines de la famille ADAM. Ce clivage va générer des 

formes solubles des récepteurs transmembranaires qui auront des fonctions antagonistes à celles 

du récepteur. Ce premier clivage peut être suivi par un deuxième clivage, cette fois intra-

membranaire et régulé par des ɣ-sécrétases. Ce second clivage peut entraîner une activation ou 

inhibition des voies de signalisation intracellulaires (Lichtenthaler, Haass, et Steiner 2011). Il a 
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été montré que le clivage du domaine extracellulaire du VEGFR-1 est effectué suite à 

l’activation de PKC et par l’intermédiaire d’une famille de métalloprotéases/tumor necrosis 

factor-α–converting enzyme (ADAM/TACE) dans les cellules leucémiques (H. Fan et Derynck 

1999). Dans ces cellules, ce clivage est suivi par un clivage intra-membranaire médié par les ɣ-

secretase/presenilin générant un fragment intracellulaire de VEGFR-1 de 60 kDa (Rahimi, 

Golde, et Meyer 2009). Parallèlement, une autre étude a montré que les protéines ADAM 

impliquées dans le clivage du VEGFR-1 sont ADAM10 et ADAM 17 dans les cellules HUVEC 

et HEK293 (Figure 22) (Raikwar, Liu, et Thomas 2014).  

 

 

Figure 22. Mécanismes moléculaires du clivage protéolytique du VEGFR-1. 

 

Le système uPA/uPAR (urokinase Plasminogen Activator Receptor) a aussi été impliqué dans la 

régulation de l’angiogenèse par des mécanismes de clivage protéolytique et par activation de 

voies de signalisations intracellulaires (Binder, Mihaly, et Prager β007; D’Alessio et Blasi β009; 

Ulisse et al. 2009). Une étude a montré que le sVEGFR-1 augmente dans le surnageant des 

cellules U87MG, 4910 et HMEC transfectées par le plasmide bi-cistronique codant à la fois uPA 

et uPAR. Cette étude montre aussi que le mécanisme moléculaire par lequel le sVEGFR-1 est 

généré est un clivage protéolytique. En effet, puPA/pPAR stimule la production de TIMP1. La 

sécrétion de TIMP1 est médiée par la production des métalloprotéases de type MMP7 et 

l’activation de la phosphorylation de récepteur VEGFR-1 au niveau de sa tyrosine Tyr1213 

(Raghu et al. 2012).  
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2. Régulation de l’expression des variants solubles 

sVEGFR-1 

A l’heure actuelle, il existe peu d’études ayant investigué les mécanismes et voies de 

signalisation moléculaires régulant l’épissage du VEGFR-1. La majorité des études ont été 

réalisées dans les cellules endothéliales et concernent le variant sVEGFR-1-i13. 

2.1 Régulation par les ligands : VEGF-A et PIGF 

Dans les cellules endothéliales vasculaires humaines, Saito et Ahmad ont montré que le VEGF-A 

mais pas le PlGF augmente l’expression du sVEGFR-1-i13 (Ahmad et al., 2011; Saito et al 

2013). Le mécanisme moléculaire par lequel le VEGF-A régule l’expression du sVEGFR-1-i13 

met en jeu l’activation du récepteur VEGFR-2, de la protéine kinase C (PKC) et de la MAP 

kinase kinase MEK (Saito et al. 2013). Ces résultats suggèrent que le VEGF-A pourrait exercer 

un rétro-contrôle négatif en générant du sVEGFR-1-i13 qui comme nous le verrons ensuite joue 

le rôle d’un « VEGFR-trap » empêchant ainsi la fixation du VEGF-A sur son récepteur et 

l’activation des voies de signalisation intracellulaires en aval (Shakil Ahmad et al. 2011; 

Barleon, Siemeister, et al. 1997). De plus, le VEGF-A stimule aussi la production de sVEGFR-1-

i13 dans des explants placentaires humains (S. Ahmad 2004). En accord avec un rôle important 

du VEGF-A dans le contrôle de l’expression du sVEGFR-1-i13 in vivo, il a été récemment 

montré dans un modèle de souris gestantes que l’augmentation locale de VEGF-A au niveau de 

l’endomètre est responsable de l’augmentation placentaire et sérique de sVEGFR-1-i13 détectées 

au cours de la prééclampsie (X. Fan et al. 2014). Il est à noter que le VEGF-A peut aussi réguler 

le clivage protéolytique du VEGFR-1 pour générer des formes solubles. Ainsi, dans les 

lymphomes, le VEGF-A active la voie PKC et les métalloprotéases ADAM responsables du 

clivage du domaine extracellulaire du VEGFR-1 générant ainsi le sVEGFR-1. Cette étude 

montre que ce mode de régulation ne se passe pas dans les cellules endothéliales HUVEC. Les 

mécanismes contrôlant l’expression du sVEGFR-1 par le VEGF-A pourraient donc varier d’un 

type cellulaire à l’autre (Rahimi, Golde, et Meyer 2009). 
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2.2 Régulation par d’autres facteurs de croissance 

D’autres facteurs de croissance ont aussi été décrits comme modulant l’expression du sVEGFR-

1-i13. Ainsi, lors de la différenciation des cellules dendritiques immâtures en monocytes, l’IL4 et 

le GMCSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) stimulent l’expression du 

sVEGFR-1-i13 par un mécanisme mettant en jeu p38 MAPK (Xia et al. 2016). Dans les cellules 

murines endothéliales progénitrices EPC, la cytokine TNFSF15 (Tumor Necrosis Factor 

Superfamily 15) promeut simultanément la dégradation protéasomale du VEGFR-1 total et la 

production du sVEGFR-1-i13 par un mécanisme nécessitant l’activation de PKC, SRC et 

ERK1/2 (Qi et al. 2013).  

2.3 Régulation par l’hypoxie 

Un des régulateurs majeurs de l’expression du VEGF-A est le taux d’oxygène. Il n’est donc pas 

étonnant que l’expression du sVEGFR-1-i13 soit aussi régulée par le taux d’oxygène. Ainsi, 

plusieurs études ont montré que l'hypoxie stimule la sécrétion du sVEGFR-1-i13 dans les 

cellules endothéliales (Xiong et al. 2009; C. P. Thomas et al. 2009; Boeckel et al. 2011). 

Cependant, une autre étude montre que dans les cellules HMECs, l’hypoxie diminue l’expression 

des transcrits sVEGFR-1-i1γ. Le mécanisme impliqué est l’épissage alternatif puisqu’il n’y a pas 

de variations au niveau de l’expression protéique et ARNm du récepteur VEGFR-1 (Ikeda et al. 

2011). Malgré le fait que l’hypoxie augmente l’expression du VEGF-A, cette étude montre que 

le VEGF-A ne stimule la production du sVEGFR-1-i1γ qu’à des doses très élevées de l’ordre de 

100 ng/ml dans les cellules HMECs. 

Il a été montré aussi que les monocytes et les macrophages sécrètent du sVEGFR-1-i13 en 

conditions hypoxiques. La sécrétion du sVEGFR-1-i13 se fait indépendamment du facteur HIF-

1α mais de façon dépendante du facteur HIF-2α dont la stabilisation augmente la sécrétion du 

sVEGFR-1 (Roda et al. 2012). Dans les cellules trophoblastiques, une autre étude a aussi 

identifié des miARNs, les miR-517a/b et miR-517c, comme des régulateurs positifs de 

l’expression du sVEGFR-1-i13 (Anton et al. 2015). Dans ces cellules, miR-517a/b et miR-517c 

sont régulés positivement par l’hypoxie mais aussi par la cytokine TNFSF15 dont nous avons vu 
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précédemment qu’elle contrôle l’expression du sVEGFR-1-i13. Dans les cytotrophoblastes, 

l’hypoxie stimule aussi la production du variant sVEGFR-1-e15a (C. P. Thomas et al. 2009). 

2.4 Regulation par la protéine JumonJi Domain 

containing-protein 6 (JMJD6) 

La protéine JMJD6 appartient à une famille d’enzymes contenant le domaine JmjC. Ces enzymes 

jouent un rôle crucial dans le contrôle de l'expression des gènes en agissant en tant 

qu’hydroxylases ou déméthylases. La réaction d’hydroxylation est dépendante de la 

concentration en oxygène et donc l’activité de JMJD6 est largement inhibée en conditions 

hypoxiques. De façon intéressante, il a été montré que JMJD6 interagit et hydroxyle le facteur 

d’épissage UβAF65 dans les cellules endothéliales (Webby et al. 2009) mais aussi interagit avec 

les facteurs d’épissage de la famille des protéines SR (Heim et al. 2014). En accord avec une 

fonction de JMJD6 dans l’angiogenèse, l’intégrité endothéliale est sévèrement impactée dans les 

souris jmjd6 +/- et ce phénotype résulte d’une augmentation de l’expression du sVEGFR-1-i13 

(Boeckel et al. 2011). Dans les cellules endothéliales, la neutralisation de Jmjd6 par ARN 

interférence augmente l’expression du sVEGFR-1-i13. Au niveau moléculaire, les auteurs 

montrent que U2AF65 interagit avec l’ARNm sVEGFR-1-i13 et avec JMJD6 (Boeckel et al. 

2011). Une étude très récente montre d’ailleurs que UβAF65 et JMJD6 co-localisent et 

interagissent dans les placentas pré-éclamptiques, et corrèle la perte d’expression de JMJD6 avec 

l’augmentation de sVEGFR-1-i13 dans ces placentas (Palmer et al. 2016). De façon intéressante, 

TNFSF15 diminue aussi l’expression de JMJD6 dans les cellules endothéliales progénitrices, ce 

qui pourrait expliquer son effet positif sur l’expression du sVEGFR-1-i13 (Qi et al. 2013).  
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2.5 Régulation par la voie de signalisation NOTCH1 

La famille du gène notch est hautement conservée chez les mammifères et elle code pour des 

récepteurs transmembranaires parmi lesquels nous listerons: NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3 et 

NOTCH4. Les ligands de NOTCH sont des protéines transmembranaires de deux classes: les 

ligands « Jagged » (JAG) : JAG1 et JAG2 et les ligands « Delta-like » (DLL) :DLL1 , DLL3 et 

DLL4. Lors de l'activation par le ligand, le domaine intra-cellulaire de NOTCH est clivé par les 

gamma–sécrétases et il transite vers le noyau pour activer la transcription (Kopan et Ilagan 

2009). Récemment, il a été montré qu’un variant tronqué de NOTCH1 qui interfère avec JAG1 et 

JAGβ réduisait la signalisation NOTCH1, inhibait l’angiogenèse dans deux modèles 

d’angiogenèse, tumorale et rétinienne, et réduisait la croissance tumorale (Kangsamaksin et al. 

2015). De façon intéressante, la neutralisation de la signalisation JAG augmente spécifiquement 

l’expression du sVEGFR-1-i13.  

 

3. Mécanismes moléculaires d’action des sVEGFR-1 

Les interactions moléculaires des sVEGFR-1 avec les ligands de la famille du VEGF sont 

similaires à celles du VEGFR-1 en raison de la conservation des six premiers domaines de type 

Ig et en particulier de la conservation du deuxième et du troisième domaine qui sont impliqués 

dans la liaison au VEGF-A ,VEGF-B et PlGF (Barleon, Totzke, et al. 1997; Fuh, Garcia, et de 

Vos 2000). La liaison avec la NRP-1 est médiée principalement par le biais des troisième et 

quatrième domaines Ig (Fuh, Garcia, et de Vos 2000). Le quatrième domaine est aussi 

responsable de l’homodimérisation sVEGFR-1/VEGFR-1 et de l’hétérodimérisation sVEGFR-

1/VEGFR-2 (Barleon, Totzke, et al. 1997; Cébe-Suarez, Zehnder-Fjällman, et Ballmer-Hofer 

2006). Ainsi, il a été postulé que les sVEGFR-1 agissent par l'intermédiaire de deux mécanismes 

moléculaires : le premier mécanisme consiste en la séquestration des ligands tels que le VEGF-A 

ou « VEGF-trap » et le deuxième mécanisme repose sur leurs hétérodimérisations avec les 

récepteurs VEGFR-1/VEGFR-2 membranaires pour former des dimères à activité de dominants 

négatifs (figure 23) (Richard L. Kendall, Wang, et Thomas 1996; Shakil Ahmad et Ahmed 

2004). 
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Figure 23. Mécanismes moléculaires médiant les fonctions des sVEGFR-1. 

 

3.1 Séquestration du VEGF-A 

Dans les cellules HUVEC, il a été montré que la protéine recombinante sVEGFR-1 entre en 

compétition avec le VEGF-A et agit comme un antagoniste en inhibant son activité mitogène 

(Richard L. Kendall, Wang, et Thomas 1996). En théorie, les interactions moléculaires du 

sVEGFR-1 avec les ligands de la famille du VEGF devraient être similaires à celles du VEGFR-

1 en raison de la conservation des six premiers domaines de type Ig. Ainsi, il a été montré in 

vitro  que le sVEGFR-1 peut se lier au VEGF-A sous forme de monomère, dimère et multimère 

(figure 24) en formant des complexes de poids moléculaires variant entre 115-145 kDa (R L 

Kendall et Thomas 1993; C. Hornig et al. 2000), 220-230 kDa (R L Kendall et Thomas 1993; C. 

Hornig et al. 2000) et 600-700 kDa (Banks et al. 1998) respectivement. Cela suggère que le 

VEGF-A induit la dimérisation ou la multimérisation du sVEGFR-1.  
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Figure 24. Structures protéiques du VEGFR-1 et du sVEGFR-1. Le sVEGFR-1 a la même affinité que le 
VEGFR-1 pour lier le VEGF-A et peut lier le VEGF-A sous forme monomérique ou dimérique. 

 

3.2 Hétérodimérisation avec les récepteurs VEGFR 

Le deuxième mécanisme moléculaire adopté par les sVEGFR-1s pour inhiber la signalisation 

dépendante du VEGF-A est la formation d’homo- ou hétéro-dimères avec les récepteurs 

VEGFR. Le sVEGFR-1 forme ainsi des complexes de faible affinité avec le VEGFR-2. Ces 

complexes sont ensuite stabilisés en réponse à la fixation du VEGF-A constituant un complexe 

ternaire VEGF-A/VEGFR-2/sVEGFR-1 (Wu et al. 2010). 

 

3.3 sVEGFR-1-i13: un ligand de l’intégrineβ1 

Parallèlement à sa liaison aux récepteurs VEGFR, il a aussi été montré que le sVEGFR-1-i13 

pouvait être un ligand pour l’intégrine α5ȕ1 (Orecchia et al. 2003b). En effet, dans cette étude, 

les auteurs montrent que le sVEGFR-1-i13 déposé dans la matrice extracellulaire (MEC) par les 

cellules endothéliales en culture s’associe à l’intégrine α5ȕ1 (Orecchia et al. 2003b). Les auteurs 

ont ensuite montré que le sVEGFR-1-i1γ promeut l’adhésion, la migration et l’étalement des 

cellules endothéliales par un mécanisme mettant en jeu cette interaction. Cette étude est en 

accord avec d’autres études qui ont montré que le sVEGFR-1-i13 est présent dans la MEC de la 

rétine humaine dans des modèles in vivo (Witmer et al. 2002). De façon intéressante, ni le 

VEGF-A, ni le PlGF n’entre en compétition avec le sVEGFR-1-i1γ pour l’adhésion des cellules 
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endothéliales, suggèrant que des sites différents pour la liaison au ligand et à l’intégrine existent. 

Par la suite, il a été montré que c’est le domaine de type Ig β du sVEGFR-1-i13, contenant aussi 

les sites de fixation aux facteurs de croissance, qui est impliqué dans la liaison à l’intégrine (Soro 

et al. 2008a). Cependant, un peptide mimant le domaine β est capable de lier l’intégrine α5ȕ1, 

mais pas le VEGF-A, et d’induire la tubulogenèse in vitro et la néoangiogenèse in vivo dans le 

modèle de cornée de lapin (Soro et al., 2008). Les fonctions angiogéniques du peptide sont 

inhibées en présence de bevacizumab, un anti-VEGF-A, ou de sunitinib, un inhibiteur de 

l’activité tyrosine kinase des VEGFR, suggèrant que les effets de ce peptide mimant le sVEGFR-

1-i1γ avec l’intégrine α5ȕ1 nécessitent l’activation simultanée de la signalisation VEGF-

A/VEGFR.  

4. Fonctions biologiques des sVEGFR-1 

4.1 Statut différentiel des sVEGFR-1 dans les tissus 

Les sVEGFR-1 sont sécrétés par plusieurs types cellulaires parmi lesquels nous citerons les 

cellules endothéliales (Karumanchi et Bdolah 2004), les cellules musculaires lisses (Sela et al. 

2008), les monocytes et les macrophages (Karumanchi et Bdolah 2004), les trophoblastes du 

placenta (Karumanchi et Bdolah 2004) ou les cellules tubulaires proximales de l'épithélium rénal 

(Kim et al. 2005). Chaque type cellulaire peut exprimer de façon différentielle chaque variant 

sVEGFR-1. Par exemple, les cellules du muscle lisse expriment majoritairement le sVEGFR-1-

i14 alors que les cellules endothéliales expriment majoritairement le sVEGFR-1-i13 (Sela et al. 

2008). Les sVEGFR-1 sont aussi exprimés par plusieurs types d’organes et leur niveau 

d’expression est variable selon les organes considérés. Par exemple, le taux global de sVEGFR-

1est quarante fois plus important dans le placenta que dans les autres organes comme le coeur, 

les reins, les poumons. De plus, dans le placenta, le sVEGFR-1 représente 95 % du VEGFR-1 

exprimé et plus précisément c’est la forme sVEGFR-1-e15a (sVEGFR-1-v2) qui est la plus 

abondante. Dans la plupart des organes, la fraction de sVEGFR-1 par rapport au VEGFR-1 

total oscille entre 20-37%, représentant par exemple 31% dans le poumon avec une 

prédominance du variant sVEGFR-1-i13 dans ce tissu (figure 25). Dans les cellules 

endothéliales microvasculaires du cerveau, la forme la plus abondante est l’isoforme sVEGFR-1-
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i1γ qui représente 75% par rapport aux autres variants. L’expression des variants sVEGFR-1-v3 

et sVEGFR-1-v4 est relativement faible dans tous les tissus et le variant sVEGFR-1-v3 

(sVEGFR-1-ex15b) n’est pas détectable dans la plupart des organes (C. Hornig et al. 2000). 

 

Figure 25. Expression de l’ARNm VEGFR-1 et des différents transcrits sVEGFR-1 dans différents 
organes. 

 

La détection des variants sVEGFR-1 dans une variété d’organes et de tissus indique donc un rôle 

de ces variants dans ces tissus. En accord, plusieurs fonctions physiologiques et pathologiques 

ont été attribuées aux sVEGFR-1s que je détaillerai dans les paragraphes suivants. 

 

4.2 Fonctions vasculaires des sVEGFR-1 

Sur la base de ses partenaires moléculaires, il apparaît donc que le rôle du sVEGFR-1 sur la 

fonction vasculaire est plus complexe que celui envisagé dans un premier temps. Ainsi, de 

nombreuses études ont décrit une fonction anti-angiogénique du sVEGFR-1 via l’inhibition de la 

signalisation VEGF-A/VEGFR ou la capture du VEGF-A (R L Kendall et Thomas 1993; Wu et 

al. 2010). Ces effets ont été validés dans différents modèles dans lesquels l’administration 

exogène de sVEGFR-1 par thérapie génique ou protéique a démontré des effets anti-

angiogéniques et notamment dans le contexte de la croissance tumorale (Kishuku et al. 2010; 
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Verrax et al. 2011; Goldman et al. 1998a). Un effet anti-angiogénique physiologique du 

sVEGFR-1 est aussi attesté dans la cornée. En effet, le sVEGFR-1 est crucial pour le maintien de 

la non-vascularisation cornéenne nécessaire à la clarté optique. Parmi de nombreuses molécules 

anti-angiogéniques (angiostatine, endostatine, etc.) présents dans la cornée, lui seul est nécessaire 

pour inhiber les effets pro-angiogéniques du VEGF-A (Ambati et al. 2006; Ambati et al. 

2007).Plus récemment, il a été proposé que le sVEGFR-1 pourrait jouer un rôle essentiel pour 

maintenir l’intégrité vasculaire dans le placenta au cours de la grossesse en séquestrant l’excés de 

VEGF-A maternel (Fan et al., 2014). De plus, le sVEGFR-1 possède un role anti-oedème, en 

interférant avec la perméabilité vasculaire du VEGF-A médiée par l’intermédiaire des récepteur 

VEGFR-1 et VEGFR-2 (Olsson et al. 2006; Kumai et al. 2007).  

 

A l’inverse de sa fonction anti-angiogénique, il apparaît aussi que le sVEGFR-1 active 

l’adhésion et la migration des cellules endothéliales via son interaction avec l’intégrine α5ȕ1. 

Ainsi, l’activation de Rac1 et de différents substrats de la PKC tels que la radixine impliqués 

dans la motilité cellulaire, mais pas la phosphorylation de la Focal Adhesion Kinase (FAK), a été 

observée en réponse à l’adhésion des cellules endothéliales sur le sVEGFR-1, et cette réponse 

nécessite l’activation du VEGFR-2 (Orecchia et al. 2013). Les auteurs proposent que la présence 

de sVEGFR-1 dans la MEC pourrait « shifter » la signalisation classique intégrine α5ȕ1 vers un 

phénotype plus dynamique. En accord, un gradient péricellulaire de sVEGFR-1 améliorant la 

morphogenèse et le bourgeonnement vasculaires a été décrit (Kearney 2004). De plus, 

l’expression de l’intégrine α5ȕ1 est aussi augmentée au cours du bourgeonnement des vaisseaux 

angiogéniques (Parsons-Wingerter et al. 2005). Ces résultats pourraient permettre d’expliquer : 

(1) pourquoi les souris homozygotes pour une délétion restreinte au domaine kinase 

intracellulaire du VEGFR-1, donc exprimant le sVEGFR-1, ont un développement correct des 

vaisseaux (Hiratsuka et al. 1998), à l’inverse des souris homozygotes VEGFR-1 -/- qui meurent 

in utero à E8.5/E9  (Fong et al. 1995) ; et (2) pourquoi l’ajout de sVEGFR-1 recombinant dans 

des cultures de cellules souches dérivées des souris homozygotes VEGFR-1 -/- in vitro restaure 

partiellement le phénotype mutant (excés de prolifération des cellules endothéliales et 

désorganisation des vaisseaux) (Roberts et al. 2004). 
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En résumé, selon les circonstances, le sVEGFR-1 se comporte comme un régulateur positif ou 

négatif de la fonction vasculaire. Ces fonctions antagonistes du sVEGFR-1 sont tout à fait 

nouvelles pour le VEGFR-1 mais elles ont été déjà montrées pour d’autres facteurs solubles tels 

que l’endostatine. L’endostatine est un fragment protéique de 20 kDa qui est issu du collagène de 

type XVIII. Cette protéine a des fonctions anti-angiogéniques quand elle est sous une forme 

soluble et angiogéniques quand elle interagit avec les intégrines αvȕγ et les αvȕ5, médiant ainsi 

des effets d’adhésion et de migration dans les cellules endothéliales (Rehn 2001).   

4.3 Autres fonctions du sVEGFR-1 

Comme nous l’avons vu, le sVEGFR-1 est sécrété par de nombreux types cellulaires. Ses effets 

ne sont donc pas restreints au système vasculaire. Par exemple, il possède des fonctions anti-

inflammatoires car il empêche l’activation et la migration des monocytes et des macrophages 

dépendantes des voies VEGF/VEGFR-1 (Tsao et al. 2007). 
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4.4 Fonctions pathologiques du sVEGFR-1 

4.4.1 sVEGFR-1 et prééclampsie 

La prééclampsie est une complication survenant au troisième trimestre de la grossesse spécifique 

à la gestation humaine. Elle est secondaire à une dysfonction placentaire qui est responsable de la 

libération dans la circulation maternelle de diverses substances responsables d’une activation, 

voire d’une lésion de l’endothélium maternel, avec pour conséquences une hypertension 

artérielle, une néphropathie glomérulaire et une augmentation de la perméabilité vasculaire. Il a 

été bien montré que les niveaux plasmatiques/sériques de sVEGFR-1, et plus précisément ceux 

des variants sVEGFR-1-i13 et sVEGFR-1-e15a augmentent chez la mère environ 5 semaines 

avant l’apparition des symptômes (Levine et al. 2004). En accord avec un rôle du sVEGFR-1 

dans la prééclampsie, l’élimination extracorporelle de sVEGFR-1 chez les patientes 

prééclamptiques améliorent les symptômes (Thadhani et al. 2011). Dans ce contexte, le variant 

sVEGFR-1-e15a apparaît être le variant majoritairement impliqué dans cette pathologie (Sela et 

al. 2008; Szalai et al. 2015). Les facteurs régulant la production du sVEGFR-1 dans la 

prééclampsie sont l’hypoxie, le stress oxydatif mais aussi l’excés de VEGF-A au niveau de 

l’endomètre (Maynard et al. 2003; Levine et al. 2004; Fan et al., 2014). 

 

4.4.2 sVEGFR-1 et autres maladies vasculaires 

La cicatrisation cutanée nécessite la formation de nouveaux capillaires. Il a été montré une 

augmentation localisée de l’expression du sVEGFR-1 chez des patients présentant des défauts de 

cicatrisation (Eming et al. 2004). Une augmentation de taux circulants de sVEGFR-1 a aussi été 

détectée chez des patients présentant une hypertension artérielle pulmonaire idiopathique 

(Malhotra et al. 2013) ou un syndrome de détresse respiratoire (Wada et al. 2013)  et corrélée au 

pronostic chez ces patients. Ces deux pathologies sont associées à des anomalies de la 

perméabilité vasculaire. Une des complication dans les modèles ischémiques de maladies 

artérielle périphériques (PAD) est la pertubation de l’angiogenèse. Dans ce contexte, les études 

sur les causes de la réponse angiogénique réduite chez les patients diabétiques ont mis l'accent 

sur une altération de la libération des cellules endothéliales progénitrices de la moelle osseuse 

(Loomans et al. 2004) et sur une fonction défectueuse des cellules progénitrices (Loomans et al. 
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2004; Tepper et al. 2002). Hazarika et collaborateurs ont étudié l’implication du sVEGFR-1 dans 

la dérégulation de l’angiogenèse chez les patients porteurs de diabète sucré (Hazarika et al. 

2007). Cette étude montre que, bien que les niveaux de VEGF-A et de VEGFR-2 sont augmentés 

dans les souris diabétiques en réponse à l'ischémie, il y a une augmentation de l'expression à la 

fois du sVEGFR-1 et du VEGFR-1. Ces résultats suggèrent que l’augmentation du sVEGFR-1 

diminue la disponibilité du VEGF-A et perturbe la signalisation VEGF/VEGFR impliquant donc 

une angiogenèse réduite post-ischémique. 

 

4.4.3 sVEGFR-1 et cancers 

De façon importante, la surexpression du sVEGFR-1 au niveau plasmatique, sérique ou intra-

tumoral a été rapportée dans de nombreux cancers tels que les cancers colorectaux, du sein, les 

glioblastomes, le cancer du rein, les mélanomes, les leucémies, le cancer hepatocellulaire, le 

cancer de la tête et du cou et les cancers du poumon (tableau 6). Ces résultats indiquent une 

dérégulation de l’expression du sVEGFR-1 dans les tumeurs. Cependant, peu d’études se sont 

intéressées aux types de variants sVEGFR-1 exprimés dans ces cancers. De plus, un certain 

nombre d’études a corrélé l’expression du sVEGFR-1 avec un mauvais pronostic. Cela implique 

des fonctions sans doute plus complexes que ses seules fonctions anti-angiogéniques dans les 

tumeurs. Elles pourraient dépendre du type tumoral mais aussi du type de sVEGFR-1 généré, par 

exemple tronqué versus épissé. 
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Cancer Publication Type 

d’échantillons 

Pronostic 

Colorectal Yamaguchi, 2007 Tissus bon 

Sein Toi, 2002 Sérum non significatif 

Glioblastome Lamszus, 2003 Sérum mauvais 

Rénal Harris, 2001 Sérum mauvais 

Mélanome Ruffini, 2011 Tissus mauvais 

Leucémie Wierzbowska, 2003 Plasma mauvais 

Foie Nagaoka, 2009 Sérum mauvais 

Tête et cou Kulapaditharom, 

2012 

Sérum mauvais 

Lung Ihan et al, 2004 Sérum mauvais 

Pancréas Chang et 2008 sérum mauvais 

 
Tableau 6 Surexpression du sVEGFR-1 au niveau protéique dans différents types de cancers. 

 
Concernant les fonctions biologiques du sVEGFR-1 dans les tumeurs, plusieurs études réalisées 

dans des modèles murins de mélanome, cancer du poumon, fibrosarcome ou glioblastome ont 

montré que la surexpression du sVEGFR-1 dans les cellules tumorales inhibe la croissance 

tumorale et que cette surexpression prolonge la survie des souris (Goldman et al. 1998a; 

Takayama et al. 2000; Shiose et al. 2000). Ces effets ont été corrélés avec une inhibition de 

l’angiogenèse tumorale. En accord avec un tel rôle, dans une étude portant sur les cancers du 

sein, une faible expression du sVEGFR-1 a été associée à un mauvais pronostic (Bando et al. 

2005). Certains modèles tumoraux tels que les cellules hématopoiétiques malignes ou les cellules 

NALM6 provenant de patients de leucémie aigue lymphoblastique produisent du sVEGFR-1 qui 

se lie au VEGF-A avec une forte affinité comme dans le cas des HUVECs (Inoue et al. 2000). 

Dans la mesure où cette signalisation autocrine du VEGF-A a été impliquée dans la survie de ces 

cellules tumorales, le sVEGFR-1 en inhibant cette signalisation pourrait induire la mort 

cellulaire. De façon très récente, une étude montre que le sVEGFR-1 induit une mort non-

apoptotique in vitro en agissant directement sur les cellules cancéreuses ovariennes ou 
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colorectales mais induit aussi une régression tumorale in vivo dans un modèle murin de 

xénogreffe dérivée de cellules de carcinome ovarien (Miyake et al. 2016). Dans ces tumeurs, un 

effet anti-angiogénique mais aussi inhibiteur de la prolifération cellulaire est observé. Ruffini et 

collaborateurs montrent aussi que des cellules de mélanomes produisent du sVEGFR-1-i13 dans 

la matrice extracellulaire. Le sVEGFR-1-i1γ induit l’adhésion de ces cellules par un mécanisme 

dépendant de l’activation de la voie VEGF-A/VEGFR-2 (Ruffini et al. 2011).  

 

Les fonctions biologiques du sVEGFR-1 dans les cancers pourraient aussi dépendre de 

l’équilibre entre sVEGFR-1 et autres facteurs angiogéniques exprimés dans les tumeurs tels que 

le VEGF-A. Par exemple, une étude faite par Toi et collaborateurs montre que quand le taux de 

sVEGFR-1 est 10 fois plus élevé que celui du VEGF-A cela est corrélé avec un meilleur 

pronostic (Toi et al. 2002). Ainsi, dans certains cas, le ratio sVEGFR-1:VEGF-A est celui qui est 

utilisé pour déterminer le pronostic des patients atteints de cancer. Par exemple, dans les 

gliomes, le cancer de sein, le cancer du pancréas et le cancer leucémique, un ratio faible de 

sVEGFR-1:VEGF-A dans le sérum, le plasma ou les extraits de tumeurs est corrélé avec des 

grades plus hauts des tumeurs, une survie moindre des patients et/ou une réponse plus faible aux 

thérapies (Chang et al. 2008; Lamszus et al. 2003; Bando et al. 2005; Aref et al. 2005). Chez des 

patients atteints de différents types de cancers de poumon, Ihan et collaborateurs ont montré que 

des hauts niveaux de sVEGFR-1 et de VEGF-A sont corrélés avec un très mauvais pronostic et 

des stades très avancés (Ilhan, Ilhan, et Deveci 2004). Dans cette étude, les taux de VEGF-A 

plasmatiques sont significativement corrélés avec la production de leucocytes et la vitesse de 

sédimentation. Etant donné que l’interaction du VEGF-A avec les cellules sanguines favorise 

l’angiogenèse tumorale (Dvorak et al. 1995; Verheul et al. 1997; Pinedo et al. 1998; Salven, 

Orpana, et Joensuu 1999; Yamamoto et al. 2008), cette étude suggère que dans les cancers du 

poumon les hauts niveaux de VEGF-A et de sVEGFR-1 sont des marqueurs d’angiogenèse 

tumorale. Dans les glioblastomes, les hauts niveaux de sVEGFR-1 sont corrélés avec des 

tumeurs hautement vascularisées. Cela a été justifié par le fait que malgré que les taux de 

sVEGFR-1 sont élevés dans ces tumeurs, ils ne sont pas suffisamment hauts pour capter tout 
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leVEGF-A qui serait quand même capable de déclencher la néovascularisation de ces tumeurs 

(Lamszus et al. 2003). 

 
Finalement, le sVEGFR-1 et le VEGF-A pourraient aussi jouer un rôle dans la progression des 

cancers et le développement de métastases. En effet, dans le cas du cancer du sein métastatique 

ganglionnaire, les taux du VEGF-A et du sVEGFR-1 sont trois fois et deux fois plus élevés 

respectivement. Cette même étude montre aussi une corrélation significative entre les taux de 

sVEGFR-1 et la taille des tumeurs. Des concentrations moyennes de sVEGFR-1 sont corrélées 

avec des tumeurs de taille comprises entre 20 et 50 mm (Thielemann et al. 2013). Dans les 

mélanomes, il a aussi été montré une diminution du niveau d’expression du sVEGFR-1 dans les 

métastases cutanées comparativement aux tumeurs primaires (Ruffini et al., 2011). Ces études 

suggèrent donc que la modulation de l’expression du sVEGFR-1 pourrait aussi influencer 

l’envahissement de la matrice extracellulaire et le processus métastatique des cellules tumorales.  
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PARTIE 4. LES THERAPIES ANTI-ANGIOGENIQUES 

DANS LE TRAITEMENT DU CANCER 

 

Dans ce chapitre, nous allons décrire les différentes thérapies anti-angiogéniques utilisées dans le 

traitement des cancers ainsi que les limitations de ces thérapies en terme de résistance et de 

biomarqueurs prédictifs de réponse. 

 

1. Généralités sur les thérapies anti-angiogéniques 

Le concept de traitement du cancer par les thérapies anti-angiogéniques a été initié par Judah 

Folkman. Ce concept est basé sur l’inhibition de la néovascularisation dans les tumeurs 

conduisant à la régression de la tumeur (Judah Folkman 2010). Comme nous l’avons vu, la 

majorité des vaisseaux au sein de la tumeur n’est pas stabilisée par des péricytes. Par conséquent, 

les vaisseaux tumoraux sont des vaisseaux immâtures, perméables et tortueux qui sont 

constitutivement stimulés par les facteurs de croissance comme le VEGF-A pour survivre et se 

développer. A contrario, les vaisseaux tumoraux situés sur la périphérie de la tumeur sont des 

vaisseaux matures stabilisés par des péricytes qui ne sont donc pas dépendants du VEGF-A pour 

leur croissance. Par conséquent, après traitement par les thérapies anti-angiogéniques, les 

vaisseaux qui résistent sont les vaisseaux matures possèdant un meilleur rendement de perfusion. 

Dans ce contexte, en plus de leur effet anti-angiogénique, Rakesh Jain a lancé le concept de 

normalisation des vaisseaux tumoraux par les thérapies anti-VEGF, basé sur le fait qu’elles 

améliorent transitoirement le flux sanguin dans la tumeur et par ce biais la délivrance des agents 

chimiothérapeutiques (Jain 2001; Jain 2005). La normalisation des vaisseaux a été observée aussi 

bien dans des modèles animaux que dans des essais pré-cliniques dans lesquels les thérapies anti-

angiogéniques améliorent aussi l’efficacité de la radiothérapie (Duda, Jain, et Willett 2007). 

Le VEGF-A est un facteur-clé essentiel pour le processus néo-angiogénique tumoral. Les 

premières stratégies thérapeutiques anti-angiogéniques ont donc visé à neutraliser les voies de 
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signalisation du VEGF-A, en impactant soit sur le VEGF-A lui même ou ses récepteurs (figure 

26). Dans cette partie, je détaillerai certaines de ces thérapies. 

 

 

Figure 26. Différents types de thérapies anti-angiogéniques.Les principales stratégies anti-angiogéniques 
consistent soit à cibler le ligand VEGF-A afin d’inhiber sa fixation sur ses récepteurs ( bevacizumab, 
Ranibizumab), soit à cibler les récepteurs du VEGF et cela de deux manières différentes : soit en ciblant 
la partie extracellulaire des récepteurs (Ramucirumab), soit en inhibant le domaine tyrosine kinase afin 
d’empêcher l’activation du récepteur (Sunitinib, Sorafénib, etc..) (Koo et al. 2012). 
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2. Les thérapies anti-VEGF-A 

2.1 Les anticorps monoclonaux anti-VEGF-A  

Le chef de file de ces agents est le bevacizumab (BVZ, Avastin®, Genentech). Cet agent est un 

anticorps monoclonal recombinant humanisé qui est capable de lier spécifiquement le VEGF-A 

avec une très grande affinité l’empêchant ainsi d’interagir avec ses récepteurs (VEGFRs) mais 

pas avec les neuropilines. Cet anticorps comprend la structure consensus IgG1 humaine, des 

régions de liaison à l’antigène (9γ%) et 6 régions déterminant la complémentarité provenant d’un 

anticorps monoclonal murin (7%). Le bevacizumab est caractérisé par une clairance assez lente 

et une longue demi-vie d’environ β0 jours (Ferrara 2004b). 

Dans des essais cliniques de phases II et III chez les patients porteurs de cancer colorectal 

métastatique (CRC), le traitement avec le bevacizumab en association avec l’agent 

chimiothérapeutique 5-fluorouracile (5-FU) a donné des résultats sur la survie non observés 

depuis vingt ans. En effet, la combinaison du bevacizumab avec le 5-FU augmente la survie sans 

progression de 4 mois et la survie globale de 5 mois par rapport au traitement 5-FU seul 

(Hurwitz et al. 2004). Le bevacizumab a été le premier traitement anti-angiogénique approuvé 

par la FDA et l’EMA (European Medicines Agency) en β004. Par la suite, l’efficacité du 

bevacizumab a été montrée dans de nombreux essais cliniques et dans plusieurs autres cancers 

métastatiques (D. H. Johnson et al. 2004; Martin Reck et al. 2009; Patel et al. 2009) tels que les 

CBnPCs (Herbst, Onn, et Sandler 2005; Hicklin et Ellis 2005; Sandler et al. 2006). 

 

Dans les CBnPCs, Johnson et collaborateurs ont effectué une étude randomisée de phase II 

comparant un doublet d’agents chimiothérapeutiques (carboplatine/paclitaxel) versus mêmes 

agents chimiothérapeutiques combinés au bevacizumab (D. H. Johnson et al. 2004). De façon 

très intéressante, cette étude clinique montre que les patients traités avec le bevacizumab ont une 

meilleure réponse au traitement, une plus lente progression de la tumeur et une amélioration de 3 

mois en terme de survie (17,7 mois vs 14,9 mois) en comparaison avec des patients de stades 

avancés traités uniquement avec des chimiothérapies. Par contre, un fait majeur a été soulevé 
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dans cette étude qui est le taux élevé d’hémorragies fatales survenant chez les patients atteints de 

carcinomes pulmonaires squameux. Cette observation a été à la base de l’exclusion des patients 

porteurs de carcinomes pulmonaires squameux des études cliniques sur le bevacizumab (Meert et 

al. 2002). Par la suite, plusieurs études de phase III ont été initiées pour étudier l’efficacité du 

bevacizumab chez les patients porteurs de cancer du poumon. L’étude ECOG (Eastern 

Cooperative Oncology Group) réalisée en 2006 est une très large étude randomisée sur des 

patients CBNPCs de stades IIIB-IV non squameux traités avec le carboplatine et le paclitaxel 

combinés ou non au bevacizumab. Cette étude a montré une amélioration significative du taux de 

réponse, de la survie sans progression et de la survie globale chez les patients ayant reçu le 

bevacizumab. En se basant sur ces données, la FDA a approuvé l’utilisation du bevacizumab 

dans le traitement des CBnPCs avancés de type histologique non squameux en 2006 (Sandler et 

al. 2006). L’étude AVAiL (Avastin in Lung trial) est une autre étude de phase III qui a montré 

que le traitement au bevacizumab combiné au cisplatine et au gemcitabine aboutit à une 

amélioration moins importante mais significative de la survie sans progression et du taux de 

réponse, mais sans aucun effet sur la survie globale. Des effets secondaires ont été aussi observés 

tels que: l’hypertension, la protéinurie et les hémorragies (Martin Reck et al. 2009). Plus 

récemment, une autre étude importante de phase III a été faite, AVAPERL, dans laquelle les 

patients ont d’abord été traités par une combinaison cisplatine/permetrexed/bevacizumab et 

ensuite par le bevacizumab combiné ou non au permetrexed. Cette étude a montré une 

amélioration qui n’est pas significative dans la survie sans progression et la survie globale des 

patients (Barlesi et al. 2014; Rittmeyer et al. 2013). 

 

En parallèle à son efficacité clinique, le bevacizumab peut causer des effets secondaires tels que 

la diarrhée, l’hypertension, l’apparition d’évènements thrombo-emboliques, des problèmes de 

cicatrisation, l’hémorragie et les perforations de l’intestin (Gressett et Shah 2009). En 2011, une 

méta-analyse s’appuyant sur 16 études cliniques a étudié le risque de mortalité suite au 

traitement avec le bevacizumab. Cette étude incluait des patients porteurs de cancer colorectal, 

de CBnPC, de cancer du sein, de cancer rénal, de cancer pancréatique et de cancer de prostate. 

De façon très importante, cette étude a montré une augmentation du risque de survenue 

d’évènements entraînant la mort (FAE, Fatal Adverse Event) chez les patients traités au 
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bevacizumab par rapport à la chimiothérapie utilisée seule (Ranpura, Hapani, et Wu 2011).Ces 

effets secondaires pourraient être dus au traitement de longue durée. Par contre, il a été démontré 

aussi que l’arrêt du traitement pouvait re-stimuler la vascularisation tumorale dans des modèles 

in vivo alors qu’un traitement prolongé prévient cet effet (Mancuso et Sternberg 2006). Nous 

pouvons donc en conclure que la durée du traitement par le bevacizumab est un facteur très 

important qui conditionne la réponse. Il est donc crucial de trouver un bon équilibre entre la 

durée du traitement et les effets secondaires qui suppriment le bénéfice du traitement.  

 

D’autres études de phase II sont en cours aux EU dans d’autres cancers tels que le mélanome, le 

cancer de la tête et du cou, le cancer hépatique et le cancer leucémique. D’autre part, le 

bevacizumab n’est plus utiliséchez les patients ayant des évènements trombo-emboliques, des 

perforations intestinales, des hémorragies, des métastases cervicales et des lésions intra-

thoraciques. 

 

2.2 L’Aflibercept: un VEGF-trap ou “Decoy receptor” 

L'Aflibercept (Sanofi-Aventis et Regeneron Pharmaceuticals) est un récepteur leurre ou « decoy 

receptor » qui inhibe l’angiogenèse par ciblage du VEGF-A, VEGF-B et du PIGF. C’est une 

protéine de fusion recombinante constituée du second domaine d'Ig du VEGFR-1 et du troisième 

domaine Ig du VEGFR-2 fusionnés à la région constante (Fc) d'une IgG1 humaine (figure 27). 

L’aflibercept a une plus grande affinité que les VEGFR et que le bevacizumab pour le VEGF-A 

(Holash et al. 2002). En dépit de quelques données prometteuses dans les essais cliniques de 

phase précoce dans divers types de tumeurs, l'Aflibercept n’a montré son efficacité que dans les 

cancers colorectaux métastatiques. De façon surprenante, malgré tous les espoirs basés sur ses 

propriétés anti-angiogéniques, l’Aflibercept n'a pas réussi à améliorer la survie en combinaison 

avec la chimiothérapie dans les essais cliniques de phase III randomisés effectués dans le cancer 

de la prostate, lesCBnPCs, le cancer du pancréas ou dans les cancers pancréatiques(Van Cutsem 

et al. 2012a; Leighl et al. 2010). 
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Figure 27. Structure schématique de l’Aflibercept. L’Aflibercept est une protéine recombinante produite 
par la fusion du domaine 2 de type Ig duVEGFR-1 (rectangle blanc), du domaine 3 de type Ig du 
VEGFR-2 (rectangle gris) et de la région charnière du domaine Fc de l’immunoglobuline humaine IgG1 
(rectangle noir). Ces domaines de VEGFR lient les ligands VEGF-A, VEGF-B et le PIGF représentés par 
un ovale gris. 

 

3. Les thérapies anti-VEGFR 

Le bevacizumab est utilisé en première ligne de traitement pour traiter les patients porteurs de 

CBnPCs. Parallèlement, d’autres thérapies anti-angiogéniques ont été développées dans le but de 

cibler les récepteurs du VEGF. Nous distinguerons deux catégories : la première est celle des 

inhibiteurs pharmacologiques du domaine à activité tyrosine kinase et la deuxième catégorie est 

celle des anticorps bloquants dirigés contre le domaine extracellulaire du récepteur. Le tableau 7 

récapitule les différentes thérapies anti-angiogéniques existant ainsi que leur spectre d’utilisation. 
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 Approuvé par 
FDA 

Approuvé par MEA Traitements 

Bevacizumab     
Cancer colorectal 
métastatique 

2004 première ligne 
2006 deuxième ligne 

2005 première et 
deuxième ligne 

Avec chimiothérapie en 
première et deuxième ligne 

CBNPC 2006 2007 
Avec chimiothérapie en 
première ligne 

Carcinome rénal 2009 2005 Avec Interféron 

Cancer des ovaires 2014 pour les tumeurs 
résistantes récurente, non 
approuvé pour les tumeurs 
sensibles récurentes et en 
première ligne de 
traitement 

2012 en première ligne de 
traitement et pour les 
tumeurs sensibles 
récurentes. 
2014 tumeurs résistantes 
récurentes 

Avec chimiothérapie 

Cancer du sein Retiré 2009 Avec chimiothérapie 

Régorafénib       
Cancer colorectal 
métastatique 
réfractaire 

2013 2013 Monothérapie, refractaire 

Ramucirumab  

Cancer de 
l’estomac ou 
gastro-oesophagien 

2014 2014 Refractaire avec ou sans 
chimiothérapie 

CBNPC 2014 2014 Refractaire avec 
chimiothérapie 

Cancer colorectal 
métastatique 

2015 Pas approuvé Refractaire avec 
chimiothérapie 

Sorafénib   
Cancer hépatique 2007 2006 Monothérapie, première 

ligne 
Cancer rénal 2005 2006 Monothérapie, première 

ligne 

Cancer de la 
thyroide différencié 

2013 2014 Refractaire à l’iode 
radioactif 

Sunitinib   
Cancer rénal 2006 2007 Monothérapie, première 

ligne de traitement 
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Tumeur 
pancréatique 
neuroendocrine 

2011 2010 monothérapie, tumeurs 
pancréaique, 
neuroendocrine très 
différenciées 

Pazopanib       
Cancer rénal 2009 2009 Monothérapie, deuxième 

ligne de traitement 
Sarcome 2012 2012 Monothérapie 

Axitinib    
Cancer rénal 2012 2012 Monothérapie, deuxième 

ligne de traitement 

Vandétanib       
Cancer medullaire 
de la thyroide 

2011 2012 Tumeur de la thyroide non 
resecable, localement 
avancée, metastatique 
médullaire 

Lenvatinib       
Cancer de la 
thyroide 

2015 2015 Cancer de la thyroide 
réfractaire à l’iode 
radioactif et différenciée 
locale ou métastatique  

Nintedanib       
CBNPC Non approuvé 2014 CBNPC localement 

avancée et métastatique, 
deuxième ligne de 
traitement 

Aflibercept       

Cancer colorectal 2012 2013 Deuxième ligne 

Cabozantinib    

Cancer rénal 

 
 
Cancer de la 
thyroide 

2016 
 
 
 
2012 

2016 
 
 
 
- 

Patients porteurs de cancer 
rénal avancé ayant été traité 
avant par une thérapies 
AAG  
Pour les patients 
inopérables par chirurgie 

Tableau 7 Les thérapies anti-angiogéniques approuvés par la FDA et/ou la MEA dans différents cancers. 
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3.1 Les inhibiteurs du domaine tyrosine kinase des 

récepteurs du VEGF-A 

Les inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase des Récepteurs à Activité Tyrosine Kinase (RTKs) 

dont font partie les VEGFRs sont de petites molécules qui vont agir en aval de la transduction du 

stimulus angiogénique en inhibant l’activité des récepteurs. Ils sont divisés en trois catégories 

différentes selon leur mécanisme d’action. Les inhibiteurs tyrosines kinases de classe 1 

reconnaissent la conformation active du récepteur et bloquent le site de fixation de l’ATP en 

mimant les liaison hydrogènes normalement formées entre le récepteur et l’ATP empêchant ainsi 

son activation (J. Zhang, Yang, et Gray 2009). Le sunitinib est un exemple des inhibiteurs de 

classe 1 des récepteurs VEGFR-1-3. Il agit aussi sur les récepteurs PDGFR-a/b, KIT, FLT3 

(Fms-related Tyrosine kinase 3), CSF-1R (Colony Stimulating Factor-1 recepteur) et RET 

(Faivre et al. 2007). 

Les VEGFR-TKI de classe 2 reconnaissent la forme inactive du récepteur et se fixent sur une 

poche hydrophobe contenant un motif DFG qui est adjacente au site de fixation de l’ATP. Ils 

rentrent indirectement en compétition avec l’ATP. Ce domaine est responsable du transfert du 

groupement phosphate sur le substrat de la kinase. La poche hydrophobe se forme lorsque la 

boucle d’activation des récepteurs est en conformation DFG-out. La présence des VEGFR-TKIs 

de classe 2 inhibe la signalisation en empêchant le passage de la conformation DFG-out à DFG-

in. Le sorafénib est un exemple de VEGFR-TKI de classe 2 qui bloque la phosphorylation des 

récepteurs VEGFR, PDGFR, Raf et KIT (LNJohnson 2009). Les VEGFR-TKI classe 3 sont des 

inhibiteurs “covalents”. Cette classe d’inhibiteurs forme des liaisons covalentes irréversibles 

entre leurs groupements électrophiles et des résidus cystéines du domaine kinase des VEGFRs. 

Cela permet de bloquer la fixation de l’ATP et donc d’empêcher l’activation du récepteur (Kwak 

et al. 2005). Le vandetanib (ZD6474, Zactima, AstraZeneca) est un exemple parfait de cette 

classe et cet inhibiteur inhibe les VEGFR et EGFR (Morabito et al. 2009). Suite aux succès 

obtenus avec le bevacizumab, différentes études de phase III ont été lancées pour identifier des 

VEGFR-TKI utilisables pour le traitement des patients porteurs de CBnPCs. Malheureusement, 

malgré les nombreuses études faites sur des inhibiteurs différents tels que le sorafénib, le 

cédiranib, le motesanib ou l’axitinib, aucun bénéfice en terme d’amélioration de la survie des 
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patients n’a été observé en comparaison des thérapies standard (Goss et al. 2010; G. Scagliotti et 

al. 2010; Paz-Ares et al. 2012; G. V. Scagliotti et al. 2012). 

 

Le cédiranib (Recentin ; AstraZeneca) est un TKI qui inhibe les récepteurs VEGFR-1-3,PDGFR-

a/b, FGFR1 et c-kit (Wedge et al. 2005). Dans une étude de phase II/III, les patients atteints de 

CBnPCs avancés traités avec le cédiranib, le carboplatine et le paclitaxel ont une meilleure 

survie sans progression par rapport aux patients traités avec la chimiothérapie seule. Cependant, 

pour des raisons de toxicité, cette étude a été arrêtée (Goss et al. 2010). De même, une autre 

étude de phase III comparant patients porteurs de CBnPCs traités par le cédiranib combiné au 

carboplatine et au paclitaxel aux patients traités uniquement par la chimiothérapie a aussi été 

arrêtée en raison d’une augmentation significative d’effets indésirables tels que l’hypertension, 

l’anorexie et la diarrhée sans amélioration de survie (Laurie et al. 2012). Les résultats de la 

majorité des essais de phase III qui ont évalué des agents anti-angiogéniques utilisés en 

deuxième ligne de traitement ont aussi été décevants (Martin Reck et al. 2014; Boer et al. 2011; 

J. S. Lee et al. 2012; Herbst et al. 2010; Paz-Ares et al. 2012; Natale et al. 2011; G. V. Scagliotti 

et al. 2012; Herbst et al. 2011; Ramlau et al. 2012). Ainsi, à ce jour, aucun TKI ciblant les 

VEGFRs n’a été approuvé pour le traitement des patients porteurs de CBnPCs refractaires ou en 

rechute.  

 

Cependant , il y a eu des progrès récents avec des inhibiteurs multi-kinases tel que le nintédanib. 

Le nintédanib est un inhibiteur des récepteurs VEGFR-1-3, PDGF-a/b et FGFR1-3. Le 

nintédanib est le premier inhibiteur anti-angiogénique qui a montré une amélioration de survie 

chez les patients porteurs d’adénocarcinomes pulmonaires (Kwak et al. 2005). En effet, dans les 

essais cliniques, cet inhibiteur a montré des effets anti-tumoraux et anti-angiogéniques 

importants (Ellis et al. 2010; Doebele et al. 2012; M. Reck et al. 2011). Le sunitinib et le 

sorafénib, eux-aussi des inhibiteurs multi-kinases, sont utilisés en première et en deuxième ligne 

de traitement chez les patients porteurs de carcinomes rénaux métastatiques respectivement.  
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3.2 Autres inhibiteurs pharmacologiques 

Le semaxanib (également connu sous le nom semaxinib ou SU5416) est un inhibiteur puissant et 

sélectif des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 qui a démontré des effets anti-angiogéniques dans 

des modèles in vitro et in vivo (O’Donnell et al. β005; Hoff et al. 2006). Cet inhibiteur n’a pas 

été encore approuvé par la FDA. A part le sémaxanib, le Ki8751 est un inhibiteur des récepteurs 

VEGFR-2 et PDGFR qui a un effet anti-tumoral dans des modèles in vivo de xénogreffes de 

souris nudes de gliomes, de carcinomes de l’estomac, de mélanomes, de cancer du colon et de 

cancers du poumon. Malgré le fait que c’est un inhibiteur très puissant, le KI8751 n’est pas 

encore approuvé par la FDA (Kubo et al. 2005). 

3.3 Les anticorps monoclonaux anti-VEGFR 

Le ramucirumab (IMC-1121B, ImClone Systems, New York , NY) est un anticorps monoclonal 

humainde type IgG1qui se lie avec une grande affinité au domaine extra-cellulaire du VEGFR-2. 

Le ramucirumab et sa version murine, DC-101, ont été conçus pour se lier à un épitope du 

VEGFR- 2 impliqué dans la liaison du récepteur à son ligand VEGF-A (Lu et al. 2002). De façon 

très intéressante, le ramucirumab a été approuvé par la FDA en tant que monothérapie aussi bien 

qu’en association avec une chimiothérapie dans différents cancers métastatiques tels que: le 

cancer de l’estomac, le cancer gastro-œsophagien (GE), le cancer colorectal et les CBnPCs 

(Calvetti et al. 2015). Contrairement au bevacizumab qui est utilisé en première ligne de 

traitement dans les cancers CBnPCs non squameux, le ramucirumab en combinaison avec le 

docetaxel est utilisé pour traiter les patients porteurs de CBnPC squameux et non squameux sans 

risque d’hémorragies fatales (Britten et al. 2007). 
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4. Les thérapies ciblant les co-récepteurs 

4.1 Ciblage thérapeutique des neuropilines 

Les Anticorps monoclonaux 

 
Des anticorps monoclonaux ciblant les domaine a1/a2 (anti-NRP-1A) ou le domaine b1/b2 (anti-

NRP-1B) de la neuropiline-1 ont été développés par la société Genentech. Ces anticorps 

diminuent la migration induite par le VEGF-A dans les cellules HUVEC et inhibent la formation 

de tumeur dans des modèles animaux (Mani et al. 2008). Ces anticorps ont été utilisés aussi en 

combinaison avec des thérapies ciblant le VEGF-A et ont ralentit significativement la croissance 

tumorale dans des modèles animaux (Huang 2011). Des anticorps monoclonaux ciblant les 

domaines b1/b2 de la neuropiline-2 ont récemment été développés. Ces anticorps diminuent le 

nombre de vaisseaux intra-tumoraux, de métastases dans les ganglions lymphatiques sentinelles 

dans des modèles de xénogreffes murines (Yaqoob et al. 2012). Le MNRP-1685 est un anticorps 

humain anti-NRP-1 qui inhibe la fixation du VEGF-A à la NRP-1. En conséquence, cet anticorps 

diminue les effets de migration cellulaire et d’angiogenèse médiés par le VEGF-A in vitro et in 

vivo. De façon intéressante, cet anticorps est en phase I d’essais clinique seul ou en association 

avec le bevacizumab, avec ou sans paclitaxel, pour le traitement de tumeurs solides avancées 

(Patnaik et al. 2014). 

 
Les peptides 
 

Le screening de banques de peptides capables de reconnaître spécifiquement certaines cellules 

cancéreuses a permis l’identification de séquences d’acides-aminés liant spécifiquement les 

neuropilines. En effet, des études ont évoqué des peptides capables de pénétrer dans la tumeur et 

de lier spécifiquement les intégrines humaines et la neuropiline-1 (Teesalu et al. 2009). Cette 

capacité à pénétrer dans les tumeurs par endocytose permet de les coupler à d’autres agents 

thérapeutiques pour améliorer leur efficacité, ou de les coupler à des agents permettant 

d’améliorer la visualisation des tumeurs en imagerie médicale (Sugahara et al. 2010). Depuis, 

d’autres peptides liant spécifiquement la neuropiline-1 ont été décrits dans différents modèles de 



92 

 

cellules cancéreuses in vitro. Le peptide ATWLPPR (A7R) empêche la fixation du VEGF165 sur 

la neuropiline-1 dans les cellules endothéliales. Ces effets sont confirmés dans des modèles de 

xénogreffes du cancer du sein, MDA-MB-βγ1, empêchant alors la croissance et l’angiogenèse 

tumorales (Binétruy-Tournaire et al, 2000). Par ailleurs, l’EG00ββ9 est une petite molécule non 

peptidique qui bloque la fixation du VEGF165 sur la neuropiline-1 et ceci a comme conséquence 

l’inhibition de la phosphorylation du VEGFR-2, l’inhibition de la migration des cellules 

endothéliales et la diminution de la viabilité dans la lignée d’adénocarcinome pulmonaire A549. 

Cette molécule augmente l’activité cytotoxique du paclitaxel et du 5-FU (Jarvis et al. 2010). 

4.2 Ciblage thérapeutique de la β1 intégrine 

Les Anticorps monoclonaux 
 
Les stratégies qui ciblent les intégrines ß1, en particulier l’intégrine α5ȕ1, inhibent la progression 

tumorale dans des modèles précliniques. Le volociximab, un anticorps monoclonal dirigé contre 

l’intégrine α5ȕ1, inhibe l'angiogenèse et empêche la croissance tumorale (Bhaskar et al. 2007). 

Un essai clinique de phase I chez des patients atteints de tumeurs malignes solides avancées a 

montré que le volociximab est bien toléré et peut avoir une efficacité clinique. Le volociximab 

est actuellement en essaiclinique de phase II pour des tumeurs solides telles que les mélanomes 

(Cranmer, Bedikian, et Ribas 2005) et le cancer pancréatique (Valle et al. 2016). Le 339.1, un 

autre anticorps inhibiteur de l'intégrine ȕ1, affecte de façon significative in vitro et in vivo de la 

croissance du cancer du sein (Bhaskar et al. 2007). 

 

  

http://www.sciencedirect.com.gate2.inist.fr/science/article/pii/S0024320506006084#bib9


93 

 

Les peptides 

L’ATN-161 est un inhibiteur peptidique de l’intégrine α5ȕ1 qui bloque la croissance tumorale et 

le développement des métastases dans le cancer du sein dans les modèles in vivo (Khalili et al. 

2006). Dans les modèles murins de cancer du colon développant des métastases dans le foie, le 

traitement avec l’inhibiteur ATN-161 associé au 5-FU réduit significativement la croissance 

tumorale et les métastases hépatiques par rapport aux deux traitements utilisés seuls (Stoeltzing 

et al. 2003). ATN-161 a été testé chez des patients atteints de tumeurs solides avancées et est 

bien toléré dans un tiers des patients (Cianfrocca et al. 2006). 

4.3 Autres thérapies anti-angiogéniques 

Vers une médecine personnalisée: les miARNs  
 
La première preuve que des miARNs sont impliqués dans la régulation de l'angiogenèse au cours 

du développement vasculaire a été décrit dans les cellules HUVECs in vitro et in vivo 

transfectées par des ARNi ciblant Dicer (Kuehbacher et al. 2007). En outre, il a été montré que la 

réponse de l'endothélium vasculaire à des stimulis angiogéniques est modulée par certains 

miARNs, qui peuvent être soit pro-angiogéniques ou anti-angiogéniques. Dans ce contexte, 

différentes stratégies thérapeutiques ont été mises en place pour inhiber l’expression des 

miARNs in vivo et sont actuellement en cours d'évaluation dans des modèles précliniques 

(Anand 2013). Parmi ces stratégies, nous citerons particulièrement les antagomirs qui sont une 

classe d'oligonucléotides modifiés chimiquement et qui forment des ARN simples brins 

complémentaires aux cibles des miRNA et qui sont capables d’inhiber les miARN endogènes 

(Esau et al. 2004; Krützfeldt et al. 2007; Krützfeldt et al. 2005). Les Locked Nucleic Acid- 

(LNA-) antimirs  sont des oligonucléotides ARN anti-sens dans lesquels le fragment ribose d'un 

nucléotide LNA est modifié pour augmenter la stabilité et la spécificité (Elmén et al. 2008). Les 

MiR-éponge sont des transgènes inhibiteurs des miARN qui expriment un ARNm qui contient 

plusieurs sites de liaison en tandem pour un miARN endogène. Ils sont ainsi en mesure 

d'interagir de manière stable avec le miARN correspondant et d’empêcher son association avec 

les cibles endogènes (Esau et al. 2004). Le miR-Mask est un simple brin oligonucléotide anti-

sens qui est parfaitement complémentaire aux sites de liaison du miARN situés dans l'extrémité  
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3 'UTR de l'ARNm cible. Le miR-Mask est donc capable de masquer l'accès des miRNA à ses 

sites de liaison sur l'ARNm cible et donc altère sa fonction inhibitrice (Esau et al. 2004). 

A l’inverse, il existe des stratégies destinées à rétablir les niveaux de miARN, comme les 

miARN mimics. Elle sont basées sur l'utilisation d'oligonucléotides double brin synthétiques qui 

miment les miARNs endogènes et sont transformés dans la cellule lorsqu'ils sont transfectés (A. 

G. Bader et al. 2011). Les vecteurs d'expression de ces miARNs sont construits avec des 

promoteurs qui peuvent permettre l'expression de certains miARNs de façon spécifique dans les 

tumeurs et dans les tissus (J. Ji et al. 2009). Par exemple, le MRX34, un liposome qui a été 

développé par la société Mirna Therapeutics et qui mime les fonctions de miR-34. MRX34 induit 

une régression complète de la tumeur dans des modèles orthotopiques de carcinomes 

hépatocellulaires de souris (Andreas G. Bader 2012). Ces résultats ont été à la base d’un essai 

clinique de phase I pour évaluer la sécurité des MRX34 chez les patients atteints de cancer 

primitif du foie ou ceux avec des métastases hépatiques d'autres cancers. 

 

5. Les limitations des thérapies anti-angiogéniques  

A côté des effets indésirables dont nous avons déjà parlé, la principale limite à l’utilisation des 

thérapies anti-angiogéniques repose sur l’apparition des résistances et l’absence de biomarqueurs 

prédictifs de réponse permettant de sélectionner les patients à traiter.  

 

5.1 Résistance aux thérapies anti-angiogéniques 

Le succès initial des thérapies anti-angiogéniques a été suivi par l’échec de ces traitements dans 

la production de réponses cliniques durables. Bien que les patients porteurs de certains types de 

cancers sont d’emblée réfractaires aux thérapies anti-angiogéniques, la majorité des patients 

porteurs de cancer répondent à ces thérapies mais échappent rapidement au traitement. La 

résistance aux thérapies est devenue une limite pratique au développement de médicaments. Ce 

concept d’échappement se base soit sur l’apparition d’une mutation ou bien sur la mise en place 

par les cellules tumorales de mécanismes de résistance suite au traitement. Ces observations 

mettent en évidence l’importance de trouver des marqueurs permettant de prédire la réponse et 

d’anticiper l’apparition de ces résistances. 
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Figure 28. Les deux modes de résistance aux traitements anti-angiogéniques (Bergers G et Hanahan D, 
Nature Reviews Cancer, 2008). 

 

Dans le cas d’une résistance innée ou intrinsèque, la tumeur est insensible et ne répond pas au 

traitement. Par conséquent, la tumeur continue à se développer sans aucun bénéfice des thérapies 

anti-angiogéniques (figure β8). Plusieurs mécanismes ont été décrits pour expliquer l’existence 

des résistances innées aux traitements parmi lesquels je citerai brièvement : la pré-existence de 

signaux pro-angiogéniques redondants, la pré-existence de cellules inflammatoires infiltrantes 

qui protègent les vaisseaux, l’hypo-vascularité des tumeurs dont la croissance est indépendante 

de l’angiogenèse et le statut invasif et métastatique préexistants. A côté des résistances innées, 

les tumeurs développent aussi des résistances acquises. Après une phase de réponse au 

traitement, la tumeur s’adapte progressivement au traitement et reprend sa croissance et son 

développement. Il existe au moins quatre mécanismes distincts adoptés par les tumeurs 

s’agissant d’une résistance acquise aux thérapies anti-angiogéniques. Je citerai : (1) l'activation 

et/ou la régulation positive de voies de signalisation pro-angiogéniques alternatives au sein de la 

tumeur ; (2) le recrutement des cellules dérivées de moelle osseuses ; (γ) l’augmentation de la 

couverture péricytaire conduisant à des vaisseaux plus matures donc plus résistants ; (4) 

l’augmentation de la capacité invasive des cellules tumorales et le piégeage lysosomal des 

thérapies (figure 29). 
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Figure 29. Les différents mécanismes de résistance acquise aux traitements anti-angiogéniques. 

Nous pouvons observer sous traitement une production de facteurs (lymph)-angiogéniques 

redondants qui vont favoriser la (lymph)-angiogenèse tumorale indépendamment du facteur ciblé 

par la drogue. Nous observons aussi une augmentation du recrutement des péricytes et une 

maturation vasculaire. D’autre part, nous observons sous traitement une augmentation de 

l’hypoxie intra-tumorale. Cette augmentation induit la surproduction de plusieurs cytokines 

(VEGF, SDF-1) qui favorise le recrutement de cellules dérivées de la moelle osseuse. Enfin, 

nous observons sous traitement une augmentation des capacités de migration et d’invasion des 

cellules tumorales (Bergers et Hanahan 2008).  

Je détaillerai ci-dessous certains des mécanismes de résistance aux thérapies anti-angiogéniques 

décrits notamment dans les cancers du poumon. 
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5.1.1 Activation de voies de signalisation alternatives : rôle du stroma 

Suite au blocage de la voie de signalisation dépendante du VEGF-A, d’autres facteurs pro-

angiogéniques sont secrétés afin de déclencher une néo-vascularisation tumorale indépendante 

du VEGF-A. Ces facteurs de croissance peuvent être sécrétés par des cellules tumorales, mais 

aussi par des cellules du micro-environnement tumoral telles que des cellules dérivées de moelle 

osseuse (BMDC), des macrophages associés à la tumeur (TAM), des fibroblastes associés à la 

tumeur (TAF) ou des cellules du tissu sain (Leite de Oliveira, Hamm, et Mazzone 2011). Les 

péricytes produisent des facteurs paracrines comme le VEGF-A qui vont assurer la survie des 

cellules endothéliales. Les tumeurs avec une forte proportion de péricytes développent une 

résistance intrinsèque (Casanovas 2011; Darland et al. 2003; Bergers et Benjamin 2003). Dans 

un modèle de xénogreffe de souris dérivées d'un adénocarcinome pulmonaire humain, il a été 

montré que les péricytes recrutés induisent l'expression de l’EGF, conduisant à un remodelage 

vasculaire et à une résistance à la thérapie anti-angiogénique (Cascone et al. 2011; Casanovas 

2011). De plus, certaines tumeurs traitées avec une thérapie anti-VEGF peuvent surmonter 

l'inhibition par régulation positive du PDGF-C dans des fibroblastes associés à des tumeurs, 

augmentant la proportion des péricytes vasculaires et favorisant ainsi la résistance aux thérapies 

anti-VEGF (Crawford et al. 2009; di Tomaso et al. 2009). En réponse au pazopanib dans les 

cancers du poumon, la diminution des niveaux plasmatiques de sVEGFR-2 et d’IL-4 a été 

corrélée avec une diminution du volume tumoral (Nikolinakos et al. 2010). Ces résultats 

suggèrent que l’inhibition des facteurs pro-angiogéniques redondants au VEGF-A pourrait être 

une bonne stratégie pour contre-carrer la résistance induite par la sécrétion de ces facteurs pro-

angiogéniques. Cependant, compte tenu du nombre important de facteurs impliqués et de la 

grande diversité des modèles tumoraux à prendre en considération, cette approche bien qu’elle 

soit très intéressante, pourrait être très difficile à mettre en place. 

 

5.1.2 Vascularisation par co-option vasculaire 

A part l’angiogenèse, il existe plusieurs types de vascularisation adoptés par les tumeurs pour se 

développer tels que la « vasculogeno mimicry »ou la co-option vasculaire qui ont déjà été citées 

dans l’introduction. Dans les CBnPCs, le rôle de la « vasculogeno mimicry » reste peu élucidé à 
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l’heure actuelle. La co-option vasculaire est un processus dans lequel les cellules malignes se 

développent autour des vaisseaux normaux pré-existants afin d’assurer leur apport en oxygène et 

en nutriments sans déclencher le processus angiogénique (Holash et al. 2002). Pezzella et ses 

collègues ont montré que certains CBnPCs n’ont pas les caractéristiques morphologiques de 

néoangiogenèse, et se développent par co-option vasculaire à partir des vaisseaux sanguins 

pulmonaires pré-existants. Ces tumeurs non angiogéniques ont été caractérisées comme des 

tumeurs à croissance rapide. 

 

5.1.3 Hypoxie 

Les thérapies anti-angiogéniques induisent souvent de l'hypoxie tumorale. Récemment, le facteur 

(HIF)-1α a été impliqué dans la résistance aux thérapies anti-angiogéniques. Des essais cliniques 

et pré-cliniques en phase II montrent que la mauvaise réponse au traitement bevacizumab 

combiné à la radiothérapie corrèle avec une augmentation du facteur HIF-1 (Kim et al. 2005). 

Piao et ses collègues ont rapporté les effets du bevacizumab par rapport au sunitinib dans un 

modèle de gliome orthotopique (Piao et al. 2012). Ils ont constaté que le traitement au 

bevacizumab prolonge significativement la survie par rapport aux témoins non traités ou bien 

traités par le sunitinib seul. Cet effet pourrait être expliqué par la diminution de la vascularisation 

de la tumeur observée après bevacizumab, associée à un retard dans la survenue de l'hypoxie et 

de l'infiltration de cellules myéloïdes. Ces résultats fournissent une perspective intéressante sur 

différents types de thérapies anti-angiogéniques, ce qui suggère que le degré d'hypoxie induite 

par un agent donné peut être un facteur plus important que le nombre de cibles. 

 

5.1.4 Apparition d’un phénotype invasif dans les tumeurs 

Certaines études précliniques indiquent que les thérapies anti-VEGF donnent lieu à des tumeurs 

plus invasives et induisent le développement des métastases notamment pulmonaires (Pàez-Ribes 

et al. 2009; Cooke et al. 2012; Lu et al. 2012; Sennino at al., 2012). D’autre part, Ebos et 

collaborateurs ont montré que l'administration de sunitinib avant ou après la résection de la 

tumeur primaire augmente l'incidence des métastases et conduit à une diminution de la survie 

globale par rapport au contrôle (Ebos et al. 2009). Dans la même étude, le traitement des souris 
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avec le sunitinib, avant ou après l'injection intraveineuse de cellules tumorales, favorise 

également le développement de métastases et induit une diminution de la survie globale par 

rapport aux contrôles (Ebos et al. 2009). L’ensemble de ces études démontrent donc bien 

l’impact des thérapies anti-angiogéniques sur les cellules tumorales aussi.  

5.2 Absence de biomarqueurs prédictifs de réponse 

A l’heure actuelle sur la base de nombreux essais cliniques établis, plusieurs biomarqueurs ont 

été proposés et investigués mais malheureusement aucun biomarqueur prédictif de réponse 

robuste pour les thérapies anti-angiogéniques n’a été validé. La validation de biomarqueurs est 

sans doute une nécessité dans la mesure où elle permettra aux oncologues de sélectionner les 

patients éligibles aux traitements, de choisir les doses optimales de traitement, et de prédire 

l’efficacité clinique du traitement et cela reste à l’heure actuelle un défi non relevé. Il est 

important de noter qu’il existe différents types de biomarqueurs qui pourraient être des 

marqueurs circulants ou bien intra-tumoraux que je détaillerai dans cette partie. Ces 

biomarqueurs doivent être testés dans des fluides dont le prélèvement est peu invasif et avec des 

techniques de détection simples afin de pouvoir les proposer aux services hospitaliers. 

5.3 Les biomarqueurs circulants 

Plusieurs facteurs angiogéniques circulants ont été quantifiés dans le plasma ou le sérum des 

patients afin d’essayer de corréler leur expression avec une réponse aux traitements. Le VEGF-A 

étant un facteur clé pour la vascularisation tumorale, la plupart des études l’ont privilégié par 

rapport aux autres facteurs angiogéniques potentiels. Il a été déjà décrit que les hauts niveaux 

plasmatiques de VEGF-A sont corrélés avec un mauvais pronostic. Les données concernant les 

niveaux de VEGF-A avant traitements par anti-angiogéniques sont très hétérogènes (Zhu et al. 

2012). Une étude a montré que les patients porteurs de CBnPC ayant un haut niveau de VEGF-A 

répondraient mieux au bevacizumab (Dowlati et al. 2008). Cependant, après traitement au 

bevacizumab, le VEGF-A est capté entièrement ou en partie par l’anticorps ce qui rend son 

dosage dans le plasma difficile à interpréter. En outre, une méta-analyse récente effectuée à partir 

des données des essais de phase III chez des patients porteurs de cancers colorectaux, 

pulmonaires et rénaux confirme que les niveaux plasmatiques de VEGF-A avant traitement au 
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bevacizumab sont un marqueur pronostique mais pas prédictif de réponse (Lambrechts et al. 

2013). Toutefois, un test ELISA mesurant les taux plasmatiques des petites isoformes du VEGF-

A (VEGF111 et VEGF121) a montré une corrélation entre les hauts niveaux de VEGF121 et une 

meilleure survie sans progression et survie globale après traitement par bevacizumab dans les 

cancers du sein, du pancréas et dans les cancers gastriques. Cela n’est cependant pas observé 

dans les cancers du poumon, colorectaux et rénaux (Lambrechts et al. 2013). Le VEGF121 

pourrait donc être un biomarqueur potentiel de réponse au traitement bevacizumab dans certains 

cancers (Lambrechts et al. 2013). Dans les cancers colorectaux traités par le bevacizumab les 

niveaux plasmatiques du PIGF augmentent et corrèlent avec un bon pronostic (Willett et al. 

2009). Chez les patients porteurs de glioblastomes traités avec le cédratinib, les hauts niveaux de 

PIGF et de FGF sont corrélés avec une meilleure survie (Batchelor et al. 2010). 

Mise à part les VEGF et facteurs de croissance circulants, les variants solubles des récepteurs 

VEGFR-1, VEGFR-2 et neuropiline-1 ont été aussi investigués comme biomarqueurs potentiels 

de réponse aux thérapies anti-angiogéniques. Par exemple, dans les CBnPCs, de bas niveaux 

plasmatiques de sVEGFR-2 et sVEGFR-3 avant traitement prédisent une meilleure survie sans 

progression au cédiranib (Addison et al. 2015). De façon très intéressante, de nombreuses études 

ont quantifié les taux plasmatiques et/ou sériques de sVEGFR-1 avant et/ou après traitement aux 

thérapies anti-angiogéniques. Il apparaît dans ces études que les niveaux plasmatiques de 

sVEGFR-1 sont inversement corrélés à la réponse au bevacizumab ou aux VEGFR-TKI dans les 

cancer colorectaux (vandetanib plus cetuximab/irinotecan), hépatocellulaires (cediranib), les 

sarcomes (sorafenib), les cancer du sein ou les cancers du poumon (Zhu et al. 2013; Meyerhardt 

et al. 2012a). Dans les cancers rénaux, de hauts niveaux sériques de sVEGFR-1 corrèlent avec 

une mauvaise réponse au bevacizumab (Harris et al. 2001). Chez les patients porteurs de cancers 

colorectaux avancés traités avec du bevacizumab en combinaison avec des agents 

chimiothérapeutiques, les hauts niveaux de sVEGFR-1 et les bas niveaux de VEGF-A corrèlent 

avec une vascularisation anormale dans les tumeurs. Ces patients présentent moins d’effets 

secondaires mais ils répondent moins à la combinaison bevacizumab/irradiation (Duda et al. 

2010). Une autre étude dans les cancers du poumon avancés de type non squameux montre aussi 

que de hauts niveaux de sVEGFR-1 et de PIGF avant traitement corrèlent avec un mauvais 

pronostic. Après traitement, bien que le niveau de PIGF reste élevé, le niveau de sVEGFR-1 
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diminue transitoirement (Rebecca S. Heist et al. 2015a). Dans les cancers du sein triple négatif, 

le traitement par bevacizumab augmente les niveaux plasmatiques de sVEGFR-1, et la régression 

tumorale est associée avec les bas niveaux de sVEGFR-1 avant traitement (Tolaney et al., 2015). 

De façon importante, ces effets corrèlent avec la maturité vasculaire, notamment le recrutement 

de péricytes, indiquant une relation entre expression de sVEGFR-1 et normalisation vasculaire 

au cours de la réponse tumorale aux thérapies anti-angiogéniques. Dans l’ensemble, ces études 

soulignent le rôle potentiel du sVEGFR-1 en tant que biomarqueur de résistance intrinsèque ou 

acquise aux thérapies anti-angiogéniques. (Willett et al. 2009; Zhu, Sahani, Duda, Tomaso, et al. 

2009; Kopetz et al. 2010). 
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5.4 Les biomarqueurs intra-tumoraux et dans le 

microenvironnement tumoral 

A côté des biomarqueurs circulants, d’autres études ont mesuré les niveaux d’expression intra-

tumoraux des VEGFRs ou des neuropilines. Des niveaux d’expression faibles du récepteur 

VEGFR-1 ou du co-récepteur NRP-1 semblent prédire une réponse plus importante au 

bevacizumab. Une expression limitée favorise une augmentation de la survie sans progression 

et/ou une augmentation de la survie globale dans différents types de cancers (Jubb et al. 2011; 

Lurje et al. 2010; Van Cutsem et al. 2012b). Dans les cancers colorectaux métastatiques, une 

étude australienne a montré une association entre de bas niveaux d’expression du VEGFR-1 et 

une meilleure survie en réponse au bevacizumab (étude AGITG MAX, Price et al., 2011). Dans 

l’étude AVAGAST, une série de 700 patients porteurs de cancers gastriques, de faibles niveaux 

intra-tumoraux de NRP-1 ont été associés avec une meilleure survie des patients traités par le 

bevacizumab (Van Cutsem et al. 2012b). Enfin, de nombreuses études se sont penchées sur 

l’impact des polymorphismes génétiques impliquant par exemple le VEGF-A, le VEGFR-1 ou le 

VEGFR-2 dans la réponse aux thérapies anti-angiogéniques (Lambrechts et al. 2013). Dans les 

cancers du rein métastatiques, il a été montré qu’un polymorphisme du VEGFR-1 affectant la 

tyrosine 1β1γ aboutit à une augmentation de l’expression du VEGFR-1 couplée à une diminution 

de sa signalisation et cela est significativement corrélé avec la progression tumorale (Beuselinck 

et al. 2014). 
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6. Vers une combinaison de biomarqueurs pour prédire 

la réponse aux thérapies anti-angiogéniques 

 

Sur la base des résultats des études cliniques, Lambrechts et collaborateurs ont proposé un 

modèle décrivant le profil de patients susceptibles de répondre ou résister au traitement par 

bevacizumab (Figure 30; Lambrechts et al. 2013). Dans ce modèle, Lambrechts propose que les 

patients « répondeurs » devraient être ceux ayant de hauts niveaux de VEGF121 et par conséquent 

ceux dont les vaisseaux sont dépourvus d’une couche de péricytes et donc plus sensibles au 

bevacizumab. Ces patients seraient aussi définis par de bas niveaux de VEGFR-1 intra-tumoral, 

de bas niveaux plasmatiques de sVEGFR-1 et une faible présence des macrophages. En contre 

partie, le profil des tumeurs résistantes au bevacizumab serait : de hauts niveaux des isoformes 

VEGF165 et de VEGF189 associés à une maturité vasculaire (couverture péricytaire, haut indice de 

perfusion), de hauts niveaux de VEGFR-1 et NRP-1 intra-tumoraux et de hauts niveaux de 

sVEGFR-1. En outre, ces tumeurs présenteraient une infiltration importante du micro-

environnement tumoral par des macrophages, des fibroblastes et/ou des cellules myéloïdes 

sécrétant de nombreuses molécules pro-angiogéniques telles que l'interleukine-8 (IL-8), le bFGF, 

le PDGF-B, le PDGF-C, le VEGF-C et le VEGF-D. D’autre part, Bates et collaborateurs ont 

montré que des hauts niveaux de VEGF165b en réponse au bevacizumab dans les cancers 

colorectaux métastatiques limittent la réponse au traitement. Ainsi, ils proposent que le ratio 

VEGF165b:VEGFtotal pourrait être utilisé en tant que biomarqueur prédictif de réponse au 

bevacizumab dans ce type de cancer (D. O. Bates et al. 2012). 
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Figure 30. Modèles prédictifs de réponse ou de résistance au Bevacizumab. Ce modèle décrit les 
différents niveaux d’expression des isoformes du VEGF-A et de ses récepteurs et co-récepteurs. Comme 
décrit dans le texte, ces niveaux d’expression ont été proposés comme biomarqueurs prédictifs de réponse 
ou de résistance au bevacizumab (d’après Lambrechts et al., β01γ). 
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Objectifs des travaux de thèse 
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Objectifs des travaux de thèse 

 

La découverte des thérapies ciblées a été une grande avancée dans la médecine personnalisée des 

patients porteurs de CBnPCs. Ces thérapies ont permis d’augmenter la survie des patients tout en 

évitant dans la mesure du possible les effets secondaires des thérapies conventionnelles. 

Pourtant, malgré une augmentation de la survie sans progression chez les patients porteurs 

d’adénocarcinomes pulmonaires présentant une mutation de l’EGFR (L858R et Del19) traités 

aux EGFR-TKI, 25% échappent au traitement (Oxnard et al. 2011). De plus, 4 à 10 % des 

patients porteurs de CBNPC et ayant un EGF muté acquièrent une résistance primaire (Costa et 

al. 2007) et plus de 50% des patients développent des résistances acquises (Cortot et Jänne 

2014). Quand aux patients porteurs de carcinomes pulmonaires squameux, le cas est plus 

complexe. Ainsi ces patients ne sont pas éligibles aux thérapies anti-EGFR parce qu’ils ne 

présentent pas ou très rarement de mutations activatrices ou des amplifications de l’EGFR. Ces 

patients ne peuvent pas être traités non plus par des thérapies anti-angiogéniques tel que le 

bevacizumab parce qu’ils développent des hémorragies fatales. Cela relève l’importance de 

trouver des biomarqueurs prédictifs de réponse afin de pouvoir sélectionner les patients 

susceptibles de bénéficier de ces traitements. Des études récentes ont donné un nouvel espoir aux 

patients porteurs de carcinomes pulmonaires squameux avec le développement du Ramucirumab 

qui a obtenu l’AMM en β015 pour des études cliniques en phase III. Ces données soulignent 

donc le besoin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse des 

carcinomes pulmonaires squameux aux thérapies anti-angiogéniques. Ceci est d’autant plus 

important que les carcinomes pulmonaires squameux et les adénocarcinomes pourraient se 

comporter différemment en ce qui concerne la signalisation VEGF/VEGFR. En accord avec cette 

idée, de hauts niveaux d’expression du VEGF-A et de ses récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 

corrèlent avec une meilleure survie sans progression dans les carcinomes pulmonaires squameux, 

mais pas dans les adénocarcinomes. Aucune association significative n’est retrouvée entre ces 

marqueurs et la densité microvasculaire dans ces tumeurs, indiquant un effet de l’association 

VEGF/VEGFR-1/VEGFR-2 indépendant des cellules endothéliales (Pajares et al. 2012). Ces 

résultats, suggérant un rôle bénéfique d’une boucle autocrine dépendante du VEGF-A dans les 
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carcinomes pulmonaires squameux, ont été confirmés récemment dans une modèle murin. En 

effet, les tumeurs squameuses échappent aux thérapies inhibant la signalisation VEGFR-2 en 

activant notamment les voies ERK et AKT, alors que les adénocarcinomes pulmonaires 

répondent à ces thérapies (Larrayoz et al. 2014). Ces résultats valident donc l’existence d’une 

boucle autocrine dépendante du VEGF-A dans les tumeurs pulmonaires. Les conséquences de 

cette boucle pourraient être différentes selon le sous-type histologique tumoral considéré. Il est à 

noter que les bases moléculaires de cette différence restent largement méconnues.  

Dans notre équipe, un des axes de recherche vise à mieux comprendre le rôle de l’épissage 

alternatif des acteurs de la voie VEGF-A/VEGFR dans la progression et la réponse aux thérapies 

anti-angiogéniques dans le cancer du poumon. En effet, un certain nombre d’arguments existe en 

faveur de ce rôle. Par exemple, Lambrechts et collaborateurs ont décrit que les niveaux 

plasmatiques du variant d’épissage VEGF121 étaient prédictifs d’une meilleure réponse au 

bevacizumab dans les cancers du sein, du pancréas et de l’estomac, mais pas dans les cancers 

colorectaux et pulmonaires (Lambrechts et al. 2013). Cependant, l’implication de tels ou tels 

variants d’épissage et surtout leur mécanisme d’action dans la réponse aux thérapies anti-

angiogéniques demeurent méconnus voir controversés (cas du VEGF165b) et pourrait largement 

dépendre du contexte tumoral mais aussi dans le contexte des cancers du poumon du type 

histologique considéré. 

 

Au laboratoire, nous avions pu montrer que l’épissage du VEGF-A en faveur de l’expression du 

variant anti-angiogénique VEGF165b est régulé par le facteur de transcription E2F-1 et la protéine 

SR SRSF2 conduisant à un effet anti-angiogénique dans des modèles de xénogreffes dérivés 

d’adénocarcinomes pulmonaires chez la souris (Merdzhanova et al., 2010). Dans ce contexte, au 

cours de ma thèse, j’ai participé à une étude montrant que l’isoforme VEGF165b mais pas 

l’isoforme VEGF165 s’accumule en réponse aux thérapies anti-angiogéniques (bevacizumab) et 

active une signalisation autocrine dépendante des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 mais aussi 

de l’intégrine 1 dans des modèles d’adénocarcinomes pulmonaires. De façon importante, nous 

montrons que cette signalisation contribue à l’émergence de cellules plus invasives et par ce biais 

à la résistance aux thérapies anti-angiogéniques (Travaux de thèse d’Asma Boudria ; article 

annexe 1). 
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Ces résultats nous ont incité à poursuivre la caractérisation du rôle de ces évènements d’épissage 

dans nos modèles d’étude et notamment en ce qui m’a concerné dans le modèle des carcinomes 

pulmonaires squameux. En effet, avant mon arrivée au laboratoire, aucun projet n’avait été mené 

dans l’équipe sur des modèles cellulaires de carcinomes pulmonaires squameux. Sur la base des 

travaux du laboratoire et de la littérature, nous avons émis l’hypothèse selon laquelle l’épissage 

alternatif du VEGFR-1 pourrait jouer un rôle dans la réponse au traitement dans les modèles de 

carcinomes pulmonaires squameux et contribuer à leur résistance et aux effets secondaires très 

sévères observés dans les patients porteurs de ce sous-type histologique en particulier.  

 

Sur la base de nos hypothèses de travail, les objectifs de ma thèse étaient d’analyser: (1) les 

effets des thérapies anti-angiogéniques sur l’expression du sVEGFR-1, et plus particulièrement 

celle du variant sVEGFR-1-i13 exprimé dans le poumon, dans plusieurs lignées cellulaires 

dérivées de carcinomes pulmonaires squameux en comparaison des adénocarcinomes in vitro et 

dans des modèles murins ; (2) le statut du sVEGFR-1-i13 chez des patients porteurs de 

carcinomes pulmonaires squameux et d’adénocarcinomes et de corréler ce statut avec les 

paramètres clinico-pathologiques ; (3) les facteurs impliqués dans la régulation post-

transcriptionnelle et post-traductionnelle de l’expression du sVEGFR-1-i13 ; (4) les 

conséquences biologiques découlant de l’expression du sVEGFR-1 en réponse aux thérapies 

anti-angiogéniques dans nos modèles d’étude ; (5) les mécanismes moléculaires mis en jeu ainsi 

que les partenaires moléculaires du sVEGFR-1. 
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Résultats 
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Résultats 

 

Le sVEGFR-1-i13, un variant de l’épissage alternatif du VEGFR-1, 

exerce une double fonction dans la progression et la réponse aux 

thérapies anti-angiogéniques des carcinomes pulmonaires squameux 

Chérine Abou Faycal, Elisabeth Brambilla, Jackeline Agorreta, Anthony Lucas, Pedro Miguel 

Lacal, Luis Montuenga, Ruben Pio, Sylvie Gazzeri et Béatrice Eymin. 

 

I- Présentation de l’étude 

En 1993, Kendall et collaborateurs ont découvert le sVEGFR-1-13, une forme soluble du 

VEGFR-1 résultant d’un épissage alternatif du VEGFR-1 (R L Kendall et Thomas 1993). Le 

sVEGFR-1-i13 se lie au VEGF-A mais aussi au PIGF, un autre membre de la famille du VEGF. 

Les études initialement faites concernant le rôle du sVEGFR-1 dans l’angiogenèse ont décrit 

plusieurs mécanismes d’action par lesquels le sVEGFR-1 exercerait plutôt des fonctions anti-

angiogéniques dans les cellules endothéliales (Richard L. Kendall, Wang, et Thomas 1996). 

Cependant, un nouveau rôle du sVEGFR-1-i1γ a été identifié dans l’adhésion et la migration des 

cellules endothéliales suite à son interaction avec une intégrine configurant ainsi des fonctions 

pro-angiogéniques (Orecchia et al. 2003b). Ces données montrent clairement que le sVEGFR-1 

pourrait avoir un rôle plus complexe que celui envisagé jusqu’alors dans l’angiogenèse. De plus, 

d’autres travaux ont identifié un rôle du sVEGFR-1 dans les cellules tumorales (Ruffini et al., 

2011 ; Miyake et al., 2016). En accord, des études ont montré que le sVEGFR-1-i13 est aussi 

exprimé par les cellules tumorales et son expression est corrélée avec un mauvais pronostic et 

une mauvaise réponse aux traitements anti-angiogéniques (Lamszus et al. 2003; Ruffini et al. 

2011; Ilhan, Ilhan, et Deveci 2004). Le sVEGFR-1 a été analysé dans de nombreux modèles 

tumoraux mais pas chez les patients porteurs de cancers pulmonaires squameux. Ces patients 

présentent un profil très particulier de réponse aux thérapies anti-angiogénique et sont exclus de 
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tout type de cohorte. Cela est dû au fait qu’ils présentent des complications (hémorragies 

pulmonaires) au cours des essais cliniques utilisant du bevacizumab. Dans cette étude, nous 

avons donc porté un intérêt particulier au rôle des variants solubles du VEGFR-1 dans la 

progression et la réponse aux thérapies des carcinomes pulmonaires squameux. 

 

II- Résultats 

Les thérapies anti-angiogéniques augmentent l’expression du sVEGFR-1-i13 

in vitro et in vivo 

Nous avons analysé les niveaux d’expression protéique (intra-cellulaire et extra-cellulaire) du 

sVEGFR-1 dans quatre lignées cellulaires dérivées de carcinomes pulmonaire squameux 

(MGH7, H2170, H157 et CALU-1) traitées avec le bevacizumab. Nous montrons que le 

bevacizumab augmente l’expression du sVEGFR-1 sécrété dans le surnageant et augmente aussi 

son expression protéique intra-cellulaire d’une manière dose-dépendante. Nous avons étendu 

notre étude et nous avons mesuré les niveaux des transcripts svegfr1-i13 en réponse au 

bevacizumab. De façon très intéressante, nous montrons que le bevacizumab augmente les 

niveaux des transcripts svegfr1-i13 mais pas les niveaux des transcripts vegfr-1. Ces résultats 

montrent que le bevacizumab régule l’épissage alternatif du vegfr-1 en faveur du svegfr1-i13 

dans les lignées de carcinomes pulmonaires squameuses. Sur la base de ces résultats, nous avons 

confirmé l’augmentation de l’expression du sVEGFR-1-i13 dans deux lignées de carcinomes 

pulmonaires squameuses (MGH7 et H2170) traitées par les VEGFR-TKI (sémaxanib et KI8751). 

Ces expériences ont été aussi effectuées dans des lignées d’adénocarcinomes pulmonaires (Hγ58, 

H1299 et A549) et dans des cellules endothéliales (HUVEC, HMEC). De façon très intéressante, 

nous ne retrouvons pas d’augmentation des niveaux de sVEGFR-1-i13 dans les modèles 

d’adénocarcinomes pulmonaires en réponse aux mêmes thérapies anti-angiogéniques. Afin de 

confirmer ces résultats in vivo, nous avons analysé les niveaux intra-tumoraux du sVEGFR-1-i13 

sur des coupes de tumeurs SCC ou ADC murines provenant de souris traitées ou non par des 

thérapies anti-angiogéniques (sunitinib, DC101). De façon intéressante, nous confirmons in vivo 

que les thérapies anti-angiogéniques augmentent l’expression du sVEGFR-1-i13 dans les 
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carcinomes squameux et pas les adénocarcinomes. Ces résultats sont la première démonstration 

que les thérapies anti-angiogéniques augmentent les niveaux d’expression du sVEGFR-1-i13 

dans les carcinomes pulmonaires squameux in vitro et in vivo. 

Le sVEGFR-1-i13 est régulé par VEGF165 et par SOX2 

Dans les cellules endothéliales, il a été déjà montré que le VEGF165 augmente l’expression des 

transcrits sVEGFR-1-i13 (Saito et al. 2013). Afin de vérifier si cela est vrai aussi dans les 

cellules de carcinomes pulmonaires squameux, nous avons surexprimé le VEGF165 en utilisant 

un plasmide qui code spécifiquement pour cette protéine. Ainsi, nous avons montré par western 

blot et par RT-qPCR que cette surexpression augmente les niveaux des transcrits svegfr1-i13 

ainsi que les niveaux protéiques intra-cellulaires et secrétés du sVEGFR-1-i13 dans les lignées 

MGH7 et Hβ170. L’augmentation des niveaux protéiques de sVEGFR-1-i13 a été confirmée 

après traitement par la protéine recombinante VEGF165. Il a été déjà décrit que le VEGF165 active 

le facteur de transcription SOX2 (Foshay et Gallicano 2008, 2012) et une autre étude montre que 

SOX2 régule le sVEGFR-1-i13 (J.-L. Thomas et al. 2013). Nous nous sommes donc demandés si 

SOX2 était nécessaire pour la régulation du sVEGFR-1-i13 médiée par le VEGF165. Nous 

montrons que la neutralisation de SOXβ prévient l’augmentation d’expression du sVEGFR-1-i13 

en réponse au VEGF165. Ces résultats suggèrent que le VEGF165 augmente l’expression de 

sVEGFR-1-i1γ par l’intermédiaire de SOXβ dans les SCCs. 

Le sVEGFR-1-i13 régule la prolifération des cellules de carcinomes 

pulmonaires squameuses en réponse aux thérapies anti-angiogéniques  

Nous avons ensuite cherché à caractériser l’effet biologique des différentes thérapies anti-

angiogéniques (bevacizumab, sémaxanib et KI8751) dans les quatre lignées de carcinomes 

pulmonaires squameux (MGH7, H157, H2170 et CALU-1) par un test de viabilité cellulaire, par 

un test de clonogénicité ainsi que par western blot. Nous avons identifié des cellules présentant 

un niveau de sensibilité et d’activation des voies de signalisation VEGFR différent en réponse à 

ces traitements. Afin d’investiguer le rôle du sVEGFR-1-i13 dans ce contexte, nous avons 

sélectionné ensuite une lignée résistante aux thérapies AAG, la lignée MGH7, et une lignée 

sensible, la lignée Hβ170. Afin d’analyser les effets du sVEGFR-1-i13 en réponse aux 
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traitements anti-angiogéniques ou non dans ces cellules, nous l’avons soit neutralisé par ARNi, 

soit surexprimé par transfection avec un plasmide spécifique. De façon très intéressante, nous 

montrons : (1) que le sVEGFR-1-i13 active les récepteurs VEGFR-1/VEGFR-2s, stimule la 

prolifération cellulaire et induit la formation de colonies en soft agar dans les cellules MGH7 

alors qu’il exerce des effets inverses en inhibant l’activité des VEGFRs et en induisant 

l’apoptose dans les cellules Hβ170 ; (2) que le sVEGFR-1-i13 est impliqué dans la réponse 

différentielle des cellules MGH7 et H2170 aux thérapies anti-angiogéniques.  

L’intégrine β1 est impliquée dans les fonctions différentielles du sVEGFR-1-

i13 

Sur la base de ces résultats, nous avons cherché à savoir pourquoi il existe un différentiel de 

réponse entre les lignées MGH7 et Hβ170. Nous avons émis l’hypothèse d’une interaction du 

sVEGFR-1-i13 avec des partenaires différents. Dans ce cadre, il a été montré que le sVEGFR-1-

i1γ pouvait interagir avec l’intégrine ȕ1 et activer la migration et la prolifération dans les cellules 

endothéliales (Orecchia et al. 2003b). Nous montrons que les cellules MGH7 expriment un très 

haut niveau d’intégrine ȕ1 alors que son niveau est très faible dans les cellules Hβ170. De plus, 

nous montrons que la neutralisation de l’intégrine ȕ1 dans les cellules MGH7 inhibe l’activation 

des VEGFR et induit l’apoptose de ces cellules en réponse aux thérapies anti-angiogéniques. A 

l’inverse, la surexpression de l’intégrine ȕ1 réactive la signalisation VEGFR et prévient la 

survenue de l’apoptose des cellules H2170 en réponse au traitement. Finalement, des expériences 

d’immunoprécipitation du VEGFR-2 indiquent que le sVEGFR-1-i13 co-immunoprécipite avec 

le VEGFR-2 et l’intégrine ȕ1 dans les cellules MGH7, alors qu’il co-immunoprécipite 

uniquement avec le VEGFR-2dans les cellules Hβ170. Ces résultats identifient l’intégrine ȕ1 

comme un partenaire biologique critique du sVEGFR-1-i13 en réponse aux thérapies anti-

angiogéniques dans les carcinomes pulmonaires squameux. 
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De hauts niveaux de sVEGFR-1-i13 sont corrélés avec des stades avancés chez 

les patients porteurs de SCC 

Comme les patients porteurs de carcinomes pulmonaires squameux ne sont pas traités avec les 

thérapies anti-angiogéniques, nous avons analysé par immunohistochimie les niveaux intra-

tumoraux du sVEGFR-1-i13 dans des coupes de tissus issues de patients CBnPCs non traités. 

Nous avons observé que les hauts niveaux de sVEGFR-1-i13 corrèlent avec les stades pTNM 

avancés III/IV uniquement chez les patients SCC et pas chez les patients ADC. De plus, les hauts 

niveaux de sVEGFR-1-i13 et de VEGF165 corrèlent avec des hauts niveaux de p-VEGFR-1-

Tyr1213 chez ces patients.  

III-Conclusion 

Nous montrons pour la première fois que les thérapies anti-angiogéniques augmentent les 

niveaux d’expression du sVEGFR-1-i13 dans des modèles cellulaires dérivés de carcinomes 

pulmonaires squameux mais pas dans les adénocarcinomes pulmonaires in vitro et in vivo. Le 

sVEGFR-1-i1γ est régulé par le variant d’épissage du VEGF-A, VEGF165, mais aussi par le 

facteur de transcription SOX2. De plus, nous montrons que le sVEGFR-1-i13 régule de façon 

différentielle une voie de signalisation dépendante des VEGFR-1/VEGFR-2 et de l’intégrine ȕ1 

pour médier des effets opposés, prolifération ou apoptose. Finalement, nous montrons que de 

hauts niveaux intra-tumoraux de sVEGFR-1-i13 corrèlent avec des stades avancés III/IV dans les 

patients non traités porteurs de SCC et pas les patients porteurs d’ADC. Ces résultats suggèrent 

que les hauts niveaux de sVEGFR-1-13 pourraient limiter la réponse des patients porteurs de 

SCC aux traitements anti-angiogéniques mais aussi que le sVEGFR-1-i13 pourrait être impliqué 

dans la progression des SCCs. Cette étude nous amène à proposer un profil potentiel de patients 

SCC éligible aux thérapies anti-angiogéniques. Ces patients possèderaient de hauts de niveaux de 

VEGFR-2, de bas niveaux de sVEGFR-1-i13, VEGF165 et intégrine ȕ1. De plus, ces résultats 

suggèrent que la combinaison des inhibiteurs de ȕ1 intégrine aux thérapies anti-angiogéniques 

pourrait être intéressante pour limiter les effets secondaires tels que les hémorragies.  
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Abstract 

 

While lung adenocarcinoma (ADC) patients can benefit from anti-angiogenic therapies, patients 

with squamous cell lung carcinoma (SCC) cannot. The reasons for this discrepancy remain 

largely unknown and predictive biomarkers are urgently needed. The soluble VEGF receptor-1 

intron 13, namely sVEGFR-1-i13, is a truncated splice variant of the cell membrane-spanning 

VEGFR-1 that is devoid of its transmembrane and tyrosine kinase domains. In endothelial cells, 

sVEGFR-1-i13 exhibits distincts functions. Hence, it inhibits cell proliferation and acts as an 

anti-angiogenic factor by counteracting VEGF-A/VEGFR signaling, but it also promotes cell 

adhesion and migration through interaction with 1 integrin. By contrast, its role on tumor cells 

themselves remains unknown. In this study, we found that anti-angiogenic therapies increase the 

levels of sVEGFR-1-i13 in SCC cell lines and NCTU-induced SCC murine tumorgrafts but not 

in ADC models, by a mechanism involving the VEGF165 splice variant. In SCC models, we 

further unraveled an original 1 integrin/VEGFR signaling network by which sVEGFR-1-i13 

controls tumor cell fate in an opposite way, triggering either proliferation or apoptosis, in 

response to anti-angiogenic therapies. Finally, were ported that high levels of sVEGFR-1-i13 

correlate with advanced pTNM stages in SCC patients only, thereby supporting a role of the 

sVEGF1-i13/VEGFR autocrine loop in SCC progression also. Our results are the first evidence 

that alternative splicing of vegfr-1 pre-mRNA controls the progression andthe response to anti-

angiogenic therapies of SCC. Our data might help to understand why some SCC patients do not 

respond to these treatments, as well as to identify SCC patients eligible for these therapies. 
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Introduction 

Lung cancer is the most commonly diagnosed cancer that accounts for approximately 17% of 

new cancer diagnoses worldwide. It also bears the highest mortality rate among all cancers. Of 

these lung cancers, over 85% are classified as non-small cell lung cancer (NSCLC) with 50% of 

adenocarcinoma (ADC) and 30% of squamous cell carcinoma (SCC)1. In pre-clinical mouse 

models, we previously showed that anti-angiogenic treatments correlate with disease progression 

and tumor growth in SCC but not in ADC tumors2. In addition, squamous patients exhibited 

severe complications and fatal haemorragies upon treatment with bevacizumab, a humanized 

anti-VEGF-A monoclonal antibody, or sorafenib, a VEGFR tyrosine kinase inhibitor, restricting 

the administration of these treatments to non squamous patients3,4. Therefore, in NSCLC, the 

efficacy and safety of anti-angiogenic therapies appear to be closely associated with the 

histological sub-type. To date, the molecular bases of such differential response are not known 

and there are no validated biomarkers to select SCC patients eligible for these therapies. 

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1 (VEGFR-1) is a tyrosine kinase receptor for 

members of the vascular endothelial growth factor (VEGF) family. In addition to the 

transmembrane isoform of VEGFR-1, different cell types, including endothelial cells, produce 

extra-cellular forms of VEGFR-1, generally referred as sVEGFR-1, that are devoid of VEGFR-1 

transmembrane and tyrosine kinase domains. At the functional level, it is a widely held view that 

circulating truncated sVEGFR-1s negatively regulate endothelial cells proliferation and inhibit 

angiogenesis by sequestering VEGF-A or by acting as dominant negative via heterodimerization 

with membrane-spanning VEGFR-1 and VEGFR-25. Consistently, it has been shown that 

sVEGFR-1 inhibits tumor neovascularization, growth and metastasis in several mice tumor 
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models6,7,8. In addition, low expression of sVEGFR-1 has been associated with a poor prognosis 

in breast cancer9. Moreover, high levels of circulating sVEGFR-1 post bevacizumab treatment or 

before starting bevacizumab plus chemotherapy were associated with low tumor blood perfusion 

and worse survival in patients with triple negative breast cancers and NSCLCs, respectively 10,11. 

As a whole, these data led to the proposal that plasmatic sVEGFR-1 may serve as a predictive 

biomarker of response to anti-angiogenic therapies. However, other data have complexified this 

simple scheme. Hence, it has also been shown that sVEGFR-1 promotes the adhesion and 

migration of endothelial cells through its interaction with 51 integrin and the activation of 

VEGFR-2 signaling12,13. In addition, high rather than low levels of sVEGFR-1 have been 

reported in melanoma14. Moreover, sVEGFR-1 was very recently shown to trigger non-apoptotic 

cell death of ovarian and colorectal cancer cell lines15, indicating that sVEGFR-1, beside its role 

on endothelial cells, may also impact on tumor cells themselves. Importantly, it is known for a 

long time that sVEGFR-1 truncated isoforms can come from protease cleavage and ectodomain 

shedding of membrane VEGFR-1, but also from VEGFR-1 pre-mRNA alternative splicing that 

generates sVEGFR-1 splice variants with a specific C-terminal part16. Up to now, the molecular 

mechanisms and upstream signals that contribute to the generation of sVEGFR-1, as well as the 

characterization, if they exist, of specific functions of sVEGFR-1 splice variants, remain poorly 

understood, notably in cancer. 

In this study, using both cellular and murine models, we asked whether anti-angiogenic therapies 

impact on VEGFR-1 pre-mRNA splicing in NSCLC. Our data highlight sVEGFR-1-i13, a splice 

variant of VEGFR-1 retaining intron 13, as a crucial mediator of tumor progression and response 

to anti-angiogenic therapies in squamous cell lung carcinoma. In this setting, we characterized a 
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1 integrin/VEGFR autocrine loop by which sVEGFR-1-i13 differentially control tumor cell 

fate, either proliferation or apoptosis, in response to anti-angiogenic therapies. These results 

might help to understand why some SCC patients present severe complications as well as might 

help to select SCC patients eligible for anti-angiogenic treatments. 

Materials and Methods 

Cells, Cell Culture and Reagents 

Squamous lung carcinoma cell lines (MGH7, H2170, UN-SCC680), adenocarcinoma cell lines 

(H358, H1299, A549, UN-ADC12) and Calu-1 were cultured in 5% CO2 at 37°C in RPMI-1640 

medium and Mac Coy medium respectively. The medium was supplemented with 2mM L-

glutamine and 10% (v/v) Fetal Calf Serum (FCS) as described previously17. HUVEC (Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells) were cultured in EGM-2 BulletKit (CC-3156 & CC-4176, 

Lonza). HMEC-1 (Human dermal Microvascular Endothelial Cells) were cultured in 5% CO2 at 

37°C in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) supplemented with 2mM L-glutamine, 1 

mM sodium pyruvate and 10% (v/v) FCS. bevacizumab (Avastin®) was provided by 

Roche/Genentech. VEGFR-2 kinase inhibitor KI8751 (cat#676484) was from Calbiochem. 

VEGFR-1/R2 kinase inhibitor SU5416 (cat#S8442) was purchased from Sigma-Aldrich. The 

human recombinant VEGF-A ligands rhVEGF165 (cat#293-VE) and rhVEGF121 (cat#4644-VS) 

were supplied by R&D Systems and rhVEGF189 (cat#CRV114A) by Cell Sciences. The 

rhVEGFR-1/Flt-1 Fc Chimera (cat#321-FL) was obtained from R&D Systems. (R)-N4-Hydroxy-

N1-[(S)-2-(1H-indol-3-yl)-1-methylcarbamoyl-ethyl]-2-isobutylsuccinamide (GM-6001) was 

from Enzo Life Sciences. The plasmids used in this study were: pcDNA3.1, pcDNA3.1-VEGF165 

(kindly provided by Prof. David Bates, University of Notthingam, UK), pBLAS-Control and 
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pBLAS49.2/sVEGFR-1 encoding sVEGFR-1-i13 were previously described12,13. Transfections 

of plasmid DNA were performed using X-tremeGENE 9 (Roche), according to the 

manufacturer’s instructions. Cells were analyzed 48hours after transfection. 

Patients and Tissue Samples  

Seventy seven human non-small cell lung carcinomas (NSCLC) and 17 matched normal lung 

parenchymas were included in this study. Tumors consisted of 41 adenocarcinomas and 36 

squamous cell lung carcinomas (Table 1). Tumor tissues and normal lung parenchyma taken 

away from the bulk of the tumor were collected from resection of lung tumors, and stored for 

scientific research in a biological resource repository (Centre de Ressources Biologiques, CHU 

Albert Michallon, Grenoble Hospital). National ethical guidelines were followed. All patients 

enrolled in this trial provided written informed consent. Tissue banking and research conduct 

was approved by the Ministry of Research (approval AC-2010-1129) and by the regional IRB 

(CPP 5 Sud Est). For histological classification, tumor samples were fixed in formalin, and 

diagnosis was made on paraffin-embedded material using the WHO VIIth classification of lung 

criteria. For each case, one section from the most representative block was chosen. These 

sections always contained more than 70% of tumor cells. 
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RNA Interference and Morpholinos 

The two siRNA specifically targeting sVEGFR-1-i13 were: sVEGFR-1-i1γ(1) sense, 5’-

UAACAGUUGUCUCAUAUC-γ’; anti-sense, 5’-UGAUAUGAGACAACUGUUA-γ’  and 

sVEGFR-1-i1γ(β) sense, 5’-UCUCGGAUCUCCAAAUUU-γ’; anti-sense,  5’-

UAAAUUUGGAGAUCCGAGA-γ’. The sequences for SOXβ siRNA were designed as sense, 

5’-AAAGGCUGGAAGUCAGCACUAAUUU-γ’; and anti-sense, 5’-

AAAAAUUAGUGCUGACUUCCAGCUU-γ’. Transfection of siRNA oligonucleotide duplexes 

was performed using Jet Prime reagent (Ozyme) according to the manufacturer’s protocol. ȕ1 

integrin silencing was performed using SMART pool siGENOME ITGB1 siRNA (M-004506-

00-0020, Thermoscientific Dharmacon). Transfection of smartpools was performed using 

Oligofectamine RNAiMax (Invitrogen). The scrambled siRNA oligonucleotides used as a 

control for all RNA interference experiments were as follows: forward 5’-

UCGGCUCUUACGCAUUCAATT-γ’ and reverse 5’-CAAGAAAGGCCAGUCCAAGTT-γ’. 

Cells were analysed 72 h post-transfection. Morpholino oligos were obtained from Gene Tools 

and resuspended in sterile water as a 200µM stock solution. Sequences of control and sVEGFR-

1-i1γ (MoFLβ) morpholino oligos were as follow: 5’- GATCCATCCCTCTGTTAAGACCTAG-

γ’ and 5’- TTTTTGTTGCAGTGCTCACCTCTGA-γ’, respectively. For delivering, MGH7 or 

H2170 cells were seeded at 0.5x106 cells/well in 6-well plates for 24h, treated with 10µM of 

control or MoFL2 morpholino, then scraped using a rubber blade scraper and transfered to 

another culture plate. Cells were analyzed at 24h, 48h and 72h after transfection. 



122 

 

 

Apoptosis, Cell Proliferation, Clonogenic and Soft Agar assays  

Apoptosis was evaluated by scoring the percentage of apoptotic nuclei on 200 cells after staining 

with Hoescht-33258 (Calbiochem). Detection of active caspase-3 was performed by flow 

cytometry after cell fixation in Cytofix/Cytoperm™ (Becton Dickinson) and labelling with the 

phycoerythrin-conjugated monoclonal active caspase-3 antibody (PharMingen Becton 

Dickinson), as described by the manufacturer. Samples were analysed using an Accuri C6 flow 

cytometer running BD Accuri CFlow Plus Analysis software. Cell proliferation was measured 

using an MTS assay (Promega). Briefly, 105 cells/well were seeded in 96-well plates for 24h. 

Then, cells were treated either with increasing concentrations of SU5416, KI8751, bevacizumab, 

rhVEGF121, rhVEGF165, rhVEGF189 or rh sVEGFR-1 for 96h. The absorbance was recorded at 

490nm using a 96-well plate reader. All the experiments were done in quadruplicate and repeated 

at least three times. For clonogenic assays, 4x102MGH7 or 8 x102 H2170 cells were seeded in a 

6-well culture plate for 24h. Cells were then treated with either KI8751 (0.2 or 0.5 µM), SU5416 

(0.1 or 0.5 nM) or bevacizumab (1 or 10 µg/ml) and incubated in a CO2 incubator at 37 °C for 2 

weeks until cells gave rise to substantial colonies. Clones were fixed with 4% paraformaldehyde 

and stained with 0.5% crystal violet for 30 min. Plates were rinsed with water and left for drying 

at room temperature. Counting of clones was done using a stereomicroscope. For soft agar 

assays,0.5x106 MGH7 or H2170 cells were plated in 6-well plates for 24h and treated with either 

1ng/ml rhVEGF165 or rhsVEGFR-1 in RPMI supplemented with 1% FCS. After 72h of 

treatment, cells were trypsinized and counted. 3x103 MGH7 cells or 104 H2170 cells were 

resuspended in RPMI-1640, 10%FCS and 0.3% agar, then plated on a previously coated RPMI-

1640 layer supplemented with 10% FCS and 0.6% agar in 12-wells culture plates. Quadruplate 
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cultures were established for each experiment. Plates were incubated at 37° C in a humidified 

atmosphere containing 5% CO2 and colonies were counted after 4 weeks under light microscopy. 

ELISA Assays 

For the detection of sVEGFR-1/sFlt1 in supernatants or cell pellets, ELISA assays were 

performed in duplicate in 96-well plates using a Quantikine sVEGFR-1 kit (R&D Systems). 

Manipulations were carried out according to manufacturer’s instructions. Briefly, 1.5 x 106 

cells/well were seeded in 6-well plates and treated or not for different times. The concentration 

of sVEGFR-1 in the supernatants or the cellular pellets was calculated from the absorbance value 

compared to the standard curve and expressed in pg/ml or pg/106 cells, respectively. ELISA 

assays for the detection of VEGF165 and pan-VEGF-A were performed using the Quantikine 

VEGF165 kit from R&D Systems and the human VEGF-A developmental kit from PeproTech 

(cat#900-K10), respectively. ELISA assays were performed in duplicate in 96-well plates 

starting from 500µg or 100µg of total protein extract/well for VEGF165 or pan-VEGF-A 

measurement, respectively. The final concentration was calculated from the absorbance value 

compared to the standard curve and expressed in pg/mg of total protein extracts. 
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RNA Extraction, Reverse Transcription and Real-Time qPCR Analysis 

Total RNA was extracted using the High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics) according 

to the manufacturer’s protocol. RNA concentration and integrity was determined using a 

NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Labtech). Then, 1 µg of total RNA was subjected to 

Reverse Transcription using iScript RT supermix (Bio-Rad). Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) 

was performed using iTaq® qPCR Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad). The primer 

sequences used were as follows: sVEGFR-1-i1γ: 5’-AGGGGAAGAAATCCTCCAGA-

γ’(forward) and 5’-CAACAAACACAGAGAAGG-γ’(reverse); sVEGFR-1-e15a: 5’-

ACACAGTGGCCATCAGCAGTT -γ’(forward) and 5’-CCCGGCCATTTGTTATTGTTA-

γ’(reverse); sVEGFR-1-i14: 5’-ACAACAAGAGCCTGAACTGTA-γ’(forward) and 5’-

ATAACAAATGGCCGGGCATGG-γ’(reverse); VEGFR-1(1): 5’-

AGGGGAAGAAATCCTCCAGA-γ’ (forward) and 5’-CGTGCTGCTTCCTGGTCC-

γ’(reverse); VEGFR-1(β): 5’-ACCGAATGCCACCTCCATG-γ’(forward) and 5’-

AGGCCTTGGGTTTGCTGTC-γ’(reverse); VEGFR-2: 5’-TCAAAGGAGAAGCAGAGC-

γ’(forward) and 5’-GCACTCTTCCTCCAACTGCCAATA-γ’(reverse); NRP-1: 5’-

ACACCTGAGCTGCGGACTTT-γ’(forward) and 5’-GGCCTGGTCGTCATCACA-γ’(reverse); 

NRP-2: 5’-GCGCAAGTTCAAAGTCTCCT-γ’(forward) and 5’-TCACAGCCCAGCACCTC-

γ’(reverse); GAPDH: 5’-CGAGATCCCTCCAAAATCAA-γ’(forward) and 5’-

ATCCACAGTCTTCTGGGTGG-γ’(reverse). Relative gene expression was calculated, for each 

sample, as the ratio of specific target gene to GAPDH gene (reference gene), thus normalizing 

the expression of target gene for sample-to-sample differences in RNA input. 
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Antibodies and Immunoblotting  

Immunoblotting experiments were performed as previously described18. Equal amounts of 

protein extracts were separated by SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes and probed with 

the indicated antibodies. The antibodies used were: anti-VEGFR-2 (mAB2479, clone 55B11), 

anti-actin (mAB8456), anti-alpha-p38 MAPK-Thr180/Tyr182 (mAB4511, clone D3F9), anti-

AKT (mAB9272), anti-phospho-AKT-Ser473 (mAB4060, clone D9E), anti-active caspase-3 

(mAB9661), anti-phospho-ERK1/2-Thr202/Tyr204 (mAB9106) and anti-p44/42 MAPK 

(ERK1/2) (mAB9102) from Cell Signaling, anti-VEGF165 (Covalab), anti-neuropilin-1 

(Abcam),anti-neuropilin-2 (clone C-9, sc-13117) and anti-tubulin (clone B-5-1-2, sc-23948) 

from Santa Cruz, anti-SOX2 (AB5603) and anti-phospho-VEGFR-1-Tyr1213 (cat#07-758) from 

Millipore, anti-phospho-VEGFR-2-Tyr1214 (44-1052) from Invitrogen, anti-phospho-VEGFR-

2-Tyr1054/1059 (ab5473) and anti-neuropilin-1 (ab81321) from Abcam. Antibodies targeting ȕ1 

integrin were kindly provided by Dr. Corinne Albiges-Rizo (Institute For Advanced Biosciences, 

Grenoble). 

Immunoprecipitation Experiments 

MGH7 or H2170 cells treated or not with bevacizumab (10µg/ml) for 72 hours or with 1 ng/ml 

rhVEGF165 or rhsVEGFR-1 for 24 hours were lysed on ice using RIPA buffer (150 mM NaCl, 

50 mM Tris HCl pH 8, 0.1% SDS, 1% Nonidet P40, 0.5% Na deoxycholate) supplemented with 

proteases and phosphatase inhibitors and 5 mM sodium molybdate (Sigma Aldrich) in order to 

enhance the cross-linking of VEGFR-1/VEGFR-2 containing complexes. An amount of 500 µg 

of total protein extracts were pre-cleared for 1 hour in the presence of a mixture of protein A-

magnetic beads and incubated overnight at 4°C, together with protein A beads, with an anti-
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VEGFR-2 antibody (55B11, Cell Signaling) in order to immunoprecipitate total VEGFR-2. An 

irrelevant mouse (PP54, Millipore) or rabbit (PP64, Millipore) IgG was used as control for 

immunoprecipitation.  
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Immunohistochemistry 

Immunohistochemical analysis was carried out on formalin-fixed and paraffin-embedded tissue 

sections. Briefly, seven-micrometer sections were dehydrated in toluene and rehydrated in 

graded ethanol solutions. Endogenous peroxidase activity was blocked by immersion in H2O2 

solution. The antigen immunoreactivity was enhanced by microwaving the sections for 3 x 5 

minutes in citrate buffer, pH 6. Then, a classical three step immunohistochemical method was 

applied. Incubation with the primary antibody at 4°C overnight (for manual technique) or for 1 

hour at 37°C-42°C on autostainer (Ventana Medical International, Inc.) was followed by 

exposure to HRP-coupled secondary antibody, and then by DAB substrate-chromogen system 

(K3767, DAKO). The negative control involved omission of the primary antibody and 

incubation with immunoglobulins of the same species and isotype. Immunohistochemistry was 

performed using an anti-VEGF165 antibody raised against the six terminal amino acids 

(CDKPRR sequence) and a sixteen amino acids sequence targeting terminal part of VEGF165 

encompassing exons 7 and 8a. This antibody was engineered in the laboratory together with the 

Covalab society (Villeurbanne). The specific anti-sVEGFR-1-i13 was generated against a 

peptide mapping in the unique C-terminus12. The other antibodies used for 

immunohistochemistry were: anti-phospho-VEGFR-1(Tyr1213) (Millipore) and anti-VEGFR-1 

(sc-316, Santa Cruz). Immunostainings were evaluated independently by two observers who 

were blind to all clinicopathological data. For immunostaining evaluation, a score (0-300) was 

established by multiplying the percentage of labelled cells (0 to 100%) by the staining intensity 

(0, null; 1, low; 2, moderate; 3, strong). Scores obtained for alveolar type II pneumocytes and 

bronchial cells in normal lung tissues taken at distance from the tumor were considered as 

normal scores for adenocarcinoma and squamous cell carcinoma, respectively. Indeed, bronchial 
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basal cells are considered as candidate cancer stem cells for squamous cell lung carcinoma, 

basaloids and small cell lung carcinoma, while type II pneumocytes club-cells are considered as 

bronchiolo-alveolar carcinoma stem cells (BASC). According to median scores in normal tissues 

and to the histograms of distribution, tumors were sub-divided in two classes for sVEGFR-1-i13 

(class 0: low ≤100; class 1: high >100). The staining scores were compared in different 

categories using Fisher’s exact test and a Mann-Whitney test. All tests were two-tailed and p 

values < 0.05 were considered significant. The statistical analyses were performed using 

Statview software (Abacus Concepts). 

Subcutaneous Tumorgrafts Samples 

Sections from UN-SCC680 and UN-ADC12 subcutaneous tumorgrafts embedded in paraffin 

were recovered from previous experiments 2 and stained for sVEGFR-1-i13, VEGF165, P-

VEGFR-1(Tyr1213) or VEGFR-1. For quantification of sVEGFR-1-i13 staining, sections were 

scanned using a ZEISS AxioImager M2 automated slide scanner with 5X magnification and the 

images were analyzed using Image J software. Threshold values were adjusted until masked 

brownpixels correlates with positive immunostaining or with total area of the digitized tissue. 

The percentage of positive areas was then calculated for each staining. 
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Results 

Anti-angiogenic therapies induce the accumulation of sVEGFR-1-i13 in squamous lung 

carcinoma but not in lung adenocarcinoma models 

In order to analyze the impact of anti-angiogenic treatments on sVEGFR-1 protein expression in 

NSCLC tumor cells, we first quantified its level in the supernatants of SCC and ADC cell lines 

exposed to various anti-angiogenic therapies including bevacizumab or to two VEGFR tyrosine 

kinase inhibitors (TKI), namely KI8751 and SU5416. Using ELISA assay, we showed that 

sVEGFR-1 protein level increases in a dose dependent manner in response to these treatments in 

SCC cell lines (Figures 1A and 1B). Similar variations were observed on cell extracts (Figure 

1C). In contrast, secreted sVEGFR-1 level did not vary or even decreased in ADC cell lines 

treated in the same conditions (Supplementary Figure 1A). These results indicated that both 

extra- and intra-cellular levels of sVEGFR-1 are up-regulated by anti-angiogenic therapies in 

SCC cell lines. To go further, we used the MGH7 and H2170 cells as they exhibited the most 

robust variations in all conditions. svegfr-1 may come from protease cleavage and ectodomain 

shedding of membrane VEGFR-1, but also from vegfr-1 pre-mRNA alternative splicing. Up to 

now, at least four alternatively spliced VEGFR-1 transcripts have been described, namely svegfr-

1-i13, svegfr-1-i14, svegfr-1-e15a and svegfr-1-e15b which are all common through to exon 13 

but differ in their unique C-terminus (Supplementary Figure 2A)19. Among these splice variants, 

svegfr-1-i13, the VEGFR-1 splice variant retaining part of intron 13, appears to be the most 

widely detectable in a vast majority of tissues5. Therefore, to test whether anti-angiogenic 

therapies affect the expression of vegfr-1splice variants in SCC cell lines, we performed RT-

qPCR by using specific primers that allow to distinguish between each splice variant as well as 
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full-lenght VEGFR-1 mRNA (Supplementary Table 1). Interestingly, we observed a significant 

increase of sVEGFR-1-i13 mRNA level in response to bevacizumab (Figure 1D), SU5416 and 

KI8751 (Figure 1E) treatments. In contrast, sVEGFR-1-e15a and sVEGFR-1-i14 mRNA levels 

were not significantly affected in MGH7 or H2170 cells treated with SU5416 or bevacizumab 

(Supplementary Figures 2B and 2C). However, we noticed an increase of sVEGFR-1-e15a  

mRNA level in H2170 cells treated with KI8751 (Supplementary Figure 2C). We never detected 

sVEGFR-1-e15b transcript in our cells whatever the conditions. To confirm these results, we 

took advantage of an antibody directed against the unique 31 C-terminal amino acids of 

sVEGFR-1-i13. By western blotting, we found an accumulation of sVEGFR-1-i13 protein upon 

anti-angiogenic treatments in both MGH7 and H2170 cell lines (Figures 1F and 1G). In this 

setting, we noticed that SU5416, a dual VEGFR-1/VEGFR-2 TKI, and KI8751, a VEGFR-2 

TKI, were more efficient in accumulating sVEGFR-1-i13 in MGH7 and H2170 cells, 

respectively. Importantly, and consistent with the results obtained in ELISA assays 

(Supplementary Figure 1A), neither bevacizumab, SU5416 or KI8751 increased sVEGFR-1-i13 

protein and mRNA levels in the three lung adenocarcinoma cell lines (Supplementary Figures 1B 

and 1C). Rather, in most conditions, sVEGFR-1-i13 protein expression significantly decreased 

upon treatment. In addition, KI8751 or SU5416 never increased sVEGFR-1-i13 protein level in 

HUVEC (Supplementary Figures 3A and 3B) or HMEC (Supplementary Figures 3C and 3D) 

endothelial cells. However, we observed that bevacizumab reproducibly increases extra-cellular 

sVEGFR-1 and intra-cellular sVEGFR-1-i13 protein levels in HMEC cells (Supplementary 

Figures 3A and 3C), suggesting that primary and immortalized endothelial cells might 

differentially respond to bevacizumab treatment. Overall, these data indicated that anti-

angiogenic therapies increase sVEGFR-1-i13 expression in SCC but not in ADC cell lines. 
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To go further, we took advantage of two mouse tumorgraft models carried out with ADC or SCC 

cells derived from chemically-induced tumors. In these models, we previously demonstrated a 

differential impact of anti-angiogenic therapies, with treatment with sunitinib, a VEGFR TKI, or 

DC101, a murine anti-VEGFR-2 antibody. It was associated with disease progression and 

induction of tumor cell proliferation in SCC tumors, whereas in ADC tumors treated in the same 

conditions, vascular trimming was accompanied by tumor stabilization2. Importantly, by 

performing immunohistochemistry using the anti-sVEGFR-1-i13 specific antibody, we observed 

an accumulation of sVEGFR-1-i13 in SCC tumorgrafts treated with sunitinib or DC101 

compared to untreated tumorgrafts (Figure 2A). In contrast, this increase was not detected in 

ADC tumorgrafts treated in the same conditions (Figure 2B). In addition, in vitro, both KI8751 

and SU5416 treatments increased sVEGFR-1-i13 protein expression in SCC (Figure 2C) but not 

in ADC (Figure 2D) murine cells. Taken together, these results are the first evidence that anti-

angiogenic therapies increase sVEGFR-1-i13 expression in squamous cell lung carcinoma but 

not in lung adenocarcinoma.  

 

VEGF165protein isrequired for sVEGFR-1-i13 accumulation upon treatment 

It was previously shown that VEGF-A specifically up-regulates sVEGFR-1-i13 expression in 

human vascular endothelial cells 20. To test the role of VEGF-A in our cellular models, we first 

transfected MGH7 and H2170 cells with a plasmid encoding VEGF165. The expression of both 

sVEGFR-1-i13 protein (Figure 3A, upper panels) and mRNA (Figure 3A, lower panels) levels 

was up-regulated in cells overexpressing VEGF165 compared to cells transfected with a control 

vector. In addition, when MGH7 or H2170 cells were treated with the different recombinant 
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splice variants of VEGF-A, namely rhVEGF121, rhVEGF165 and rhVEGF189, we observed that 

sVEGFR-1-i13 protein level significantly increases in cellular extracts of cells treated with 

rhVEGF165 only (Figure 3B). Furthermore, and in agreement with these results, treating MGH7 

or H2170 cells with bevacizumab (Figure 3C) or VEGFR-TKI (Figure 3D) induced intra-cellular 

accumulation of VEGF165 protein. Importantly, VEGF165 accumulation was also observed in the 

SCC murine tumorgrafts treated with sunitinib or DC101 (Figure 3E). As a whole, these data 

highly supported a role of VEGF165 as an upstream regulator of sVEGFR-1-i13 in SCC tumor 

models treated with anti-angiogenic therapies. 

 

sVEGFR-1-i13 regulates a VEGF165/VEGFR autocrine loop in SCC cells and tumors 

We previously demonstrated that squamous lung carcinoma patients express VEGFR-1, 

VEGFR-2 and their co-receptors neuropilin-1 (NRP-1) and neuropilin-2 (NRP-2)21. Consistently, 

MGH7 and H2170 cells exhibited detectable amounts of VEGFR-1 and VEGFR-2 receptors at 

both mRNA and protein levels (data not shown and Figure 4C). Of note, VEGFR-2 was more 

expressed in H2170 cells than in MGH7 cells. Therefore, we postulated that sVEGFR-1-i13 may 

regulate an autocrine loop in SCC tumor cells. To test this hypothesis, MGH7 or H2170 cells 

were transfected with a plasmid encoding sVEGFR-1-i13, the supernatants served to stimulate 

naïve cells. As detected by ELISA assay, sVEGFR-1-i13 protein level significantly increased in 

the supernatant of MGH7 and H2170 cells transfected with the sVEGFR-1-i13 encoding plasmid 

compared to cells transfected with a control plasmid (Figure 4A, left panels). More importantly, 

sVEGFR-1-i13 containing supernatants were found to increase or decrease the cellular 

proliferation of MGH7 or H2170 cells, respectively (Figure 4A, right panels).To confirm the role 
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of sVEGFR-1-i13 on cell proliferation, we transfected cells with a control or a splice site-

blocking morpholino that was previously shown to induce a switch from full-lenght VEGFR-1 to 

sVEGFR-1-i13 mRNA22. Re-directing the splicing toward sVEGFR-1-i13 increased the 

proliferation of MGH7 cells but decreased those of H2170 cells (Figure 4B). Moreover, using 

soft agar assays, we showed that recombinant sVEGFR-1 stimulates the formation of MGH7-

derived colonies (Supplementary Figure 4A). Of note, the same tendency was observed upon 

rhVEGF165 treatment in these cells. In contrast, recombinant sVEGFR-1 significantly decreased 

the number of H2170-derived colonies compared to control (Supplementary Figure 4B). 

Altogether, these data provided the first evidence that sVEGFR-1-13 controls the proliferation of 

SCC tumor cells but exhibits positive or negative control according to the cellular model. 

To study the molecular mechanisms involved in this contrasting response, we looked at the 

VEGFR-1/VEGFR-2 signaling pathways. Using immunoblotting in cells transfected with the 

sVEGFR-1-i13 encoding plasmid (Figure 4C) or exposed to recombinant sVEGFR-1 

(Supplementary Figure 4C), we found an accumulation of P-VEGFR-1(Tyr1213), P-VEGFR-

2(Tyr1054-1059) and P-VEGFR-2(Tyr1214) proteins levels in MGH7 cells. In contrast, a 

decrease of P-VEGFR-1(Tyr1213), P-VEGFR-2(Tyr1054-1059) and P-VEGFR-2(Tyr1214) 

proteins levels was depicted in H2170 cells (Figure 4C and Supplementary Figure 4C). In these 

cells, sVEGFR-1-i13 triggered apoptosis as detected by caspase-3 activation. Interestingly, the 

differential activation of VEGFR-1/VEGFR-2 receptors and the subsequent stimulation of cell 

proliferation or apoptosis were confirmed in MGH7 or H2170 cells either transfected with a 

plasmid encoding VEGF165 (Figures 4D and 4E) or treated with rhVEGF165 (Supplementary 

Figures 4 D-F). In these conditions, rhVEGF121 or rhVEGF189 had no significant effects 

(Supplementary Figures 4 D-F). More importantly, we found that the specific knock-down of 
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sVEGFR-1-i13 prevents the activation of VEGFR-1 in response to rhVEGF165 in MGH7 cells 

(Figure 4F), thereby indicating that sVEGFR-1-i13 is required for VEGF165 function in this 

setting. Taken together, these data provide the first demonstration that sVEGFR-1-i13 regulates 

VEGFR-1/VEGFR-2 signaling pathways in SCC tumor cells. In this setting, they highlight a 

positive and negative function of sVEGFR-1-i13 on VEGFR signaling that controls cell fate in 

an opposite manner. 

The above results prompted us to analyze the status of sVEGFR-1-i13 in a retrospective cohort 

of 77 NSCLCs patients including 41 lung adenocarcinomas and 36 squamous cell lung 

carcinomas, in which the status of VEGF165, P-VEGFR-1(Tyr1213), VEGFR-1 and VEGFR-2 

proteins were already known. Of note, we were not able to detect P-VEGFR-2(Tyr1214) owing 

to the lack of specific antibodies useful for IHC. In normal lung, a moderate diffuse cytoplasmic 

staining of sVEGFR-1-i13 was observed in hyperplastic type II pneumonocytes and bronchial 

basal cells (mean score=100; Figure 5A). Interestingly, we also observed a nuclear staining of 

sVEGFR-1-i13 in these cells (mean score=50). This nuclear staining was never observed in 

endothelial cells or macrophages. Compared to normal lung tissues, when both cytoplasmic and 

nuclear stainings were considered, we observed that 38%(29/77) of NSCLC have high (class 1) 

sVEGFR-1-i13 protein expression including 44% (16/36) of SCC (Table 1, Figures 5A and 5B), 

while 11% (4/36) of SCC exhibited undetectable level of sVEGFR-1-i13.Importantly, an 

association between high scores of sVEGFR-1-i13, advanced pTNM III/IV stages (Table 2, 

p=0.05) and high levels of P-VEGFR-1(Tyr1213) protein (Figure 5C; p=0.005) was observed in 

SCC patients. In contrast, no significant association was found in ADC patients (Table 2 and 

Figure 5C). In SCC patients, we also noticed that high levels of VEGF165were associated with 

high scores of P-VEGFR-1(Tyr1213) (p=0.004, data not shown) or sVEGFR-1-i13 although this 
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last association did not reach significance (p=0.09, data not shown). Overall, these results 

strongly supported the existence of a VEGF165/sVEGFR-1-i13/VEGFR-1 signaling cross-talk in 

squamous cell lung carcinoma patients that could contribute to a more aggressive phenotype.  

 

Anti-angiogenic therapies impact on the VEGF165/sVEGFR-1-i13/VEGFR signaling 

networkin SCC models 

Then, we investigated the role of sVEGFR-1-i13 in the response of SCC to anti-angiogenic 

therapies. MGH7 cells are more resistant to anti-angiogenic agents than H2170, as evidenced by 

increased cell viability (Figure 6A) and colony formation (Figure 6A) upon treatment. In 

agreement with these results, a sustained activation of VEGFR-1 and VEGFR-2 was observed 

when MGH7 cells were treated either with bevacizumab (Figure 6C) or SU5416 (Figure 6D). In 

SU5416-treated cells, such activation was associated with the activation of P-AKT on its Ser473 

residue, that was consistent with the results we previously obtained in murine SCC680 cell line 

upon treatment with sunitinib2. In contrast, in H2170 cells, a decrease of VEGFR-1 and VEGFR-

2 phosphorylation was observed following treatment with bevacizumab (Figure 6C) and KI8751 

or SU5416 (Figure 6E). This was correlated with a decrease of P-AKT(Ser473) protein level as 

well as with an activation of caspase-3 in KI8751-treated cells (Figure 6E). Importantly, the 

knock-down of sVEGFR-1-i13 by using specific siRNA prevented the accumulation of P-

VEGFR-1(Tyr1213) and P-VEGFR-2(Tyr1214) proteins in MGH7 cells treated with 

bevacizumab or SU5416 (Figure 7A) leading to apoptosis (Figure 7B), whereas in H2170 cells 

exposed to bevacizumab or KI8751, down-regulation of sVEGFR-1-i13 led to the accumulation 
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of P-VEGFR-1(Tyr1213) and P-VEGFR-2(Tyr1214) and prevented caspase-3 activation (Figure 

7C). 

Interestingly, we confirmed some of these data in murine tumorgrafts models. Indeed, an 

increase of P-VEGFR-1(Tyr1213) staining was found in sunitinib-treated compared to PBS-

treated SCC tumorgrafts (Supplementary Figure 5A). Moreover, an accumulation of both P-

VEGFR-1(Tyr1213) and P-VEGFR-2(Tyr1214) proteins was also observed in UN-SCC680 

murine cells upon treatment with SU5416 (Supplementary Figure 5B). In contrast, and again 

consistent with distinct responses to anti-angiogenic therapies of SCC and ADC histological sub-

types, a decrease of phosphorylated VEGFR-1 and VEGFR-2 products was detected in murine 

lung adenocarcinoma ADC12 cells treated in the same conditions (Supplementary Figure 5B).As 

a whole, these results demonstrate that anti-angiogenic therapies regulate a VEGF165/sVEGFR-1-

i13/VEGFR autocrine loop in squamous lung carcinoma that contributes to a contrasting 

response to these therapies. 

 

Exixtence of across-talk between sVEGFR-1-i13 and 1 integrin in response to anti-

angiogenic therapies  

It has been shown that sVEGFR-1-i13 is part of the extracellular matrix through its ability to 

interact with 1 integrin12. In endothelial cells, such interaction activates several pathways 

involving PKC, Rac1 and VEGFR-2 signaling, thereby promoting endothelial cell adhesion and 

migration13. Therefore, we postulated that 1 integrin may be involved in the differential effects 

mediated by sVEGFR-1-i13 in SCC cells treated with anti-angiogenic therapies. Interestingly, 
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MGH7 cells expressed high levels of 1 integrin compared to H2170 cells (Figure 8A). In these 

cells, the knock-down of 1 integrin prevented the activation of VEGFR-1 and VEGFR-2 

receptors upon treatment with SU5416 or bevacizumab (Figure 8B, compare lanes 3 and 7 or 4 

and 8) and led to apoptosis as detected by activation of caspase-3. Importantly, the neutralization 

of 1 integrin also significantly inhibited the ability of recombinant sVEGFR-1 to activate 

VEGFR-1 and VEGFR-2 in these cells, thereby indicating the requirement of 1 integrin for the 

effects of sVEGFR-1 in these cells (Supplementary Figure 6A). In contrast, overexpressing 1 

integrin in H2170 cells triggered the accumulation of P-VEGFR-1(Tyr1213), P-VEGFR-

2(Tyr1214) and P-VEGFR-2(Tyr1054/1059) proteins upon treatment with bevacizumab (Figure 

8C, compare lanes 2 and 4) or KI8751 (Figure 8D, compare lanes 6 and 8) and inhibited 

apoptosis. Interestingly, we reproducibly observed a slight increase of sVEGFR-1-i13 protein 

expression in cells overexpressing 1 integrin. More importantly, by performing co-

immunoprecipitation experiments, we further showed that bevacizumab stimulated the formation 

of complexes between VEGFR-2, 1 integrin and sVEGFR-1-i13 in MGH7 cells (Figure 8E). In 

H2170 cells, bevacizumab increased the formation of complexes between VEGFR-2 and 

sVEGFR-1-i13 (Figure 8F). In addition, we showed that sVEGFR-1-i13 co-immunoprecipitates 

with VEGFR-2 and 1 integrin in MGH7 cells exposed to rh VEGF165 or to rh sVEGFR-1 

(Supplementary Figure 6B). In H2170 cells, complexes between VEGFR-2 and sVEGFR-1-i13 

were also detected upon similar treatments (Supplementary Figure 6C). Taken together, these 

results demonstrated for the first time that sVEGFR-1-i13 belongs to VEGFR-2/1 integrin 

complexes in SCC tumor cells treated with anti-angiogenic therapies. Moreover, they support a 
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role of 1 integrin in the contrasting response, proliferative versus anti-proliferative, mediated by 

sVEGFR-1-i13 in response to these therapies in SCC tumor cells.  

Discussion 

Generation of splice variants that contain introns appears to be a general feature of cancer cells. 

As an example, intron retention was recently found to affect several transcripts in lung 

adenocarcinoma23. Up to date, only a few data exist concerning the roles of such splice variants 

in response to targeted therapies22. In this study, we identify sVEGFR-1-i13, a splice variant of 

VEGFR-1 retaining intron 13, as a marker of both progression and response to anti-angiogenic 

treatments in squamous cell lung carcinoma but not in lung adenocarcinoma. Various studies 

previously demonstrated a correlation between high sVEGFR-1 plasma/serum levels in breast, 

colon, rectal or advanced hepatocellular carcinoma and the poor response to anti-angiogenic 

therapies, which was associated with the dysregulation of vascular function as evidenced by 

insufficient vascular network or decreased vascular permeability10,24 ,25 ,26 ,27 ,28. Here, we 

highlight a new role for a sVEGFR-1 splice variant in cancer, through the demonstration that 

sVEGFR-1-i13 is also able to regulate a 1 integrin-dependent VEGFR autocrine loop that 

controls the fate of tumor cells, either proliferation/survival or death, in response to anti-

angiogenic therapies (Figure 9).  

To our knowledge, nothing is known regarding the molecular mechanisms that regulate the 

expression of VEGFR-1 splice variants in cancerous cells. Hence, several clinical trials 

previously reported variation in circulating levels of sVEGFR-1 following anti-angiogenic 

therapies 10,25 ,26 ,27 ,28 , but none of them investigated intra-tumoral levels, or pointed out to a 

specific mechanism for sVEGFR-1 generation. In this study, we show that anti-angiogenic 
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therapies increase the intra-tumoral level of the sVEGFR-1-i13 splice variant in squamous cell 

lung carcinoma and we also provide a molecular mechanism by which anti-angiogenic therapies 

control sVEGFR-1-i13 expression. In endothelial cells, it was previously shown that the 

expression of sVEGFR-1-i13 is up-regulated by VEGF-A20,29 , hypoxia 30 or by decreased 

expression of the oxygen-sensing hydroxylase JMJD631,32. In squamous cell lung carcinoma, we 

show that VEGF165 controls the expression of sVEGFR-1-i13 upon anti-angiogenic treatments. It 

remains to be determined whether it might also control the expression of sVEGFR-1 splice 

variant in other tumor types. Beside VEGF-A, we also studied whether hypoxia or JMJD6 

regulate sVEGFR-1-i13 expression, but we did not find any significant effect either in control or 

treated cells (data not shown), suggesting that both mechanisms are not involved in our cellular 

models. In endothelial cells, it was also recently shown that inhibition of NOTCH signaling by a 

NOTCH1 decoy variant increased sVEGFR-1-i13 level33. Interestingly, in human squamous cell 

lung cancer, inhibitory alterations of NOTCH signaling are frequent (Wang et al., 2011; Cancer 

Genome Atlas Research Network 2012). Therefore, based on our results, it is tempting to 

speculate that the regulation of sVEGFR-1-i13 expression in squamous cell lung carcinoma 

might involved inhibition of NOTCH signaling. We also obtained preliminary evidence that 1 

integrin signaling pathway regulates sVEGFR-1-i13 in our cells (Figure 8). These data are 

intriguing as they suggest that an interplay between tumor cells and the extracellular matrix may 

control sVEGFR-1-i13 expression through 1 integrin sensing. Such an interplay may be 

consistent with previous observations demonstrating that mechanical stretches suppress the 

secretion of sVEGFR-1 in human chondrocytes34, as well as that changes in the mechanical 

properties of the extracellular matrix regulate alternative splicing in endothelial cells35. In this 

setting, it was proposed that this regulatory mechanism could act through a direct activation of 
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integrin signaling pathways. Therefore, such a cross-talk between 1 integrin and splicing in 

tumor cells warrants deepened investigations.  

Beside the effects of anti-angiogenic therapies on sVEGFR-1-i13 expression level, our data also 

provide the first evidence of a differential pattern of its expression in NSCLC. Importantly, we 

found a significant correlation between high intra-tumoral levels of sVEGFR-1-i13, P-VEGFR-

1(Tyr1213) and advanced pTNM stages in SCC patients only. These data are thus consistent 

with our in vitro data showing proliferative and pro-survival effects of sVEGFR-1-i13 in MGH7 

cells through activation of VEGFR signaling pathway. Such a role of sVEGFR-1-i13 as a marker 

of progression of squamous lung carcinoma was unexpected. Hence, sVEGFR-1 in general is 

mainly considered as an anti-angiogenic factor and a tumor suppressive protein through its 

ability to sequester VEGF-A or to form inactive heterodimers with VEGFR-1 or VEGFR-2 

receptor5,16. Consistently, delivery of sVEGFR-1 by gene electrotransfer in mice inhibited solid 

tumor growth and angiogenesis7. In addition, in a model of human fibrosarcoma cells, sVEGFR-

1 inhibited tumor growth and metastasis, an effect attributable to its paracrine inhibition of tumor 

angiogenesis6. However, other studies have challenged this simplistic view by demonstrating that 

sVEGFR-1 is able to stimulate endothelial cell adhesion and migration through its interaction 

with α5ȕ1 integrin12, as well as is able to act on ovarian and colorectal cancer cells to promote 

non-apoptotic death15. Here, we demonstrate that the expression of 1 integrin together with that 

of VEGFR-1 and VEGFR-2 determines whether sVEGFR-1-i13 activates or inhibits VEGFR 

signaling pathway to control the fate of tumor cells. Of note, we also confirmed these contrasting 

effects using recombinant sVEGFR-1 protein in our cellular models. Therefore, beside sVEGFR-

1-i13, other VEGFR-1 splice variants and/or even sVEGFR-1 generated by proteolysis might 
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also differentially regulate such a network. As a whole, these data highly support a dual 

contribution of sVEGFR-1 in general during tumor development, with either tumor promoting or 

inhibiting functions, that could be largely dependent on the tumor context. These results might 

help to explain why some tumors such as melanoma express high intra-tumoral levels of 

sVEGFR-1-i1314. In addition, it is worth to notice that the 5-year survival rate of lymph node-

negative NSCLC patients who overexpress α5ȕ1 integrin is significantly worse than that of 

individuals with NSCLC displaying normal 51 expression36. Moreover, increased 51 levels 

significantly correlated with lymph node metastasis of NSCLC37. Therefore, it remains to be 

determined whether sVEGFR-1-i13 together with 1 integrin might also play a role in the 

metastatic process of squamous cell lung carcinoma.  

To a clinical point of view, our observation that anti-angiogenic therapies up-regulate sVEGFR-

1-i13 in SCC but not in ADC cells might also offer a plausible explanation for the adverse events 

presented by SCC patients in the clinic. Hence, squamous cell lung carcinoma patients are not 

eligible for bevacizumab treatment as they exhibit fatal haemorragies and severe complications 

that are not observed in lung adenocarcinoma patients treated with the same therapies. In this 

setting, it is important to notice that treated SCC patients show hypertension and proteinuria, 

clinical symptoms similar to those of preeclampsia, a pregnancy disorder in which 

overproduction of sVEGFR-1 is a major determinant of the vascular dysfunction38. In addition, 

our results might help to select SCC patients eligible for these therapies. This is of critical 

importance as ramucirumab, an anti-VEGFR-2 antibody, was recently approved for second-line 

therapy in stage IV SCC based on results from the REVEL trial39. Based on our results, one 

might speculate that SCC patients exhibiting high level of VEGFR-1 and VEGFR-2 and low 
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levels of sVEGFR-1-i13 and 1 integrin (H2170-like phenotype) would better respond to 

ramucirumab than those expressing high basal levels of VEGFR-1, sVEGFR-1-i13 and 1 

integrin (MGH7-like phenotype). Very interestingly, a phase II clinical trial previously noticed a 

relationship between decreased circulating sVEGFR-1 level and better outcome in advanced 

hepatocellular cancer patients treated with ramucirumab28. In addition, we propose that 

therapeutic strategies aimed at combining anti-angiogenic agents and 1 integrin antagonists 

might synergize in SCC patients, allowing to decrease the dose of anti-angiogenics used and 

consequently their side effects. This is consistent with the previous observation done by 

Carbonell and colleagues in bevacizumab-resistant human glioma showing that OS2966, an 

inhibitory 1 integrin antibody, potentiates bevacizumab treatment40. As a whole, our results 

pave the way for new therapeutic opportunities and predictive markers in squamous cell lung 

carcinoma patients for whom the therapeutic arsenal remains poor compared to lung 

adenocarcinoma patients. 
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Legends to the figures 

 

Figure 1. Anti-angiogenic therapies up-regulate sVEGFR-1-i13 expression in squamous cell 

lung carcinoma cell lines. MGH7, H2170 or Calu-1 SCC cell lines were treated with the 

indicated concentrations of bevacizumab (µg/ml) for 72 hours (A, C, D, F) or with the indicated 

concentrations (µM) of KI8751 or SU5416 for 24 hours (B, E, G). (A, B, C) ELISA assays for 

quantification of sVEGFR-1 protein level in the supernatants (A, B) or the cell pellets (C) were 

performed. The means ± SD of three independent experiments are illustrated. Statistical analyses 

were performed using a student non paired t test (* p<0.05; ** p<0.01). (D, E) RT-qPCR 

analyses were performed to quantify sVEGFR-1-i13 and VEGFR-1 mRNA levels. GAPDH was 

used as an internal control. The means ± SD of three independent experiments are illustrated. 

Statistical analyses were performed using a student non paired t test (* p<0.05; ** p<0.01). (F, 

G) Western-blotting analyses of sVEGFR-1-i13. Actin was used as a loading control. Histograms 

showing the quantification ± SD of signals obtained on western-blots for at least 3 distinct 

experiments are presented. Statistical analyses were performed using a student non paired t test 

(* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001). 

 

Figure 2. Antiangiogenic treatments up-regulate sVEGFR-1-i13 in murine SCC 

tumorgrafts. (A, B) Left panels: representative immunostainings from paraffin-embedded 

sections of UN-SCC680(A) or UN-ADC12 (B) tumorgrafts having received (Sunitinib, DC-101) 

or not (PBS, IgG) the indicated anti-angiogenic agents. Negative immunostaining (irrelevant 

IgG, negative control) is also shown. Right histograms: automatic quantification of tumor cell 
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immunostaining as described in the materials and methods section for each condition. The mean 

± SD of 6 mice per condition is presented. (C, D) Murine squamous cell lung carcinoma UN-

SCC680 and lung adenocarcinoma UN-ADC12 cells were treated with the indicated 

concentrations of KI8751 or SU5416 for 24 hours. Western blot analysis of sVEGFR-1-i13 was 

performed. Actin was used as a loading control. Lower panels: histograms showing the 

quantification ± SD of signals obtained on western-blots for 3 distinct experiments are presented. 

Statistical analyses were performed using a student non paired t test (* p<0.05; ** p<0.01). 

 

Figure 3. VEGF165 splice variant regulates sVEGFR-1-i13 expression in SCC cell lines. (A) 

MGH7 and H2170 cells were transfected with pcDNA3 or pcDNA3-VEGF165 plasmid for 48 

hours. Upper panels: western-blot analyses of VEGF165 and sVEGFR-1-i13 were performed. 

Actin was used as a loading control. Lower panels: RT-qPCR analyses of sVEGFR-1-i13 and 

VEGFR-1 mRNA levels as indicated. GAPDH was used as an internal control. (B) Cells were 

treated or not (Co) with 1 ng/ml of either rhVEGF121, rhVEGF165 or rhVEGF189 during 24 hours 

as indicated. ELISA assays for quantification of sVEGFR-1 in the cell pellets were performed. 

The means ± SD of three independent experiments are illustrated. Statistical analyses were 

performed using a student non paired t test (* p<0.05). (C, D) MGH7 or H2170 cells were treated 

or not with the indicated concentrations of bevacizumab for 72 hours (C) or KI8751 or SU5416 

for 24 hours (D). Western blottings of VEGF165 are illustrated. Actin was used as a loading 

control. (E) Representative immunostainings of VEGF165 in paraffin sections from UN-SCC680 

tumorgrafts treated (sunitinib, DC101) or not (PBS, IgG) with the indicated anti-angiogenic 

agents.  
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Figure 4. sVEGFR-1-i13 plays distinct autocrine functions in SCC cell lines. (A) MGH7 and 

H2170 cells were transfected during 48 hours with a control plasmid (control) or the pBLAS/SF9 

plasmid encoding sVEGFR-1-i13 (sVEGFR-1-i13). Left panels: quantification by ELISA of 

secreted sVEGFR-1-i13 in the supernatants of MGH7 or H2170 cells transfected with either 

control or SF9 plasmid. The mean ± SD of three independent experiments is illustrated.Right 

panels: cell number (x106) was estimated following trypan blue staining in MGH7 or H2170 

cells cultured during 48 hours in the presence of the supernatants obtained from control cells 

(control) or from cells transfected with the plasmid encoding sVEGFR-1-i13 (sVEGFR-1-i13). 

The mean ± SD of three independent experiments is illustrated. Statistical analyses were 

performed using a student non paired t test (* p<0.05). (B) Cell number (x106) was estimated 

following trypan blue staining in MGH7 or H2170 cells transfected for the indicated times with 

either control (MoC) or sVEGFR-1-i13 (MoFL2) morpholino. The mean ± SD of three 

independent experiments is illustrated. Lower panel: RT-qPCR analysis was performed to 

quantify sVEGFR-1-i13 and VEGFR-1 mRNA levels in MGH7 cells. GAPDH was used as an 

internal control. (C) Western blot analyses of the indicated proteins were performed in MGH7 

and H2170 cells transfected for 48 hours with a control (Co) or sVEGFR-1-i13 encoding plasmid 

(sVEGFR-1-i13). Actin was used as a loading control. (D, E) Western blot analyses for the 

quantification of the indicated proteins in MGH7 (D) or H2170 (E) cells transfected for 48 hours 

either with a control plasmid (pcDNA3) or a plasmid encoding VEGF165 (VEGF165). Apoptosis 

was quantified by counting apoptotic H2170 cells after Hoechst staining. The mean ± SD of 3 

independent experiments is presented (E, lowerpanel). (F) Upper panel: Western blot analysis for 

the detection of P-VEGFR-1(Tyr1213) protein in MGH7 cells transfected for 72 hours either 

with mismatch or sVEGFR-1-i13 siRNA and treated or not (Co) with 1 ng/ml rhVEGF165 as 
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indicated. Actin was used as a loading control. Lower panel: RT-qPCR analysis of sVEGFR-1-

i13 and VEGFR-1 transcripts in H2170 cells transfected with either mismatch or sVEGFR-1-i13 

siRNA as indicated. GAPDH was used as an internal control. 

 

Figure 5. sVEGFR-1-i13 is differentially expressed in NSCLCs. (A)Representative sVEGFR-

1-i13 immunostainings from paraffin-embedded sections of normal lung tissues (upper panel: 

alveolus; lower panel:bronchus) as well as of two lung adenocarcinomas or two well-

differentiated squamous cell lung carcinomas. Scores are indicated for each case. (B) 

Distribution of scores after immunostaining of sVEGFR-1-i13 in lung adenocarcinoma (upper 

panel) or squamous cell lung carcinoma (lower panel) patients. Histograms represent either 

nuclear (white bars), cytoplasmic (black bars) or additive (nuclear+cytoplasmic; hatched bars) 

scores for each tumor case. (C) Distribution of the sVEGFR-1-i13 scores according to the P-

VEGFR-1(Tyr1213) scores in lung adenocarcinoma and squamous cell lung carcinoma. 

Statistical analyses were performed using a non parametric Mann-Whitney statistical test.  

 

Figure 6. Identification of two differential patterns of response to anti-angiogenic therapies. 

(A) 96 hour MTS proliferative assays were performed in MGH7and H2170 cells treated or not 

with increasing concentrations of SU5416, KI8751 or bevacizumab as indicated. The mean ± SD 

of three independent experiments are presented. (B) Clonogenic assays were performed in 

MGH7 and H2170 cells treated or not for 30 days with the indicated concentrations of 

bevacizumab (BVZ), KI8751 or SU5416 as indicated. (C, D, E) Western blot analyses were 

performed for the detection of the indicated proteins in MGH7 or H2170 cells treated or not 
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during 72 hours with bevacizumab (C), or during 24 hours with the indicated concentrations 

(µM) of KI8751 or SU5416 (D, E). Actin was used as a loading control.  

 

Figure 7.sVEGFR-1-i13 is required for modulation of VEGFR signaling in response to 

anti-angiogenic therapies.(A, B) MGH7 cells were transfected during 72 hours with either 

mismatch or sVEGFR-1-i13 siRNA and treated or not with 10µg/ml bevacizumab (BVZ) or 

were transfected during 48 hours with either mismatch or sVEGFR-1-i13 siRNA and treated or 

not for 24 additional hours with 10µM SU5416. (A) Western blot analyses of the indicated 

proteins were performed. Actin was used as a loading control. (B) Apoptosis was evaluated by 

counting apoptotic cells after Hoechst staining in mismatch (black bars) or sVEGFR-1-i13 (white 

bars) transfected cells. The mean ± SD of three independent experiments is presented. (C) Same 

experiments as in (A) were performed in H2170 cells treated or not with 10µg/ml bevacizumab 

(BVZ) or 10µM KI8751 for 24 hours.  

 

Figure 8. Beta 1 integrin is a critical determinant of sVEGFR-1-i13 differential functions in 

SCC cells. (A) Western blot analysis for detection of beta 1 integrin was performed in MGH7 or 

H2170 cells as indicated. Actin was used as a loading control. (B) Western blot experiments for 

the detection of the indicated proteins were performed in MGH7 cells transfected during 48 

hours with either mismatch or beta 1 integrin siRNA as indicated and treated or not (Co) for 24 

additional hours with 10 µM KI8751 or 10 µM SU5416 or in MGH7 cells transfected during 72 

hours with either mismatch or beta 1 integrin siRNA in the presence or absence of 10 µg/ml 

bevacizumab. Actin was used as a loading control. (C, D) Western blot analyses of the indicated 
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proteins were performed in H2170 cells transfected for 48 hours with a control plasmid 

(pEGFPC1) or a plasmid encoding beta 1 integrin (pEGFPC1-beta 1) and treated (+) or not (-) 

with 10µg/ml bevacizumab (C) or 10µM KI8751 (D) as indicated. Actin was used as a loading 

control. (E, F) VEGFR-2 protein was immunoprecipitated using an anti-VEGFR-2 antibody 

(clone 55B11) from total protein extracts obtained from MGH7 (E) or H2170 (F) cells treated for 

72 hours or not with 10µg/ml bevacizumab as indicated. IgG was used as an irrelevant antibody. 

The presence of VEGFR-2, beta 1 integrin or sVEGFR-1-i13 protein in the immunoprecipitates 

was assessed by western blotting. Input represents 10% of the immunoprecipitates.  

 

Figure 9. An hypothetic model for the functions of sVEGFR-1-i13 in the response of SCC 

tumor cells to anti-angiogenic therapies. In SCC tumor cells expressing high level of beta 1 

integrin (MGH7-like phenotype), anti-angiogenic therapies promote a sVEGFR-1-i13 increase 

that leads to activation of a beta 1 integrin-dependent VEGFR-1/VEGFR-2 autocrine loop that 

contributes to tumor cell proliferation and survival. In contrast, we identify one phenotype 

(H2170-like phenotype) in which anti-angiogenic therapies induce a sVEGFR-1-i13-dependent 

apoptosis of tumor cells, owing to the low expression of beta 1 integrin. In that case, sVEGFR-1-

i13 heterodimerizes with VEGFRs and prevent their activation. We propose that this last 

phenotype might represent a subclass of SCC patients who could be more responsive to anti-

angiogenic treatments than the others. 
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Supplementary Legends 

 

Supplementary Figure 1. sVEGFR-1-i13 does not accumulate in lung adenocarcinoma cell 

lines treated with anti-angiogenic therapies. (A, B, C) H358, H1299 and A549 lung 

adenocarcinoma cell lines were treated or not (Co) for 24 hours with 10µM KI8751 or 10µM 

SU5416 or for 72 hours with 10µg/ml bevacizumab as indicated. (A) Extra-cellular levels of 

sVEGFR-1 were quantified by ELISA assay in the supernatants. (B) Western blot analysis for 

the detection of sVEGFR-1-i13 was performed. Actin was used as a loading control. (C) RT-

qPCR analyses of VEGFR-1 (black bars) or sVEGFR-1-i13 (white bars) mRNA level were 

performed. GAPDH was used as an internal control. 

 

Supplementary Figure 2. Anti-angiogenic treatments do not regulate all the VEGFR-1 

splice variants. (A) Schematic representation of the full-length VEGFR-1 transcript as well as of 

the different sVEGFR-1splice variants. (B, C) RT-qPCR analyses for the specific detection of 

sVEGFR-1-e15a  and sVEGFR-1-i14 transcripts together with the full-length VEGFR-1 transcript 

in MGH7 (B) or H2170 (C) cells treated or not (Co) with 10µM SU5416 or 10µM KI8751 for 24 

hours or with 10µg/ml bevacizumab for 72 hours as indicated. GAPDH was used as an internal 

control. 

 

Supplementary Figure 3.sVEGFR-1-i13 does not accumulate in human endothelial cells.(A, 

B, C, D)HUVEC or HMEC endothelial cells treated or not for 24 hours with KI8751 or SU5416, 

or for 72 hours with bevacizumab at the indicated concentrations.(A, C) Extra-cellular sVEGFR-
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1 level was quantified by ELISA assay in the supernatants of HUVEC (A) or HMEC (C) cells 

treated or not with the indicated antiangiogenic therapies. (B, D) Western blot analysis for the 

quantification of sVEGFR-1-i13 in HUVEC (B) or HMEC (D) cells. Actin was used as a loading 

control. 

 

Supplementary Figure 4. Recombinant VEGF165and sVEGFR-1 proteins regulateVEGFR 

signaling pathway as sVEGFR-1-i13 in MGH7 or H2170 cells. (A, B) Fourteen days soft agar 

assays were performed in MGH7 (A) or H2170 (B) cells treated or not (control) with 1 ng/ml 

rhVEGF165 or 1 ng/ml sVEGFR-1 recombinant ligand. Upper panels: representative illustrations 

of colonies in each condition. Lower panels: quantification of the number of clones per 

condition. The means ± SD of three independent experiments are presented. Statistical analyses 

were performed using a student non paired t test (* p<0.05).(C) Western blot analyses of the 

indicated proteins were performed in MGH7 and H2170 cells either treated or not (Co) during 72 

hours with 1 ng/ml sVEGFR-1 recombinant ligand. Actin was used as a loading control. (D) 

MGH7 or H2170 cells were treated or not (Co) for 72 hours with 1 ng/ml of the indicated 

rhVEGFs. Western blotting of the indicated proteins. Actin was used as a loading control. (E) A 

96 hours MTS assay for quantification of cellular viability was performed in MGH7 or H2170 

cells treated or not with increasing amounts of rhVEGF121 (white circles), rhVEGF165 (black 

squares) or rhVEGF189 (white triangles) as indicated. The mean ± SD of 3 independent 

experiments is illustrated. (F) H2170 cells were treated or not (Co) for 72 hours with 1 ng/ml of 

the indicated rhVEGFs. Apoptosis was quantified by counting apoptotic H2170 cells after 
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Hoechst staining for each condition. The mean ± SD of 3 independent experiments is presented. 

A western blot of active caspase-3 is also shown. 

 

Supplementary Figure 5. The VEGFR autocrine loop is active in SCC tumorgrafted 

models. (A) Immunohistochemical staining was performed on paraffin-embedded sections 

obtained from the same tumorgraft experiments than in Figure 2. Representative 

immunostainings of P-VEGFR-1(Tyr1213) are presented. One example is illustrated for each 

condition. (B) Western-blotting of the indicated proteins in UN-SCC680 or UN-ADC12 murine 

cells treated or not with the indicated concentrations of KI8751 or SU5416 for 24 hours. Actin 

was used as a loading control. 

 

Supplementary Figure 6. Recombinant VEGF165 and sVEGFR-1 also recapitulates the 

effects of sVEGFR-1-i13 on the VEGFR/1 integrin network. (A) Western blot analyses of 

the indicated proteins were performed in MGH7 cells transfected for 72 hours with either 

mismatch or 1 integrin siRNA as indicated and treated (+) or not (-) with 1 ng/ml sVEGFR-1 

recombinant ligand. (B, C) VEGFR-2 protein was immunoprecipitated using an anti-VEGFR-2 

antibody (clone 551) from total protein extracts obtained from MGH7 (B) or H2170 (C) cells 

treated for 24 hours or not (Ctrl) with either 1 ng/ml rhVEGF165 or 1 ng/ml sVEGFR-1 

recombinant ligand as indicated. IgG was used as an irrelevant antibody.  The presence of 

VEGFR-2, 1 integrin or sVEGFR-1-i13 protein in the immunoprecipitates was assessed by 

western blotting. Input represents 10% of the immunoprecipitates.  
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Résultats complémentaires  

 

Dans cette partie, les résultats complémentaires que j’ai obtenus sont présentés et discutés. 

1. Effets complémentaires des traitements 

1.1 Effet de la combinaison bevacizumab+cisplatine sur 

l’expression du sVEGFR-1-i13 

Nous avons montré que le bevacizumab augmente l’expression du sVEGFR-1-i13 dans les 

carcinomes pulmonaires squameux. Toutefois, en clinique, le bevacizumab est souvent combiné 

avec des agents chimio-thérapeutiques. Notamment, chez les patients porteurs 

d’adénocarcinomes pulmonaires, l’utilisation du bevacizumab en combinaison avec le 

carboplatine et le paclitaxel a été adoptée comme traitement standard (Sandler et al. 2006). 

Toutefois, les mécanismes par lesquels le bevacizumab améliore le rendement de la 

chimiothérapie ne sont toujours pas clairs à l’heure actuelle. Différents biomarqueurs ont été 

testés afin de comprendre ces mécanismes. Parmi ces biomarqueurs, nous citerons le sVEGFR-1 

dont l’expression plasmatique diminue transitoirement suite à la combinaison de ces traitements 

chez les patients porteurs d’adénocarcinomes pulmonaires (Rebecca S. Heist et al. 2015b). Nous 

nous sommes donc intéressés à la combinaison bevacizumab+cisplatine dans nos modèles de 

carcinomes pulmonaires squameux. 

Dans les cellules MGH7, nous montrons que le cisplatine augmente l’expression du sVEGFR-1-

i13 et du VEGF165 (figure 31). Dans les cellules Hβ170, le cisplatine inhibe l’expression du 

sVEGFR-1-i13 et augmente celle du VEGF165. Dans les deux lignées, le traitement au cisplatine 

s’accompagne d’une inhibition de la phosphorylation du VEGFR-2 sur sa tyrosine 1214 et du 

VEGFR-1 sur sa tyrosine 1213 qui corrèle avec une inhibition des voies de signalisation en aval 

telles que la voie de p38MAPK dans la lignée MGH7 et les voies AKT (Ser473) et ERK1/2 dans 

la lignée H2170 (figure 31). Dans les deux modèles, le cisplatine active la caspase 3 et induit 

l’apoptose. L’ajout de bevacizumab dans ces conditions ne modifie pas la réponse au cisplatine. 
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2. Mécanismes moléculaires de régulation du 

sVEGFR-1-i13 

Sur la base de nos résultats, nous avons proposé un mécanisme moléculaire potentiel de 

régulation du sVEGFR-1-i13 dépendant du VEGF165. Cependant, d’autres mécanismes ont été 

aussi décrits comme par exemple l’inhibition de la voie de signalisation NOTCH1 ou bien de 

JMJD6 qui augmente l’expression du sVEGFR-1-i13. En parallèle, nous sommes aussi interessés 

aux facteurs d’épissage de la famille des protéines SRSF (Ser/Arg-Rich) dont nous avons montré 

qu’elles jouent un rôle dans la régulation de l’épissage du VEGF-A dans des modèles cellulaires 

d’adénocarcinomes pulmonaires (Boudria et al.,en préparation).  

2.1 Les protéines SR : des acteurs potentiels dans la 

régulation du sVEGFR-1-i13 ? 

Au laboratoire, nous avons décrit que les protéine SR sont des facteurs qui régulent l’épissage du 

VEGF-A dans les adénocarcinomes pulmonaires (Merdzhanova et al. 2010). Plus précisément, 

nous avons montré que les protéines SRSF2 et SRSF6 favorisent l’expression du VEGF165b alors 

que la protéine SRSF1 favorise l’expression des isoformes VEGFxxx (Merdzhanova et al., 2010; 

Boudria et al., soumis). Sur la base de ces résultats, nous nous sommes donc intéressés au rôle 

potentiel des protéines SR dans la régulation de l’expression du sVEGFR-1-i13 en réponse aux 

thérapies AAG. Nous montrons que les thérapies anti-angiogéniques (bevacizumab, SU5416et 

KI8751) ne modulent pas l’expression des protéines SR dans nos modèles de carcinomes 

pulmonaires squameux (Figure 34). Cependant, dans la lignée MGH7, nous montrons que la 

neutralisation de SRSF1ou SRSF6 réverse l’augmentation d’expression intracellulaire du 

sVEGFR-1-i13 observée en réponse aux traitements (bevacizumab et SU5416). De façon 

intéressante, lorsque l’on considère le taux de sVEGFR-1 extra-cellulaire, nous montrons que la 

neutralisation de SRSF1 ou SRSF6 par elle-même augmente ce taux, mais prévient 

l’augmentation en réponse au bevacizumab (Figure 34A). Dans la lignée H2170, la neutralisation 

de SRSF1ou de SRSFβ prévient l’accumulation intra-cellulaire de sVEGFR-1-i13 en réponse au 

bevacizumab et au KI8751 mais aussi l’accumulation extra-cellulaire de sVEGFR-1 en réponse 

au bevacizumab (figure 34A). Ces résultats indiquent que les protéines SR régulent l’expression 
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2.2 La régulation du sVEGFR-1-i13 par le VEGF165 est 

médiée par le facteur de transcription SOX2 dans les SCCs 

Il a été récemment découvert que le VEGF-A contrôle l'expression de SOX2 (Zhao et al. 2015), 

un facteur de transcription amplifié chez environ 30% des patients SCC (Tao et al. 2016). Nous 

sommes donc intéressés de savoir si SOX2 était nécessaire pour la régulation du sVEGFR-1-i13 

par le VEGF165 dans les cellules SCCs. Nous avons caractérisé le niveau basal de SOX2 dans 

quatre lignées cellulaires de SCC et nous montrons dans la Figure 35que les lignées MGH7 et 

H2170 expriment des niveaux élevés de SOX2 par rapport aux deux autres lignées de SCCs 

(Figure 35A). Nous montrons ensuite que la surexpression du VEGF165 par un plasmide codant 

spécifiquement pour cette protéine augmente l’expression de SOXβ dans les lignées MGH7 et 

Hβ170. La neutralisation de SOXβ par ARN interférence inhibe l’expression du sVEGFR-1-i13 

dans les conditions transfectées ou non avec le plasmide VEGF165 dans les lignées MGH7 et 

H2170 (Figure 35B). Cet effet est également confirmé avec le traitement par le rhVEGF165 ainsi 

qu’en réponse aux différentes thérapies dans les deux lignées (Figures 35C et 35D). Ces données 

sont la première évidence qu'un réseau de signalisation impliquant les protéines SOX2 et 

VEGF165 contrôle l'expression protéique du sVEGFR-1-i13 dans les cellules SCCs en réponse 

aux thérapies AAG. 
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2.4 NOTCH1 et JMJD6 ne régulent pas l’expression du 

sVEGFR-1-i13 dans les cellules de carcinomes pulmonaires 

squameux 

Dans les cellules endothéliales, il a été montré que l’inhibition de la voie JAG/NOTCH1 

augmente l’expression du sVEGFR-1-i13 (Kangsamaksin et al. 2015). De plus, dans des modèles 

murins transgéniques de cancer pulmonaire, il a été montré que SOX2 se lie sur les régions 

promotrices de NOTCH1 et NOTCHβ et diminue l’expression des transcrits NOTCH1 et 

NOTCH2 (Xu et al., 2014). Sur la base de ces données et de nos résultats concernant le rôle de 

SOX2, nous nous sommes donc demandés si l’expression du sVEGFR-1-i13 pouvait être régulée 

par la voie de signalisation dépendante de NOTCH dans nos modèles cellulaires. Nous avons 

d’abord montré que les thérapies anti-angiogéniques (bevacizumab, KI8751 ou SU5416) ne 

modifient pas significativement les niveaux d’expression des transcrits NOTCH1 et NOTCH2 

(Figure 37 A). Ensuite, nous avons inhibé la signalisation de NOTCH en traitant les cellules avec 

un inhibiteur pharmacologique de NOTCH, le FLI-06. Cet inhibiteur prévient la glycosylation de 

NOTCH qui est nécessaire pour son expression à la membrane plasmique et donc pour 

l’activation de sa voie de signalisation. Dans les deux lignées cellulaires, nous montrons par 

western blot et par ELISA que le traitement des cellules par le FLI-06 n’augmente pas 

significativement les niveaux d’expression du sVEGFR-1-13 intra-cellulaire et du sVEGFR-1 

sécrété (Figure 37B). De plus, nous montrons par RT-qPCR que le niveau du transcrit sVEGFR-

1i-13 augmente significativement dans les cellules H2170 mais pas dans MGH7 traitées par le 

FLI-06 (Figure 37C), mais cela est accompagné par l’augmentation du transcrit VEGFR-1, 

indiquant un effet global sur le niveau de VEGFR-1. Ces résultats suggèrent que la voie de 

signalisation NOTCH ne contribue pas au contrôle de l’expression du sVEGFR-1-i13 dans nos 

modèles cellulaires.   
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3. Effets du sVEGFR-1 sur le trafic intra-cellulaire de la 

neuropiline-1 

Nos résultats montrent que le sVEGFR-1 régule de façon différentielle l’activité des récepteurs 

VEGFR-1/VEGFR-2 dans les lignées de SCC selon le niveau d’expression de l’intégrine ȕ1. 

Dans le but d’approfondir le mécanisme moléculaire par lequel le sVEGFR-1 agit, nous avons 

recherché son effet potentiel sur un des autres co-récepteurs des VEGFRs, la neuropiline-1 en 

testant l’effet du sVEGFR-1 sur l’endocytose de la neuropiline-1. Dans ce but, nous avons traité 

les cellules MGH7 ou H2170 avec des protéines recombinantes rhVEGF165 et rhsVEGFR-1 à des 

doses de 1ng/ml pendant une heure. Nous montrons par cytométrie en flux que le sVEGFR-1 et 

le VEGF165 diminuent l’expression membranaire de la neuropiline-1 dans la lignée MGH7 mais 

pas dans la lignée H2170. Nous confirmons cet effet à 30 min et à 24 heures (résultats non 

présentés). L’expression protéique totale de la NRP-1 ne varie pas significativement dans les 

cellules MGH7 traitées alors qu’elle diminue dans les cellules Hβ170 (figure 39 A). Ceci suggère 

bien que la NRP-1 membranaire est internalisée dans la lignée MGH7. Dans la mesure où 

l’internalisation par endocytose de la neuropiline-1 contribue à l’activation du VEGFR-2 

(Lanahan et al. 2013), ces résultats sont en accord avec nos résultats de western blot démontrant 

une régulation différentielle de l’activité des récepteurs VEGFR dans les cellules MGH7 et 

H2170.   
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4. Statut de l’ARNm sVEGFR-1-i13 chez les patients 

CBnPCs 

Nous montrons dans l’article l’existence de corrélation entre le niveau intra-tumoral du 

sVEGFR-1-i13 mesuré en immunohistochimie chez les patients CBnPCs et les stades clinico-

pathologiques pTNM. Notamment, les hauts niveaux intra-tumoraux de sVEGFR-1-i13 corrèlent 

avec des stades pTNM avancés III/IV chez les patients atteints de carcinomes pulmonaires 

squameux mais pas chez les patients porteurs d’adénocarcinomes. Nous avons trouvé intéressant 

de quantifier aussi les niveaux de transcrits du sVEGFR-1i-13 et de VEGFR-1dans une petite 

cohorte de patients porteurs de CBnPCs. Nous avons réalisé une extraction d’ARN total à partir 

de coupes de tissus extraits des tumeurs et du poumon normal associé localisé à distance de la 

tumeur. Les niveaux de transcrits VEGFR-1 et sVEGFR-1-i13 ont été ensuite quantifiés par RT-

qPCR. Les résultats montrent que le ratio sVEGFR-1-i13:VEGFR-1 diminue dans la tumeur en 

comparaison avec le poumon normal chez tous les patients porteurs d’adénocarcinomes 

pulmonaires (Figure 40). Dans les carcinomes pulmonaires squameux, le ratio sVEGFR-1-

i13:VEGFR-1 entre poumon tumoral et normal est plus hétérogène. Cependant, et de façon 

intéressante, ce ratio augmente dans 3/5 des patients porteurs de stade avancé III/IV. Même si 

l’extension de ces études à une plus grande cohorte de patients est nécessaire, ces résultats vont 

dans le même sens que les résultats obtenus en IHC.  
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Discussion et Perspectives 
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Discussion et Perspectives 

1. sVEGFR-1: différentes localisations pour différentes 

fonctions ? 

1.1 Le sVEGFR-1-i13 nucléaire: un variant pas si 

soluble que çela 

Durant mes travaux de thèse, nous avons observé pour la première fois une localisation nucléaire 

du sVEGFR-1-i13. La présence du sVEGFR-1-i13 dans les plasma/sérum ou en intra-

cytoplasmique a été déjà décrite dans les tumeurs. Dans des coupes de tissus de patients 

CBnPCs, et surtout dans le sous-type histologique squameux, nous avons aussi observé, par 

marquage immunohistochimique, le sVEGFR-1-i13 dans les noyaux des cellules tumorales. 

Cette localisation nucléaire est aussi détectée dans les cellules normales bronchiques et les 

pneumonocytes de type II mais à des niveaux plus faibles que les niveaux détectés dans les 

carcinomes. Par contre, elle n’est jamais détectée dans les cellules endothéliales ou les 

macrophages. De façon intéressante, nous observons un marquage nucléaire du sVEGFR-1-i13 

majoritairement dans les carcinomes squameux de stade avancé suggérant un rôle de cette 

accumulation dans la progression tumorale. Une localisation intra-cellulaire et nucléaire des 

récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 a déjà été décrite. En effet, Lee et collaborateurs ont montré 

que dans les cancers du sein, le VEGFR-1 est détecté au niveau de la membrane périnucléaire. 

De plus, la neutralisation du VEGF-A ou bien du VEGFR-1 dans ces cellules entraîne une 

diminution de la survie des cellules tumorales (T.-H. Lee et al. 2007). Dans les cancers du colon, 

une autre étude a montré que les complexes VEGF-A-VEGFR-1 intracellulaires jouent un rôle 

important dans la régulation de la survie cellulaire (Bhattacharya et al. 2016). Ces complexes 

agissent par un mécanisme intracrine qui est indépendant de l’activité kinase du récepteur 

VEGFR-1. Ces données suggèrent donc que le VEGF-A possède aussi des fonctions intracrines 

via le VEGFR-1 et pas via le VEGFR-2 ou la NRP-1. De plus, dans les cellules endothéliales, il 

a été montré que le VEGFR-2 transloque dans le noyau et que la tyrosine du résidu 951 joue un 

rôle important dans ce processus dynamique (Domingues et al. 2011). Le VEGFR-2 nucléaire se 
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lie sur son promoteur et active sa propre transcription (Domingues et al. 2011). Ces données sont 

en accord avec des études qui ont montré que la fixation du VEGF-A sur le VEGFR-2 augmente 

l’expression des transcrits vegfr-2 et son niveau protéique également (Shen et al. 1998). De plus, 

cette fixation entraîne la translocation du VEGFR-2 vers le noyau par un mécanisme qui 

nécessite sa phosphorylation (Constantino Rosa Santos et al. 2007). Stewart et collaborateurs ont 

aussi détecté une expression nucléaire du VEGFR-2 phosphorylé dans les cellules tumorales de 

cancers du sein, du colon et dans les lymphomes non-hodgkiniens (Stewart et al. 2003). De plus, 

le VEGFR-2 phosphorylé sur son résidu tyrosine 951 possède une localisation nucléaire dans les 

cellules de mélanomes primaires et métastatiques. Cette localisation nucléaire favorise la 

progression tumorale inhibant ainsi les effets anti-tumoraux du bevacizumab (Adamcic et al. 

2012). Toutes ces données appuient l’hypothèse que le traffic intracellulaire du VEGFR-2 

contribue à sa signalisation et au processus angiogénique. Dans nos cellules dérivées de SCC, 

nous montrons que le sVEGFR-1-i13 interagit avec le VEGFR-2. Dans la mesure où le VEGFR-

2 intracellulaire est un acteur de progression tumorale, une des possibilités pourrait être que le 

sVEGFR-1-i13, en interagissant avec le VEGFR-2, transloque avec ce récepteur dans le noyau 

ce qui justifierait sa localisation nucléaire et son rôle dans la progression tumorale. Des 

expériences complémentaires restent à faire pour approfondir ce rôle et notamment des 

expériences de fractionnement sub-cellulaire dans nos modèles cellulaires traités ou non. Il serait 

aussi intéressant de rechercher si d’autres variants d’épissage du VEGFR-1 sont détectables dans 

le noyau.  

 

Plus largement, ce que disent nos résultats, c’est qu’il est important de considérer à la fois les 

niveaux d’expression du sVEGFR-1 intra-tumoraux en plus de ses niveaux plasmatiques et/ou 

sériques. En effet, des différences de localisation pourraient entraîner des rôles distincts selon le 

type de cancers. De plus, l’absence de différence d’expression à l’échelle du sécrétome ne 

pourrait pas forcément signifier l’absence de différence en intra-cellulaire. Ceci n’est pas 

restreint au sVEGFR-1 mais est tout aussi valable par exemple pour le VEGF-A dont les variants 

d’épissage ne jouent pas forcément le même rôle. D’ailleurs, une étude a montré qu’il n’existe 

pas de corrélation entre les niveaux plasmatiques et intra-tumoraux de VEGF-A ce qui révèle 
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clairement la nécessité de mesurer aussi les niveaux intra-tumoraux (Rebecca Suk Heist et al. 

2008). 

1.2 sVEGFR-1-i13 : un composant de la matrice extra-

cellulairequisignalise via son interaction avec les intégrines 

En 2003, Orrechia et collaborateurs ont montré que le sVEGFR-1-i13 est déposé dans la matrice 

extra-cellulaire et est un ligand de l’intégrine β1 dans les cellules endothéliales. Il contribue par 

ce biais à l’activation d’une voie de signalisation impliquant Rac et VEGFR-2 (Orecchia et al. 

2003a; Orecchia et al. 2013). De façon intéressante, le sVEGFR-1-i1γ permet aussi l’adhésion de 

cellules de mélanomes par un mécanisme mettant en jeu l’intégrine ȕ1, le VEGF-A et le 

récepteur VEGFR-2 (Ruffini et al. 2011). Mes travaux de thèse montrent que la présence de 

l’intégrine ȕ1 pourrait contribuer à un différentiel de réponse aux thérapies anti-angiogéniques 

dans différentes lignées cellulaires de SCC. En effet, nous montrons que le sVEGFR-1-i13 

contrôle une boucle autocrine en formant un complexe ternaire avec le VEGFR-2 et l’intégrine 

ȕ1. Cela induit l’activation des voies de signalisation dépendantes des VEGFRs assurant la 

prolifération et la survie des cellules comme le montre la Figure 41. Ces données sont très 

intéressantes et originales parce qu’elles font la preuve que le sVEGFR-1-i13 est aussi capable 

d’activer la signalisation dépendante des VEGFRs dans les cellules tumorales. Elles lui confèrent 

un nouveau rôle dans les cancers du poumon de type squameux puisque nous montrons que son 

expression intra-tumorale élevée chez ces patients est associée à des stades avancés plus 

agressifs. En accord avec l’existence de fonctions autocrines du sVEGFR-1-i13 chez ces 

patients, nous montrons aussi une association significative entre les hauts niveaux intra-tumoraux 

de sVEGFR-1-i1γ et l’accumulation de P-VEGFR-1 (Tyr1β1γ) dans ces tumeurs. Le rôle d’une 

éventuelle signalisation intracrine du sVEGFR-1-i13, et notamment les conséquences de sa 

présence dans le noyau, reste à déterminer. 
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2010; Morgan, Humphries, et Bass 2007). Ces données suggèrent une autre voie par laquelle 

lesVEGFR-1 par son « co-clustering » avec les syndécans pourrait activer les voies SRC et FAK 

entraînant ainsi l’adhésion cellulaire. 

 

 

Figure 42. Représentation schématique du rôle de l’interaction sVEGFR-1/syndecan dans les podocytes. 

 

2. Régulation de l’expression du sVEGFR-1-i13 

Une des problématiques majeure dans l’étude du sVEGFR-1 en général est que l’on connaît peu 

les mécanismes moléculaires qui contrôlent son expression et notamment dans les cancers. De 

plus, on peut imaginer que plusieurs mécanismes peuvent contribuer à son élaboration dans les 

tumeurs, combinant à la fois un clivage protéolytique et une régulation par épissage alternatif. 

Dans les cellules MGH7 et H2170, nous avons montré que les métalloprotéases ne sont pas 

impliquées dans la sécrétion du sVEGFR-1 détectée dans les surnageants en réponse au SU5416 

et au KI8751. Cependant, cela pourrait dépendre du type cellulaire et du type de thérapies car 

dans les cellules MGH7 traitées par le bevacizumab, nous avons observé un effet préventif 

partiel de l’inhibiteur de métalloprotéases sur la sécrétion de sVEGFR-1.  
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A l’inverse, nous avons montré un rôle des facteurs d’épissage de la famille des protéines SR sur 

la régulation de l’expression du sVEGFR-1-i13. Ainsi, mes travaux montrent que la 

neutralisation de SRSF1, SRSF2 et dans une moindre mesure SRSF6 dans les deux lignées 

cellulaires MGH7 et Hβ170 inhibe l’expression intracellulaire du sVEGFR-1-i13 en réponse aux 

thérapies anti-angiogéniques. De façon intéressante, nous avons aussi observé une corrélation 

significative entre l’expression de SRSFβ et sVEGFR-1-i13 (p=0.008) dans notre série de 

patients issus de CBnPCs, pour lesquels nous connaissions déjà le statut des protéines SRSF1, 

SRSFβ et SRSF6. Par contre, dans ces tumeurs, cette corrélation n’est pas retrouvée avec les 

protéines SRSF1 et SRSF6. Ces données suggèrent que les protéines SR régulent l’expression 

protéique du sVEGFR-1-i13 dans les cancers du poumon traités ou non par les thérapies anti-

angiogéniques. En réponse au bevacizumab, nous détectons une diminution de la quantité de 

sVEGFR-1 sécrétée dans les cellules MGH7 et H2170 dans lesquelles SRSF1, SRSF2 et SRSF6 

ont été neutralisées. Par contre, ce n’est pas observé en réponse au SU5416 et KI8751, ce qui 

suggère des mécanismes complexes de régulation du sVEGFR-1 total en réponse à l’inactivation 

des protéines SR et du type de traitement. De plus, en réponse à la neutralisation de SRSF1, nous 

n’avons pas retrouvé une diminution significative des transcrits sVEGFR-1-i13 en RT-qPCR. 

SRSF1 a été initialement caractérisée en tant que facteur d'épissage, mais il s’est avéré qu’elle est 

impliquée dans d’autres régulations post-transcriptionnelles telles que le transport de l’ARN et la 

traduction protéique (Jia 2010; Karni et al. 2007). De façon intéressante, SRSF1 est une 

oncoprotéine qui est surexprimée dans le cancer du poumon et dans le cancer colorectal et qui 

stimule la prolifération tumorale in vitro et in vivo (Karni et al. 2007). Ainsi,dans les cancers du 

poumon, il a été montré que SRSF1 se lie à l’ARNm de la survivine et induit sa traduction 

protéique par l'intermédiaire de sa cible mTORC1 (Mammalian Rapamycine Complexe 1) 

(Ezponda et al. 2010). Ce mécanisme de régulation s’effectue par la phosphorylation et 

l'inactivation de 4E-BP1 comme le montre la Figure 43.  
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Figure 43. Mécanismes moléculaires de la régulation traductionnelle par SRSF1 (SF2/ASF). Un 
deuxième mécanisme de régulation traductionnelle de SRSF1 a été aussi décrit dans lequel mTOR 
phosphoryle S6K1, ce qui favorise l'initiation de traduction (Ezponda et al. 2010). 

 

En perspective de ces données, il serait intéressant de chercher la cible de SRSF1 dans la 

régulation de l’expression du sVEGFR-1-i13, qui pourrait être mTOR. Cela pourrait être étudié 

en testant l’effet des inhibiteurs de mTOR (Rapamycine, Temsilorimus) sur l’expression du 

sVEGFR-1-i13 en combinaison ou non avec la neutralisation de SRSF1. 

3. Rôle du sVEGFR-1 en clinique 

Sur le plan clinique, les résultats issus de ma thèse permettent d’élargir la vision de l’utilisation 

du sVEGFR-1, tant du point de vue thérapeutique que du point de vue deson utilisation 

éventuelle en tant que biomarqueur dans les cancers du poumon. Ils ouvrent aussi des 

perspectives très intéressantes concernant l’utilisation des thérapies anti-angiogéniques chez les 

patients porteurs de carcinomes pulmonaires squameux. Ceci est très important dans la mesure 

où le ramucirumab, un anticorps monoclonal anti-VEGFR-2 humain, a été récemment approuvé 

en clinique pour les patients porteurs de SCC mais qu’il n’existe à l’heure actuelle aucun 

marqueur permettant de sélectionner les patients susceptibles de mieux répondre à ce traitement. 
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 Le sVEGFR-1 : une thérapie en lui même ou une cible 3.1

thérapeutique à inhiber ? 

 Le sVEGFR-1 : une thérapeutique en lui-même 3.1.1

Sur la base des effets anti-angiogéniques du sVEGFR-1, la possibilité de mettre en place des 

thérapiesà base desVEGFR-1 a été testée dans plusieurs cancers. Dans ce cadre, en 1998, 

Goldman et collaborateurs ont montré que la transfection de cellules de fibrosarcome humain 

HT-1080 avec le sVEGFR-1 inhibe de manière significative la croissance tumorale chez la souris 

nude (Goldman et al. 1998b). De façon importante, dans cette étude, aucun impact sur les 

cellules tumorales n’a été observé et l’effet anti-tumoral a été corrélé à une inhibition de la néo-

angiogenèse tumorale. En outre, des études dans des modèles in vivo ont montré que la 

surexpression du sVEGFR-1 par des adénovirus inhibait la croissance de xénogreffes dérivées de 

plusieurs types de cancers dont la lignée d’adénocarcinome pulmonaire H157 (Goldman et al. 

1998). Plusieurs autres études ont également montré que le sVEGFR-1 était capable d’inhiber 

non seulement l'angiogenèse tumorale, mais aussi l'angiogenèse inflammatoire. Ces résultats 

suggèrentque le sVEGFR-1 pourrait avoir un large éventail d’applications thérapeutiques dans 

différentes pathologies (Goldman et al. 1998; Takayama et al. 2000 ; Miotla et al. 2000 ). 

Sur la base de ces données pré-cliniques très encourageantes, différentes stratégies 

thérapeutiques ont été mises en place visant à mimer le rôle de capture du VEGF-A par le 

sVEGFR-1. Nous citerons par exemple le VEGF-Trap (Aflibercept). Dans des modèles de 

xénogreffes sur les modèles murins de mélanome ou de rhabdomyosarcome, les injections sous-

cutanées de VEGF-Trapàfortes (25mg/kg) et à faibles doses (2,5mg/kg) diminuent 

significativement la croissance tumorale. De plus, dans le modèle de mélanome (B16F10), 

l'efficacité des faibles doses de VEGF-Trap est nettement supérieure à celle du DC101 (un 

anticorps monoclonal anti-VEGFR-2) utilisé à des doses comparables (Konner et Dupont 2004). 

Cependant, dans le cancer du poumon, les résultats sont très décevants et ne montrent aucune 

amélioration par rapport au bevacizumab avec des effets secondaires d’assez à très graves tels 

que fatigue, maux de tête, constipation, fièvre, hypertension, hémorragies. C’est pour cela que 

l’Aflibercept a été utilisé ensuite en combinaison avec des agents chimiothérapeutiques. Là 
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 Le sVEGFR-1-i13 : une cible thérapeutique à 3.1.2

inhiber ? 

Comme nous l’avons vu, à côté de son effet anti-angiogénique, le sVEGFR-1-i13 a un effet pro-

angiogénique grâce à son interaction avec certains composants de la MEC et les intégrines. Par 

conséquent, le sVEGFR-1 n’est pas aussi inhibiteur de l’angiogenèse que ce que pensait Kendall 

quand il a découvert cette protéine. Le sVEGFR-1 pourrait donc être aussi considéré comme une 

cible thérapeutique à inhiber. Il a été montré que le deuxième domaine Ig du sVEGFR-1 est 

responsable de sa liaison avec l’intégrine ȕ1 (Orecchia et al. 2003a). Ensuite, 12 peptides mimant 

ce domaine ont été développés afin de tester leur capacité de bloquer les effets d’adhésion 

cellulaires médiés par la liaison du sVEGFR-1 à l’intégrine ȕ1. Parmi ces 12 peptides, le peptide 

12 dont la séquence est NYLTHRQ se lie directement à l’intégrine ȕ1 et induit la formation de 

tubes in vitro et stimule la néoangiogenèse in vivo. De plus, ce peptide inhibe la migration des 

cellules endothéliale induite par le sVEGFR-1. Ces données suggèrent bien que le peptide 12 

pourrait être un très bon candidat pour le développement de nouvelles thérapies anti-

angiogéniques (Soro et al. 2008b).  

 Le sVEGFR-1-i13 : cible thérapeutique, thérapie ou 3.1.3

biomarqueur de réponse aux thérapies anti-angiogéniques dans les 

SCC ? 

Le début des années 2000 a vu naître les thérapies anti-angiogéniquesqui sont devenues des 

thérapies de référence dans plusieurs cancers. Ces thérapies ont apporté une évolution 

indiscutable dans les thérapies anti-cancéreuses.Cependant, leurs limitations restent non 

négligeables en raison notamment de l’apparition de résistances et l’enjeu actuel est de savoir: 

(1) pourquoi certains patients progressent sous traitement et d’autres sont refractaires ; (2) 

d’identifier des biomarqueurs de réponse permettant de sélectionner les patients ainsi que le type 

de traitement avant de l’administrer. Dans ce contexte, le traitement des patients porteurs de 

carcinomes pulmonaires squameux par les thérapies anti-angiogéniques demeure un challenge. 

Ainsi, mes travaux de thèse suggèrent que chez ces patients, il existe toujours un espoir et que 

l’utilisation de thérapies anti-angiogéniques pourrait être bénéfique chez certains de ces patients 
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agressifs. Ces clones expriment des phénotypes stables de 5 membres de la familles des 

intégrines ȕ1 (F.-A. Chen et al. 1994). Ces données montrent aussi que les tumeurs primaires de 

SCC sont très hétérogènes au niveau de leur expression de l’intégrine ȕ1 comme ce que nous 

avons observé dans nos modèles cellulaires. De plus, nos deux modèles constituent une base de 

réflexion concernant l’utilisation du sVEGFR-1 en clinique dans les cancers pulmonaires 

squameux. Nous proposons quechez les patients présentant un phénotype de type « MGH7-like» 

(hauts niveaux de ȕ1 intégrine et de sVEGFR-1-i13 intra-tumoraux), inhiber le sVEGFR-1 ou sa 

signalisation dépendante de l’intégrine ȕ1 pourrait être un moyen de contrecarrer la résistance 

aux traitements anti-angiogéniques. Nos données suggèrent qu’il serait intéressant de traiterces 

patients avec des doses plus faibles de thérapies anti-angiogéniquescombinées aux inhibiteurs 

anti-ȕ1 intégrine ce qui permettrait de diminuer les effets secondaires hémorragiques. In vitro, 

nous avons obtenu des résultats préliminaires dans nos cellules MGH7 en combinant le 

bevacizumab et un anticorps neutralisant anti-intégrine ȕ1, l’anticorps4B4 (Beckman Coulter). 

Ces résultats montrent que la combinaison des deux inhibe plus efficacement la viabilité 

cellulaire détectée par un test MTS. De plus, chez ces patients, l’utilisation d’un peptide bloquant 

l’interaction sVEGFR-1/ȕ1 intégrine, tel que le peptide 1β, pourrait être intéressante. A l’inverse, 

chez des patients SCC présentant un phénotype de type « H2170-like » (faible niveau de 

sVEGFR-1-i13 intra-tumoraux, hauts niveaux de VEGFR-2 et très faibles niveaux de ȕ1 

intégrine), restaurer l’expression du sVEGFR-1 pourrait s’avérer bénéfique. Chez ces patients, il 

serait donc intéressant de faire des essais cliniques avec le VEGF-Grap. 
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 sVEGFR-1-i13 : une des composantes possible à la 3.2

réponse différentielle aux thérapies anti-angiogéniques entre 

ADC et SCC ? 

Mes travaux de thèse apportent finalement des arguments qui pourraient permettre de mieux 

comprendre les différences de réponse observées en clinique après traitement par les thérapies 

anti-angiogéniques entre les patients atteints de carcinomes pulmonaires squameux et les patients 

porteurs d’adénocarcinomes. 

 

 L’augmentation du sVEGFR-1-i13 : une des causes des 3.2.1

effets indésirables chez les patients SCC ? 

De façon importante, les signes cliniques qui ont conduit à l’arrêt du bevacizumab chez les 

patients SCC sont réminiscents de ceux observés dans la pré-éclampsie, notamment les 

hémorragies, l’hypertension artérielle (HTA) et la protéinurie. Dans la pré-éclampsie, ces 

symptômes ont clairement été associés à une augmentation plasmatique du sVEGFR-1. Une des 

possibilités sur la base de nos résultats est que chez les patients porteurs de SCC, les hémorragies 

et l’HTA en réponse au bevacizumab soient liés à l’augmentation d’expression du sVEGFR-1. 

Malheureusement, il sera difficile de vérifier cette hypothèse car nous ne disposons pas de 

prélèvements avant/après traitement chez les patients SCC. Par contre, dans la mesure où le 

ramucirumab, un anticorps anti-VEGFR-2, est maintenant à l’essai clinique dans les patients 

SCC, nous pourrions envisager de tester cette hypothèse. De façon intéressante, au cours de notre 

étude, nous avons montré que les cellules MGH7 et les tumeurs murines UN-SCC680 répondent 

moins en ce qui concerne l’augmentation du sVEGFR-1-i13 au KI8751 et au DC101 ciblant le 

VEGFR-2 qu’au SU5416 et au bevacizumab. Il se pourrait donc que le traitement par le 

ramucirumab entraîne moins d’augmentation de sVEGFR-1 chez les patients SCC que le 

bevacizumab, expliquant pourquoi les effets indésirables seraient moins importants. 
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 Régulation différentielle du sVEGFR-1-i13 entre SCC et 3.2.2

ADC 

Une autre des questions soulevées par mes travaux de thèse est de comprendre les mécanismes 

qui contribuent à l’augmentation du sVEGFR-1-i13 dans les carcinomes squameux alors que son 

expression diminue dans les adénocarcinomes en réponse aux thérapies anti-angiogéniques. 

 

Rôle de SOX2  

SOX2 a été décrit comme un facteur de transcription oncogénique dans les lignées cellulaires de 

SCC pulmonaires (Ferone et al. 2016). Cependant, les gènes consensus en aval de SOXβ n’ont 

pas encore été clairement établis. Dans des modèles murins transgéniques de cancer pulmonaire 

squameux, il a été montré que SOX2 se lie sur les régions promotrices de NOTCH et NOTCH2 

et diminue l’expression des transcrits NOTCH1 et NOTCHβ (Xu et al. 2014) alors qu’une autre 

étude a montré que dans la lignée cellulaire A549 d’adénocarcinome pulmonaire, SOX2 active 

NOTCH1 (Figure 47. ) (S. Chen et al. 2012). Ces données suggèrent que la régulation de 

NOTCH1 par SOX2 pourrait être différentielle dans les deux sous-types histologiques de cancer 

de poumon SCC et ADC. D’autre part, dans les cellules endothéliales, il a été montré que 

l'inhibition de la voie JAG / NOTCH1 augmente l'expression du sVEGFR-1-i13 (Kangsamaksin 

et al. 2015). Dans nos modèles cellulaires dérivés de SCC, nous n’avons pas observé d’inhibition 

de l’expression des transcrits NOTCH1 et NOTCH2 en réponse aux thérapies anti-angiogéniques 

suggèrant que l’effet de SOXβ sur la régulation de l’expression du sVEGFR-1-i13 ne passe pas 

par l’inhibition de NOTCH1dans ce contexte. Cependant, comme les mécanismes de régulation 

du sVEGFR-1-i13 en réponse aux thérapies anti-angiogéniques s’avèrent contradictoires entre 

les ADC et les SCC pulmonaires, il serait intéressant de tester le rôle de la voie SOX2/NOTCH 

dans les adénocarcinomes. 
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Conclusion 
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Conclusion 

 

Pour conclure, ce travail nous a permis de montrer que les thérapies anti-angiogéniques 

(bevacizumab, SU5416, KI8751) augmentent les niveaux d’expression du variant d’épissage 

sVEGFR-1-i13 in vitro et in vivo spécifiquement dans des modèles dérivés de carcinomes 

pulmonaires squameux mais pas dans les adénocarcinomes pulmonaires. Cette régulation a lieu à 

un niveau post-transcriptionnelvia la régulation de l’épissage alternatif de l’ARNm VEGFR-1 en 

faveur du sVEGFR-1-i1γ et pourrait mettre en jeu certaines protéines SR, des facteurs d’épissage 

jouant un rôle crucial dans l’épissage constitutif et alternatif des transcrits. Nous montrons aussi 

que l’expression du sVEGFR-1-i13 est régulée par son ligand, le VEGF165, dans des cellules 

dérivées de SCC. De plus, nous montrons que le sVEGFR-1-i13 régule une boucle autocrine 

dépendante de l’intégrine ȕ1 et du VEGFR-2 activant ainsi la prolifération et la survie des 

cellules tumorales SCCs. De façon intéressante, le sVEGFR-1-i1γ n’active pas la voie de 

signalisation dépendante des VEGFRs dans un modèle qui n’exprime pas l’intégrine ȕ1 et induit 

l’apoptose de ces cellules. Ces données suggèrent que l’intégrine ȕ1 est un des partenaires 

biologiques du sVEGFR-1-i1γ lui permettant d’exercer un rôle pro-prolifératif et donc pro-

tumoral dans les cellules dérivées de SCCs. Dans une cohorte de 77 patients porteurs de 

CBnPCs, nous montrons finalement que les hauts niveaux de sVEGFR-1-i13 sont corrélés avec 

des stades pTNM avancés uniquement chez les patients porteurs de SCCs. Ces données 

suggèrent que le sVEGFR-1-13 pourrait être un biomarqueur pronostique chez ces patients. 

Cependant, il serait pertinent de le combiner avec d’autres biomarqueurs potentiels tels que le 

VEGF165 et l’intégrine ȕ1. Ainsi, nos résultats permettent d’identifier une sous-population de 

patients porteurs de SCC qui pourrait être éligibles aux thérapies. De plus, comme l’intégrine ȕ1 

est le partenaire du sVEGFR-1-i13, cela suggère aussi la possibilité qu’en diminuant les doses de 

thérapies anti-angiogéniques et en lescombinant avec des inhibiteurs anti-ȕ1 intégrine, cela 

pourrait permettre de diminuer les effets secondaires. 
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Abstract 

 

Vascular Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A) is highly subjected to alternative pre-

mRNA splicing that generates several splice variants with either pro-(VEGFxxx) or anti-

(VEGFxxxb) angiogenic properties. However, distinct functions of the various VEGF-A 

isoforms on tumor cells themselves remain largely unknown. In this study, we identify a 

VEGFR/β1 integrin/neuropilin-2 autocrine loop by which VEGF165b specifically promotes the 

proliferation of lung tumor cells and induces an invasive phenotype, together with increased 

expression of stem cell markers. In Non Small Cell Lung Carcinoma (NSCLC), we correlate 

high levels of VEGF165b or VEGF165b/VEGF165 ratio with advanced stages and lymph node 

metastases, respectively. Importantly, we demonstrate that bevacizumab, an anti-angiogenic 

compound used for the treatment of NSCLC patients, specifically increases the expression of 

VEGF165b and activates the invasive VEGFR/β1 integrin/neuropilin loop. Overall, these data 

unravel an unexpected role of the VEGF165b splice variant, previously known as an anti-

angiogenic VEGF-A isoform, in the progression of lung tumors and their escape from anti-

angiogenic therapies.  

 

Keywords: anti-angiogenic therapies; lung tumor; pre-mRNA alternative splicing; VEGF165b. 
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Introduction 

 

Angiogenesis is a complex process, by which new blood vessels arise from the pre-existing 

vasculature, that contributes to several diseases including cancer (1, 2). Vascular Endothelial 

Growth Factor-A (VEGF-A) is secreted by tumor cells and plays a crucial role in different 

aspects of tumor-induced angiogenesis. Binding of VEGF-A to its cognate tyrosine kinase 

receptors VEGFR-1 (Flt-1) or VEGFR-2 (Flk-1/KDR) and their co-receptors neuropilin-1 and 

neuropilin-2, promotes the activation of downstream signaling pathways that control 

proliferation, survival and migration of endothelial cells thus also controls neo-angiogenesis 

(3, 4). However, it has become apparent that the function of VEGF-A is not restricted to 

angiogenesis and vascular permeability (5). Besides acting on endothelial cells through 

paracrine signaling, VEGF-A also impacts tumor cells themselves, especially those that 

express VEGF receptors and neuropilins, including lung tumors (6). Such VEGF-A autocrine 

signaling might be essential for tumor initiation, survival, proliferation or invasion as it 

promotes de-differentiation, and epithelial to mesenchymal transition, but also because it 

regulates the self-renewal of cancer stem cells (7) (8) (9) (10). However, recent studies have 

revealed VEGF-A biology to be even more complex. As an example, VEGF-A was shown to 

prevent tumor cell invasion and mesenchymal transition in glioblastoma through activation of 

a MET/VEGFR2 signaling pathway (11). In early squamous lung carcinoma patients, 

combination of high levels of VEGF-A, VEGFR1 and VEGFR2 was associated with a better 

rather than a worse outcome (12).  

 

It has been known for two decades that VEGF-A is expressed as multiple isoforms generically 

referred to as VEGFxxx which result from the pre-mRNA alternative splicing of eight exons 

(13). To date, nine VEGFxxx isoforms have been described, which range in length from 111 to 
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206 amino acid residues (VEGF111-206). In 2002, a sister family of VEGF-A isoforms termed 

VEGFxxxb was identified (14) (15). VEGFxxxb isoforms are generated through the use of an 

alternative 3’ splice acceptor site in the final exon 8 of VEGF-A. This leads to the synthesis of 

proteins with the same length as the VEGFxxx isoforms, but with a distinct C-terminal domain 

(14). At the molecular level, owing to the absence of the basic carboxy-terminal amino acids 

essential for neuropilin-1 binding, VEGF165b cannot trigger a strong and sustained activation 

of VEGFR2, and it inhibits the classical VEGF downstream signaling pathways in endothelial 

cells (16) (17) (18). Therefore, while VEGF165 is a pro-angiogenic factor, VEGF165b acts as an 

anti-angiogenic one (14) (16) (19). In agreement with these results, a decrease of VEGF165b 

correlates with a poor prognosis in various tumors such as melanoma (19). Nevertheless, 

some tumors have paradoxically high levels of VEGFxxxb protein, such as infiltrating ductal 

breast carcinoma (20), arguing in favor of a differential role of VEGF165b according to the 

tumor type.  

 

Owing to the crucial role of neo-angiogenesis in tumor development, several anti-angiogenic 

therapies have been developed that inhibit either VEGF-A binding or VEGFR tyrosine kinase 

activity. However, these therapies modestly improve overall survival. Interestingly, recent 

studies highlighted VEGF-A pre-mRNA splicing as a potential reservoir for predictive 

biomarkers to anti-angiogenic therapies. Hence, improved Progression Free Survival (PFS) 

and/or Overall Survival (OS) after treatment with the humanized monoclonal anti-VEGF-A 

antibody, bevacizumab is observed in breast, gastric or pancreatic cancer patients expressing 

high plasma levels of the shortest and most diffusible VEGF-A isoform (VEGF121) (21) (22). 

In addition, metastatic colorectal cancer patients with a low VEGF165b:VEGFtotal tumor ratio 

have a better outcome when treated with the combination of the FOLFOX4 chemotherapeutic 

protocol with bevacizumab compared to FOLFOX4 alone (23). Therefore, deciphering the 
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expression pattern and specific functions of VEGFxxx and VEGFxxxb splice isoforms in tumors 

might be critical when considering the response to these therapies. In this study, we unravel 

an unexpected role of the VEGF165b splice variant. We show that VEGF165b stimulates lung 

adenocarcinoma progression and contributes to escape from bevacizumab treatment through 

the activation of an invasive β1 integrin/VEGFR/neuropilin-2 autocrine loop. As a whole, our 

results reveal that VEGF165b has a dual function, acting  either as a tumor suppressor or a 

tumor promoter.  

 

Results 

 

VEGF165b promotes cell proliferation and lung adenocarcinoma growth  

To investigate the autocrine functions of VEGF165b and VEGF165 splice variants in Non Small 

Cell Lung Carcinoma (NSCLC), we first chose to generate stable clones overexpressing either 

isoform in two cellular models derived from lung adenocarcinoma, namely H358 and H1299. 

Surprisingly and despite repetitive assays, we were not able to obtain stable clones 

overexpressing VEGF165 in either cell line. In contrast, clones which expressed high level of 

VEGF165b were generated (Supplementary Figure 1a), and we noticed that they proliferated 

faster than their control counterparts (Figure 1a). Same results were obtained when 

conditioned medium derived from these clones (Supplementary Figure 1b) or from VEGF165b-

overexpressing HEK cells (Supplementary Figure 1c) was applied to H358 or H1299 native 

cells. In agreement with these results, cells treated with recombinant human VEGF165b ligand 

(rhVEGF165b) displayed increased proliferation whereas cells treated with VEGF165 did not 

(Figure 1b). Conversely, cells transfected with siRNA specifically targeting the VEGF165b 
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isoform grew slower than mismatch transfected cells (Figure 1c). We also observed that 

VEGF165-treated cells detached from the Petri dishes. Combined with the inability to generate 

stable clones overexpressing VEGF165, these results strongly suggested a deleterious effect of 

VEGF165. Consistently, rhVEGF165 induced apoptosis in both H358 and H1299 models (Figure 

1d). These results were confirmed in cells transiently transfected with a VEGF165-encoding 

plasmid (Supplementary Figure 1d). Taken together, these data showed a distinct effect of 

VEGF165 and VEGF165b splice variants, and provided the first evidence that VEGF165b 

stimulates the proliferation of lung tumor cells.  

To test whether VEGF165b might also stimulate lung tumor growth in vivo, we designed in 

vivo experiments in which H358 cells were sub-cutaneously injected into nude mice and 

allowed to form tumors. When tumors reached around 30-40 mm3, mice were sub-divided in 

2 groups that received either PBS + mismatch siRNA [mismatch] or PBS + VEGF165b siRNA 

[VEGF165b] before being sacrificed at day 59. In agreement with a role of VEGF165b in lung 

tumor growth, tumors deprived of VEGF165b were smaller than control xenografts (Figure 1e). 

Importantly, CD31 or α−SΜΑ endothelial staining was not different between the groups (data 

not shown), strongly suggesting that tumor growth inhibition is not associated with decreased 

neo-angiogenesis. To confirm these data, and as it was previously reported that the splicing 

factor SRSF6 physiologically induces VEGF165b expression in primary epithelial cells (24), 

we generated stable myc-tagged SRSF6-overexpressing clones in the H358 cell line. In 

agreement with the notion that SRSF6 is a potent inducer of VEGF165b expression in lung 

adenocarcinoma cells also, we obtained clones with a two-fold increased expression of 

VEGF165b compared to control cells, despite a reduction in overall VEGF-A level 

(Supplementary Figure 1e). Consistent with the anti-angiogenic properties of secreted 

VEGF165b, HUVEC cells cultured with conditioned medium of the SRSF6 clones were unable 

to form tubes in matrigel (Supplementary Figure 1f). Nevertheless, H358-SRSF6 xenografts 
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grew faster than control tumors (Supplementary Figure 1g) and reached higher tumor weights 

(Figure 1f,). Again, any significant difference in microvascular density as revealed by CD31 

or α−SΜΑ staining of neo-vessels was observed (data not shown). Therefore in agreement 

with our in vitro results, these data strongly suggested that VEGF165b stimulates lung tumor 

growth by autocrine rather than paracrine mechanisms. 

 

Lung adenocarcinoma express high levels of VEGF165b 

The above results prompted us to analyze the status of VEGF165 and VEGF165b in a series of 

normal lung parenchyma tissues and 76 NSCLCs, including 41 adenocarcinomas (ADC) and 

35 squamous cell lung carcinomas (SCC) using specific anti-VEGF165 and anti-VEGF165b 

antibodies we generated in the laboratory (Supplementary Figure 2a). In normal lung, a 

moderate diffuse cytoplasmic staining of both VEGF165 and VEGF165b isoforms was observed 

in bronchial basal cells and hyperplastic type II pneumonocytes (Supplementary Figures 2b 

and 3). NSCLCs had a more heterogeneous pattern of VEGF165b and VEGF165 staining (Table 

1, Figures 2a and 2b and Supplementary Figure 3). Compared to normal lung tissues, we 

observed that 46% (35/76) of NSCLC have low (class 0) VEGF165 protein expression (Table 

1). These results were unexpected as it is currently thought that the VEGF165 isoform is the 

main VEGF-A isoform overexpressed in tumors. On the other hand, we found that 26% 

(20/76) of NSCLC, and mostly ADC patients (34%, 14/41), express high intra-tumoral 

VEGF165b protein levels (class 2, Table 1). Interestingly, higher VEGF165b circulating levels 

were also observed in the sera of a subset of lung adenocarcinoma patients compared to 

healthy control subjects (Figure 2c). Same patterns of VEGF165/VEGF165b expression were 

found in various cellular models derived from lung ADC or SCC compared to immortalized 

human bronchial epithelial HBEK-3KT cells (Supplementary Figure 2c). Importantly, we 
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noticed that high levels of VEGF165b correlate with advanced PTM III/IV stages (p=0.0413; 

Supplementary Table 1). Combined with our in vitro data (Figure 1), these in situ 

observations suggest that VEGF165b contributes to NSCLC aggressivity. 

 

 VEGF165b activates a VEGFR/NRP autocrine loop to promote tumor cell proliferation 

In close relationship with tumor growth, the knock-down of VEGF165b in H358-derived 

xenografts significantly decreased KI67 staining, a marker of cell proliferation (Figure 3a). 

On the other hand, SRSF6-overexpressing xenografts exhibited an increased KI67 staining 

(Figure 3b). Lung adenocarcinoma cells express VEGFR1, VEGFR2, neuropilin-1 and 

neuropilin-2 receptors (6). In endothelial cells, it has been previously shown that VEGF165b 

does not activate VEGFR receptors efficiently owing to its inability to bind neuropilins (14). 

Nevertheless, and based on the above results, we postulated that rhVEGF165b may activate 

VEGFR signaling pathways in tumor cells to promote cellular proliferation. We found that a 

long-term rhVEGF165b treatment triggers a persistent accumulation of activated P-

VEGFR1(Tyr1213), P-VEGFR2(Tyr1054/1059) and P-VEGFR2(Tyr1214) proteins, which 

was associated with the accumulation of neuropilin-1 (NRP1) and/or neuropilin-2 (NRP2) 

(Figure 3c and Supplementary Figure 4a). Furthermore, we observed that rhVEGF165b causes 

an increase in VEGFR1, VEGFR2, NRP1 and NRP2 mRNA levels (Supplementary Figure 

4b). All these regulations were never found with rhVEGF165 (Figure 3c and Supplementary 

Figures 4a and 4b) although it was able to induce the phosphorylation of both 

VEGFR1/VEGFR2 receptors at early time points (Supplementary Figure 4c). In agreement 

with these results, the knock-down of VEGF165b strongly decreased VEGFR1, P-

VEGFR1(Tyr1213) and VEGFR2 immunostainings in H358-derived xenografts (Figure 3d). 

Furthermore, a strong immunostaining of VEGFR1, P-VEGFR1(Tyr1213), VEGFR2, 
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neuropilin-1 and neuropilin-2 was detected in about 50% of primary lung tumors compared to 

normal lung tissues (Table 2), and a significant association between VEGF165b and VEGFR1 

(p=0.0325), neuropilin-1 (p=0.016) or neuropilin-2 (p=0.0176) status was observed 

(Supplementary Table 2). In contrast, no correlation was found between VEGF165 and 

VEGFR1, P-VEGFR1(Tyr1213), VEGFR2, neuropilin-1 or neuropilin-2 status 

(Supplementary Table 3). These results showed that VEGF165b activates a VEGFR/neuropilin 

autocrine loop in lung tumor cells. Interestingly, such activation was associated with the 

downstream up-regulation of P-ERK1/2 and P-p38MAPK (Figure 3c and Supplementary 

Figure 4a). Activation of VEGFR receptors together with accumulation of P-ERK1/2 and P-

p38MAPK were confirmed in VEGF165b-overexpressing clones (Figure 3e) and the inhibition 

of ERK signaling by the use of U0126, a MEK1 pharmacological inhibitor, slowed-down cell 

proliferation (Figure 3f). Together, these results demonstrated that VEGF165b triggers a 

sustained activation of VEGFR-dependent signaling pathways that promotes ERK1/2-

dependent tumor cells proliferation.  

 

Anti-angiogenic treatments increase VEGF165b expression 

Bevacizumab, a humanized monoclonal antibody against VEGF-A, is currently used in the 

clinic for the treatment of lung adenocarcinoma patients. However, despite early promise, the 

overall survival rate is disappointing and the molecular mechanisms involved in tumor escape 

remain largely unknown. It was shown that VEGF-A controls its own translation (25). Thus, 

we postulated that bevacizumab may influence VEGF165b expression. As illustrated in Figure 

4a, bevacizumab induced a dose-dependent intra-cellular accumulation of the VEGF165b 

protein in H358 cells. In contrast, the level of pan-VEGF-A decreased in the same conditions 

(Figure 4a). Same results were obtained using semaxanib (SU5416), a VEGFR tyrosine 
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kinase inhibitor (Figure 4b). Furthermore, treatment of H358-xenografted mice with 

bevacizumab up-regulated VEGF165b protein level as detected by immunohistochemistry 

(Figure 4c), while it did not affect VEGF165 expression (data not shown). As a whole, these 

results are the first evidence that anti-angiogenic therapies increase the expression of 

VEGF165b. At the molecular level, bevacizumab induced accumulation of phosphorylated 

VEGFR1/VEGFR2 and p38 MAPK (Figure 4d and Supplementary Figure 5a) and increased 

VEGFR1/VEGFR2 mRNA levels (Supplementary Figure 5b). Importantly, the knock-down of 

VEGF165b prevented the activation of VEGFR1/VEGFR2 and p38MAPK induced by 

bevacizumab. Decreased VEGFR1, P-VEGFR1(Tyr1213) and VEGFR2 immunostainings 

following VEGF165b neutralization was also observed in bevacizumab-treated xenografts 

(Figure 4e). Taken together, these results clearly indicated that bevacizumab activates the 

VEGF165b/VEGFR autocrine loop in lung tumors. However, as we did not detect significant 

effect of bevacizumab on tumor growth in vivo (data not shown), nor on ERK1/2 activation in 

vitro (Figure 4d and Supplementary Figure 5a), these data strongly suggested that VEGF165b 

triggers other functions besides its proliferative ones upon bevacizumab treatment.  

Bevacizumab is currently used in combination with platinum salts for the treatment of 

NSCLC patients. We showed that cisplatin also increased the expression level of VEGF165b in 

ADC cell lines while a decrease of pan-VEGF-A was observed (Figure 4f). A stronger 

accumulation of VEGF165b occured upon co-treatment with cisplatin and bevacizumab. In 

agreement with these results, an elevated VEGF165b:VEGF-Atotal ratio was observed in the sera 

of 4/10 lung ADC patients following bevacizumab/cisplatin treatment (Supplementary Figure 

6a) and VEGF165b was found to represent 20% to 60% of all VEGF-Atotal in the sera of treated 

patients (data not shown). Interestingly, the specific neutralization of VEGF165b in ADC cell 

lines increased caspase-3 cleavage in response to cisplatin (Supplementary Figure 6b), 

suggesting that VEGF165b could also act as an inhibitor of apoptosis. In agreement with this 
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hypothesis, VEGF165b clones were more resistant to cisplatin-induced apoptosis 

(Supplementary Figure 6c). In contrast, inhibition of VEGF165b activity by the use of a 

neutralizing anti-VEGF165b antibody increased cells sensitivity (Supplementary Figure 6d). 

Together, these results demonstrate that VEGF165b prevents apoptosis in response to anti-

angiogenic therapies used in combination with platinum salts.  

 

VEGF165b also promotes an invasive phenotype upon bevacizumab treatment  

When performing all the above studies, we noticed that cells treated with rhVEGF165b 

exhibited morphological changes, suggesting phenotypic transformation. Consistently, 

accumulation of EMT markers such as N-cadherin, SNAIL, vimentin or fibronectin was 

observed (Supplementary Figure 7a). These EMT features were never observed in response to 

rhVEGF165. SRSF6-overexpressing xenografts also evidenced epithelial to mesenchymal 

transition compared to control xenografts, as shown by the decrease of E-cadherin and the 

accumulation of N-cadherin and vimentin proteins (Supplementary Figure 7b). To extend 

these results, we took advantage of our VEGF165b clones. We showed that VEGF165b 

overexpression induces the accumulation of EMT markers (Figure 5a) and closes wounds 

faster than control cells (Figure 5b). Of note, H358 cells were not tested in wound healing 

assay as they never reach confluency when grown in Petri dishes. However, in transwell 

assays, H358-VEGF165b clones transmigrated more efficiently than control cells (Figure 5c). 

We also found that H1299-VEGF165b clones produce more pro-MMP9 and active MMP9 

metalloproteinases (Figure 5d), arguing again in favour of a more invasive phenotype. In 

agreement with these results, high VEGF165b/VEGF165 ratios were associated with the 

presence of lymph node metastases (pN+) in NSCLC (Figure 5e; p=0.0403). Interestingly, 

aldehyde dehydrogenase 1A1 (ALDH1A1), CD133 and/or CD15 mRNA levels significantly 
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increased in VEGF165b clones compared to control cells (Figure 5f). As these markers are 

associated with stemness in lung cancer cells, these results indicate that VEGF165b also 

promotes the genesis of cancer stem cells that is consistent with its proliferative (Figure 1a), 

invasive (Figures 5b and 5c) but also anti-apoptotic functions (Supplementary Figures 6b, 6c 

and 6d). Treatment of H1299 cells with bevacizumab for a long period of time (7 days) 

induced the expression of EMT markers such as N-cadherin, vimentin, fibronectin and 

α−SΜΑ proteins (Figure 5g). Although less pronounced after 3 days of treatment, the 

expression of some of these EMT markers was reduced by the specific depletion of VEGF165b 

and a decrease of p38 MAPK activation was found (Figure 5h). Downregulation of E-

cadherin together with increased vimentin staining at the plasma membrane were also 

observed in bevacizumab-treated H358 xenografts, and both events were prevented by the 

neutralisation of VEGF165b (Supplementary Figure 7c). Taken together, these results indicate 

that bevacizumab–mediated VEGF165b up-regulation leads to a more invasive EMT 

phenotype.  

 

VEGF165b stimulates an invasive β1 integrin signaling pathway which triggers the 

formation of actin stress fibers and focal adhesions  

Next, we undertook a series of experiments to decipher the molecular mechanism(s) by which 

VEGF165b activates invasive VEGFR signaling. In endothelial cells, Chen and colleagues 

previously reported that matrix-bound VEGF165 is able to maintain the phosphorylation of 

VEGFR2 on its tyrosine 1214 residue leading to sustained activation of phospho-p38 MAPK. 

Such effects were dependent on the association of VEGFR2 with β1 integrin (26). In our 

cellular models, we reproducibly observed that rhVEGF165b triggers a sustained activation of 

P-VEGFR2(Tyr1214) and also p38-MAPK proteins (Figures 3c and 3d and Supplementary 
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Figure 4a). Therefore, we studied the effects of VEGF165b on β1 integrin activation. First, we 

immunoprecipitated activated β1 integrin in clones overexpressing VEGF165b (Figure 6a) or 

in cells that had been exposed to rhVEGF165b ligand for 30 minutes (Figure 6b). A slight but 

reproducible increased expression of activated β1 integrin was detected in the 

immunoprecipitates of cells overexpressing VEGF165b or treated with rhVEGF165b, whereas 

the total amount of β1 integrin was not changed by any of the treatments. Similar results were 

obtained upon bevacizumab treatment (Figure 6c). In agreement with a role of VEGF165b on 

β1 integrin activation, cell-surface activated β1 integrin slightly increased compared to 

untreated or rhVEGF165-treated cells (Figure 6d). Furthermore, cells exposed to rhVEGF165b 

(Figure 6e) or bevacizumab (Figure 6f) also had more focal adhesions. A reorganization of 

the actin cytoskeleton in stress fibers was observed in cells cultured with rhVEGF165b (Figure 

6g), overexpressing VEGF165b (Supplementary Figure 7d) or treated with bevacizumab 

(Supplementary Figure 7e). Importantly, the formation of actin stress fibers was prevented 

when VEGF165b was knocked-down in bevacizumab-treated cells (Figure 6h). In contrast, F-

actin staining was more cortical and poorly organized in stress fibers in control or rhVEGF165-

treated cells (Figure 6g). The expression of phospho-FAK and phospho-cofilin proteins, two 

targets of β1 integrin signaling involved in actin polymerization, was also upregulated in 

VEGF165b clones (Supplementary Figure 7f). Altogether, these observations were consistent 

with the idea that VEGF165b activates the β1 integrin to mediate its biological effects. To 

confirm this hypothesis, we used β1 integrin siRNA. We showed that β1 integrin 

neutralization prevents the formation of focal adhesions (Supplementary Figure 8a) and actin 

stress fibers (Supplementary Figures 8b and 8c), the accumulation of phospho-

VEGFR2(Tyr1214) and phospho-p38MAPK proteins (Supplementary Figure 8d) and cell 

migration (Supplementary Figure 8e) in response to VEGF165b or bevacizumab 

(Supplementary Figure 9). Taken together, these results identify β1 integrin as a critical 
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mediator of the invasive effects of VEGF165b and demonstrate that bevacizumab activates this 

VEGF165b/β1 integrin pathway.  

 

Neuropilin-2 contributes to the functions of VEGF165b through interaction with β1 

integrin and VEGFR2  

Besides the activation of VEGFR1 and VEGFR2 receptors, we reproducibly noticed that 

VEGF165b or bevacizumab increases the expression of neuropilin-1 and neuropilin-2 (Figures 

3 and 4, Supplementary Figures 4 and 5). As it was previously demonstrated that β1 integrin 

interacts with neuropilin-1 (27) or neuropilin-2 to conduct signals throughout the cell (28, 29), 

we next investigated the contribution of neuropilins to the VEGF165b/β1 integrin pathway. 

Neuropilin-2 was constantly co-immunoprecipitated with VEGFR2 (Figure 7a) or β1 integrin 

(Figure 7b) in our cells, and complex formation was enhanced when cells were treated with 

rhVEGF165b. Moreover, knocking-down neuropilin-2 using specific siRNA in cells treated 

with rhVEGF165b or in VEGF165b-clones prevented the formation of both actin stress fibers 

(Figures 7c and 7d) and focal adhesions (Supplementary Figure 10a). The same results were 

obtained following bevacizumab treatment (Figure 7e and Supplementary Figures 10b and 

10c). In contrast, neutralization of neuropilin-1 had no effect (Supplementary Figure 10 and 

data not shown). Importantly, increased interaction of β1 integrin with VEGFR2 and 

neuropilin-2 was observed following bevacizumab treatment and was strongly prevented 

when expression of VEGF165b was neutralized (Figure 7f). Overall our data implicate 

neuropilin 2 as a key player of the VEGF165b/VEGFR2/β1 integrin signaling pathway, and 

demonstrate that bevacizumab activates this autocrine loop to select lung tumor cells with a 

more invasive phenotype.  
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Discussion 

 

The vast majority of immunohistochemical studies published to date in tumors have used pan-

VEGF-A antibodies which do not discriminate between VEGFxxx and VEGFxxxb splice 

variants because these two families of proteins are identical except for their extreme C-

terminal 6 amino acids. However, a better characterization of the role of each VEGF-A splice 

isoform is needed, especially in light of some recent data unravelling the VEGF121 and 

VEGF165b isoforms as potential biomarkers of the response to bevacizumab treatment in some 

cancers (21, 23). The VEGF165b splice variant was previously viewed as an anti-angiogenic 

factor whose downregulation in tumors was associated with advanced tumor stage, vascular 

invasion and metastases (14, 16) (19) (30). Here, in contrast to this simplistic view, we find 

high levels of the VEGF165b protein in a significant proportion of lung adenocarcinoma. 

Furthermore, we show that VEGF165b expression correlates with III/IV advanced stages and 

observed an association between a high VEGF165b/VEGF165 ratio and lymph node metastases. 

Therefore, in parallel with VEGF165 triggering both invasive and anti-invasive functions (11), 

we highlight a more complex role of VEGF165b in tumors. In this new scheme, VEGF165b 

cannot be viewed anymore solely as a tumor suppressive anti-angiogenic factor, but has now 

to be considered as a tumor promoting factor also. These data aid interpretation of 

observations in various tumors such as renal cell carcinoma (31) where VEGFxxxb isoforms 

are not always down-regulated. In addition, our data have also important clinical implications 

as we show that drugs currently used in clinic positively impact VEGF165b expression.  
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VEGF165b isoform: a pro-tumoral role besides its anti-angiogenic function 

We provide the first evidence that overexpressed and recombinant VEGF165b stimulate cell 

proliferation in lung tumor cell lines. We also demonstrate that VEGF165b causes tumour cell 

invasion and initiates the genesis of cancer stem cells as evidenced by the increase of CD133, 

CD15 and/or ALDH1A1 mRNA levels. Importantly, the specific knock-down or conversely 

the overexpression of VEGF165b also slows-down or promotes the growth of NSCLC 

xenografted into nude mice, respectively. This is associated with a modulation of the KI67 

proliferative index while CD31 or α−SΜΑ endothelial staining, two markers of tumor neo-

angiogenesis, did not significantly vary. Paradoxically, we previously demonstrated that 

overexpression of VEGF165b correlates with reduced angiogenesis in nude mice xenografts 

derived from lung adenocarcinoma cell lines (32). However, in this former study, we only 

investigated the early paracrine effects of VEGF165b on neo-angiogenesis as mice were 

sacrificed 7 days after induction of VEGF165b overexpression. In the current study, mice were 

sacrificed 45 days after tumor cells injection. The new results support the idea (Figure 8) that 

autocrine tumor promoting functions of VEGF165b  may surpass its paracrine anti-angiogenic 

functions to promote lung tumor growth. Our results could help to understand a previous 

observation by Catena and co-workers who noticed that stable overexpression of VEGF165b 

protein in lung ADC xenografts results in a significant increase in tumor development, 

without significant differences in vascular density (20). However, it was also previously 

reported that VEGF165b overexpression slows-down the growth of colon carcinoma cells, 

xenografted into nude mice, through inhibition of tumor neovascularization, without any 

effects on tumor proliferative rate (33) (34) (35). Therefore, whether VEGF165b exerts anti- 

versus pro-tumoral functions may depend on the tumor type. 
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β1 integrin: a critical hub to mediate VEGF165b invasive properties 

What directs the choice between the dual functions of VEGF165b in cancers? One plausible but 

not exclusive explanation could come from whether tumors cells co-express VEGFR 

receptors and/or their co-receptors NRPs, as in lung tumors (6). Hence, we show that 

VEGF165b increases VEGFR1, VEGFR2, neuropilin-1 and/or neuropilin-2 mRNA and protein 

levels, and triggers a sustained phosphorylation of both VEGFR1 and VEGFR2 receptors 

which correlates with p38MAPK activation. Interestingly, we unravel a cross-talk between β1 

integrin and VEGF165b, in which β1 integrin acts as a critical hub for VEGF165b tumor 

promoting functions. Indeed, we show that VEGF165b activates β1 integrin and stimulates its 

interaction with VEGFR2 and neuropilin-2, leading to the phosphorylation of FAK and 

cofilin, two effectors of β1 integrin signalling involved in actin stress fiber formation. Taken 

together, our data identify a VEGF165b/VEGFR2/β1 integrin/neuropilin-2 axis that mediates 

tumor invasiveness in NSCLCs. They provide the molecular rationale for the previous 

observation of Zhang and colleagues demonstrating that upregulation of β1 integrin correlates 

with advanced stages, lymph node metastases, increased relapse rate and decreased overall 

survival in lung adenocarcinoma patients (36). In breast cancer cells, neuropilin-2 was 

previously shown to interact with and to activate α6β1 integrin to promote activation of FAK-

dependent signaling pathways and tumor invasion (5, 28, 29). In addition, it was reported that 

neuropilin-2
high

 population of tumor cells harvested from invasive breast carcinomas 

expressed higher levels of α6β1 integrin and active FAK (29). Since VEGFxxxb levels are 

significantly higher in infiltrating breast carcinoma (20), it is thus tempting to speculate that 

VEGF165b also plays a tumor promoting role in these cancers through a 

VEGF165b/VEGFR2/β1 integrin/neuropilin-2 axis.  
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VEGF-A splicing and clinical drug response 

The identification of predictive biomarkers of response to anti-angiogenic therapies is a 

crucial issue in the clinic. Eventhough these therapies were initially developed to target 

endothelial cells only, it is of prime importance to evaluate their impact on tumor cells 

themselves. In this study, we provide the first evidence that anti-angiogenic therapies 

combined (or not) with platinum salts impact VEGF-A alternative pre-mRNA splicing by 

specifically increasing VEGF165b levels in lung adenocarcinoma cell lines. In addition, using 

in vitro and in vivo models, we demonstrate that bevacizumab activates the VEGF165b/β1 

integrin/VEGFR/neuropilin-2 signaling network leading to a more invasive phenotype. 

Therefore, besides its ability to promote lung tumor growth, VEGF165b, together with β1 

integrin, appears also to be a critical determinant of the response to anti-angiogenic therapies. 

In this setting, our results support the very recent observation that integrin alpha 9 (ITGA9), 

known to form a heterodimeric receptor with activated β1 integrin, belongs to a 10 gene-

signature that predicts outcome in advanced non squamous NSCLC patients treated with a 

combination of bevacizumab and erlotinib (37) (38). They also support the previous 

demonstration that β1 integrin and its downstream effector kinase FAK are activated in 

bevacizumab-resistant glioblastoma patients and contribute to bevacizumab resistance (39) 

(40).  

VEGF-A was previously shown to control its own translation through activation of the 

VEGFR2 and mTOR signalling pathways (25). Therefore, our observation that both 

bevacizumab (that traps VEGF-A) and semaxanib (that inhibits VEGF-A/VEGFR signalling) 

increase VEGF165b levels strongly suggests that VEGF-A also controls its own splicing. Goel 

and colleagues recently reported a connection, in breast cancer stem cells, between autocrine 

VEGF-A signaling and the splicing of the ITGA6 integrin through the transcriptional 
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repression of ESRP1, a key RNA splicing factor (41). In our cellular models, we postulate 

that the regulation of VEGF-A splicing might require SRSF2 and/or SRSF6 protein; both of 

these splicing factors were previously reported to favor VEGF165b expression in primary 

epithelial cells (42). Hence, we show that SRSF6 upregulates VEGF165b protein in human 

lung adenocarcinoma cells. In addition, we previously demonstrated that SRSF2 favors the 

expression of VEGF165b (32) and that cisplatin treatment increases the expression of SRSF2 in 

our cells (43). Clearly, deepened understanding of the molecular mechanisms that control 

VEGF-A splicing in response to drugs currently used in clinic is needed as it could open the 

way to alternative therapeutic strategies aimed at modulate RNA splicing in lung cancers in 

combination with anti-angiogenic therapies.  

To conclude, we propose here a model (Figure 8) in which activation of a VEGF165b-

dependent autocrine loop, involving VEGFR receptors, β1 integrin and neuropilin-2 proteins, 

leads to the acquisition of a more invasive phenotype which contributes to the resistance of 

NSCLCs to anti-angiogenic therapies. This model is distinct but not antinomic to the model of 

Bates and colleagues who proposed that a tumor angiogenic profile accounts for the 

observation that colon carcinoma patients with lower VEGF165b concentrations are more 

sensitive to bevacizumab + FOLFOX treatment compared to FOLFOX alone (23). In that 

case, paracrine rather than autocrine functions of VEGF165b are presumed to be at play. As a 

whole, these and our data reinforce the need for a better understanding of the contribution of 

each VEGF-A splice variant and their interactors during the tumorigenic process. In addition, 

these results highlight the need for addressing the respective status of VEGF-A splice variants 

and their paracrine/autocrine functions when investigating the global response to anti-

angiogenic treatments. 
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Materials and Methods 

 

Patients, Tissue samples and Serum  

Seventy six human Non Small Cell Lung Carcinoma (NSCLC) and 17 matched normal lung 

parenchymas were included in this study. Tumors consisted of 41 adenocarcinomas and 35 

squamous cell lung carcinomas (Table 1). Tumor tissues and normal lung parenchyma taken 

away from the bulk of the tumor were collected from resection of lung tumors, and stored for 

scientific research in a biological resource repository (Centre de Ressources Biologiques, 

CHU Albert Michallon, Grenoble Hospital). National ethical guidelines were followed. All 

patients enrolled in this trial provided written informed consent. Tissue banking and research 

conduct was approved by the Ministry of Research (approval AC-2010-1129) and by the 

regional IRB (CPP 5 Sud Est). For histological classification, tumor samples were fixed in 

formalin, and diagnosis was made on paraffin-embedded material using the WHO 

classification of lung criteria (44) (45). For each case, one section from the most 

representative block was chosen. These sections always contained more than 70% of tumor 

cells. For quantification of VEGF165b in sera, blood samples from nine healthy subjects and 

ten patients with chemotherapy-naïve ADC enrolled from July 2005 to August 2010 in the 

Pharmacogenoscan study (NCT00222404; Grenoble University Hospital) were used (46). 

This study was approved by the Ethics Committee of the Grenoble University Hospital 

(NCT00222404) and patients signed an informed consent.  

 

Immunohistochemistry 

Immunohistochemistry was performed using either an anti-VEGF165b antibody raised against 

the specific C-terminal amino acid sequence of VEGF165b or an anti-VEGF165 antibody raised 
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against the six terminal amino acids (CDKPRR sequence) and a sixteen amino acids sequence 

targeting terminal part of VEGF165 encompassing exons 7 and 8a. These two antibodies were 

engineered in the laboratory together with the Covalab society (Villeurbanne, France). As 

shown in Supplementary Figure 1A, these antibodies were specific for VEGF165b or VEGF165 

isoform, respectively. VEGF165b immunostaining was confirmed by using the mouse 

monoclonal IgG1 antibody raised against the nine C-terminal amino acids of VEGF165b 

[ab14994; Abcam; (23)]. This antibody was also previously shown to have specificity for the 

VEGF165b isoform over the VEGF165 and does not cross-react with VEGF165 or VEGF121 

recombinant protein (16) (47). The other antibodies used for immunohistochemistry were: 

anti-phospho-VEGFR1(Tyr1213) (Millipore), anti-VEGFR1 (sc-316, Santa Cruz), anti-

VEGFR2 (sc-6251, Santa Cruz), anti-neuropilin-1 (sc-5307, Santa Cruz), anti-neuropilin-2 

(sc-13117, Santa Cruz), anti-KI67 (M7240, DAKO), anti-CD31 (ab28364, Abcam) and anti 

alpha-SMA (ab5694, Abcam). Immunohistochemical analysis was carried-out on formalin-

fixed and paraffin-embedded tissue sections. Briefly, seven-micrometer sections were 

dehydrated in xylene and rehydrated in graded ethanol solutions. Endogenous peroxidase 

activity was blocked by immersion in H2O2 solution. The antigen immunoreactivity was 

enhanced by microwaving the sections for 3 x 5 minutes in citrate buffer, pH 6. Then, a 

classical three step immunohistochemical method was applied. Incubation with the primary 

antibody at 4°C overnight (for manual technique) or for 1 hour at 37°C-42°C on autostainer 

(Ventana Medical International, Inc.) was followed by exposure to HRP-coupled secondary 

antibody, and then by DAB substrate-chromogen system (K3767, DAKO). The negative 

control involved omission of the primary antibody and incubation with immunoglobulins of 

the same species and isotype. Immunostainings were evaluated independently by two 

pathologists who were blind to all clinicopathological data. For immunostaining evaluation, a 

score (0-300) was established by multiplying the percentage of labelled cells (0 to 100%) by 



	 22	

the staining intensity (0, null; 1, low; 2, moderate; 3, strong). Scores obtained for alveolar 

type II pneumocytes and bronchial cells in normal lung tissues taken at distance from the 

tumor were considered as normal scores for adenocarcinoma and squamous cell carcinoma, 

respectively. Indeed, bronchial basal cells are considered as candidate cancer stem cells for 

squamous cell lung carcinoma, basaloids and small cell lung carcinoma, while type II 

pneumocytes-CLARA cells are considered as bronchiolo-alveolar carcinoma stem cells 

(BASC). According to median scores in normal tissues and to the histograms of distribution, 

tumors were sub-divided in three classes for VEGF165b (class 0: low ≤50; class 1: moderate 

51-150; class 2: high ≥150) and VEGF165 expression (class 0: low ≤50; class 1: moderate 51-

100; class 2: high >100). For VEGFR1, phospho-VEGFR1 (P-VEGFR1), VEGFR2, 

neuropilin-1 and neuropilin-2, tumors were sub-divided into two classes with low (class 0) or 

high (class 1) expression. The selected cut-offs were: class 0: score <125; class 1: score ≥125 

for VEGFR1, class 0: score <75; class 1: score ≥75 for P-VEGFR1, class 0: score <150; class 

1: score ≥150 for VEGFR2, class 0: score <125; class 1: score ≥125 for neuropilin-1 and 

neuropilin-2. The staining scores were compared in different categories using Fisher’s exact 

test and a Mann-Whitney test. All tests were two-tailed and p values < 0.05 were considered 

significant. The statistical analyses were performed using Statview software (Abacus 

Concepts). 

 

Cells, Cell Culture and Reagents 

Human lung adenocarcinoma and squamous lung carcinoma cell lines (H358, H1299, H157) 

were cultured in 5% CO2 at 37°C in RPMI-1640 medium supplemented with 2mM L-

glutamine and 10% (v/v) Fetal Calf Serum (FCS) as described previously (32). HUVEC 

(Human Umbilical Vein Endothelial Cells) cells were cultured using EGM-2 BulletKit (CC-
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3156 & CC-4176, LONZA). VEGF165b-overexpressing HEK cells were kindly provided by 

Dr Gilles Pagès (IRCAN, Nice, France). Bevacizumab (Avastin®) was provided by 

Roche/Genetech, Indianapolis, USA. Recombinant rhVEGF165b (cat#DY3045) and rhVEGF165 

(cat# DVE00) proteins were from R&D systems. SU5416 was purchased from Sigma-Aldrich 

(cat# S8442) and cisplatin was from Calbiochem (cat#232120). U0126 was purchased from 

Calbiochem. Stable SRSF6 and VEGF165b clones derived from H358 or H1299 cells were 

obtained after transfection using Fugene® 6 reagent (Roche Diagnostic, France) with either 

pcDNA3 empty vector or pcDNA3-SRSF6-myc or pcDNA3-VEGF165b encoding plasmids. 

Plasmids encoding VEGF165 or VEGF165b were obtained from David Bates (University of 

Notthingham, UK). Transfected cells were grown in RPMI-1640 medium containing 10% 

FCS and 800 µg/ml geneticin (G418) for at least 4 weeks in order to select stable transfected 

clones. Single colonies were isolated and expanded for further analyses. Cell culture 

conditions were maintained as initially described. Two representative VEGF165b-

overexpressing clones were chosen for H358 (clones 13 and 36) and H1299 (clones 2 and 5) 

cells. Both clones gave similar results in each cell line.  

 

Immunofluorescence studies 

Round 12mm glass coverslips were placed in 24-wells plates and coated overnight at 4°C 

with 2µg/mL fibronectin. Cells were trypsinized, serum starved for 30 min and seeded on 

washed glass coverslips coated with fibronectin for 24 hours. Cells were fixed in 4% PFA for 

20 min at RT, washed in 1X PBS and non-specific binding sites were blocked in PBS 

containing 10% goat serum for 30 min at 37°C. Immunofluorescence staining of β1 integrin 

was performed on fixed cells using the anti-β1 integrin antibody (clone 9EG7; Becton 

Dickinson). Cells were then permeabilized in PBS1X/Triton 0.2% for 10 min at RT and 
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stained with anti-phospho(Tyr-118)-paxillin antibody (Life Technology). Secondary 

antibodies coupled with AlexaFluor 488 or 546 were used (Life Technology). Actin stress 

fibers were visualized on fixed and permeabilized cells after staining with phalloidin TRITC 

(P-1951, Sigma Aldrich). Cells were then mounted in a solution containing 4,6-diamino-2-

phenylindole (DAPI) (Roti ®-Mount FluorCare DAPI, ROTH), visualized by fluorescent 

microscopy using Axioimager microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany) with the AxioVision® 

software at a 60x magnification and processed with Image J software. 

 

Apoptosis, Wound healing, Invasion and Tubulogenesis assays 

Apoptosis was evaluated by scoring the percentage of apoptotic cells on 500 cells after 

Hoescht 33342 staining. Cytotoxic experiments were performed using the methylene blue 

colorimetric assay as previously described (48, 49). To perform wound-healing assays, cells 

were grown on 4-well lab-tek chamber Permanox® slides, previously coated with fibronectin 

(10µg/mL), until confluence was reached. Monolayers were wounded with 200µL plastics 

tips. The wound healing process was followed using an inverted microscope equipped with a 

camera MicroMAX N/B (Princeton Instruments), by keeping cells in the same culture 

conditions as initially described. To study cell invasion, 24-well 8µm-pored transwells 

(Corning) were used. H358-VEGF165b and H1299-VEGF165b stable clones were grown in 

Petri dishes until confluent and serum starved for 24 hours before starting the experiment. 

2.5x10
5
 cells in 200 µL serum-free media were re-plated in transwell upper chambers 

previously coated with matrigel (cat#356231, BD Biosciences), whereas lower chambers were 

filled with RPMI-1640 medium supplemented with 20% FCS and 50ng/mL β-FGF as a 

chemoattractant. After 24 hours, non-migrating cells were removed using a cotton swab, 

transwell membranes were fixed using PFA 4% and colored with Hoechst. Cells were counted 
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under a fluorescence microscope. In vitro tubulogenesis assay was performed as described 

below. Overnight serum starved HUVEC cells were plated on Matrigel-coated 24-well plates 

at 5x10
4
 cells/well. Cells were left to attach for 2 hours at 37°C. Then, medium was removed 

from wells, and replaced by conditioned culture supernatant derived from either stable clones 

overexpressing SRSF6 protein or from control cells. Tubulogenesis was followed for 24 hours 

using an inverted microscope equipped with a MicroMAX N/B camera (Princeton 

Instruments). 

 

Analysis of activated β1 integrin by flow cytometry 

Cells were trypsinized, washed with PBS and re-suspended in 200 µl of PBS/BSA 1%. The 

cells were then centrifuged, re-suspended in PBS/BSA 1% (either with or without Mn2+ 0.5 

mM) to induce β1 integrin activation and incubated on ice for 15 min. Primary antibody 

HUTS4 was added and incubated for 30 min. Finally, cells were washed twice with PBS, 

incubated with a secondary Alexa
488

 anti-rat antibody and fixed with 4% PFA. Cells were 

then washed and resuspended in PBS  before flow cytometry analysis. The percentage of β1 

integrin activation was calculated using the formula: % activation= (Mean FL1-A [Ac] / 

Mean FL1-A [Ac+Mn2+]) x 100.   

 

Zymography 

Medium was collected from cultured cells in order to analyze the activity of MMP9 using 

gelatin zymography. Cells were cultured in Petri dishes until confluent. For each condition, 

gelatin gels were loaded with sample mixed with sample buffer [0.03% bromophenol blue, 

0.5M Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS (w/v) and 4% saccharose (w/v)]. Electrophoresis was 
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performed on 10% polyacrylamide gels containing 1% (w/v) gelatin (Sigma) at 80V, under 

non-reducing conditions. Gels were washed twice in 2.5% (v/v) Triton X-100 for 30 minutes 

at room temperature and incubated in a Substrate Reaction Buffer (52mM Tris-HCl pH 7.2, 

5mM CaCl2, 200mM NaCl, 0.01% Triton X-100) for 24 hours. The gels were further stained 

in Coomassie Blue Staining Solution [0.2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250, 10% acetic 

acid solution and 20% (v/v) methanol] for 30 minutes, and de-stained in a solution containing 

20% (v/v) methanol and 10% (v/v) acetic acid. Pro-MMP9 and MMP-9 were identified 

according to their molecular weight. 

 

ELISA assays 

ELISA assays were performed on cellular extracts and cellular supernatants using a total of 

100µg of proteins for each sample. VEGF165b was quantified using the R&D system Duoset 

ELISA kit (cat#DY3045) and pan-VEGF using either the Human VEGF Standard ELISA 

Development Kit from PeproTech (cat# 900-K10) or the ELISA assay from R&D System 

(DVE00). The latter assay has been shown to measure all VEGF isoforms, although 

VEGF165b is detected at a lower efficiency according to Varey et al (33). Importantly, the 

amount of VEGF165b and pan-VEGF (VEGF-Atotal) proteins in serum never correlated with 

platelet counts, nor the time at which these sera were collected (from 4 to 12 weeks after the 

start of treatment). 

 

RNA interference 

Small interfering RNA (siRNA) and control non-targeting siRNA (mismatch) were purchased 

from EUROGENTEC (Liège Science Park, Belgium). β1 integrin silencing was performed 



	 27	

using SMARTpool siGENOME ITGB1 siRNA (M-004506-00-0020). Transfection with 

smartpools was performed using Oligofectamine RNAi max (13778150, Invitrogen). The 

siRNA specifically targeting VEGF165b was: forward, 5’-

GAACGUACUUGCAGAUCUCUCTT-3’; reverse, 5’-

GAGAGAUCUGCAAGUACGUUCTT-3’. The sequences for neuropilin-2 siRNA were 

designed as sense, 5’-AAAGGCUGGAAGUCAGCACUAAUUU-3’; and antisense, 5’-

AAAAAUUAGUGCUGACUUCCAGCUU-3’. The scrambled siRNA oligonucleotides used 

as a control for all RNA interference experiments were as follows: forward 5’-

UCGGCUCUUACGCAUUCAATT-3’ and reverse 5’-CAAGAAAGGCCAGUCCAAGTT-

3’. Transfection was performed using OligofectamineTM reagent (Invitrogen) according to the 

manufacturer’s instructions. Cells were analysed 72 hours post-transfection. The sequence for 

control siRNA used in in vivo experiments was designed as forward, 5’-

CUUACGCUCACUACUGCGATT-3’; and reverse, 5’-UCGCAGUAGUGAGCGUAA-

GTT-3’. 

 

Quantitative RT-PCR 

Total RNA was extracted using Trizol® reagent (Invitrogen). RNA concentration and 

integrity was determined using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Labtech). Then, 

one microgram of total RNA was subjected to cDNA synthesis with iScriptTM Reverse 

Transcription Supermix for RT-qPCR  (BIO-RAD). Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) was 

performed using GoTaq® qPCR Master Mix (Promega). RT2-qPCR VEGFR1/FLT1 

(Hs.654360) and VEGFR2/KDR (Hs.479756) primer assays were purchased from TEBU-Bio 

(Le Perray-en-Yvelines, France). Neuropilin-1 primer sequences were as follows: 5’-

ACACCTGAGCTGCGGACTTT-3’ (sense) and 5’-GGCCTGGTCGTCATCACA-3’ 
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(antisense). Neuropilin-2 primer sequences were: 5’-GCGCAAGTTCAAAGTCTCCT-3’ 

(sense) and 5’-TCACAGCCCAGCACCTC-3’ (antisense). ALDH1A1, CD133 and CD15 

primer sequences were as follows: ALDH1A1 5’-AGTGCCCCTTTGGTGGATTC-3’ (sense) 

and 5’-AAGAGCTTCTCTCCACTCTTG-3’ (antisense); CD133 5’-

CAGAGTACAACGCCAAACCA-3’ (sense) and 5’-AAATCACGATGAGGGTCAGC-3’ 

(antisense); CD15 5’-ATGGGTGAGTTCAACGAGAAGA (sense) and 5’-

GCAGGCTGATGTAGTCACTCT-3’ (antisense).  Relative gene expression was calculated, 

for each sample, as the ratio of specific target gene to GAPDH gene (reference gene), thus 

normalizing the expression of target gene for sample to sample differences in RNA input. 

 

Antibodies and Immunoblotting  

Immunoblotting experiments were performed as previously described (50). Briefly, cell 

monolayers were washed 3 times with PBS and cell lysis was performed directly on petri 

dishes by adding RIPA buffer and incubating the petri dishes on ice for 30 min. Cells were 

scraped, cellular protein extracts were recovered and lysates were centrifuged at 13000 rpm 

for 30 min at 4°C. Equal amounts of protein extracts were separated by SDS-PAGE, 

transferred to PVDF membranes and probed with indicated antibodies. The antibodies used 

were: anti-VEGF165b (MAB3045) from R&D Systems, anti-VEGF165 (Covalab), anti-myc 

(clone 9E10, sc-40), anti-VEGF-A (A20, sc-152), anti-neuropilin-1 (Abcam), anti-neuropilin-

2 (clone C-9, sc-13117) from Santa Cruz, anti-alpha-p38 MAPK-Thr180/Tyr182 (MABS64, 

clone 6E5.2) and anti-phospho-VEGFR1-Tyr1213 (cat#07-758) from Millipore, anti-

phospho-VEGFR2-Tyr1214 (44-1052) from Invitrogen, anti-VEGFR2 (mAB2479, clone 

55B11), anti-actin (mAB8456), anti-AKT (mAB9272), anti-phospho-AKT-Ser473 

(mAB4060, clone D9E), anti-active caspase-3 (mAB9661), anti-phospho-ERK1/2-
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Thr202/Tyr204 (mAB9106) and anti-p44/42 MAPK (ERK1/2) (mAB9102) from Cell 

Signaling, anti-SNAIL (ab63371), anti-phospho-VEGFR2-Tyr1054/1059 (ab5473) and anti-

neuropilin-1 (ab81321) from Abcam, anti-SRSF2 (4F11) from Euromedex, anti-tubulin from 

TEBU, anti-N-cadherin (32/N-Cadherin) and anti-E-cadherin (36/E-Cadherin) from BD 

Biosciences, anti-vimentin (V6630,clone V9) and anti-fibronectin (clone FN-15) from Sigma, 

anti-β1 integrin activated clone 9EG7 (553715) from BD Pharmingen, anti-VEGFR2 

(mAB2479, clone 55B11) and anti-phospho-cofilin (3311) from Cell Signaling, anti-phospho-

FAK (2211S) from Epitomics. Sera for immunoprecipitation or detection of either total or 

activated β1 integrin were home-made antibodies provided by Corinne Albiges-Rizo. 

 

Immunoprecipitation experiments 

Cells were lysed on ice using RIPA buffer supplemented with proteases and phosphatase 

inhibitors and 5 mM sodium molybdate to enhance the cross-linking of the complexes. One 

mg of total protein extracts was pre-cleared for 1 hour in the presence of a mixture of protein 

A- and protein G-coated magnetic beads and incubated overnight at 4°C, together with 

protein A/protein G beads, either with TS2/16 serum, an anti-β1 integrin antibody (sc-6622) 

or an anti-VEGFR2 antibody (mAb2479) in order to immune-precipitate total β1 integrin or 

total VEGFR2, respectively. An irrelevant rabbit IgG (GTX26797, GeneTex) was used as 

control for immunoprecipitation.  

	

In vivo studies 

All animal experiments were conducted in agreement with the “Principles of Laboratory 

Animal Care“ (NIH publication n°86-23, revised 1985) and were approved by a regional 

ethics committee. Female athymic Swiss nude mice were purchased from Janvier (Le Genest-
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Isle, France). In all experiments, 20x106 H358 control cells or H358-SRSF6 overexpressing 

cells were injected sub-cutaneously into nude mice. Tumor volumes were measured once a 

week in two perpendicular diameters and calculated as follows: a x b2 x 0.4, where “a“ and 

”b“ are the largest and smallest diameters, respectively. In order to investigate the effects of 

bevacizumab treatment, 20x106 H358 cells were implanted sub-cutaneously in nude mice and 

allowed to form tumors for 3-4 weeks. When tumor volumes reached 30-40mm3, mice were 

divided into 4 groups (10 mice each) and were alternatively SC- or IP-injected four times a 

week, with either mismatch siRNA as a control or VEGF165b siRNA (16µg/mice). Once a 

week, siRNAs were combined with either bevacizumab (7.5mg/kg) or PBS as a control. 

Transfection of siRNA was performed using in vivo-jetPEI™-Gal (cat#202-10G, Polyplus-

transfection). Tumor volumes were monitored throughout the experiment as described above. 

Mice were sacrificed after 7 weeks of treatment, tumors were removed, photographed, 

weighed, washed, fixed in Buffered Formaldehyde and processed for immunohistochemical 

analysis as previously detailed. Vascularisation of tumor samples was assessed by measuring 

the amount of haemoglobin in RIPA extracts using Drabkin’s reagent (Sigma). The results 

were normalized relative to the amount of protein in each sample. Statistical analysis of tumor 

volumes between groups was performed using a non-parametric Mann-Whitney t test (at least 

7 animals per group).  
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Figure legends 

 

Figure 1. VEGF165b promotes cellular proliferation and lung tumor growth. (a) Cell 

proliferation in two stable VEGF165b clones, named 13 and 36 respectively, derived from 

H358 and H1299 or (b) in H358 and H1299 treated with rhVEGF165 or rhVEGF165b (0.1 

ng/ml) for 72 hours or (c) in H358 and H1299 cells transfected with either mismatch or 

VEGF165b siRNA for 72 hours. Cell number was estimated following trypan blue staining. 

The means ± SD of three independent experiments are illustrated (Student non paired t test). * 

p<0.05; ** p<0.01. Western blot analysis using anti-VEGF165b or anti-panVEGF-A antibody 

was perform to assess the specific knock-down of VEGF165b. Tubulin was used as a loading 

control. (d) Apoptosis (Hoechst staining) of cells incubated with rhVEGF165 or rhVEGF165b 

(0.1 ng/ml) for 72 hours. n = 3 independent experiments. Values are mean ± SD (Student non 

paired t test). ** p<0.01 (e) H358 cells were sub-cutaneously injected into nude mice to form 

tumors. Animals were then sub-divided in two groups (n=10 for each group), receiving 

mismatch or VEGF165b siRNA. Upper panels: representative tumors. Lower panel: mean 

tumor volume ± SD in each condition (Student non paired t test) ** p<0.01. (f) Upper panels: 

representative pictures of Tet-On4 and SRSF6 xenografts. Lower panels: tumor weights (non-

parametric Mann-Whitney test) *** p< 0.001.  

 

Figure 2. VEGF165b is highly expressed in a significant proportion of NSCLCs. (a, b) 

Upper panels: representative VEGF165b or VEGF165 immunostaining from paraffin-embedded 

sections of (a, left panels) acinous lung adenocarcinoma, (a, right panels) papillary lung 

adenocarcinoma or (b) well-differentiated squamous cell lung carcinoma. Lower panels: 

distribution of VEGF165 and VEGF165b scores for each tumor case. (c) Quantification (Elisa) 

of VEGF165b in blood samples of healthy controls and chemotherapy-naïve adenocarcinoma 
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patients (ADC). Median levels are indicated (non-parametric Mann-Whitney t test). Of note, 

circulating VEGF165b levels never correlated with platelet count (data not shown).  

 

Figure 3. VEGF165b activates a VEGFR/NRP autocrine loop to promote tumor cells 

proliferation. (a, d) H358 cells were sub-cutaneously injected into nude mice to form tumors. 

Animals were then sub-divided in two groups (n=10 for each group), receiving mismatch or 

VEGF165b siRNA. Left panels in (a) represent immunostainings of KI67. Right panel: 

histogram of the percentage of KI67-stained tumor cells for each condition. Five fields 

containing at least 100 cells were scored for each tumor xenograft. ** p<0.01 in Student non 

paired t test. (b) Percentage of control (Tet-On4) or SRSF6-overexpressing tumor cells with 

positive KI67 staining. Five fields containing at least 100 cells were scored for each tumor 

xenograft (non-parametric Mann-Whitney test) *** p< 0.001. (c) Immunoblots for indicated 

proteins in H358 cells treated with rhVEGF165 or rhVEGF165b (0.1 ng/ml) for 72 hours. Actin 

was used as a loading control. (d) Representative immunostaining of indicated proteins in 

H358 xenografts treated with mismatch or VEGF165b siRNA. VEGF165b immunostaining 

demonstrated the knock-down of VEGF165b. (e) Immunoblots of the indicated proteins in 

H358 VEGF165b-overexpressing clones. Actin was used as a loading control. (f) H358 control 

or H358 VEGF165b-clones were treated or not for 48 hours with 10µM U0126 as indicated. 

Cell number was estimated following trypan blue staining. Values are mean ± SD of 3 

independent experiments. (Student non paired t test, *** p<0.001). 
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Figure 4. Anti-angiogenic therapies increase VEGF165b protein level. (a, b) Intra-cellular 

dosage (Elisa) of VEGF165b and pan-VEGF-A in H358 cells, treated or not (NT), with (a) 

bevacizumab for 72 hours or (b) semaxanib (SU5416) for 48 hours. n = 3 independent 

experiments. Values are mean ± SD (Student non paired t test) * p<0.05, ** p<0.01. (c) 

Representative immunostaining of VEGF165b in H358 sub-cutaneous xenografts having 

received or not bevacizumab (7.5 mg/kg) once a week. (d) Immunoblots for indicated 

proteins in H358 cells transfected with mismatch or VEGF165b siRNA for 72 hours and 

incubated or not with increasing doses of bevacizumab. Tubulin was used as a loading 

control. (e) H358 sub-cutaneous xenografts (n=10 for each group) were injected with 

mismatch or VEGF165b siRNA and treated with bevacizumab (7.5 mg/kg) once a week. 

Representative immunostaining of indicated proteins are illustrated. (f) H358 or H1299 cells 

were treated, or not (NT), for 72 hours with either 5 µM cisplatin or a combination of 5 µM 

cisplatin and 1 µg/ml bevacizumab. ELISA assays were performed in intracellular extracts. n 

= 3 independent experiments. Values are mean ± SD (non-paired Student t test). * p<0.05; ** 

p< 0.01. 

 

Figure 5. VEGF165b promotes invasion. (a) Immunoblots for Epithelial to Mesenchymal 

Transition (EMT) markers in control and H1299-VEGF165b clones. Tubulin was used as a 

loading control. Same results were obtained in H358-VEGF165b clones. (b) Wound healing 

assay in control and H1299-VEGF165b clones (5 and 2). Scratch recovering was estimated 

after 13 hours. Lower panel represents the scratch coverage percentage. n = 3 independent 

experiments. Values are mean ± SD (Student non paired t test). ** p<0.01. (c) Boyden 

chamber assay in control and H358-VEGF165b clones (13 and 36) using serum gradient and β-

FGF as attractants. Trans-migrating cells were stained with Hoechst as illustrated in left 

panel. n = 3 independent experiments. Values are mean ± SD (Student non paired t test). * 
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p<0.05 ** p<0.01. (d) Representative immunoblots of MMP-9 gelatin zymography in H1299-

VEGF165b clones. The supernatant from HT1080 cell line was used as a control for MMPs 

activation. (e) Distribution of the VEGF165b:VEGF165 ratio (IHC) according to the nodal status 

in NSCLC (Mann-Whitney’s t test). (f) RT-QPCR analysis of ALDH1A1, CD133 and CD15 

mRNA levels in control, H1299-VEGF165b and H358-VEGF165b clones. Similar results were 

obtained in H1299-VEGF165b clones (data not shown). GAPDH was used as an internal 

control. Results are the mean ± SD of 3 independent experiments (Student non paired t test). * 

p<0.05 ** p<0.01. (g, h) Immunoblots for EMT markers in H1299 treated with increasing 

doses of bevacizumab during 7 days (g) or in H1299 transfected for 72 hours with either 

mismatch or VEGF165b siRNA and incubated with increasing doses of bevacizumab (h).  

 

Figure 6. VEGF165b activates a β1 integrin signaling pathway to trigger actin 

cytoskeleton reorganization. (a, b, c) Immunoprecipitation (IP) of activated β1 integrin in 

cellular extracts from (a) H358 control or -VEGF165b clones, (b) H358 treated with 

rhVEGF165 or rhVEGF165b (0.1 ng/ml ) for 60 min, (c) H358 treated with bevacizumab at the 

indicated concentrations. IgG was used as an irrelevant antibody. Total amount of β1 integrin 

in protein extracts was assessed by western blotting (lower panels). Numbers represent the 

results of densitometric quantification of the signal using image J software. The ratio 

activated β1 integrin:total β1 integrin in untreated cells was arbitrarily assigned the value 1. 

(d) β1 integrin activation measured by flow cytometry in H1299 treated or not (NT) for 1 

hour with rhVEGF165 or rhVEGF165b (10 ng/ml). The mean ± SDs of four independent 

experiments are presented. (Mann-Whitney’s U test). NS: not significant. (e, f) H1299 were 

plated onto fibronectin glass coverslips for 24 hours and (e) treated or not for 1 hour with 

rhVEGF165 or rhVEGF165b (1 ng/ml) or (f) treated or not for 72 hours with bevacizumab. Co-
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immunofluorescence analyses of β1 integrin (green) and phospho-paxillin(Ser118) (red) were 

performed. DAPI was used to counterstain the nucleus. Histograms representing 

quantification of cells exhibiting focal adhesion was performed in rhVEGF165/rhVEGF165b (e) 

or bevacizumab (f) treated cells, on at least 300 cells (non-paired Student t test) *p<0.05. (g) 

Representative F-actin staining of H1299 cells treated, or not (Co), with rhVEGF165 or 

rhVEGF165b (1 ng/ml) for 60 min (left panel). Percentages of cells with actin stress fibers are 

presented for each condition (right panel). n=4 independent experiments. 500 cells were 

counted per experiment. Values are mean ± SD (Mann-Whitney test). (h) F-actin staining 

using phalloidin-TRITC in H1299 cells transfected with mismatch or VEGF165b siRNA and 

treated or not with BVZ (10µg/ml).  

 

Figure 7. A β1 integrin/VEGFR2/NRP2 complex promotes VEGF165b invasive function 

in response to bevacizumab. Immunoprecipitation of (a) VEGFR2 or (b) β1 integrin in 

H358 cells treated or not with increasing amounts (0.1, 1 ng/ml) of rhVEGF165b for 1 hour. 

IgG was used as an irrelevant antibody. Numbers represent the results of densitometric 

quantification of the signal using image J software. The ratio activated β1 integrin:total β1 

integrin in untreated cells was arbitrarily assigned the value 1. For VEGFR2 and neuropilin-2 

quantification, the VEGFR2:β1 integrin or neuropilin-2:β1 integrin ratio was calculated in 

each condition. The value 1 was arbitrarily assessed in untreated conditions. (c) Upper panel: 

Immunoblot of neuropilin-2 demonstrating the specificity of the siRNA. Hsp70 was used as a 

loading control. Lower panel: F-actin staining using phalloidin-TRITC in H1299 cells 

transfected with mismatch (siMis) or neuropilin−2 (siNRP2) siRNA and treated or not (Co) 

with rhVEGF165b (0.1 ng/ml) for 30 min. (d, e) F-actin staining using phalloidin-TRITC in (d) 

control or H1299-VEGF165b clones transfected with mismatch (siMis) or neuropilin-2 (NRP2) 
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siRNA or (e) H1299 cells transfected with mismatch (siMis) or neuropilin-2 (siNRP2) siRNA 

and treated, or not, with bevacizumab (10µg/ml) for 72 hours. (f) Immunoprecipitation of β1 

integrin in H358 cells transfected with mismatch or VEGF165b siRNA and treated or not (-) 

with bevacizumab (10 µg/ml) for 72 hours. Lower panel: efficiency of VEGF165b knock-

down. IgG was used as an irrelevant antibody. Numbers represent the results of densitometric 

quantification of the signal using image J software as described above. The value 1 was 

arbitrarily assigned to the ratios obtained in untreated cells. 

 

Figure 8. A model for the dual functions of VEGF165b in NSCLC. In lung tumors, 

VEGF165b can exert both paracrine anti-angiogenic functions on endothelial cells (our former 

study, (32)), as well as pro-tumoral functions on tumor cells themselves through activation of 

a β1 integrin/VEGFR/NRP2 autocrine loop (this study). We propose that in later stages of 

tumor development, the pro-tumoral proliferative functions of VEGF165b may bypass the anti-

tumoral angiogenic ones to promote tumor progression. VEGF165b-expressing tumor cells also 

acquire more aggressive and invasive features as evidenced by the appearance of EMT and 

stem cell markers that could contribute to the metastatic spreading of tumor cells as well as to 

their self-renewal. Anti-angiogenic therapies impact on VEGF-A pre-mRNA splicing and 

favor the expression of VEGF165b in tumor cells that could promote their escape from 

treatment. Based on preliminary results indicating that VEGF165b-overexpressing cells are 

also more resistant to hypoxia, we propose that hypoxia induced by anti-angiogenic therapies 

may also contribute to the emergence of VEGF165b-expressing tumor cells. As a whole, our 

data suggest that modulating VEGF-A pre-mRNA splicing together with β1 integrin signaling 

might offer alternative therapeutic strategies to overcome resistance to anti-angiogenic 

therapies. 



















Table 1. Immunohistochemical analysis of VEGF165b and VEGF165 expression in NSCLCs

                                                                                        VEGF165b expression level

Histological Type Nb Class 0 Class 1 Class 2 Pb

Adenocarcinoma 41 7 (17%) 20 (49%) 14 (34%)

Squamous carcinoma 35 5 (14%) 24 (68%) 6 (17%) NS

Total NSCLCsa 76 12 (16%) 44 (58%) 20 (26%)

                                                                                       VEGF165 expression level

Histological Type Nb Class 0 Class 1 Class 2 Pb

Adenocarcinoma 41 17 (42%) 14 (34%) 10 (24%)

Squamous carcinoma 35 18 (52%) 13 (37%) 4 (11%) NS

Total NSCLCsa 76 35 (46%) 27 (36%) 14 (18%)

Immunostaining scores were calculated by multiplying the number of labeled cells (0 to 100%) by the level of intensity (1 to 3). 

According to this and as compared to the level detected in normal lung tissues, tumor samples were grouped in three classes 

(see materials and methods section): VEGF165b: class 0 (low level, score 0-50), class 1 (moderate level, score 51-149),

 class 2 (high level, score ≥150); VEGF165: class 0 (low level, score 0-50), class 1 (moderate level, score 51-100), 

class 2 (high level, score > 100). 

nb=number of cases in each histological type. a Non Small Cell Lung Carcinoma. b χ2 test. NS: non significant.



Table 2. Immunohistochemical analysis of VEGFR1, VEGFR2, P-VEGFR1(Tyr1213), NRP1 and NRP2 expression 

 in NSCLC

                                                             VEGFR1                                           VEGFR2                                            P-VEGFR1(Tyr1213)                      

Histological Type Nb Class 0 Class 1 Pb Class 0 Class 1 Pb Class 0 Class 1 Pb

Adenocarcinoma 38 14 (37%) 24 (63%) 11 (29%) 27 (71%) 22 (58%) 16 (42%)

Squamous carcinoma 34 21 (62%) 13 (38%) 0.028 17 (50%) 17 (50%) NS 16 (47%) 18 (53%) NS

Total NSCLCsa 72 35 (49%) 37 (51%) 28 (39%) 44 (62%) 38 (53%) 34 (47%)

                                                       Neuropilin-1                                      Neuropilin-2 

Histological Type Nb Class 0 Class 1 Pb Class 0 Class 1 Pb

Adenocarcinoma 34 16 (47%) 18 (53%) 13 (38%) 21 (62%)

Squamous carcinoma 34 17 (50%) 17 (50%) NS 16 (47%) 18 (53%) NS

Total NSCLCsa 68 33 (48%) 35 (52%) 29 (43%) 39 (57%)

Immunostaining scores were calculated by multiplying the number of labeled cells (0 to 100%) by the level of intensity (1 to 3). 

According to this and as compared to the level detected in normal lung, tumor samples were grouped in two classes for each staining

(see materials and methods section): class 0 (low level) and class 1 (high level).

VEGFR1 (class 0, score<125; class 1, score≥125); P-VEGFR1 (class 0, score <75; class 1, score≥75).

VEGFR2 (class 0, score<150; class 1, score≥150).

Neuropilin-1 and neuropilin-2 (class 0, score<125, class 1 score≥125).

nb=number of cases in each histological type. a Non Small Cell Lung Carcinoma. b χ2 test. NS: not significant.

Of note, IHC staining of NRP1/NRP2 could be performed on 34 ADC and 34 SCC only.



Annexe 2 

 



Annexe 3 

 



J.-J. Feige et al. (eds.), Molecular Mechanisms of Angiogenesis,  

DOI 10.1007/978-2-8178-0466-8_21, © Springer-Verlag France 2014

Abstract It has been known for two decades that VEGF-A encodes several 

VEGF-A splice variants, which are termed VEGFxxx, according to the total num-

ber of amino acids in the mature protein. To date, nine VEGFxxx isoforms have 

been described, displaying different biodistributions and pro-angiogenic activi-

ties. Adding another level of complexity to VEGF-A biology, a new family of 

VEGF-A isoforms, termed VEGFxxxb, which exert anti-angiogenic functions, was 

discovered in 2002 and only differs from VEGFxxx polypeptides with regard  

to their C-terminal six amino acids. Therefore, reminiscent of what is observed, 

for instance, during apoptosis, the alternative splicing of VEGF-A pre-mRNA 

 generates two types of isoforms with antagonistic biological functions. As anti-

angiogenic therapies target both the VEGFxxx and VEGFxxxb families, VEGF-A 

pre-mRNA splicing may therefore impact tumor responses to these therapies. 

Consistently, recent clinical studies have highlighted VEGF-A splice variants as 

predictive biomarkers in response to bevacizumab. Hence, identification of the 

upstream signaling pathways that control VEGF-A pre-mRNA splicing, better 

characterization of the specific biological  functions played by each VEGF-A 

splice variant, and analysis of the impact of  anti- angiogenic therapies on VEGF-A 

pre-mRNA splicing are critical goals. The purpose of this chapter is to summarize 

the current knowledge in this field.
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21.1  Proteome Diversity Through Pre-mRNA Alternative 

Splicing: VEGF-A Does Not Escape the Rule

Deep sequencing of the human transcriptome has provided evidence that up to 90 % 

of human multi-exon genes undergo pre-mRNA alternative splicing (AS) (Pan et al. 

2008), and the role of AS in both physiological and pathological processes, such as 

cancer, is now well documented. For instance, many splice variants have been found 

to be misregulated in cancers (David and Manley 2010), among them VEGF-A- 

encoded splice variants.

21.1.1  The VEGFxxx Family

21.1.1.1  General Presentation

The human VEGF-A gene is located on chromosome 6 at 6p21.3 and spans 14 kb, 

with eight exons separated by seven introns (Vincenti et al. 1996) (Fig. 21.1). Two 

years after its discovery, VEGF-A was found to encode multiple protein isoforms 
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Fig. 21.1 (a) The human VEGF-A gene structure, consisting of eight exons and seven introns.  

(b) Focus on the C-terminal exon 8 of VEGF-A, the splicing of which generates either the VEGFxxx 

or VEGFxxxb subfamily. The proximal splice site (PSS) and distal splice site (DSS) are indicated. 

The nucleotide and amino acid sequences for exons 8a and 8b are depicted. (c) Illustration of all 

VEGF-A splice variants in each subfamily. The extracellular matrix affinity of the corresponding 

VEGF-A isoforms is indicated
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through exonic alternative splicing (Houck et al. 1991). To date, nine human 

VEGF-A splice variants, termed VEGFxxx (where xxx represents the total number of 

amino acids in the mature protein after signal sequence cleavage), have been 

described: VEGF111, VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF183, 

VEGF189, and VEGF206 (Ferrara 2004). At the structural level (Fig. 21.1), with the 

exception of VEGF111 (containing exons 1–4), all VEGFxxx isoforms contain exons 

1–5 and differ only by the inclusion/exclusion of exon 6a, 6b, or 7. Hence, VEGF189 

lacks the residues encoded by exon 6b, VEGF165 those encoded by exon 6, and 

VEGF121 those encoded by exons 6 and 7. Exons 6a and 7 encode highly conserved 

sequences that are rich in basic residues that confer an affinity for heparin- containing 

proteoglycans (Fig. 21.2). Therefore, VEGF121 is an acidic protein that does not 

bind heparin and is highly diffusible, whereas the VEGF206, VEGF189, VEGF183, 

VEGF162, and VEGF145 isoforms tightly bind to the heparan sulfate that is present 

at the cell surface and extracellular matrix (ECM) (Houck et al. 1992). The VEGF165 

isoform displays an intermediate pattern, as it contains only 15 basic amino acids 

within the 44 residues encoded by exon 7, and it is estimated that approximately 

50–70 % of the VEGF165 pool is anchored at the cell surface or ECM (Houck et al. 

1992). The VEGF-A isoforms in the ECM constitute a reservoir of growth factor 

that can be slowly released after exposure to heparin, heparan sulfate, and hepari-

nases or more rapidly mobilized by specific proteolytic enzymes, such as plasmin and 

urokinase-type plasminogen activator (uPA) (Plouet et al. 1997). Importantly, the loss 

of the heparin-binding domain after proteolytic cleavage reduces the  mitogenic activ-

ity of VEGF-A (Keyt et al. 1996). Therefore, VEGF-A pre-mRNA splicing controls 

both the biodistribution and bioactivity of VEGF-A, allowing the establishment of a 

gradient of VEGF-A during tumor angiogenesis, with the most diffusible isoform 

acting at distance to promote vascular recruitment, whereas the matrix-bound iso-

forms promote the local expansion of capillary beds (Grunstein et al. 2000).

All VEGF-A isoforms are secreted as antiparallel homodimers covalently linked 

by two disulfide bridges between Cys-51 and Cys-60 (Muller et al. 1997). At the 

structural level, all isoforms possess a dimerization domain and a VEGFR1 or 

Ex 1 Ex  2 Ex 3 Ex 4 Ex 5 Ex6a Ex6b Ex7a Ex7b Ex8a Ex8b
5´-UTR 3´-UTR

Peptide signal

VEGFR1

binding domain

Heparin

binding domain

Neuropilin

binding domain

Dimerisation

domain VEGFR2

binding domain

Basic residues

stretch

?

Neuropilin

binding domain

Fig. 21.2 Scheme of the functional domains of the VEGF-A protein encoded by each exon. The 

basic residues that confer affinity to heparin-containing proteoglycans are indicated. Because 

VEGF165b does not bind heparin, it has been proposed that exon 8b could exert a negative effect on 

heparin binding. Alternatively, exon 8a is required for heparin binding. Exons 3 and 4 encode 

VEGFR1 and VEGFR2 binding domains. Exons 5, 7, and 8a encode sequences that are required for 

VEGF-A binding to neuropilins. As a consequence, VEGFxxxb isoforms do not bind neuropilins
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VEGFR2 binding domain (Fig. 21.2). However, the isoforms display different 

binding affinities for the VEGF receptors, VEGFR1 (Flt-1) and VEGFR2 (KDR/

Flk-1), and for their co-receptors, neuropilin-1 (NRP1) and neuropilin-2 (NRP2) 

(Roskoski 2007). Hence, VEGF165 binds to VEGFR1 and VEGFR2, whereas 

VEGF189 preferentially binds to VEGFR1 unless cleaved by proteases. VEGF121 

exhibits a modestly reduced affinity for VEGFR1 and VEGFR2 in the presence  

of heparin when compared with VEGF165. Although all VEGF189, VEGF165, and 

VEGF121 isoforms are able to bind NRP1 (Delcombel et al. 2013), only VEGF165 

bridges the formation of VEGFR2/NRP1 ternary complexes (Soker et al. 2002), 

whereas VEGFR2 enhances the interaction between NRP1 and VEGF165 only (Pan 

et al. 2007a). Therefore, as compared with the other VEGFxxx isoforms, VEGF165 

displays optimal features in terms of biological potency. Indeed, VEGF165 is the 

only isoform that can fully rescue the tumorigenic phenotype in mouse VEGF−/− 

cells (Grunstein et al. 2000). Interestingly, matrix-bound VEGF165, but not soluble 

VEGF165, is able to trigger a sustained phosphorylation of VEGFR2 in endothelial 

cells, followed by a specific activation of the p38 MAPK pathway (Chen et al. 

2010). These data suggest that VEGFxxx isoforms transactivate specific downstream 

VEGFR-dependent signaling pathways depending on their ECM-binding ability.

21.1.1.2  VEGFxxx Isoforms: Distinct Functions and Pattern  

of Expression in Tumors

As determined by the cDNA analysis of a variety of cell types and tissues and tumor 

specimens, most VEGF-producing cells appear to preferentially express VEGF121, 

VEGF165, and VEGF189 mRNAs, with VEGF165 being the predominant isoform. 

VEGF121 mRNA is abundant in the lung and kidney, and VEGF189 mRNA is highly 

expressed in cardiac and vascular tissues, albeit to a lesser extent than VEGF165 and 

VEGF121 (Zygalaki et al. 2008). VEGF189 mRNA is preferentially expressed under 

conditions of increased stretch-induced cell tension and is thought to play a role in 

vascularization during bone repair (Faure et al. 2008). VEGF183 also has a wide tissue 

distribution and may have avoided earlier detection through confusion with VEGF189 

(Jingjing et al. 1999). By contrast, VEGF145 and VEGF206 mRNAs are rarely expressed 

and are seemingly restricted to cells of placental origin (Cheung et al. 1995).

In tumors, RT-PCR or RT-QPCR analyses have further revealed differential 

 patterns of VEGFxxx expression and have correlated this pattern with clinicopatho-

logical features. In lung and colon carcinomas, VEGF165 and VEGF121 mRNAs 

appear to be the most predominant transcripts (Zygalaki et al. 2007). VEGF165 

mRNA expression in many tumor types has been associated with progression, 

 invasion and metastasis, microvessel density, decreased survival rate, and a poor 

prognosis. In colon, renal cell, and lung carcinomas, the expression of VEGF189 

mRNA was associated with a worse prognosis (Ohta et al. 1996), and only VEGF189 

mRNA expression was found to be an independent prognostic indicator in a series 

of 130 non-small cell lung carcinomas (NSCLCs) (Matsuyama et al. 2009). VEGF189 

was also found to be necessary for the growth of NSCLC xenografts in vivo, 
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with VEGF189-overexpressing tumors being larger and displaying higher vessel per-

fusion and permeability than those overexpressing either VEGF121 or VEGF165 (Yuan 

et al. 2001). However, in lung cancer, high levels of VEGF121 mRNA have also been 

associated with a poor prognosis and lymph node metastasis (Oshika et al. 1998), 

and VEGF121 was found to promote lymphangiogenesis via the secretion of VEGF-C 

(Kawai et al. 2008). In addition, expression of VEGF121 mRNA was associated with 

the tumor progression of bladder and renal cell carcinoma (Li et al. 2000; Ljungberg 

et al. 2003) and with a worse prognosis in acute myeloid leukemia (Mourah et al. 

2009), and the VEGF121 isoform was found to be the most tumorigenic in prostate 

and breast cancers (Catena et al. 2007). In 2007, it was reported that VEGF111 mRNA 

was expressed in various tumor cell lines following treatment with such genotoxic 

agents as UV-B, camptothecin, and mitomycin C (Mineur et al. 2007).

Altogether, these data demonstrate that VEGF-A pre-mRNA splicing likely 

 contributes to tumorigenesis by providing another way to finely regulate VEGF-A 

bioactivity in addition to the activation of VEGF-A transcription. Such a notion is 

fully consistent with the data of Tozer and colleagues, which provided evidence that 

mouse fibrosarcoma cells that express only a single isoform of VEGFxxx produce 

tumors with different vascularization patterns, vessel wall structure, and barrier 

function (Tozer et al. 2008).

21.1.2  The VEGFxxxb Family: Six Amino Acids  

That Make the Difference

21.1.2.1  General Presentation

In 2002, a new family of VEGF-A splice variants, termed VEGFxxxb, was discov-

ered (Bates et al. 2002). VEGFxxxb splice variants share 94–98 % homology with 

VEGFxxx and result from the use of an alternative 3′ splice acceptor site in the final 

exon 8 of VEGF-A (Fig. 21.1). Hence, the use of a proximal splice site (PSS) in 

exon 8 leads to the inclusion of exon 8a and generates the VEGFxxx family, whereas 

the use of a distal splice site (DSS) located 66 nucleotides further downstream from 

PSS allows the inclusion of exon 8b and the generation of VEGFxxxb transcripts. At 

the protein level, VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms display the same lengths and 

amino acid sequences and differ only at the level of their C-terminal six amino 

acids. Indeed, exon 8a in VEGFxxx mRNAs encodes a CDKPRR sequence, whereas 

exon 8b in VEGFxxxb transcripts encodes an SLTRKD sequence (Ladomery et al. 

2007). This distinct C-terminal extremity strongly affects the VEGF-A tertiary 

structure (Cui et al. 2004), as the Cys-160 that forms a disulfide bond with Cys-146 

in exon 7 is replaced by an aspartic acid residue. In addition, the two highly charged 

arginine residues of the VEGFxxx proteins are replaced by a lysine and aspartic acid 

in the VEGFxxxb proteins, with a substitution of a proline by an arginine. As a con-

sequence, the VEGFxxxb isoforms retain both the VEGF tyrosine kinase receptor 

binding and dimerization domains but do not bind neuropilins and are not able to 
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fully activate VEGFR-dependent signaling pathways (Cebe Suarez et al. 2006; 

Kawamura et al. 2008; Delcombel et al. 2013). Indeed, VEGF165b does not exert its 

effect at full rotation on VEGFR2, which results in the rapid blockage of the ATP 

binding site, leading to transient and non-efficient VEGFR2 autophosphorylation 

(Harper and Bates 2008). Thus, although VEGF165b is able to stimulate endothelial 

cell proliferation and subsequent ERK activation under certain conditions, this 

occurs with less potency than with VEGF165 (Catena et al. 2010). In addition, unlike 

VEGF165, which induces VEGFR2 internalization and recycling to the plasma mem-

brane through Rab11 vesicles by a mechanism involving NRP1, VEGF165b pro-

motes the accumulation of phospho-VEGFR2 in Rab7 vesicles, which is indicative 

of receptor degradation (Ballmer-Hofer et al. 2011). At the biological level, in in 

vitro endothelial proliferation and migration assays, ex vivo isolated resistance ves-

sel myographs, and in vivo neovascular and tumor growth models, VEGF165b acts as 

a dominant negative isoform that specifically competes with and inhibits VEGF165 

effects on endothelial cell proliferation, migration, and vasodilatation, thereby 

inhibiting angiogenesis and tumor growth (Bates et al. 2002; Woolard et al. 2004; 

Rennel et al. 2008). VEGF121b also inhibits the migration of endothelial cells and 

reduces xenografted tumor growth through a direct effect on endothelial cells 

(Rennel et al. 2009). Interestingly, VEGF165b failed to bind heparin despite possess-

ing exon 7 (Delcombel et al. 2013), implicating exon 8a or an inhibitory function  

of exon 8b in this interaction. Therefore, as compared with VEGFxxx, VEGFxxxb 

isoforms could also possess distinct bioavailability.

21.1.2.2  VEGFxxxb Isoforms: Do They Exhibit a Differential  

Pattern of Expression in Tumors?

VEGF165b mRNA was the first VEGFxxxb mRNA identified by RT-PCR in kidney cor-

tex tissue (Bates et al. 2002). Subsequently, VEGF121b (Rennel et al. 2009), VEGF145b 

(Perrin et al. 2005), and VEGF189b mRNAs (Miller-Kasprzak and Jagodzinski 2008) 

were identified in various human tissues. Indeed, VEGFxxxb  isoforms are thought to 

form over 50 % of the total VEGF-A protein in normal,  non- angiogenic tissues, such as 

the dorsal root ganglia (71 %), lung (82 %), colon (>95 %), skin (>95 %) (Qiu et al. 

2009), and vitreous (66 %) (Perrin et al. 2005). By contrast, VEGFxxxb represents a 

small proportion of total VEGF-A in placenta (1.4 %) (Bates et al. 2006). Importantly, 

although VEGFxxx isoforms are overexpressed in many tumor types, the VEGFxxxb iso-

forms appear to be mainly downregulated in several cancers, including melanoma 

(Pritchard-Jones et al. 2007) and prostate (Woolard et al. 2004), colon (Varey et al. 

2008), kidney (Bates et al. 2002), and Wilms’ (Amin et al. 2011) carcinomas.  

In colorectal tumors, the downregulation of VEGF165b was associated with advanced 

stages, vascular invasion, and lymph node metastases (Diaz et al. 2008), and the absence 

of VEGFxxxb expression was found to predict metastatic spread in melanoma patients 

(Pritchard-Jones et al. 2007). Moreover, VEGF165b expression was downregulated  

as compared with VEGF165 in neuroblastoma, and rhVEGF165b was found to reduce 

neuroblastoma tumor growth rate in established xenografts (Peiris-Pages et al. 2010). 
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Therefore, a switch between the VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms in favor of VEGFxxx 

exists in human tumors. Regardless, the persistence of VEGFxxxb expression, together 

with VEGFxxx, has also been reported in tumors. This is indeed the case in 70 % of clear 

renal cell carcinomas (Grepin et al. 2012) and in breast cancers in which the VEGFxxxb 

isoforms are upregulated compared to nonmalignant breast tissues (Catena et al. 2010). 

VEGF165b expression was also detected in stromal cells surrounding colorectal cancers 

and correlated with lower microvessel density (Tayama et al. 2011). Moreover, Bates 

and colleagues recently showed that a differential  pattern of VEGF165b protein expres-

sion exists in colon carcinoma, with tumors  displaying low or high levels as compared 

with normal tissues (Bates et al. 2012). Accordingly, we observed that approximately 

35 and 15 % of NSCLCs display low and high level of VEGF165b protein expression, 

respectively, as compared with  normal lung tissues (Boudria et al. in preparation). 

More interestingly, we found a significant association between high levels of VEGF165b 

and lymph node metastases in NSCLC. Thus, the role of VEGFxxxb isoforms during 

tumorigenesis might be more complex than previously imagined.

21.1.2.3  Analysis of VEGF-A Splice Isoforms in Tumors:  

What We Should Keep in Mind

As shown above, the analysis of distinct VEGFxxx isoforms in human tumors has 

been mainly performed by RT-PCR or RT-QPCR using primers specifically 

designed to amplify each VEGFxxx splice variant. However, in the vast majority of 

these studies, these primers were later shown to also co-amplify VEGFxxxb mRNAs. 

The same is true regarding the analysis of the VEGFxxx protein isoforms. Indeed, 

the antibodies used in the vast majority of in situ studies are pan-VEGF antibodies 

that recognize all VEGF-A isoforms, including VEGFxxxb isoforms. Hence, the 

commercial antibodies previously thought to specifically target VEGFxxx isoforms 

were later found to cross-react with rhVEGFxxxb proteins. To date, there is no tool 

for the  specific detection of VEGFxxx protein isoforms by Western blotting, as the 

use of a pan-VEGF antibody will allow the discrimination among VEGF121, 

VEGF165, and VEGF189 but not between the VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms. 

Nonetheless, mouse monoclonal antibodies directed against the C-terminal nine 

amino acids of VEGF165b (CTRSLTRKD) have been developed; one (MVRL56/1), 

now commercially available, exhibits specificity for the VEGF165b isoform versus 

VEGF165 and does not cross-react with VEGF165 or VEGF121 recombinant proteins 

(Woolard et al. 2004). Therefore, until tools allowing the specific detection of 

VEGFxxx isoforms become available, a concomitant analysis of both total VEGF-A 

(using a pan-VEGF-A  antibody) and VEGFxxxb (using the specific MVRL56/1 

anti-VEGFxxxb antibody) proteins should be performed before drawing conclu-

sions regarding the status of VEGF-A in tumors. In addition, because VEGF-A is 

regulated at multiple posttranscriptional levels in addition to pre-mRNA splicing 

and it is not known whether the mRNA and protein levels are strictly correlated, 

concomitant analyses of both VEGFxxx/VEGFxxxb mRNA and protein levels should 

also be performed.

[AU2]
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21.1.3  Molecular Mechanisms Regulating VEGF-A  

Pre- mRNA Splicing

Several transcription factors, such as hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1), inflam-

matory cytokines, growth factors, or oncogenes, have been identified as upstream 

transcriptional activators of VEGF-A (Ferrara 2004). By contrast, although 

VEGF-A splice isoforms were described for the first time in 1989, very little is 

known about the molecular mechanisms that control VEGF-A pre-mRNA splicing 

(Fig. 21.3).
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Histone deacetylase
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Fig. 21.3 (a) The upstream stimuli that have been shown to modify the balance between VEGFxxx 

and VEGFxxxb isoforms. (b) The cellular signaling pathways that affect the choice between the 

proximal splice site (PSS) and distal splice site (DSS) in exon 8, thereby allowing the expression 

of either the VEGFxxx or VEGFxxxb splice variant. The SRSF1 protein favors PSS selection, 

whereas the SRSF6 or SRSF2 protein favors DSS. The potential link between RNA and DNA 

machineries is illustrated. In this setting, transcription factors, such as E2F1, could cooperate with 

SR proteins to control pre-mRNA splicing. In addition, the elongation rate of DNA polymerase II 

could also affect pre-mRNA splicing. TF transcription factor
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21.1.3.1  Molecular Determinants of VEGFxxx Pre-mRNA Splicing

It was previously shown that the splicing factor SAM68 (Cohen et al. 2005),  

the U2AF65-related protein CAPER (Dowhan et al. 2005), and a putative chloride 

channel, pICn (Li et al. 2004), control VEGFxxx pre-mRNA splicing. Progesterone 

selectively was reported to increase the expression of the VEGF189 isoform in  

the human uterus (Ancelin et al. 2002). Moreover, an exonic splicing silencing 

(ESS) sequence was recently described in exon 6a, though the regulatory proteins 

interacting with it remain unknown (Wang et al. 2009). In endometrial cancer cells, 

low pH (acidosis) significantly upregulated the VEGF121 mRNA level when com-

pared with the VEGF145, VEGF165, and VEGF189 isoforms through a mechanism 

involving the p38 MAPK pathway and splicing factors of the SR proteins family, 

namely, SRSF1 (formerly SF2/ASF), SRp20, and SRp40 (Elias and Dias 2008).  

In addition, incubation with phorbol myristate acetate (PMA), an activator of  

PKC activity, induced the expression of VEGF206 in human skin mast cells, which 

 normally express the VEGF121, VEGF165, and VEGF189 isoforms (Grutzkau 

et al. 1998). As previously discussed, VEGF111 mRNA was specifically induced by 

genotoxic stress in several tumor cell lines and human xenografts in nude mice upon 

treatment with camptothecin (Mineur et al. 2007); however, the molecular mecha-

nisms involved remain unknown.

21.1.3.2  Molecular Pathways That Control the Balance Between  

VEGFxxx and VEGFxxxb Splice Variants

Bates’s group has mainly contributed to the identification of upstream regulators  

of the VEGFxxxb isoforms. In 2008, Nowak and colleagues first demonstrated in 

primary epithelial cells that insulin growth factor (IGF1) and tumor necrosis factor 

alpha (TNF-α) treatment favor the selection of the PSS, thereby increasing VEGFxxx 

production, whereas tumor growth factor beta 1 (TGF-β1) favors DSS selection, 

increasing VEGFxxxb (Nowak et al. 2008) (Fig. 21.3). Using epithelial cells overex-

pressing various SR proteins, these authors further demonstrated that SRSF1 favors 

PSS selection by binding a 35-nucleotide sequence of exon 8a upstream of PSS, 

whereas SRSF6 (formerly SRp55) favors DSS by binding to a 35-nucleotide region 

of the 3′UTR immediately downstream of the stop codon in exon 8b. TGF-β1 action 

requires the activity of p38 MAPK and CLK/STY kinases, whereas IGF1 involves 

both PKC and SRPK1/2, the latter being the specific kinases of SR proteins (Nowak 

et al. 2010). Consistent with a crucial role of SR proteins in controlling the balance 

between VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms both under normal and pathological con-

ditions, elevated VEGF165b expression was correlated with the increased expression 

of TGF-β1 and SRSF6 in keratinocytes, fibroblasts, endothelial cells, and perivas-

cular inflammatory cells of patients suffering from systemic sclerosis (Manetti et al. 

2011). In addition, we provided the first evidence that the transcription factor E2F1 

favors VEGF165b expression via a mechanism involving SRSF2 (formerly SC35), 
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another SR protein, in lung adenocarcinoma cell lines and xenografts in nude mice 

(Merdzhanova et al. 2010). Later, Bates and colleagues showed that mutations in 

WT1, the Wilms’ tumor suppressor gene, suppress VEGF165b expression and 

cause abnormal gonadogenesis, renal failure, and Wilms’ tumors (Amin et al. 

2011). In WT1 mutants, SRPK1 was upregulated through the derepression of its 

transcription, leading to the phosphorylation and nuclear accumulation of SRSF1, 

thereby favoring VEGFxxx isoforms. Interestingly, sodium butyrate (NaBu), 

a histone deacetylase inhibitor, increased VEGF121b, VEGF165b, and VEGF189b 

mRNA and protein levels in immortalized human lung microvascular endothelial 

cells (HLMECs) (Ciura and Jagodzinski 2010). As we demonstrated that the 

treatment of human lung adenocarcinoma cell lines with NaBu or cisplatin 

increased the expression level of SRSF2 (Edmond et al. 2011a, b), it is tempting 

to speculate that  therapies could modify VEGF-A pre-mRNA splicing through 

the modulation of SR protein expression (see Sect. 21.2.2). In addition, as pre-

mRNA splicing is known to occur co-transcriptionally, one might postulate that 

SR proteins could cooperate with the transcription factors that control VEGF-A 

transcription to modulate VEGF-A pre-mRNA splicing, as what we found for 

E2F1 and SRSF2. Whether HIF1 plays a role in this scenario remains a very 

intriguing question.

21.2  Does VEGF-A Pre-mRNA Splicing Play a Role  

in the Response to Anti-angiogenic Therapies?

21.2.1  Anti-angiogenic Therapy Failure: Patient  

Selection Is Critical

One of the main problems with the use of anti-angiogenic therapies is the absence 

of effective predictive biomarkers. In a meta-analysis of published randomized 

controlled trials (RCTs), Ranpura and colleagues showed that the addition of 

bevacizumab is associated with an increased risk of fatal adverse events (FAEs) 

in patients receiving taxanes or platinum salts compared with chemotherapy 

alone (Ranpura et al. 2011) and was not restricted to an anti-VEGF antibody. 

Indeed, another meta- analysis derived from 10 randomized RCTs including 

4,679 patients receiving either sorafenib, sunitinib, or pazopanib also found an 

increased risk of FAEs following the use of these VEGFR TKIs compared with 

control patients (Schutz et al. 2012). Therefore, biomarkers are urgently needed 

to select patients that will benefit from such therapies. In addition, a better under-

standing of the molecular mechanisms involved in primary or acquired tumor 

resistance to these therapies is crucial in the development of new therapeutic 

strategies.
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21.2.2  Anti-angiogenic Therapies Used Alone or in 

Combination Regulate VEGF-A Pre-mRNA Splicing

Several clinical studies have shown acute increases or decreases in circulating total 

VEGF-A levels after bevacizumab delivery (Lambrechts et al. 2013). By contrast, 

the impact of anti-angiogenic therapies on VEGF-A pre-mRNA splicing has not yet 

been investigated. We recently addressed this question and provided the first evi-

dence that treating human lung adenocarcinoma cell lines with bevacizumab alters 

the VEGF165b/pan-VEGF ratio in favor of VEGF165b (Boudria et al. in preparation). 

Similar results were obtained when SU5416, a VEGFR TKI, was used. Consistent 

with our data, intravitreal bevacizumab injection in an oxygen-induced retinopathy 

mouse model also increased the relative protein expression of the VEGF165b isoform 

while inhibiting the protein level of total VEGF-A isoforms (Shi et al. 2013). 

Although these results must be extended to other tumor types and/or other VEGFR 

TKIs, such as sorafenib or sunitinib, they demonstrate the impact of anti-angiogenic 

therapies on VEGF-A pre-mRNA splicing.

Bevacizumab is never used alone and is always combined with conventional che-

motherapies for the treatment of breast, lung, colon, and kidney carcinomas. 

However, as it has been shown that chemotherapies increase VEGF-A mRNA 

expression in cancer cells (Fan et al. 2008), it is possible that chemotherapies either 

used alone or in combination with anti-angiogenic therapies also impact VEGF-A 

pre-mRNA splicing. In NSCLCs, bevacizumab is combined with platinum salts 

(cisplatin or carboplatin) and with paclitaxel or gemcitabine. Interestingly, we found 

that treating NSCLC cell lines with these drugs significantly increased the VEGF165b 

protein level, though it decreased the expression of total VEGF-A (Boudria et al. in 

preparation). More interestingly, when bevacizumab was added to these chemo-

therapies, a stronger accumulation of VEGF165b protein was observed in these cells, 

and VEGF165b prevented cisplatin-induced apoptosis. Therefore, the combination of 

bevacizumab and cisplatin could select tumor cells that are more resistant to apop-

tosis through the upregulation of VEGF165b. Of note, cells overexpressing VEGF165b 

were also less sensitive to hypoxia-induced apoptosis, thereby suggesting that 

VEGF165b could be a general inhibitor of apoptosis. Our results are consistent with 

recent data demonstrating that VEGF165b exerts a neuroprotective function in hip-

pocampal, cortical, and retinal neurons by activating VEGFR2 and p42/44 MAPK 

and preventing apoptosis (Beazley-Long et al. 2013).

Therefore, such anti-angiogenic therapies as bevacizumab, alone or in combination 

with chemotherapies, appear able to control VEGF-A pre-mRNA splicing and to favor 

the expression of VEGFxxxb isoforms, at least in NSCLC cell lines. Such an effect might 

play a role in tumor adaptative resistance (see Sects. 21.2.3 and 21.2.4). Whether SR 

proteins are involved in this alternative switch remains largely unknown, but we 

observed that cisplatin, bevacizumab, and SU5416 increased SRSF2 and SRSF6 protein 

levels in our cellular models, a result that was consistent with VEGFxxxb accumulation. 
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In addition, whether chemotherapies and/or anti- angiogenic therapies control the 

expression level of distinct VEGFxxx/VEGFxxxb splice variants from each VEGF-A 

 subfamily remains to be determined.

21.2.3  VEGF-A Splice Variants: Can They Predict Responses 

to Anti-angiogenic Treatments?

21.2.3.1  The VEGFxxxb/Pan-VEGF Ratio: A Predictive Biomarker  

of Responses to Bevacizumab

The discovery of the VEGFxxxb subfamily has complicated the simple view that 

targeting VEGF-A could be beneficial to patients. Hence, VEGF-A was found to 

encode both “bad” (pro)- and “good” (anti)-angiogenic isoforms, which are both 

targeted by bevacizumab with the same affinity, leading to the question of whether 

VEGF-A pre-mRNA splicing is the key to anti-angiogenic therapeutics (Harper and 

Bates 2008). The first evidence demonstrating that VEGF165b expression has an 

impact on the efficacy of bevacizumab came from the study of Varey and colleagues 

(Varey et al. 2008), who showed that xenografts in mice derived from human 

VEGF165b-overexpressing colon cancer cells grow more slowly than those bearing 

VEGF165-overexpressing cancer cells. Consistent with an impairment of tumor 

angiogenesis, the VEGF165b-overexpressing xenografts were less vascularized and 

displayed greater areas of necrosis. More importantly, the authors further demon-

strated that the dose of bevacizumab required to prevent tumor growth in VEGF165-

overexpressing tumors had no effect on the VEGF165b-expressing tumors. This in 

vitro model predicting that bevacizumab would be less efficient in colorectal cancer 

patients who exhibited an excess of VEGFxxxb over VEGFxxx compared with those 

with an excess of VEGFxxx was recently validated in situ. In 149 metastatic colorec-

tal cancer patients from the E3200 clinical trial of FOLFOX4 ± bevacizumab, the 

unadjusted analysis of the progression-free survival (PFS) showed a significantly 

better outcome for patients with intra-tumoral VEGF165b/VEGFtotal ratio scores 

below the median treated with FOLFOX4 + BVZ compared with FOLFOX4 alone 

(Bates et al. 2012). Although these data need to be extended to a larger series of 

patients and to other tumor types, they suggest that a low VEGF165b/VEGFtotal ratio 

might be a predictive marker for response to bevacizumab, at least in metastatic 

colorectal cancer. In addition, studies investigating the predictive potential of VEGFxxxb 

in response to other anti-angiogenic therapies used clinically, such as VEGFR TKIs, 

are lacking. As the VEGFxxxb isoforms antagonize VEGFR1/VEGFR2 angiogenic 

signaling, one might predict that patients with significant levels of VEGFxxxb would be 

less sensitive to VEGFR TKIs.

Importantly, a lack of correlation between intra-tumoral and plasma VEGF-A 

 protein levels was recently demonstrated (Hegde et al. 2013); however, it is not known 

to date whether this is also true for VEGFxxxb isoforms. Therefore, both the circulating 
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and tumoral VEGFtotal and VEGFxxxb levels should be taken into account when seeking 

a correlation between VEGF-A status and tumor response to anti- angiogenic treat-

ments in situ.

21.2.3.2  Plasma Level of Short VEGF-A Isoforms but Not of Total 

VEGF-A Predicts Outcome After Anti-angiogenic Therapies

In NSCLC and colorectal and renal cell carcinomas, an association between a high 

circulating VEGF-A level and a shortened progression-free or overall survival was 

recently described, regardless of bevacizumab treatment (Hegde et al. 2013). 

Therefore, the plasma levels of total VEGF-A can serve as a prognostic rather than 

a predictive marker. However, when an ELISA assay that preferentially detects 

short VEGF-A isoforms (VEGF121 and VEGF111) was used, an association between 

high basal plasma levels of VEGF121 and improved PFS and/or overall survival (OS) 

after bevacizumab treatment was found in breast, pancreatic, and gastric carcinomas 

but not in metastatic colorectal, renal, and lung cancers (Lambrechts et al. 2013). 

Therefore, VEGF121 appears to be a promising candidate biomarker for bevaci-

zumab response, at least in certain cancers. As previously discussed, the discrepancy 

between tumors might reflect a distinct role of the VEGFxxx isoforms depending  

on the tumor type and/or chemotherapies combined with anti-angiogenic  treatments. 

In addition, the use of citrated plasma, which has minimal effect on platelet activa-

tion, rather than EDTA-treated plasma could also affect the results.

21.2.4  VEGF-A Splice Variants as Predictive Biomarkers  

for Anti-angiogenic Therapies: How Does It Work?

21.2.4.1 Paracrine Effects on Endothelial Cells

Several hypotheses have been proffered regarding VEGF165b potential as a predic-

tive biomarker for bevacizumab response. First, it has been proposed that the con-

centration of effective bevacizumab could be lowered in patients with higher 

VEGF165b concentrations, as more of the antibody is bound to VEGF165b and not to 

VEGF165, thereby diminishing the anti-angiogenic activity of VEGF165b while 

increasing the amount of free pro-angiogenic VEGF165. Conversely, patients with 

lower VEGF165b levels may have a more angiogenic-progressive tumor than the 

high VEGF165b group, thereby rendering the tumor more susceptible to bevaci-

zumab + FOLFOX (Bates et al. 2012). This more angiogenic profile could also 

explain why patients with higher levels of soluble VEGF121 are more susceptible to 

bevacizumab, as this diffusible short isoform may more accurately reflect the levels 

of bioactive VEGF-A and the vascular dependence of the tumor. This hypothesis is 

also consistent with another study identifying a VEGF-dependent gene signature 
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specifically expressed in the tumor vascular compartment in which high expression 

correlated with enhanced VEGF-A downstream bioactivity and with an increased 

response to bevacizumab in colorectal cancers (Brauer et al. 2013). Alternatively, as 

bevacizumab does not prevent interaction between VEGF-A and NRP1 or NRP2, 

blocking the VEGF-A/VEGFR signaling pathways could induce compensatory 

mechanisms leading to the activation of VEGF-/NRP-dependent networks. 

Consistently, it has been shown that anti-NRP1 antibodies have an additive effect on 

anti-VEGF therapy in reducing tumor growth through vessel normalization (Pan 

et al. 2007b). As the VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms do not display the same affin-

ity for NRP, such a compensatory response to anti-angiogenic therapies could 

thereby be dependent on the balance between both VEGF-A subfamilies.

21.2.4.2 Autocrine Effects on Tumor Cells

Compared with the large number of publications related to VEGF-A endothelial 

functions, only a few studies have analyzed its autocrine effects on tumor cells that 

express VEGFR and/or NRP. Moreover, almost nothing is known regarding the 

functions of distinct VEGF-A splice variants in this setting. This situation is some-

what surprising because anti-angiogenic therapies, first designed to target endothe-

lial cells, might directly impact the tumors themselves via the regulation of this 

autocrine loop. Alternatively, VEGF-A-regulated autocrine loops could contribute 

to primary or acquired resistance to these therapies.

VEGF-A: Not Only a Pro-tumoral Factor in Tumor Cells?

It is currently acknowledged that VEGF-A exerts pro-proliferative/survival functions 

on tumor cells (Lichtenberger et al. 2010). As an example, the VEGF-A/VEGFR2/

NRP1 autocrine loop was found to promote glioma stemlike cell viability and tumor 

growth and to limit the impact of bevacizumab treatment (Hamerlik et al. 2012). 

However, recent studies have highlighted unexpected VEGF-A antitumoral functions, 

increasing the complexity of the approach that blocking VEGF-A would always be 

beneficial. Indeed, VEGF189 was found to induce NRP1-dependent apoptosis in breast 

cancer cell lines, whereas VEGF165 acted as a survival factor (Vintonenko et al. 2011). 

In addition, the combination of high VEGF-A, VEGFR1, and VEGFR2 protein expres-

sion was associated with an improved progression-free survival in early squamous cell 

carcinoma of the lung in those who are not eligible for bevacizumab treatment owing 

to severe complications (Pajares et al. 2012). It is noteworthy that this effect was inde-

pendent of endothelial cells, as no correlation was found between VEGF or its recep-

tors and microvessel density. More strikingly, VEGF165 was highlighted as a negative 

regulator of tumor cell invasion in glio blastoma through the inhibition of c-Met activity 

(Lu et al. 2012). In resistant  glio blastoma patients, bevacizumab increased MET activa-

tion and contributed to the emergence of cells with a more invasive phenotype, which 
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correlated with the expression of mesenchymal markers (Lu et al. 2012; Jahangiri et al. 

2013). Taken together, these data highlight the distinct autocrine functions of VEGFxxx 

splice variants in tumors and their potential as determinants of tumor responses to anti- 

angiogenic therapies.

VEGF165b: A Pro-invasive Factor in NSCLCs

In human lung adenocarcinoma cell lines and mouse xenografts, we found that 

 bevacizumab treatment triggered a more invasive phenotype that correlated with  

the activation of both the VEGFR1 and VEGFR2 signaling pathways and with the 

acquisition of some mesenchymal markers and the secretion of metalloproteases 

(Boudria et al. in preparation). Importantly, because the specific neutralization of 

VEGF165b by siRNA was found to reverse the effects mediated by bevacizumab  

and to inhibit tumor growth, all these effects were dependent on VEGF165b, but not 

VEGF165, expression. Conversely and consistent with VEGF165b controlling a 

 pro- tumoral autocrine loop in NSCLCs, xenografts derived from VEGF165b- 

overexpressing cells, despite being less angiogenic, grew more rapidly than control 

tumors and displayed markers of EMT. Altogether, our data support a model in 

which bevacizumab induces a more invasive phenotype through the activation of a 

VEGF165b-dependent autocrine loop (Boudria et al. in preparation). Our results are 

somewhat consistent with the results of Catena and colleagues who showed that the 

stable overexpression of either VEGF121b or VEGF165b protein in A549 human lung 

adenocarcinoma cells resulted in a significant increase in tumor development over 

the controls, even though no significant differences in vascular density were found. 

Additionally, in prostate PC-3 xenografted tumors, a reduction, as opposed to  

an increase, in the number of apoptotic cells was observed when VEGFxxxb- 

overexpressing cells were injected, as compared with controls (Catena et al. 2010). 

Although we were not able to examine the correlation between VEGF165b status and 

response to bevacizumab in situ in NSCLC patients, our findings correlate well with 

our observations associating high VEGF165b protein levels with lymph node metas-

tases in NSCLC. The data also suggested that NSCLC patients with high VEGF165b 

levels could be less sensitive to bevacizumab, whereas bevacizumab could contrib-

ute to the emergence of more invasive tumor cells in patients displaying lower 

VEGF165b levels. Therefore, the balance between VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms 

also controls the autocrine loops potentially involved in tumor responses to anti- 

angiogenic therapies.

Taken together, all these studies provide evidence that both VEGF-A-dependent 

paracrine and autocrine loops must be taken into account when investigating the 

overall response to anti-angiogenic therapies. In addition, until more details  

are known regarding the role and expression of distinct VEGF-A splice variants, it 

should be considered that the impact of anti-angiogenic therapies could be drasti-

cally different, even deleterious, depending on the tumor type and/or which VEGF-A 

splice variant is expressed.
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21.2.5  Pre-mRNA Splicing: A Reservoir of Biomarkers  

for Anti-angiogenic Treatments

In addition to VEGF-A, many proteins involved in the angiogenic cascade are 

alternatively spliced isoforms. As an example, the pre-mRNA alternative splicing 

of VEGFR1, VEGFR2, or NRP1 generates soluble splice receptors that can, or are 

predicted to, act as natural inhibitors. Consistent with a role of these splice variants 

in responses to anti-angiogenic treatments, posttreatment changes in plasma 

sVEGFR2 were significantly correlated with tumor shrinkage in NSCLC patients 

treated with pazopanib (Nikolinakos et al. 2010). In addition, sVEGFR1 plasma 

levels were inversely correlated with the outcome of patients treated with either 

bevacizumab or anti-VEGFR TKIs in rectal, metastatic colorectal, and breast 

 cancers and hepatocellular carcinoma (Lambrechts et al. 2013). Conversely, low 

intra- tumoral VEGFR1 expression was found to correlate with improved progres-

sion-free or overall survival after bevacizumab delivery in colorectal and gastric 

carcinomas, respectively. Therefore, it appears that a switch in VEGFR1 pre-

mRNA splicing occurs in tumors and could play a role in the response to anti-

angiogenic therapies. Such an effect could be related to a recent study demonstrating 

that VEGF-A itself induces the expression of sVEGFR1 while leaving expression 

of the full-length VEGFR1 unchanged in human vascular endothelial cells via a 

mechanism involving the VEGFR2 protein kinase cMEK signaling pathway  

(Saito et al. 2013). Although further analyses dissecting the role played by these 

splice variants during the response to anti-angiogenic therapies are needed, it is 

likely that pre-mRNA splicing will highlight new potential biomarkers in the future 

(Fig. 21.4).

21.2.6  Combining Anti-angiogenic Therapies with Drugs 

Targeting the Pre-mRNA Splicing Machinery:  

New Therapeutic Strategies in the Future

Based on the above data, one might propose that novel therapeutic strategies com-

bining both anti-angiogenic therapies with drugs targeting the pre-mRNA splicing 

machinery should be developed (Fig 21.4). SRPK inhibitors are among these new 

drug candidates, as their use is thought to reduce the synthesis of pro-angiogenic 

isoforms of VEGF-A, consequently decreasing angiogenesis. Consistent with such 

a hypothesis, selective SRPK inhibitors reduce choroidal neovascularization in vivo 

when administered topically (eye drop) in rats and mice with exudative age-related 

macular degeneration (wet AMD) (Gammons et al. 2013). In addition, the injection 

of SRPIN340, an SRPK1/2 inhibitor, reduced angiogenesis in a mouse model of 

retinal neovascularization (Nowak et al. 2010). SRPKs could also be a good target 

in cancer as they are overexpressed in many tumor types compared with normal 

 tissues, including NSCLC (Gout et al. 2012). Indeed, SRPK1 inhibition prevented 
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angiogenesis and associated tumor growth in Wilms’ tumors (Amin et al. 2011). 

Although decreasing the expression of pro-angiogenic VEGFxxx isoforms while 

increasing that of anti-angiogenic VEGFxxxb might not always be beneficial (see 

Sect. 21.2.4), SRPK inhibitors could cooperate with anti-angiogenic therapies to 

prevent neovascularization and tumor growth in certain tumor types. More gener-

ally, pharmacological inhibitors of other components of the spliceosome are cur-

rently tested in cancer, one of which, spliceostatin A, was found to block angiogenesis 

by reducing the total amount of VEGF transcript (Furumai et al. 2010). Therefore, 

additional experiments are needed to select the most appropriate drug and combi-

nation. In addition, further experiments are needed to improve our fundamental 

knowledge regarding the contribution of pre-mRNA splicing to angiogenesis and 

response to anti-angiogenic therapies. To this end, the development of new tools/

assays that recognize specific VEGF-A splice variants is crucial to clarify what, if 

any, role distinct VEGF-A splice isoforms have during the tumorigenic process and 

the response to anti-angiogenic therapies.

sVEGFR2

Plasma levels

VEGFxxx

VEGFxxx
b

Predictive

biomarkers of

response to anti-

angiogenic

therapies

VEGF121

Plasma levels

sVEGFR1

Plasma levels

Pre-mRNA splicing

VEGFR1

Intra-tumoral levels

Intra-tumoral levels

Drugs targeting

pre-mRNA splicing

machineries
SRPK1/2

inhibitors

Spliceostatin A

Fig. 21.4 Relationships between pre-mRNA splicing and the response to anti-angiogenic therapies. 

Pre-mRNA splicing is proposed as a reservoir for predictive biomarkers. New therapeutic strate-

gies combining both anti-angiogenic therapies and drugs targeting the pre-mRNA splicing machin-

eries are illustrated as such a combination that could modulate the expression level of these 

pre-mRNA splice variants and thereby improve patient outcomes
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