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Préambule 

Mes travaux de thèse ont été réalisés sous la direction scientifique du Dr. Annette K. 

Larsen, dans le laboratoire « Biologie et Thérapeutique du Cancer » appartenant à 

l’unité INSERM U938 au sein du Centre de Recherche Saint-Antoine. 

 

Le cancer est un problème de santé publique majeur qui affecte tous les pays. 

Chaque année, on dénombre plus d’un million de nouveaux cas de cancer colorectaux 

(CCR) dans le monde.  

La compréhension des processus biologiques fondamentaux dans le cancer 

reste un enjeu mondial pour la mise en œuvre d’approches innovantes en termes de 

prévention, de dépistage précoce et de réponse prédictive aux traitements. 

Les progrès en biologie moléculaire et cellulaire ainsi que l’essor des connaissances 

dans le domaine de la cancérologie ont permis l’émergence de nouvelles thérapies 

dites ≪ thérapies ciblées ≫. 

Ces traitements agissent sur des cibles moléculaires spécifiques et ont pour 

caractéristiques de cibler au maximum les cellules malignes afin de limiter les effets 

secondaires et d’augmenter le confort du patient. 

Les principaux médicaments de thérapies ciblées utilisés dans le traitement du 

cancer colorectal sont des anti-angiogéniques qui ciblent la néo-vascularisation des 

tumeurs en empêchant la croissance et la dissémination des cellules tumorales sur 

des sites secondaires en ciblant la voie du VEGF (vascular endothelial growth factor). 

Malgré l’efficacité démontrée de ces traitements, il manque toujours à l’heure actuelle 

le développement et la validation de marqueurs prédictifs d’efficacité de ces 

molécules. En effet, certains patients répondent très bien tandis que d‘autres y sont 

réfractaires. Donc l’utilisation des marqueurs prédictifs serait indispensable pour une 

meilleure prise en charge des patients. 

D’autre part, ces dernières années, la classification des CCR a évolué grâce à 

plusieurs études d'expression génique, menées en parallèle, qui ont permis 

d'individualiser de nouveaux groupes de pronostic variable, soulignant l'hétérogénéité 

des CCR. Ces résultats ont donné naissance à une classification de consensus 

comportant 4 groupes dont un groupe CMS4 de type mésenchymateux. 
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Dans ce contexte, le but de ma thèse a été d’étudier le possible lien entre le phénotype 

mésenchymateux et la réponse aux médicaments ciblant le VEGF (Bevacizumab et 

Aflibercept). 

 

Une première partie introductive sera consacrée au cancer colorectal et à sa 

carcinogénèse. Dans un second chapitre, nous présenterons les différentes approches 

thérapeutiques pouvant être utilisées pour traiter les CCR puis l’angiogénèse et sa 

régulation seront ensuite présentées. Le dernier chapitre sera consacré à la transition 

épithélio-mésenchymateuse et à son implication dans le CCR. Enfin, dans un dernier 

temps nous poserons les limites et perspectives de ce travail de thèse. 

 

Les résultats de mes travaux apparaissent dans ce manuscrit sous forme 

d’article. Les différents autres projets auxquels j’ai participé et qui ont fait l’objet de 

publications, apparaitront en annexes, à la fin de ce mémoire. 
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Chapitre I : Le cancer colorectal 

 

I. Incidence et mortalité 

 

La France fait partie des pays pour lesquels le risque de cancer du colorectal 

(CCR) est élevé avec plus de 42 000 nouveaux cas estimés en 2012.  

En France, le cancer colorectal se situe, tous sexes confondus, au troisième 

rang des cancers les plus fréquents. Chez l’homme, il se place au troisième rang 

(derrière celui de la prostate et du poumon) en termes d’incidence et au deuxième rang 

(derrière le cancer du poumon) en termes de mortalité. Chez la femme, il se situe au 

deuxième rang (derrière le cancer du sein) en termes d’incidence et au troisième rang 

(derrière le cancer du sein et du poumon) en termes de mortalité (INCa, 2013 www.e-

cancer.fr).  

Il survient en grande majorité chez les personnes âgées de 50 ans et plus. 

D’après les estimations, le nombre de cancers colorectaux devrait augmenter dans les 

prochaines années pour atteindre 45 000 nouveaux cas annuels en 2020. 

Au niveau mondial, le cancer colorectal se situe au troisième rang en termes 

d’incidence avec 1.4 millions de nouveaux cas par an et au quatrième rang en termes 

de mortalité avec 800 000 décès par an (Globocan 2012 www.globocan.iarc.fr). 

 

 

 

     

 

Figure 1 : Incidence et mortalité des principaux cancers dans le monde 

(Globocan, 2012) 

Incidence Mortalité 

http://www.globocan.iarc.fr/
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L’incidence ne varie pas de façon significative ces dernières années contrairement à 

la mortalité qui diminue depuis les années 1980 notamment grâce à un dépistage plus 

précoce (Mandel et al. 2000) et aux progrès thérapeutiques avec l’arrivée de la 

chimiothérapie et, plus récemment, des thérapies ciblées (Peeters and Price 2012).  

 

II. Anatomie du côlon 

Le côlon ou gros intestin mesure en moyenne 1,5 m pour un diamètre moyen de 7 cm. 

Il forme un cadre autour de l'intestin grêle, en bordure de la cavité abdominale. 

Son rôle est de terminer la digestion, de récupérer l'eau du chyme intestinal et 

d'évacuer les déchets résiduels vers le rectum. 

Le côlon se divise en plusieurs segments : le côlon ascendant ou droit ; le côlon 

transverse ; le côlon descendant ou gauche ; le côlon sigmoïde (Figure 2). 

 

Figure 2 : Anatomie du côlon (d’après www.chorus-chirurgical.fr) 

 

Un cancer peut se développer dans n’importe quelle portion du côlon. 

Néanmoins, dans plus de la moitié des cas, le cancer touche le côlon sigmoïde.  

La paroi du côlon est constituée de quatre couches différentes qui se superposent 

(figure 3) : 

 La muqueuse (couche la plus interne) : le côlon n'a pas de villosités mais 

uniquement des cryptes ou glandes dites « de Lieberkuhn » (cellules 

caliciformes, majoritaires et entérocytes) qui constituent l’unité fonctionnelle du 

côlon. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%B4lon_ascendant
https://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%B4lon_transverse
https://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%B4lon_transverse
https://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%B4lon_descendant
https://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%B4lon_sigmo%C3%AFde
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 La sous-muqueuse : tissu conjonctif vascularisé, réseau de nerfs 

sympathiques. 

 La musculeuse (deux couches de muscles) : elle comprend une couche 

circulaire interne et une couche longitudinale externe, constituées de cellules 

musculaires lisses. Entre ces deux couches, on observe des plexus nerveux, 

les plexus d'Auerbach, responsables de l'innervation végétative du tube digestif. 

 La couche séreuse (couche externe) : au niveau du côlon, la sous-séreuse 

correspond à un tissu adipeux et vascularisé, bordé de la séreuse (péritoine) 

en périphérie. Au niveau du moyen et du bas rectum, il n'existe pas à 

proprement parler de séreuse (pas de péritoine). Le tissu adipeux périrectal au-

delà de la musculeuse est nommé mésorectum. 

 

Figure 3 : Structure du côlon (d’après www.e-cancer.fr) 

 

L’homéostasie de l’épithélium colique est basée sur un renouvellement rapide 

et constant de la monocouche épithéliale. A partir des cellules souches, les cellules 

vont proliférer et se différencier tout en remontant le long de la glande, puis vont être 

exfoliées en haut. On parle de turn-over cellulaire. La durée du turnover cellulaire 

intestinal est de 2 à 7 jours (Crosnier et al. 2006). 

La prolifération anarchique de cellules peut aboutir à la formation d’un cancer 

colorectal. La première anomalie décelable sera les lésions pré-néoplasiques qui 

pourront évoluer vers un adénome puis un adénocarcinome qui constituent la plupart 

de cancers colorectaux. 
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III. Facteurs de risque 

 

1. L’âge  

Le cancer colorectal est un cancer dont la fréquence augmente avec l’âge. Il est 

ainsi rarement diagnostiqué avant 45 ans. L’âge moyen au moment du diagnostic est 

de 70 ans. 

2. Les habitudes de vie 

Le cancer colorectal semble être associé à un régime alimentaire pauvre en 

fibres ainsi qu’à une consommation importante de viande rouge, de charcuterie, de 

graisses animales et de boissons alcoolisées (Shaukat et al. 2017). Le tabagisme 

augmente modérément mais significativement le risque de cancer colorectal, surtout 

lorsqu’il est important et dure depuis longtemps (Hooker et al. 2008). Enfin, la 

sédentarité et le surpoids sont deux facteurs de risque identifiés ; à l’inverse, une 

activité physique régulière est un facteur protecteur. Les risques de développer un 

cancer du côlon auxquels sont exposés des sujets ayant une forte activité physique 

sont de 18 % et 20 % inférieurs, respectivement chez l’homme et la femme, à ceux 

dont l’activité physique est minimale. Cette corrélation n’est pas retrouvée dans le cas 

du cancer du rectum (Samad et al. 2005). 

3. L’exposition à des polluants et à des substances chimiques  

Une corrélation a été observée entre l’exposition prolongée à l’amiante et la 

survenue de cancer colorectal (Paris et al. 2017). 

4. Les facteurs individuels  

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI), comme la maladie 

de Crohn et la colite ulcéreuse, augmentent le risque de cancer, notamment 

lorsqu’elles évoluent depuis plus de 10 ans (Bernstein et al. 2001). Les femmes ayant 

été atteintes d’un cancer du sein, de l’ovaire ou de l’utérus ont également un sur-risque 

modéré de développer un nouveau cancer au niveau du côlon ou du rectum  (Lu et al. 

2001). 

http://www.fondation-arc.org/glossaire/476-diagnostic
http://www.fondation-arc.org/glossaire/376-colon
http://www.fondation-arc.org/glossaire/248-rectum
http://www.fondation-arc.org/glossaire/215-ovaire
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5. Les facteurs familiaux et génétiques  

Le risque d’avoir un cancer colorectal est plus élevé lorsqu’un ou plusieurs 

parents du premier degré ont déjà été atteints par la maladie, notamment avant l’âge 

de 50 ans (Jasperson et al. 2010). Selon l’Institut de veille sanitaire (InVS), les cancers 

colorectaux héréditaires représentent moins de 5 % des cas, et surviennent 

principalement avant 40 ans, plus particulièrement au niveau du côlon droit (Steinke 

et al. 2013).  

Deux formes familiales, liées à des mutations génétiques spécifiques, sont identifiées : 

 La polypose recto-colique familiale (Familial adenomatous polyposis), maladie 

associée à la mutation du gène APC, gène suppresseur de tumeur, sur le bras 

long du chromosome 5. Cette mutation est responsable de l’apparition de 

centaines de polypes à l’âge adulte (Powell et al. 1993). 

 Le syndrome de Lynch, ou cancer héréditaire du côlon sans polypose (HNPCC, 

Hereditary non polyposis colon cancer), caractérisé par des mutations dans les 

gènes impliqués dans le système de réparation des mésappariements de l’ADN 

(famille des gènes MMR). Ces mutations entraînent des accumulations 

d’insertions/délétions qui peuvent être sur des gènes pro-oncogéniques ou 

suppresseurs de tumeurs. Cette maladie se caractérise par des tumeurs 

colorectales précoces mais aussi moins fréquemment par des cancers de 

l’intestin grêle, de l’endomètre, de l’ovaire, des voies urinaires, de l’estomac et 

des voies biliaires (Lynch and Smyrk 1996). 

 

IV. Symptômes, dépistage et diagnostic 

Les cancers colorectaux se développent souvent en silence, sans provoquer de 

symptôme particulier. Ils peuvent rester longtemps imperceptibles. Néanmoins, 

certains signes peuvent être révélateurs d’un cancer : 

 Les troubles persistants ou soudains du transit intestinal : constipation soudaine 

ou qui s’aggrave, diarrhée sui se prolonge, augmentation du volume abdominal, 

selles plus étroites que d’habitude, des vomissements etc… 

 Des saignements et douleurs, crampes  

http://www.fondation-arc.org/glossaire/206-mutation
http://www.fondation-arc.org/glossaire/232-polype
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 Les symptômes plus rares : glaires émises par l’anus, anémie 

Depuis mai 2015, le dépistage organisé du cancer colorectal consiste en la 

réalisation d'un test immunologique appelé FIT (faecal immunology test), rapide et 

indolore à effectuer chez soi. Le prélèvement sera ensuite envoyé en laboratoire pour 

être analysé. 

Le test immunologique repose sur la détection de l’hémoglobine humaine grâce à 

l’utilisation d’anticorps mono ou poly-clonaux spécifiques de la globine (Barrows 1978). 

La méthode présente un certain nombre d’avantages : elle est sélective d’un 

saignement d’origine colorectale et humaine, s’affranchit de contraintes alimentaires 

et permet une lecture automatisée. Si le résultat de ce test est positif, une coloscopie 

sera alors prescrite. 

La coloscopie constitue l'examen de référence pour visualiser l'intérieur de 

l'intestin. Il permet aussi de déceler et retirer d'éventuels polypes avant qu'ils 

n'évoluent en cancer. Si la paroi du côlon présente des irrégularités, une biopsie sera 

effectuée. Seul l’examen anatomopathologique permet de conclure de façon définitive 

si les lésions prélevées sont cancéreuses ou non.  

Dans le cas où un cancer est diagnostiqué, l’examen des cellules et des tissus 

prélevés aura pour objectif de préciser le type de cancer dont il s’agit ainsi que de 

déterminer l’atteinte des couches de la paroi du côlon ou du rectum où les cellules 

cancéreuses se sont développées. Cela donne une première indication sur l’étendue 

de la maladie et contribue à définir le stade du cancer. 

V. La carcinogénèse colorectale 

Les cellules de la muqueuse digestive, et en particulier les cellules de la 

muqueuse colorectale, ont un taux de prolifération élevé aboutissant au 

renouvellement de l’épithélium en 3 à 6 jours. Plusieurs milliards de cellules sont ainsi 

renouvelées, ce qui représente autant de divisions cellulaires, de réplication de l’ADN, 

et donc d’erreurs de réplications réparées, ou non, par des systèmes multiples en 

général très efficaces. Ces anomalies de réplication sont en général sans 

conséquences. Cependant, lorsqu’elles touchent des gènes importants dans le 

contrôle du fonctionnement cellulaire, elles peuvent être le point de départ d’un 

processus de carcinogénèse. La carcinogenèse colorectale résulte de l’acquisition par 
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les cellules de l’épithélium colorectal d’anomalies génétiques aboutissant à une 

dérégulation de la prolifération et de la mobilité/invasivité des cellules (Kinzler et 

Vogelstein 1996; Jones et Baylin 2002). Ces anomalies génétiques sont acquises de 

façon progressive, ce qui a permis de définir des séquences d’apparition de mutations. 

1. Génétique et cancer du côlon 

 

Classiquement, il a été identifié trois voies initiatrices de la cancérogénèse colorectale. 

 

a. L’instabilité chromosomique : cancers LOH+ 

 

C’est le mécanisme moléculaire de cancérogenèse le plus fréquent dans le 

cancer colorectal : il concerne 80 à 85% des cancers colorectaux sporadiques et il est 

observé de façon prononcée au cours de la PAF (Lengauer et al. 1998). Ces cancers 

sont appelés LOH+ (Loss of Heterozygoty) ou MSS (Microsatellite Stability) ou CIN 

(Chromosomal Instability). 

Les cellules cancéreuses ont un contenu anormalement élevé en ADN 

(hyperploïdie), des pertes chromosomiques fréquentes (17p, 18q et 5q) et des 

mutations fréquentes des gènes APC, p53 et K-RAS (Fearon et Vogelstein 1990 ; 

Baker et al. 1989). Plus récemment, plusieurs études ont décrit des mutations dans le 

domaine exonucléase de l’ADN ploymérase ε (The Cancer Genome Atlas Network 

2012). 

Le gène APC est un gène suppresseur de tumeur garde barrière (Aoki et Taketo 

2007). Sa mutation constitutionnelle est responsable de la PAF (Kinzler et Vogelstein 

1996). La mutation de ce gène est précoce dans le développement du cancer 

colorectal : son inactivation entraîne une prolifération accrue des cellules de 

l’épithélium colique (Otori et al. 1998). 

La mutation du gène KRAS est elle aussi précoce dans la séquence adénome-

cancer. Il s’agit d’un oncogène et sa mutation activatrice entraîne une augmentation 

de l’activité cellulaire avec transformation d’une hyperprolifération des cellules 

épithéliales en adénome (Santini et al. 2008).  

Le gène suppresseur de tumeur TP53 code pour la protéine p53 dont le rôle est 

celui de « gardien du génome ». Elle bloque le cycle cellulaire, permettant la réparation 

des lésions de l’ADN, et induisant la mort cellulaire si les lésions n’ont pu être réparées 
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(Lane 1992). Sa mutation inactivatrice est plus tardive dans le développement du 

cancer colorectal autorisant la survenue d’altérations génétiques multiples (Leslie et 

al. 2002). 

 

b. L’instabilité microsatellitaire  

 

Ce mécanisme moléculaire de cancérogénèse concerne ≈15% des cancers 

colorectaux sporadiques et est observé de façon caricaturale dans le cadre du 

syndrome de Lynch (Thibodeau et al. 1993). 

Ces cancers sont appelés RER+ (replication error) ou MSI (microsatellite instability). 

Les cellules cancéreuses ont typiquement un contenu en ADN normal (diploïdie), ont 

rarement des pertes chromosomiques et ont des anomalies des gènes MMR. 

Les gènes MMR codent pour des protéines dont le rôle est de détecter et de réparer 

les erreurs de réplication de l’ADN survenues au cours de la mitose (Vaish et Mittal 

2002).  

La mutation ou la méthylation de la région promotrice des gènes MMR induit une 

déficience de ce système de réparation et les mutations vont s’accumuler, 

préférentiellement au niveau des microsatellites, régions du génome particulièrement 

sujettes aux erreurs de réplication. 

La cellule acquiert un phénotype hypermutateur qui prédispose à la survenue de 

mutations dans certains oncogènes (gène pro-apoptotique BAX (Duval et Hamelin 

2002)) ou gènes suppresseurs de tumeurs (gène du récepteur de type II du TGF-β 

(Markowitz et al. 1995)). 

La chronologie des mutations des cancers MSI est mal connue : la mutation du 

récepteur de type II du TGF-β apparaît la plus précoce. 

Au plan clinique, les cancers MSI sont plus souvent localisés dans le côlon proximal 

(transverse et droit). Les cancers de phénotype MSI ont un meilleur pronostic et une 

moindre sensibilité à la chimiothérapie par le 5-FU que les cancers de type MSS 

(microsatellite stability) (Guastadisegni et al. 2010). 

 

Les cancers colorectaux peuvent être classés en 3 groupes selon le degré d’instabilité 

des microsatellites :  

 les cancers MSI-H ont un haut niveau d’instabilité, 

 les cancers MSI-L ont un faible niveau d'instabilité 
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 les cancers MSS n’ont pas d’instabilité. 

 

Les cancers MSI-H ont un meilleur pronostic spontané que les cancers MSI-L et MSS 

dans les stades 2 et 3 mais pas dans les stades 4 (Goldstein et al. 2014). Ils sont 

associés à un moindre risque de métastases (Gatalica et al. 2016).  

c. L’hyperméthylation des îlots CpG 

 

D’autres mécanismes d’altérations de l’ADN sont impliqués dans la carcinogenèse du 

côlon. 

Le principal est la méthylation des îlots CpG (Cytosine phosphate Guanosine) dans la 

région promotrice de gènes suppresseurs de tumeur. L’hyperméthylation entraîne la 

désacétylation des histones ainsi qu’une condensation de la chromatine empêchant la 

transcription active du gène suppresseur de tumeur (Issa 2004). Ce faisant, l’absence 

du gène suppresseur de tumeur permet de franchir un pas de plus dans la cascade 

d’évènement induisant la formation du cancer colorectal. Les gènes impliqués dans ce 

phénomène sont divers et incluent autant les gènes de faibles pénétrances que de 

fortes pénétrances (Xu et al. 2004). L’hyperméthylation des promoteurs est un 

phénomène très répandu dans le cancer colorectal. Plus d’une trentaine de gènes ont 

jusqu’à maintenant été identifiée comme étant porteur de cette aberration épigénétique 

(par exemple CSPG2, ER-α, MYOD1) (Kondo et Issa 2004). 

 

Figure 4 : Modèle génétique du CCR (d’après Fearon 2011) 
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2. Les voies moléculaires impliquées 

 

a. Le gène APC ou la voie Wnt/β-caténine 

La mutation du gène APC est l’évènement le plus précoce de la cancérogenèse 

colorectale. 

L’inactivation de ce gène intervient dans 70 à 80 % des cancers sporadiques et 

dans 100 % des cas de cancers héréditaires de type PAF (Fearnhead et al. 2001). 

Le gène APC est un gène suppresseur de tumeurs localisé sur le chromosome 5q et 

qui code pour une protéine de 300 kDa (Bodmer et al. 1987). Cette protéine est 

impliquée dans de nombreuses voies moléculaires essentielles au bon fonctionnement 

de la cellule. Elle régule la β-caténine et contrôle l’activation de nombreux gènes dont 

certains interviennent dans la prolifération cellulaire, le maintien de l’intégrité du 

cytosquelette de la cellule et joue un rôle dans l’instabilité chromosomique (Figure 5). 

La voie Wnt est une des voies de signalisation majeure dans le processus 

d’embryogenèse et de cancérogenèse (Gregorieff et Clevers 2005). Dans le cas du 

processus normal de développement, l’activation des récepteurs frizzled par la fixation 

du ligand Wnt conduit à la phosphorylation de la protéine Dishevelled qui, par son 

association à l’axine, empêche la GSK3β de phosphoryler ses substrats dont la β-

caténine, qui sera alors transloquée dans le noyau où elle s’associe aux facteurs de 

transcription TCF/LEF pour activer la transcription de gènes cibles (C-myc, Cycline D1 

ou C-jun, MMP7, PPARδ) (Behrens et al. 1996). En l’absence du ligand Wnt, la GSK3β 

phosphoryle la β-caténine dans le complexe axine/APC, qui sera ubiquitinylée et 

dégradée par le protéasome.  

 
Figure 5 : Signalisation Wnt/β-caténine (d’après Moon et al. 2004) 
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Dans les cancers, la voie Wnt peut être activée en absence du ligand par la mutation 

de gènes codant pour les protéines de cette voie. Le plus souvent, il s’agit de 

l’inactivation par mutation du gène APC induisant la synthèse d’une protéine APC 

tronquée incapable d’interagir et de neutraliser la β-caténine et/ou l’Axine. Mais dans 

15% des tumeurs sporadiques ayant une protéine APC intacte, il peut aussi s’agir de 

mutations au niveau de séquences répétées du gène de l’Axine, celles activatrices, 

dans l’exon 3 du gène codant pour la β-caténine (CTNNB1) au niveau des sites de 

phosphorylation (Samowitz et al. 1999) ou de TCF4 (Shimizu et al. 2002). 

 

b. Voie du TGF-β 

 

Au niveau cellulaire, la voie de signalisation du TGF-β est impliquée dans différents 

processus biologiques tels que la prolifération, la différenciation, la migration et 

l’invasion, l'adhésion et l'apoptose (Sporn et al. 1986). 

La liaison du TGF-β à son récepteur TGFBRII permet le recrutement et l’activation par 

phosphorylation du récepteur de type I. En fonction du ligand initial, le récepteur activé 

phosphoryle des protéines SMAD (SMAD 2 et 3 / SMAD 1, 5 et 8) et les phospho-

SMAD s’associent à SMAD4 (Figure 6). Les complexes formés sont transloqués dans 

le noyau où ils induisent la transcription de gènes cibles.  

 

 
 

Figure 6 : Phosphorylation des récepteurs TGF-β (d’après Huang et Chen 2012) 
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Certains gènes cibles de la voie TGF-β sont des gènes impliqués dans la régulation 

du cycle cellulaire comme CDKN1A (p21), CDKN1B (p27) et CDKN2B (p15). Leurs 

activations entrainent l'arrêt de la croissance cellulaire. Dans l'épithélium intestinal 

normal, TGF-β joue un rôle suppresseur de tumeur en inhibant la prolifération 

cellulaire, l’invasion et les métastases et en induisant l'apoptose. 

Cependant, à des stades tardifs de la carcinogenèse colorectale, le TGF-β joue le rôle 

de promoteur tumoral et est hautement exprimé (Massague 2008).  

La mutation la plus fréquemment retrouvée est celle du récepteur II au TGF-β (Gordon 

et Blobe 2008). 

c. Voie TP53 

 

Le gène TP53 suppresseur de tumeur situé en 17p est inactivé à la fois par des 

pertes alléliques et des mutations ponctuelles dans 60 à 80% des cancers colorectaux 

CIN. Les mutations de ce gène impliquées dans la séquence adénôme-carcinome 

surviennent généralement tardivement dans la carcinogenèse colorectale (Baker et al. 

1990). Dans une cellule normale, la protéine p53 est rapidement ubiquinylée puis 

dégradée par le protéasome. 

La protéine P53 est considérée comme la protéine gardienne du génome (Figure 7) : 

- Elle est le pivot régulateur central du cycle cellulaire : lorsque des mutations 

de l’ADN sont présentes en grands nombre, la protéine p53 permet l’arrêt 

momentané du cycle cellulaire en phase G1 afin de permettre à la cellule de 

réparer les erreurs. 

- Elle induit l’apoptose en régulant positivement le gène Bax et négativement 

le gène Bcl2 (Levine et Oren 2009). 

 
 

Figure 7 : Voie de signalisation TP53 (d’après Thierry Soussi) 
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II. Classification de la progression tumorale 

Au moment du diagnostic, Il est important de déterminer le stade du cancer, c’est-à-

dire l’étendue de la maladie, en regardant jusqu’où les cellules cancéreuses se sont 

propagées. 

Trois critères sont pris en compte : 

 La taille et la profondeur de la tumeur 

Lorsque des cellules cancéreuses apparaissent, elles sont d’abord localisées sur la 

surface interne de la paroi du côlon ou du rectum (la muqueuse). Puis, petit à petit, 

elles atteignent les couches plus profondes. 

Étudier la taille et surtout la profondeur de la tumeur donne donc une indication sur le 

degré d’évolution de la maladie. En général, plus la tumeur est localisée et « 

superficielle », plus elle sera facile à traiter. 

 L’atteinte ou non des ganglions lymphatiques et le nombre de 

ganglions atteints 

Les cellules cancéreuses peuvent s’échapper du côlon ou du rectum pour 

atteindre d’autres localisations. Les ganglions lymphatiques, situés dans la graisse qui 

entoure le côlon ou le rectum, peuvent alors être touchés. 

Si aucun ganglion n’est atteint, cela signifie que le cancer est à un stade précoce 

et qu’il est resté localisé. Si des ganglions sont atteints, cela signifie que la maladie a 

commencé à se disséminer. 

Le nombre de ganglions envahis permet d’en savoir plus sur le degré de 

propagation du cancer. Moins il y en a, meilleures sont les chances de guérison. 

 La présence ou non de métastases 

Les cellules cancéreuses peuvent envahir d’autres organes que les ganglions 

lymphatiques et y développer des métastases. 

Les organes les plus souvent touchés par des métastases lors d’un cancer 

colorectal sont le foie, les poumons et le péritoine. Les cancers colorectaux qui 

présentent des métastases sont plus difficiles à soigner. 
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  Les stades selon la classification TNM 

Ces trois critères – taille et profondeur de la tumeur, atteinte ou non des ganglions 

lymphatiques et nombre de ganglions atteints, présence ou non de métastases – 

permettent de définir le stade du cancer selon la classification internationale TNM « 

Tumor, Nodes, Metastasis » (Sobin et Fleming 1997) : 

- Stade 0 : la tumeur est in situ, ce qui signifie qu’elle est très superficielle et 

qu’elle n’envahit pas la sous-muqueuse, que les ganglions lymphatiques ne sont pas 

atteints et qu’il n’y a pas de métastase à distance. 

- Stade I : la tumeur envahit la deuxième couche (sous-muqueuse) ou la couche 

musculaire (musculeuse) de la paroi du côlon ou du rectum, les ganglions 

lymphatiques ne sont pas atteints et il n’y a pas de métastase à distance. 

- Stade II : les cellules cancéreuses ont traversé plusieurs couches de la paroi 

du côlon ou du rectum, mais aucun ganglion n’est atteint et il n’y a pas de métastase. 

- Stade III : les cellules cancéreuses ont envahi les ganglions lymphatiques 

proches de la tumeur.  

- Stade IV : le cancer s'est propagé au-delà du côlon ou du rectum, vers des 

emplacements ou des organes éloignés, généralement le foie ou les poumons. 

 

Figure 8 : Système de classification TNM 

En plus du stade in situ (stade 0), un total de quatre stades sont à identifier dans cette 

classification en fonction des lésions cancéreuses : la tumeur envahit la sous 

muqueuse (I), la tumeur envahit la musculeuse (II), les ganglions sont atteints (III), la 

tumeur s’étend au tissu voisin et peut induire des métastases (IV) (Figure 9). 
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Figure 9 : Classification des lésions cancéreuses 

 

 Nouvelle classification moléculaire 

Ces dernières années, plusieurs études d'expression génique, menées en parallèle, 

ont permis d'individualiser de nouveaux groupes de pronostic variable, soulignant 

l'hétérogénéité des CCR. Ces résultats ont donné naissance à une classification de 

consensus (Consensus Molecular Subtypes) comportant 4 groupes (Figure 10) : 

- CMS1 (14%) : CCR MSI+, caractérisé par une augmentation d’expression 

des gènes de l’immunité  

- CMS2 (37%) : CCR CIN+ avec mutation de TP53 et activation de la voie 

Wnt et Myc 

- CMS3 (13%) : CCR avec un taux élevé de mutations KRAS et dérégulation 

métabolique 

- CMS4 (23%) : CCR de type mésenchymateux, avec activation des voies 

TGF et VEGF (angiogénèse) et augmentation des gènes de l’EMT (invasion) 

 

Figure 10 : CMS des CCR (d’après Guinney et al. 2015) 
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De plus les CCR CMS1 sont fréquemment diagnostiqués au sein du côlon droit 

(comme les CMS3) et présentent la meilleure survie sans récidive ; contrairement au 

groupe CMS2 qui est associé au côlon gauche.  Le groupe CMS4 est associé aux 

stades avancés et présente la moins bonne survie sans récidive.  

 

Ces signatures récentes n'ont pas encore d'application clinique ; il semble nécessaire 

de simplifier la pratique de séquençage pour une utilisation quotidienne en clinique. 

Des signatures prédictives de l'efficacité des chimiothérapies et des thérapeutiques 

ciblées sont également en cours d'analyse.  
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Chapitre II : Les traitements du cancer colorectal 

Différents types de traitements peuvent être utilisés pour traiter un cancer 

colorectal : la chirurgie, la radiothérapie (pour les cancers du rectum), la 

chimiothérapie, les thérapies ciblées et plus récemment l’immunothérapie. 

Les traitements contre le cancer peuvent avoir différents objectifs, selon le traitement 

choisi et selon le stade du cancer : 

 Guérir le cancer en supprimant la totalité des cellules cancéreuses 

 Empêcher le cancer de se développer et de se propager 

 Réduire le risque de récidive 

 Améliorer le confort et la qualité de vie de la personne malade, en traitant les 

troubles causés par le cancer ou les traitements et en atténuant les symptômes 

liés à la maladie, comme la douleur. 

Il arrive parfois qu’un seul type de traitement soit nécessaire. Dans d’autres cas, 

une association de traitements est nécessaire pour mieux maîtriser la maladie. On 

peut ainsi réaliser une chirurgie et compléter ensuite le traitement par une 

chimiothérapie. Le traitement complémentaire est appelé traitement adjuvant. Son 

objectif est de compléter l’action du traitement principal et de renforcer son efficacité. 

I. La chirurgie 

La chirurgie est le traitement principal du cancer du côlon. Elle consiste à enlever la 

portion du côlon atteinte par la tumeur et le réseau de ganglions correspondant (on 

parle de curage ganglionnaire). Suivant la localisation et l’étendue de la tumeur, une 

portion plus ou moins grande du côlon est retirée. 

L’intervention se déroule de la même façon par laparotomie ou par cœlioscopie. 

Elle commence par une phase d’observation pendant laquelle le chirurgien examine 

le côlon et la cavité abdominale afin de confirmer l’absence d’extension locorégionale 

de la tumeur et l’absence de métastase au niveau du foie. 
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Après cette phase d’observation, le chirurgien retire le segment du côlon où se situe 

la tumeur, ainsi que la partie du mesocôlon, le tissu graisseux qui contient les 

vaisseaux sanguins et les ganglions, reliée à ce segment. 

Si la tumeur est située dans la moitié droite du côlon, le chirurgien retire le côlon droit 

et la moitié droite du côlon transverse (hémicolectomie droite). 

 Si la tumeur est située dans la moitié gauche du côlon, le chirurgien enlève le côlon 

gauche et la moitié gauche du côlon transverse (hémicolectomie gauche). 

Si la tumeur est située dans la dernière portion du côlon, juste avant le rectum, le 

chirurgien retire le côlon sigmoïde (sigmoïdectomie). 

Dans des cas plus rares, la totalité du côlon est enlevée (colectomie totale). 

 

L’objectif de la chirurgie est de réaliser l’ablation de la tumeur du côlon en obtenant 

des marges de la paroi du côlon saines et un curage ganglionnaire satisfaisant. En 

effet, la qualité de l’exérèse chirurgicale est un facteur pronostique de récidive locale 

et de survie. 

Pour cette raison, dans tous les cas, une portion saine du côlon (au moins 5 

centimètres) doit être retirée de part et d’autre de la tumeur pour assurer une marge 

de sécurité et réduire le risque de récidive. 

Certaines métastases peuvent être retirées par chirurgie. On dit alors qu’elles sont 

résécables. 

Les possibilités de pratiquer une chirurgie dépendent de la localisation et du nombre 

de métastases : 

- Si les métastases sont situées au niveau du péritoine et qu’elles sont peu 

nombreuses et très localisées, elles peuvent être retirées en même temps 

que la tumeur primitive. 

- Si les métastases sont situées au niveau du foie, elles sont parfois retirées 

en même temps que la tumeur primitive, mais le plus souvent une deuxième 

intervention est programmée deux ou trois mois plus tard pour les retirer. 

Dans ce cas, une chimiothérapie est proposée entre les deux opérations 

pour réduire la taille des métastases et faciliter leur exérèse. 
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En cas de métastases résécables au niveau des poumons, l’intervention chirurgicale 

est toujours réalisée en deux temps avec une chimiothérapie entre les deux 

opérations.  

Si les métastases ne sont pas opérables en raison de leur nombre ou de leur 

inaccessibilité, des traitements par chimiothérapies et thérapies ciblées sont proposés. 

II. La chimiothérapie 

La chimiothérapie correspond à l’administration de médicaments ciblant les 

cellules cancéreuses, plus particulièrement en agissant sur les mécanismes de 

division cellulaire de manière non spécifique. 

Plusieurs classes de médicaments sont disponibles : agents alkylants, antimétabolites 

et inhibiteurs de topo-isomérases. 

Tous ces médicaments ont pour but de détruire les cellules cancéreuses ou 

d’empêcher leur multiplication. 

Ces traitements peuvent être administrés avant une opération de chirurgie afin de 

réduire le volume tumoral et de facilité l’exérèse de la tumeur (chimiothérapie néo-

adjuvante) ou après la chirurgie pour éliminer les cellules résiduelles (chimiothérapie 

adjuvante). 

Les 3 principaux médicaments cytotoxiques utilisés dans le traitement du cancer 

colorectal sont : le 5-fluorouracile, l’oxaliplatine et l’irinotécan (Gill et al. 2003). 

1. 5-fluorouracile (5-FU®) 

Utilisé depuis les années cinquante, le 5-FU est le traitement de référence utilisé 

dans le traitement du CCR et, est actuellement encore, un des médicaments les plus 

prescrits en cancérologie (Seitz et Rougier 1994 ; Rougier et Ducreux 1997). Le 5-FU 

appartient à la classe des anti-métabolites de type anti-pyrimidique dont le mécanisme 

d’action principal est de bloquer la méthylation de l’uracile en thymine aboutissant à 

une inhibition de la synthèse de l’ADN (Diasio et Harris 1989 ; Pinedo et Peters 1988). 

Il s’agit d’un dérivé fluoré de l’uracile, synthétisé en 1957 par Heidelberger et 

Duschinsky (Duschinsky et al. 1957).  
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Figure 11 : Structure chimique du 5-FU 

L’activité pharmacologique du 5-FU nécessite au préalable un métabolisme 

intracellulaire. Le 5-FU n’étant pas utilisable par voie orale pour des raisons de 

mauvaise biodisponibilité liée à la présence de dihydropyrimidine déshydrogénase 

(DPD) intestinale (enzyme du catabolisme du 5-FU), des précurseurs oraux du 5-FU 

ont été développés. Les progrès initiaux observés dans le domaine de la 

chimiothérapie du CCR sont le résultat de l’optimisation de cet ancien médicament 

associée à la prescription concomitante d’un modulateur de son mécanisme d’action : 

l’acide folinique (Lokich et al. 1989 ; Poon et al. 1989). Plus récemment, l’utilisation de 

précurseurs oraux du 5-FU a modifié et enrichi les options thérapeutiques de la prise 

en charge du cancer colorectal, et plus récemment, du cancer gastrique. Deux 

précurseurs oraux du 5-FU sont actuellement disponibles et utilisés en cancérologie 

digestive : le Xeloda® (capécitabine) et l’UFT® (association tégafur-uracile).  

Le 5-FU agit principalement en phase S du cycle cellulaire. Le 5-FU se substitue 

à l’uracile constituant essentiel des acides nucléiques ADN et ARN. Le 5-FU est 

transformé par l’organisme en 3 principaux métabolites actifs : le FdUMP (5-fluoro-2’-

déoxyuridine-monophosphate, le FdUTP (5-fluoro-2’-déoxyuridine-triphosphate) et le 

FUTP (fluorouridine-triphosphate). Ces métabolites bloquent la synthèse de l’ARN et 

inhibent une enzyme, la thymidylate synthétase, qui, en retour, bloque la synthèse de 

la thymidine, à partir l’uracile. Seul le 5FdUMP est inhibiteur de la thymidilate 

synthétase (Matuo et al. 2010, Matuo et al. 2009) (Figure 12).   
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Figure 12 : Métabolisme du 5-FU (d’après Longley et al. 2003) 

Ce médicament est généralement bien toléré avec des toxicités sévères inférieures à 

5%. Les principaux effets toxiques sont des diarrhées, des stomatites, une toxicité 

cardiaque. Cependant, les patients présentant un déficit en DPD peuvent développer 

des toxicités sévères allant jusqu’au coma. 

Le taux de réponse objective a été amélioré grâce à la modulation du 5-FU par acide 

folinique, par d'autres agents cytotoxiques (dérivés du platine, méthotrexate) ou par 

d'autres schémas d'administration (perfusion continue selon différents protocoles, 

chronomodulation) permettant notamment une augmentation de la dose de 5-FU.  

Les études de phase III associant le 5-FU à l'irinotécan ou à l'oxaliplatine rapportent 

des survies médianes de 16 à 19 mois (De Gramont et al. 2000 ; Douillard et al. 2000 ; 

Lévi et al. 1995). 

2. Oxaliplatine (Eloxatin®) 

L’oxaliplatine (1R, 2R-diaminocyclohexane) est un agent alkylant synthétisé dès les 

années 1970, dont la structure chimique se distingue des composés classiques du 

platine par la présence d’un radical porteur cyclique “DACH” (diaminocyclohexane) 

(Figure 13). 
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Figure 13 : Structure chimique de l’oxaliplatine 
 

L’oxaliplatine interagit principalement au niveau de l’ADN, induisant des lésions 

primaires (adduits) qui bloquent sa réplication et sa transcription en ARN. Le type le 

plus fréquent d’adduits est représenté par les ponts intrabrins, qui établissent des 

liaisons covalentes irréversibles entre deux résidus guanines (Eastman 1986). Les 

autres types d’adduits sont les ponts interbrins et les liaisons aux protéines satellites 

de l’ADN (Woynarowski et al. 1997).  

Des lésions de cassure simple-brin, qui sont probablement des lésions secondaires, 

sont également observées dans les cellules traitées par l’oxaliplatine. De manière 

intéressante, en dépit d’un nombre de lésions plus limité, l’oxaliplatine est aussi 

puissant que le cisplatine concernant l’induction in vitro de l’inhibition de croissance et 

la survenue du processus d’apoptose cellulaire (Faivre et Woynarowski 1998). 

Cependant l’activité du cisplatine est très faible dans les lignées cellulaires de côlon et 

il n’est pas actif dans le traitement des CCR. 

  

L’activité de l’oxaliplatine en première ligne chez des patients ayant un cancer 

colorectal métastatique a été évaluée au cours de deux études de phase II (Becouarn 

et al. 1998 ; Diaz-Rubio et al. 1998).  L’oxaliplatine était administré à la dose de 

130mg/m2 i.v. toutes les trois semaines. Même si l’activité de l’oxaliplatine en 

monothérapie dans le cancer colorectal a été démontrée, c’est en association avec le 

5-FU que les résultats ont été les plus significatifs.  

L’activité clinique de l’association 5-FU/acide folinique/oxaliplatine a été démontrée par 

les études de chronothérapie ainsi que par les schémas de type FOLFOX (Bleiberg et 

al. 1998). 
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Ce n’est que plus tard qu’ont été réalisés les essais in vitro sur des lignées cellulaires 

de cancer du côlon et in vivo sur des xénogreffes de cancers coliques humains 

(Raymond et al. 1997) démontrant une synergie entre l’oxaliplatine et le 5-FU, 

indépendamment de toute chronomodulation. 

Le mécanisme exact de cette synergie est peu connu, mais certains résultats 

expérimentaux suggèrent que l'oxaliplatine inhibe la dihydropyrimidine 

déshydrogénase diminuant ainsi le catabolisme du 5-FU (Fischel et al. 2002). 

Les principaux effets indésirables de l’oxaliplatine sont des nausées et vomissements 

ainsi que des neuropathies périphériques qui peuvent perdurer longtemps. 

3. Irinotécan (Campto®) 

L'irinotécan est un dérivé hémisynthétique de la camptothécine. La camptothécine est 

un alcaloïde pentacyclique isolé de Camptotheca acuminata un arbre ornemental très 

répandu en Chine (Wall et al. 1976). 

Il s'agit d'un agent antinéoplasique qui agit comme inhibiteur spécifique de l'ADN topo-

isomérase I. L'irinotécan est métabolisé par la carboxylestérase dans la plupart des 

tissus (mais principalement le foie) en un métabolite actif, le SN-38, qui s'est révélé 

100 fois plus actif que l'irinotécan sur la topo-isomérase I purifiée et plus cytotoxique 

sur plusieurs lignées de cellules tumorales murines ou humaines.  

 

 

Figure 14 : Structure chimique de l’irinotécan et de son métabolite actif 

 

L'inhibition de l'ADN topo-isomérase I par l'irinotécan ou le SN-38 induit des lésions 

simple brin de l'ADN qui bloquent la fourche de réplication de l'ADN. Celle-ci convertie 

les lésions simples brins en lésions doubles brins ce qui entraîne l'activité cytotoxique 

(Figure 15). Celle-ci est fonction du temps de contact avec les cellules et est spécifique 

de la phase S.  

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Alcalo%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrocarbure_aromatique_polycyclique
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Camptotheca_acuminata&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chine
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Figure 15 : Mécanisme d’action de l’irinotécan (d’après Kline et El-Deiry 2013) 

 

In vitro, l'irinotécan et le SN-38 ne sont pas significativement reconnus par la P-

glycoprotéine MDR et exercent des effets cytotoxiques sur des lignées cellulaires 

résistantes à la doxorubicine et à la vinblastine.  

De plus son activité cytotoxique sur les cellules, l’irinotécan a également une action 

sur l’angiogénèse en inhibant la néo-vascularisation par diminution d’expression des 

protéines HIF et VEGF et par conséquent de leurs cibles transcriptionnelles 

(Kamiyama et al. 2005). 

L’irinotecan est généralement administré en association avec le 5-FU sous le protocole 

FOLFIRI qui permet une amélioration significative du traitement (Douillard et al. 2000). 

Les principaux effets indésirables de cette molécule sont des diarrhées et 

vomissements ainsi que des neutropénies. 

III. Les thérapies ciblées 

Le manque de spécificité des agents de chimiothérapies vis-à-vis des cellules 

tumorales limite leurs utilisations et engendrent une toxicité importante pour le patient. 

Au gré des découvertes, de nouvelles cibles sont identifiées et de nouvelles thérapies 

se sont développées. 

Les thérapies ciblées sont des molécules qui bloquent des protéines, facteurs de 

croissance ou récepteurs exprimés par les cellules cancéreuses afin d’empêcher leur 

prolifération ou leur dissémination. Ces molécules sont le plus souvent des anticorps 

monoclonaux (protéines recombinantes TRAP) ou des petites molécules inhibitrices 

de tyrosine kinase. 

1. Les inhibiteurs du VEGF 

Le VEGF (vascular endothelial growth factor) est la deuxième protéine phare 

ciblée par les médicaments de thérapies ciblées. Il est l’effecteur principal de 

https://www.vidal.fr/substances/6769/doxorubicine/
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l’angiogénèse ; processus fondamental de formation de nouveaux vaisseaux 

permettant la croissance tumorale et le développement métastatique. 

Le bevacizumab est un anticorps monoconal anti-VEGF. Il se lie au VEGF, inhibant de 

ce fait la liaison du VEGF à ses récepteurs. Il s’agit du premier médicament anti-

angiogénique mis sur le marché. Le bevacizumab a montré un réel intérêt chez les 

patients en stade métastatique, seul ou en combinaison avec les protocoles FOLFOX 

ou FOLFIRI (Hurwitz et al. 2004 ; Giantonio et al. 2007). 

D’autres molécules inhibitrices du VEGF sont également approuvées comme 

l’aflibercept, le sunitinib, le sorafénib, le régorafénib et le nintedanib. 

2. Les inhibiteurs de l’EGFR 

Le récepteur de l’epidermal growth factor (EGFR) exerce un rôle important dans 

la croissance tumorale (Spano et al. 2005). Ce récepteur est surexprimé dans un grand 

nombre de tumeurs solides et sa surexpression est associée à la résistance acquise 

aux chimiothérapies (Petitprez et Larsen 2013). 

Les voies de signalisation de l'EGFR sont impliquées dans le contrôle de la 

survie cellulaire, de la progression du cycle cellulaire, de l'angiogenèse, de la migration 

et de l'invasion cellulaire ainsi que du potentiel métastatique des cellules (Huber 2007 ; 

Singh et Harris 2005 ; Holbro et Hynes 2004). 

Les deux médicaments approuvés ciblant l’EGFR sont le cétuximab et le 

panitumumab. 

Le cétuximab est un anticorps monoclonal chimérique IgG1 spécifiquement dirigé 

contre le récepteur du facteur de croissance épidermique. Il se lie à l'EGFR avec une 

affinité qui est approximativement 5 à 10 fois supérieure à celle des ligands endogènes 

(Goldstein et al. 1995). Le cétuximab bloque la liaison des ligands endogènes de 

l'EGFR aboutissant à une inhibition de la fonction du récepteur. De plus, il induit 

l'internalisation de l'EGFR, ce qui entraîne une régulation négative de l'EGFR (Sunada 

et al. 1986). Le cétuximab recrute également les cellules immunes effectrices 

cytotoxiques contre les cellules tumorales exprimant l'EGFR (cytotoxicité médiée par 

les cellules dépendantes des anticorps-ADCC) (Seo et al. 2014). Le cétuximab ne se 

lie pas aux autres récepteurs de la famille HER. 

La protéine produite par le proto-oncogène RAS (rat sarcoma) joue un rôle central 

dans la transduction des signaux de l'EGFR en aval. Au sein des tumeurs, l'activation 
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des gènes RAS par l'EGFR contribue à l'augmentation de la prolifération, de la survie 

et de la production des facteurs angiogéniques favorisée par l'EGFR. 

Les gènes RAS constituent l'une des familles d'oncogènes le plus fréquemment 

activées dans le cadre des cancers humains. Les mutations des gènes RAS au niveau 

de certains hot-spots des exons 2, 3 et 4 engendrent une activation constitutive des 

protéines RAS indépendamment des signaux de l'EGFR. La mutation Ras est donc 

devenue un facteur prédictif de réponse au traitement par le cétuximab (Lièvre et al. 

2006). 

Le principal effet indésirable de ce médicament est une toxicité cutanée. Le 

développement de ces rashs cutanés a été corrélé avec une réponse positive au 

traitement (Liu et al. 2013) mais ce concept a été récemment remis en cause. 

D’autres inhibiteurs de tyrosine kinase ont également été développés tels que le 

géfitinib ou l’erlotinib mais ces deux molécules sont principalement utilisées dans le 

traitement des cancers bronchiques. 

 

 Hormis le statut Ras, les scientifiques s’intéressent de plus en plus à l’impact 

de la localisation de la tumeur primitive. Plusieurs études récentes suggèrent que le 

cancer colorectal métastatique (mCRC) provenant de différentes parties du colon (côté 

gauche ou côté droit) auraient des résultats cliniques différents qui pourrait, en partie, 

être un reflet de l’origine embryonnaire différente du tissu normal formant le côté 

gauche et le côté droit du côlon. Dans le mCRC, les patients avec des tumeurs 

localisées à droite ont généralement un plus mauvais pronostic que ceux avec des 

tumeurs côté gauche (Loupakis et al. 2015 ; Arnold et al. 2017). De plus, une analyse 

rétrospective de plusieurs études cliniques suggère que les anticorps anti-EGFR 

seraient plus actifs contre les tumeurs côté gauche Ras wt comparativement aux 

tumeurs côté droit Ras wt (Arnold et al. 2017 ; Holch et al. 2017 ; Cao et al. 2017). De 

façon intéressante, il a été décrit que le ciblage du VEGF peut également être différent 

entre les tumeurs du côté droit et du côté gauche. C’est en particulier le cas pour le 

bevacizumab qui aurait un bénéfice sur la survie uniquement pour les tumeurs rectales 

(Boisen et al. 2013 ; He et al. 2017), ceci suggérant que les tumeurs des côtés droit et 

gauche peuvent répondre différemment aux agents anticancéreux ciblant l’EGFR et le 

VEGF. 

Néanmoins, des études supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer ces 

données.  
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3. Combinaison anti-EGFR et anti-VEGF 

Le premier lien entre l’activité des récepteurs EGFR et l’expression du VEGF a été 

documenté il y a plus de 20 ans quand il a été démontré que deux ligands des EGFR, 

l’EGF et le TGFα, pouvaient stimuler l’expression du VEGF dans les cellules gliales et 

dans les kératinocytes hyperprolifératifs. 

L’EGF régule l’expression du VEGF via la voie de signalisation MAPK/PI3K entraînant 

l’activation de trois facteurs de transcription : STAT3, Sp1 et HIFs (Larsen et al. 2011). 

 

 

Figure 16 : Intéraction entre la signalisation EGFR et VEGF (d’après Larsen 
et al. 2011) 

De ce fait, plusieurs études précliniques ont montré des résultats intéressants en 

combinant différentes molécules anti-EGFR avec des molécules anti-VEGF 

(inhibiteurs de tyrosine kinase ou anticorps monoclonaux). Malgré les résultats 

encourageant de l’étude BOND2 (combinaison de bévacizumab et de cétuximab) 

(Saltz et al. 2007), les études plus récentes PACCE et CAIRO2, n’ont pas montré de 

bénéfice dans la combinaison bevacizumab/chimiothérapie comparativement aux 

traitements seuls, même chez les patients KRAS sauvage (Hecht et al. 2009 ; Tol et 

al. 2008). 

Cependant, une étude combinant deux petites molécules, l’afatinib et le nintedanib, a 

montré une efficacité synergique dans des modèles de cancers colorectaux 
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réfractaires à une combinaison des deux anticorps monoclonaux (Poindessous et al. 

2011). 

Plus récemment, l’étude DREAM a néanmoins démontré une efficacité de la 

combinaison bevacizumab /erlotinib chez les patients atteints de cancers colorectaux 

métastatiques (Tournigand et al. 2015).  

 

IV. Immunothérapie 

L'immunothérapie consiste à utiliser les défenses immunitaires de l'organisme pour 

qu'elles s'attaquent aux cellules cancéreuses et les détruisent. Différentes approches 

ont été utilisées pendant des décennies, avant de s'orienter récemment vers une 

nouvelle stratégie prometteuse : activer les cellules immunitaires avec des 

médicaments pour rompre leur tolérance vis-à-vis des cellules cancéreuses et stimuler 

ainsi leur destruction par l'organisme. Après avoir prouvé son efficacité sur le 

mélanome métastatique (Hodi et al. 2010), cette nouvelle approche commence à 

montrer de bons résultats dans d'autres types de cancers (Voena et Chiarle 2016). 

 

La révolution actuelle de l'immunothérapie a été inaugurée par le développement en 

clinique d’anticorps monoclonaux, dont l'objectif est de bloquer des récepteurs 

impliqués dans la tolérance immunitaire. Il s'agit donc de thérapies ciblant le système 

immunitaire et non pas la cellule cancéreuse elle-même, avec l'objectif de permettre 

le développement d’une réaction immunitaire anti-tumorale. 

Parmi les molécules utilisées, on trouve : 

 le rituximab qui est utilisé pour traiter les lymphomes qui résistent à la 

chimiothérapie ou en cas de récidives 

 l'ipilimumab et le pembrolizumab pour traiter les mélanomes ayant entraîné des 

métastases 

 le nivolumab, lui aussi contre les mélanomes mais également contre les 

cancers avancés du rein, du poumon et les carcinomes épidermoïdes de la tête 

et du cou 

https://cancer.ooreka.fr/comprendre/chimiotherapie
https://cancer-de-la-peau.ooreka.fr/comprendre/melanome
https://cancer.ooreka.fr/comprendre/metastase
https://cancer-du-rein.ooreka.fr/comprendre/immunotherapie-cancer-rein
https://cancer-du-poumon.ooreka.fr/
https://cancer-de-la-peau.ooreka.fr/comprendre/carcinome-epidermoide
https://cancer-de-la-gorge.ooreka.fr/comprendre/cancer-orl-voies-aerodigestives-superieures
https://cancer-de-la-gorge.ooreka.fr/comprendre/cancer-orl-voies-aerodigestives-superieures
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L'immunothérapie peut être utilisée sous forme de traitement d'attaque (traitement 

général) ou de façon préventive pour éviter les récidives (traitement local à l'aide 

d'injections). 

On l'utilise d'un point de vue préventif dans le cadre du cancer de la vessie (et de plus 

en plus de la plèvre et du col de l'utérus à un stade métastatique) pour réduire les 

risques de rechutes suite à une ablation par chirurgie. Le traitement est local puisqu'il 

s'agit de stimuler l'immunité uniquement au niveau vésical en y injectant du BCG. 

D'un point de vue curatif, l'immunothérapie consiste à injecter des activateurs du 

système immunitaire (anticorps, cytokines, immunoglobulines, interleukine-2 ou 

interférons produits par génie génétique) dans l'ensemble de l'organisme. Le 

traitement est général puisque le corps entier va en bénéficier.  

L'immunothérapie est une méthode porteuse d'espoir. Néanmoins, la durée de vie 

globale des patients n'est que faiblement augmentée alors que les effets indésirables 

sont très importants avec notamment des syndromes grippaux fréquents, des nausées 

et des maux de ventre, des troubles cutanés, une importante rétention d'eau, des 

dépressions, une importante fatigue et une perte d'appétit et donc de poids, des 

troubles thyroïdiens et hépatiques, des troubles de la formule sanguine, etc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://cancer.ooreka.fr/comprendre/chirurgie-cancer
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Chapitre III : L’angiogénèse 

I. Définition 

L’angiogénèse se définit comme la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir 

de vaisseaux préexistants. Ceci est avant tout un phénomène physiologique 

indispensable a de nombreux processus biologiques. L’activité angiogénique est 

prédominante lors du développement embryonnaire et post natal. La formation du 

réseau vasculaire s’établit selon deux étapes distinctes. Une première étape de 

vasculogénèse permet la formation d’un réseau primitif à partir de cellules 

progénitrices endotheliales (ou angioblastes). Ce phénomène est restreint à une étape 

précoce du développement vasculaire. L’étape d’angiogénèse, à proprement parler, 

permet ensuite de créer de nouveaux vaisseaux sanguins et donc d’étendre le réseau 

vasculaire. Le développement de ce réseau mature se fait par élongation, 

bourgeonnement, division et remodelage des vaisseaux existants (Swift et Weinstein 

2009 ; Carmeliet 2000). 

 

 

Figure 17 : Les étapes de l’angiogenèse normale (d’après Treps et Gavard 
2015) 
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En raison de la longévité des cellules endothéliales, à l’âge adulte, le système 

vasculaire est généralement à l’état quiescent. En effet, l’activité angiogénique 

n’intervient que de façon locale ou transitoire. On retrouve notamment ce phénomène 

lors des menstruations, de la grossesse (Otani et al. 1999), du processus de 

cicatrisation (Tonnesen et al. 2000), de la réparation osseuse ou encore au niveau des 

cellules musculaires lors d’exercices physiques prolongés (Gustafsson et al. 1999). 

Bien qu’à l’état quiescent, l’angiogénèse peut donc être activée à l’âge adulte lors de 

stimuli particuliers. 

L’angiogénèse est un processus finement régulé par un nombre important de facteurs 

activateurs ou inhibiteurs. Lors de déréglement ou dysfonctionnement du système de 

régulation, ce phénomène peut devenir pathologique et être impliqué dans le 

développement de nombreuses maladies. 

L’angiogénèse est nécessaire au développement tumoral et est également impliqué 

dans d’autres processus pathologiques tels que la dégénerescence maculaire liée à 

l’âge (DMLA), certains problèmes cardiaques ou respiratoires, les phénomènes 

d’inflammations, certaines infections, ou encore l’obésite (Carmeliet et Jain 2000). 

 

II. L’angiogénèse tumorale 

 

1. Découverte du lien angiogénèse/cancer 

 

Le lien entre cancer et angiogénèse est établi depuis longtemps. Il y a plus d’un 

siècle, il a été mis en évidence que la croissance tumorale était généralement 

accompagnée d’une augmentation de la vascularisation (Goldmann 1908). Plus tard, 

il a été proposé que la croissance tumorale était fortement dépendante du 

développement vasculaire. En 1968, il a été décrit que les cellules cancéreuses 

pouvaient produire des substances angiogéniques et ainsi induire, à distance, la 

formation de nouveaux vaisseaux sanguins (Greenblatt et Shubi 1968 ; Ehrmann et 

Knoth 1968).  

Enfin, en 1971, le lien entre cancer et angiogénèse fut confirmé par le Dr. Folkman ; il 

émit l’hypothèse qu’inhiber l’angiogénèse, et donc la croissance vasculaire, 

appauvrirait la tumeur en oxygène et nutriments et bloquerait donc le développement 

tumoral par induction d’hypoxie au sein de la tumeur (Folkman 1971). A partir de cette 
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théorie est né le concept de thérapie anti-angiogénique ciblée. Suite à ces 

observations et hypothèses, de nombreuses études ont été realisées afin de 

déterminer les facteurs responsables de l’angiogénèse. Ceci a conduit à l’identification 

de nombreux régulateurs de l’angiogénèse dont certains représentent aujourd’hui des 

cibles thérapeutiques. 

 

2. Croissance tumorale et transition angiogénique 

 

Il est établi que la croissance tumorale n’est pas linéaire et se déroule selon 

deux phases distinctes : une première étape dite avasculaire suivie d’une seconde 

dans laquelle la vascularisation, et donc l’angiogénèse, jouent un rôle essentiel 

(Bergers et Benjamin 2003). 

Dans la plupart des cas, les cellules tumorales entament leur croissance dans 

un environnement avascularisé. Jusqu’à une taille généralement de quelques 

millimètres cube, l’apport en nutriment et en oxygène est assuré par simple diffusion 

passive. Les tumeurs atteignent ensuite un état dormant qui se caractérise par un 

équilibre entre prolifération et apoptose (ou nécrose). Cette phase de dormance 

tumorale a été mise en évidence lors d’autopsie de patients décédés suite à des 

causes autres que le cancer (Black et Welch 1993). Ce résultat suppose que seule 

une partie des tumeurs dormantes entre dans la seconde phase de croissance 

vascularisée. Afin de se développer pleinement, les tumeurs acquièrent ensuite un 

phénotype angiogénique (Gullino 1978). 

Le passage des cellules cancéreuses dites dormantes vers un état plus invasif est 

appelé transition angiogénique ou switch angiogénique (Hanahan et Folkman 1996). 

Ce phénomène se traduit par la libération de facteurs proangiogéniques. 

Ceci conduit à une rupture de l’équilibre entre les régulateurs pro et antiangiogéniques 

et ainsi à la formation de nouveaux vaisseaux sanguins nécessaires au 

développement tumoral et à la dissémination métastasique (Bergers et Benjamin 

2003). 
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Figure 18 : Transition angiogénique 

 

Différents stimuli peuvent être à l’origine de cette transition et de l’initiation de 

l’angiogénèse : stress métabolique, stress mécanique, réponse immune et 

inflammatoire ou encore par exemple des mutations géniques (activation d’oncogènes 

ou délétion de gènes suppresseurs de tumeurs) (Kerbel 2000 ; Carmeliet 1999).  

Parmi ces différents facteurs, l’hypoxie semble être un élément clé. Comme toutes 

cellules, les cellules cancéreuses ont besoin d’apport en oxygène et nutriments pour 

leur croissance. A partir d’un certain stade de développement de la tumeur, des 

cellules tumorales se trouvent trop éloignées des vaisseaux sanguins et l’apport par 

simple diffusion passive ne peut plus avoir lieu. Ces cellules se retrouvent donc en 

situation d’hypoxie, libèrent des facteurs pro-angiogéniques et ainsi induisent le 

phénomène d’angiogénèse (Carmeliet et Jain 2000). Cette transition angiogénique 

peut avoir lieu à différents stades de la progression tumorale en fonction du type de 

tumeurs et de l’environnement. Elle peut notamment avoir lieu à des stades précoces 

de la progression (lésions pré-cancéreuses) (Bergers et Benjamin 2003). 

 

3. Réseau vasculaire tumoral 

 

Les vaisseaux sanguins produits lors de l’angiogénèse tumorale sont anormaux à la 

fois d’un point de vue structural et fonctionnel. Contrairement aux vaisseaux normaux, 

ils sont hautement désorganisés, tortueux, gonflés et leurs diamètres irréguliers. Ils 

sont caractérisés par des branchements et interconnections excessifs. Leurs parois 
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sont également fragiles et irrégulières. Elles présentent des ouvertures en raison de 

jonctions intercellulaires lâches et élargies. La membrane basale est discontinue et 

incomplète ce qui conduit à une perméabilité accrue de ces vaisseaux (Carmeliet et 

Jain 2000). 

 

 

 

Figure 19 : Réseau vasculaire normal (gauche) et pathologique (droite). 

Représentation schématique de la balance entre facteurs pro et anti-

angiogéniques (d’après Jain 2005) 

 

Ces anomalies structurales ont des conséquences fonctionnelles. La structure de ces 

vaisseaux conduit à un flux sanguin irrégulier et chaotique (Baish et Jain 2000). Ceci 

conduit, malgré la néovascularisation, à maintenir un état d’hypoxie et une acidité dans 

certaines régions des tumeurs. Ce phénomène favorise donc une surproduction de 

facteurs pro-angiogéniques et participe ainsi à une persistance et une exacerbation de 
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l’architecture anormale de ces vaisseaux. L’ensemble de ces caractéristiques 

favorisent l’invasion des cellules tumorales et donc le processus métastasique. Ces 

anomalies structurales et fonctionnelles ont également un effet sur les traitements anti-

cancéreux classiques. La détérioration de l’apport sanguin ainsi que l’hypertension 

interstitielle qui résulte de l’architecture de ce réseau interfèrent non seulement avec 

l’apport en oxygène mais également avec la diffusion des agents thérapeutiques 

cytotoxiques. L’hypoxie et les différences de pH au sein des tumeurs peuvent induire 

l’apparition de résistances aux traitements par chimiothérapie et radiothérapies (Jain 

2005 ; Helmlinger 1997). Etrangement, l’un des avantages de l’utilisation d’agents anti-

angiogéniques est de conduire très transitoirement à une normalisation du réseau 

vasculaire tumoral. Celle-ci peut ainsi réduire les problèmes d’hypoxie et ainsi accroitre 

non seulement la diffusion en oxygène mais également celle en agents cytotoxiques. 

Par conséquent, l’utilisation de thérapies anti-angiogéniques en association avec des 

traitements plus conventionnels peut ainsi renforcer l’efficacité des traitements de 

chimiothérapie et radiothérapie (Jain 2005). 

 

4. Régulateurs de l’angiogénèse 

 

L’angiogénèse apparait donc comme un phénomène complexe, finement régulé par 

divers activateurs (facteurs pro-angiogéniques) et inhibiteurs (facteurs anti-

angiogéniques). Depuis la mise en évidence du rôle clé de l’angiogénèse dans la 

croissance tumorale, de nombreux régulateurs endogènes ont été identifiés et étudiés. 

De nombreux facteurs pro-angiogéniques agissant directement ou non sur la 

prolifération et la différentiation des cellules endothéliales ont été mis en évidence, en 

particulier : le VEGF, le FGF (Fibroblast Growth Factor), le PDGF (Platelet-Derived 

Growth Factor), l’angiogénine, le NO (Gacche et Meshram 2014). De la même 

manière, un large nombre de facteurs endogènes anti-angiogéniques ont été 

caracterisés ces dernières années : la TPS-1 (thrombospondine-1), l’angiostatine, les 

VEGFR solubles et l’endostatine (Ribatti 2009). 

Ces différents régulateurs peuvent être produits soit par les cellules tumorales, soit par 

les cellules de l’environnement (cellules du stroma, de la matrice extracellulaire). Parmi 

ces régulateurs, les deux molécules les plus etudiées sont d’une part le facteur pro-

angiogénique VEGF et d’autre part le facteur anti-angiogénique TPS-1. 
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En conditions pathologiques et en particulier lors de cancers, l’équilibre entre ces 

facteurs pro et anti-angiogéniques est rompue en faveurs des inducteurs de 

l’angiogénèse (Baeriswyl et Christofori 2009 ; Bergers et Benjamin 2003). Ces 

régulateurs, et notamment le VEGF, induisent une cascade d’évènements 

(dégradation de la membrane basale, augmentation de la perméabilité, dégradation 

de la matrice extracellulaire) conduisant à la migration, l’invasion et la prolifération 

cellulaires nécessaires au mécanisme de l’angiogénèse et donc à la croissance 

tumorale (Gacche et Meshram 2014). 
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Chapitre IV : La régulation de l’angiogénèse 

 

Parmi les facteurs pro-angiogéniques, le VEGF semble être l’un des acteurs principaux 

de l’angiogénèse tumorale. Il exerce son activité pro-angiogénique en se fixant à la 

surface de récepteurs à activité tyrosine kinase (VEGFR). 

 

I. Le VEGF 

 

La famille des VEGF est constituée de sept protéines : les VEGF A, B, C, D, E, F et le 

PIGF (Placental Growth Factor). Chacune de ces protéines a un rôle et un mode 

d’action différent.  

Le VEGF-A (appelé VEGF) est le membre de la famille des VEGFs le plus étudiés. 

Différents isoformes de cette protéine existent (Takahashi et Shibuya 2005) : VEGF-

121, VEGF-145, VEGF-148, VEGF-162, VEGF-165, VEGF-183, VEGF-189 et VEGF-

206. Ces isoformes résultent d’un épissage alternatif de l’ARN. Elles ont en commun 

les 115 premiers acides aminés en position N-terminale ainsi que pour la plupart les 

six résidus en C-terminal. Le VEGF-165 est la forme dominante chez l’homme. Celui-

ci est donc couramment appelé VEGF. 

Structuralement, le VEGF est une glycoprotéine homodimérique antiparallèle de 45 

kDa dont les deux monomères sont reliés par deux ponts disulfures. 

Il exerce son activité biologique par sa liaison aux récepteurs tyrosine kinase 

transmembranaires incluant : VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/Flk-1 et les récepteurs à la 

neuropillines : NRP-1 et NRP-2. 

Le VEGF joue un rôle essentiel dans l’angiogénèse. Au niveau physiologique, le VEGF 

est indispensable au développement du réseau embryonnaire (Carmeliet et al. 1996 ; 

Ferrara et al. 1996) et est aussi impliqué dans les phénomènes d’angiogénèse 

survenant à l’âge adulte. 

Ce facteur de croissance est également impliqué dans le développement de 

différentes pathologies telles que l’arthrite, les maladies cardiovasculaires, certaines 

complications du diabète, la rétinopathie, le psoriasis ou encore le cancer (Gacche et 

Meshram 2014). 
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Le VEGF joue un rôle clé dans l’angiogénèse tumorale. Ce facteur de croissance est 

surexprimé dans de nombreux cancers (Ferrara 2004). Son expression est finement 

régulée. L’hypoxie a un rôle essentiel dans sa régulation via le facteur de transcription 

HIF-1α (Hypoxia Inducible Facteur) (Kerbel 2008 ; Ferrara et Davis-Smyth 1997). De 

plus, le VEGF peut être séquestré dans la matrice extracellulaire (MEC). Sa libération 

est régulée par différentes protéines telles que les héparinases, la plasmine ou encore 

des métalloprotéases matricielles (MMPs). Ce mécanisme de séquestration/libération 

participe à la régulation de ce facteur de croissance (Lee et al. 2005). 

Initialement identifié pour ses propriétés de perméabilité des vaisseaux, le VEGF induit 

également de nombreux autres effets (Ferrara 2004 ; Ferrara et Davis-Smyth 1997) ; 

il assure la migration, l’invasion, la prolifération et la survie des cellules endothéliales. 

Il exerce également un effet sur d’autres types cellulaires dont les monocytes, les 

cellules progénitrices de la moelle osseuse ainsi que les cellules du système 

immunitaire. 

 

Le VEGF-B est exprimé dans le tissu adipeux et se présente sous deux isoformes : 

l’isoforme VEGF-B167 peut s’associer à la matrice extracellulaire (Olofsson et al. 

1996) tandis que l’isoforme VEGF-B186 est diffusible et circule librement (Olofsson et 

al. 1996). Le VEGF-B semble jouer un rôle dans la maintenance des nouveaux 

vaisseaux sanguins formés lors de conditions pathologiques. Il joue un rôle important 

dans différents types de neurones et étant donné sa grande expression dans les tissus 

musculaires striés et le myocarde, il pourrait avoir une fonction dans le métabolisme 

énergétique (Li et al. 2009).  

 

Le VEGF-C appartient à la famille PDGF/VEGF. C’est un des effecteurs majeurs de 

régulation de la lymphangiogénèse (Li et al. 2011). Il a été également montré que ce 

facteur permet d’améliorer les capacités d’invasion des cellules de cancers de l’ovaire 

in vitro (Ueda et al. 2005). Une forte expression de VEGF-C est parfois retrouvée dans 

les cancers du sein, de la prostate, du côlon et du poumon et est associée au 

phénomène de lymphoangiogénèse, à l’apparition de métastases lymphatiques et à 

une mauvaise survie des patients (Li et al. 2011 ; Nakamura et al. 2005 ; Yang et al. 

2006 ; Guo et al. 2009). 
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Le VEGF-D stimule la croissance vasculaire et la croissance des cellules endothéliales 

lymphatiques en se fixant sur le VEGFR-2 et le VEGFR-3 (Akahane et al. 2006). Cette 

protéine joue un rôle majeur dans la lymphangiogénèse. 

 

Le PlGF (Placental like Growth Factor) a été le deuxième facteur de la famille VEGF à 

être découvert. Il existe 4 isoformes PlGF (PlGF-1, -2, -3 et -4) qui résultent d’épissage 

alternatif et diffèrent dans leur taille et leur fonction biologique. PlGF-1 et -3 se lient au 

VEGFR-1 tandis que PlGF-2 se lie également au NRP-1 et NRP-2. Le PlGF induit 

l’angiogénèse par plusieurs mécanismes : en affectant directement les cellules 

endothéliales via VEGFR-1, il peut séparer VEGF de VEGFR-1 ce qui permet au VEGF 

d’activer VEGFR-2, il peut agir comme stimulant en se liant au VEGFR-1 qui à son 

tour peut augmenter la sensibilité des cellules au VEGF via VEGFR-2 (Ribatti 2008). 

Généralement, les niveaux plasmatiques et tumoraux du PlGF sont corrélés au stade 

tumoral, à la vascularisation, à la récurrence, aux métastases et à la survie de de 

nombreux cancers (Matsumoto et al. 2003 ; Chen et al. 2004 ; Parr et al. 2005 ; Wei 

et al. 2005 ; Ho et al. 2007). Une expression élevée de PlGF est principalement 

retrouvée dans les cancers gastriques et les cancers du sein (Fisher et al. 2007) tandis 

qu’une faible expression de ce facteur dans les cancers du côlon et du poumon peut 

être due à une méthylation aberrante du promoteur (Xu et Jain 2007). 

 

Le VEGF-E est un autre membre de la famille VEGF encodé par des virus et qui se lie 

spécifiquement au VEGFR-2 (Ogawa et al. 1998) et le VEGF-F a été identifié dans du 

venin de serpent (Yamazaki et al. 2009). 

 

II. Les récepteurs du VEGF 

 

Surexprimé dans de nombreux cancers, le VEGF assure son activité pro-angiogénique 

en se fixant sur la partie extracellulaire de récepteurs membranaires présents à la 

surface des cellules endothéliales, et ainsi permet le développement de nouveaux 

vaisseaux. 

Chez l’homme, on dénombre trois récepteurs à activité tyrosine kinase (VEGFR-1, 

VEGFR-2 et VEGFR-3) ainsi que deux co-récepteurs dépourvus d’activité tyrosine 

kinase (NRP-1 et NRP-2). Les membres de la famille des VEGFs se lient avec des 
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affinités différentes sur les trois récepteurs à activité tyrosine kinase et activent des 

voies de signalisation différentes. Cela conduit à des effets, au niveau cellulaire, 

différents (Hicklin et Ellis 2005 ; Koch et al. 2011 ; Koch et Claesson-Welsh 2012 ; 

Shibuya 2014). Toutes les isoformes du VEGF-A se lient à la fois au VEGFR-1 (Flt-1) 

et au VEGFR-2 (KDR). Le VEGF-B ainsi que le PlGF (PlGF-1 et 2) se lient 

spécifiquement au VEGFR-1. Des hétérodimères de VEGF-A et PlGF ont également 

été identifiés, et il a été démontré qu’ils activaient le VEGFR-2. Le VEGF-E interagit 

spécifiquement avec le VEGFR-2 et les facteurs de croissances VEGF-C et D se lient, 

quant à eux, aux récepteurs VEGFR-2 et VEGFR-3 (Hicklin et Eliis 2005). 

Il a été mis en évidence que les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 jouent un rôle 

primordial dans l’angiogénèse tandis que le VEGFR-3 active des voies de signalisation 

conduisant à la lymphangiogénèse (Kaipainen et al. 1995). 

Contrairement aux VEGFRs, les neuropilines ne possèdent pas de domaine à activité 

tyrosine kinase et par conséquent ne peuvent, à elles seules, activer des voies de 

signalisation. Il est suggéré que NRP-1 et NRP-2 agissent comme des co-récepteurs 

des VEGFRs en augmentant l’affinité des ligands pour ces récepteurs et ont ainsi un 

rôle dans la régulation de l’angiogénèse (Soker et al. 1998 ; Soker 2011). De plus, ils 

jouent un rôle dans le recyclage de ces récepteurs (Pang et al. 2014). 

 

 

Figure 20 : Les récepteurs au VEGF et leurs ligands (d’après Hicklin et, Ellis 

2005) 
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Les récepteurs VEGFRs sont des récepteurs transmembranaires présents à la surface 

des cellules endothéliales. Initialement sous forme de monomères, ces récepteurs 

sont actifs sous forme de dimères.  Le mécanisme d’activation de ces récepteurs est 

similaire à celui observé pour l’ensemble des récepteurs à activité tyrosine kinase. Les 

grandes étapes sont donc : fixation du ligand, mécanisme de dimérisation et activation 

des domaines intracellulaires à activité tyrosine kinase par changement 

conformationnel puis phosphorylation de résidus tyrosines et internalisation du 

récepteur. 

 

1. VEGFR-1 

 

Le VEGFR1 est une glycoproteine de 180-185 kDa.  

Le VEGFR-1 se lie au VEGF-A (de Vries et al. 1992) et est le seul récepteur pouvant 

également lier le VEGF-B (Olofsson et al. 1998) et le PlGF (Park et al. 1994). Il est 

principalement exprimé par les cellules vasculaires mais, contrairement au VEGFR-2, 

peut également être exprimé par les monocytes-macrophages, les cellules rénales 

mésangiales et les cellules de divers types tumoraux. Les souris homozygotes 

déficientes pour ce récepteur meurent très précocement in utéro suite à un défaut 

d’organisation des structures vasculaires et à une prolifération excessive des 

hémangioblastes (Fong et al. 1995). 

De façon paradoxale, le VEGFR-1 se lie au VEGF avec une affinité dix fois supérieure 

au VEGFR-2 mais possède de faibles propriétés de transduction du signal suite à une 

absence de tyrosines activatrices (Terman et al. 1992). Il a ainsi initialement été décrit 

comme un régulateur négatif de l’activité du VEGF grâce à plusieurs mécanismes : il 

agit comme un leurre pour le VEGF-A et VEGF-B solubles et est capable de diminuer 

l’activité du VEGFR-2. 

Cependant, d’autres études ont évoqué un rôle activateur du VEGFR-1, notamment à 

travers des effets sur le recrutement des cellules souches endothéliales progénitrices 

via l’activation de Src et ERK1/2. Les fonctions du VEGFR-1 sont également variables 

selon son ligand : la liaison du PlGF au VEGFR-1 est capable d’activer par 

transphosphorylation le VEGFR-2 dans les cellules exprimant les deux types de 

récepteurs alors que la liaison du VEGF-A entraîne la formation d’hétérodimères. 
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Il existe une forme soluble du VEGFR-1, résultant d’un épissage alternatif, qui pourrait 

moduler ou diminuer l’activité du VEGF ou PlGF circulant. Celle-ci a été décrite à l’état 

physiologique dans le liquide amniotique ainsi que dans plusieurs types tumoraux 

comme le cancer du sein (Kendall et Thomas 1993). 

Il a été montré que le VEGFR-1 était exprimé dans des cellules tumorales et impliqué 

dans la croissance et la progression des tumeurs surtout dans le CCR. De nombreux 

travaux témoignent du rôle de ce récepteur dans l’angiogénèse tumorale. 

Il est impliqué dans la survie cellulaire. Son expression est activée au cours de 

l’angiogenèse, ainsi qu’en conditions hypoxiques via la protéine HIF-1α (Gerber et al. 

1997). 

2. Le VEGFR-2 

 

Le VEGFR-2 est une glycoprotéine de 210-230 kDa.  

Il peut lier toutes les isoformes du VEGF, à l’exception du VEGF-B, et joue un rôle 

central dans la stimulation de l’angiogénèse (Takahashi et al. 2005). Son expression 

est classiquement limitée aux cellules vasculaires : il est fortement exprimé par les 

cellules endothéliales matures et les cellules endothéliales progénitrices circulantes. 

Le rôle prédominant de ce récepteur dans l’angiogénèse est illustré par le fait que les 

souris déficientes de façon homozygote et hétérozygote pour le VEGFR-2 meurent in 

utéro suite à des défauts du développement vasculaire (Dellinger et al. 2013). 

Les effets de la liaison du VEGF-A au VEGFR-2 sont nombreux et incluent notamment 

l’augmentation de la perméabilité vasculaire, la prolifération et la survie des cellules 

endothéliales, leur migration et l’invasion (Shibuya et Claesson-Welsh 2006). 

Schématiquement, la prolifération des cellules endothéliales passe par l’activation de 

la voie MAPK, suite à l’activation de la PLCγ, alors que la survie et la migration 

cellulaire impliquent respectivement la voie PI3K et de Fak ou la voie Src (Wu et al. 

2000). 

Le VEGFR-2 peut également s’hétérodimériser avec le VEGFR-1 et le VEGFR-3 

(Simons et al. 2016). 

A l’âge adulte son expression diminue mais est réactivée lors de phénomènes 

physiologiques ponctuels ainsi que dans des pathologies telles que le cancer. 
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Il a également été montré que le VEGFR-2 est impliqué dans l’angiogénèse 

pathologique. En effet, une surexpression du VEGFR-2 a été observée au niveau du 

système vasculaire tumoral de diverses tumeurs malignes (Duff et al. 2006). 

 

3. Le VEGFR-3 

 

Le VEGFR-3 se lie au VEGF-C et VEGF-D. Son expression a longtemps été limitée 

aux cellules de l’endothélium lymphatique, mais il peut également être exprimé par les 

cellules des endothéliums vasculaires ainsi que les progéniteurs neuronaux, les 

ostéoblatses et les macrophages. Le VEGFR-3 joue un rôle important dans le 

développement cardiaque et vasculaire durant l’embryogénèse et est essentiel à la 

lymphangiogénèse à l’âge adulte (Kaipainen et al. 1995).  

A l’âge adulte, l’expression du VEGFR-3 a été associée aux processus de cicatrisation 

nécessitant une lymphangiogénèse transitoire et dans le maintien de l’intégrité de 

l’endothélium vasculaire par le biais de la modulation de la signalisation du VEGFR-2 

(Paavonen et al. 2000). Il contribue à la prolifération, la migration et la survie des 

cellules lymphatiques par plusieurs mécanismes pouvant être ligand-dépendants ou 

ligand-indépendants (Lohela et al. 2009). Plusieurs modèles ont montré que la 

surexpression du VEGFR-3 ou de de son ligand, VEGF-C, induisait une 

lymphangiogénèse tumorale et une dissémination ganglionnaire précoce. Chez 

l’homme, la surexpression du VEGFR-3 et son activation ont été décrites dans 

plusieurs types tumoraux et associées à la présence de métastases ganglionnaires. 

Son rôle n’est pas limité à la lymphangiogénèse : son expression a été associée à 

l’angiogénèse tumorale en association avec VEGF/VEGFR-2 et Notch/Delta-like4. Le 

rôle du VEGFR-3 dans la néo-angiogénèse tumorale a ainsi été décrit dans le cancer 

du sein, le mélanome et certaines formes de leucémies (Varney et Singh 2015). 

 

4. NRP-1 et NRP-2  

 

NRP-1 et NRP-2 sont deux co-récepteurs spécifiques de certains isoformes du VEGF 

circulant dépourvus de domaine intracellulaire à activité tyrosine kinase mais qui 

augmentent fortement leur affinité de liaison à leurs récepteurs (Soker et al. 1998).  

NRP-1 peut former des homodiméres ou des hétérodimères avec NRP-2 ou VEGFR-

2. Les neuropilines ont initaliement été identifiées comme des récepteurs de la 
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sémaphorine 3A, une petite molécule soluble impliquée dans la modulation du 

développement des systèmes nerveux et vasculaires (Kolodkin et al. 1997). 

Lors du développement, NRP-1 est préférentiellement exprimé au niveau artériel et 

NRP-2 au niveau veineux et lymphatique. 

L’expression forcée de NRP-1 ou son extinction dans des souris transgéniques est 

létale au stade embryonnaire et s’accompagne d’anomalies neuronales et vasculaires 

(Taniguchi et al. 1997). En revanche, les souris mutées de façon homozygote pour 

NRP-2 sont viables mais présentent des capillaires et vaisseaux lymphatiques réduits 

en nombre et en taille ; ainsi NRP-2 possède principalement un rôle dans la 

lymphangiogénèse en tant que co-facteur du VEGFR-3. 

La liaison du ligand à NRP-1 et NRP-2 est hautement spécifique : NRP-1 peut se lier 

au VEGF-A, VEGF-B et PlGF alors que NRP-2 lie le VEGF-A, VEGF-C et PlGF. NRP-

1 module la signalisation induite par le VEGFR-2 notamment en augmentant la 

migration et la survie des cellules endothéliales. NRP-1 joue également un rôle clé 

dans les modifications de perméabilité vasculaire et l’organisation spatiale de la 

néovascularisation induite par l’activation du VEGFR-2 (Favier et al. 2006).  

Une activation du signal pro-angiogénique directe par NRP-1 ou NRP-2, sans 

l’intermédiaire de l’activation d’un récepteur au VEGF a également été décrite. 

Cependant, les mécanismes exacts par lesquels NRP-1 module le signal pro-

angiogénique induit par le VEGFR-2 restent mal compris. 

Il existe également un isoforme soluble de NRP-1 qui agit comme antagoniste naturel 

en inhibant la liaison du VEGF-A au VEGFR-2 des cellules endothéliales (Gagnon et 

al.2000). 

 

III. Les autres médiateurs de l’angiogénèse 

 

1. FGFR 

 

Les facteurs de croissance des fibroblastes FGF (Fibroblast Growth Factor) forment 

une famille comportant 23 protéines identifiées à ce jour chez l'homme. Ces facteurs 

sont généralement sécrétés par des fibroblastes (Ornitz et Itoh 2001). Le rôle le plus 

important des fibroblastes, cellules du tissu conjonctif, est de maintenir la matrice 

extracellulaire des tissus conjonctifs et de réparer les lésions dues à un traumatisme. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Fibroblaste
https://fr.wikipedia.org/wiki/Matrice_extracellulaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Matrice_extracellulaire
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Ils servent aussi à réguler l'organisation et la différenciation des cellules des tissus 

environnants. 

Seuls le FGF-1 (aFGF) et le FGF-2 (bFGF) ont été bien caractérisés. Le aFGF et le 

bFGF font partie des protéines angiogéniques les plus puissantes in vivo. Le rôle du 

aFGF dans l’angiogenèse tumorale semble moins important que celui du bFGF. Le 

bFGF a été la première protéine angiogénique isolée des tissus tumoraux. Il stimule la 

croissance et la migration des cellules endothéliales, des fibroblastes, des cellules 

musculaires lisses et des neurones (Folkman 2000). Les isoformes du bFGF induisent 

la production de protéases, telles l’uPA et les MMP, par des cellules endothéliales en 

culture, suscitent la formation de tubes dans des gels de collagène, influencent la 

morphologie des cellules endothéliales par la sécrétion d’intégrines, permettent la 

communication intercellulaire par la formation de gap jonctions et augmentent la 

production de VEGF et de VEGFR2 (Nakoman et al. 2005). Indépendamment de ses 

effets angiogéniques directs sur les cellules endothéliales, le bFGF agit aussi en 

synergie avec le VEGF dans l’induction de l’angiogenèse. Le bFGF induit l’expression 

de VEGF par des mécanismes à la fois autocrines et paracrines. Le bFGF et le VEGF 

sont synergiques dans la stimulation de la formation des tubes capillaires. Le récepteur 

soluble VEGFR-2 bloque complètement l’angiogenèse cornéenne induite par des 

implants de bFGF (Folkman 2000). Le bFGF est habituellement synthétisé par les 

cellules tumorales, mais aussi par les macrophages activés recrutés par les cellules 

tumorales. Les cellules endothéliales dans les tumeurs peuvent aussi produire du 

bFGF, stimulant ainsi l’angiogenèse de façon autocrine (Seghezzi et al. 1998).  

Les FGF ont une forte affinité pour l’héparine et le sulfate d’héparine. Ils 

s’accumulent donc dans la matrice extracellulaire, d’où ils peuvent être mobilisés par 

les protéinases ou les héparinases produites par la tumeur ou les cellules 

endothéliales. Beaucoup de tumeurs humaines expriment le bFGF. Il a aussi été 

détecté dans les cellules endothéliales des sarcomes de Kaposi et dans les 

hémangiomes proliférants. Des taux élevés de bFGF ont été détectés dans le sérum 

et les urines de patients atteints de cancers colorectaux avancés, du sein, de l’ovaire, 

rénaux, et de sarcomes des tissus mous (Galdemard et al. 1995 ; Turner et Grose 

2010).  

Les premiers essais cliniques de thérapies anti-angiogéniques ont utilisé 

l’interféron pour traiter des enfants atteints d’hémangiomes menaçant la vue ou le 

pronostic vital et qui n’avaient pas répondu aux autres traitements. L’excrétion urinaire 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Diff%C3%A9renciation
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de bFGF s’est révélé un marqueur utile pour suivre l’efficacité de ce traitement 

(Robenzadeh et al. 1998).  

Il existe quatre récepteurs du FGF (FGFR) : tous lient le bFGF et l’aFGF. Leur 

structure est similaire à celle des VEGFR, avec un domaine extracellulaire contenant 

trois (et non plus sept) boucles immunoglobulines et un domaine tyrosine kinase 

interne divisé en deux. Les quatre récepteurs sont codés par quatre gènes différents, 

mais une multitude d’isoformes du FGFR1 et du FGFR2 ont été décrites (Oyama et al. 

1998). Des interactions à la surface des cellules cibles entre des monomères du bFGF 

et des protéoglycanes contenant des sulfates d’héparine sont probablement requises 

pour l’activation des récepteurs. Les sulfates d’héparine induisent une oligomérisation 

du bFGF, conduisant à la dimérisation du récepteur et à son activation (Schlessinger 

et al. 1995). 

2. Le PDGFR 

 

Le PDGF est un mitogène majeur et un chémo-attractant pour les fibroblastes, 

les cellules musculaires lisses et les cellules gliales (Kohler et Lipton 1974). Le PDGF 

existe sous la forme d’un homodimère relié par un pont disulfure ou d’un hétérodimère 

de chaînes A et B. Il existe donc trois isoformes, chacune ayant différentes affinités 

pour les récepteurs. Deux autres gènes ont été identifiés codant pour les polypeptides 

PDGF-C et PDGF-D (Li et al. 2000 ; Bergsten et al. 2001). La chaîne B du PDGF a été 

identifiée comme un proto-oncogène lorsque l’on a découvert qu’elle était l’homologue 

de v-sis, le gène transformant du virus des sarcomes du singe (Giese et al. 1990).  

Le PDGF a été détecté dans plusieurs lignées tumorales, parmi lesquelles des 

cancers du sein ou du côlon, et des mélanomes (Saeki et al. 1997). Le PDGF pourrait 

contribuer à l’angiogenèse via la prolifération des cellules endothéliales et la formation 

de tubes, l’induction du VEGF et d’autres facteurs angiogéniques, ou la stabilisation 

de la néovascularisation par le recrutement de péricytes et de cellules musculaires 

lisses. Il stimule le développement et la migration des péricytes. Le PDGF libéré par 

les cellules endothéliales induirait l’expression du VEGF et serait un facteur de survie 

des jeunes cellules endothéliales (Reinmuth et al. 2001 ; Affleck et al. 2002). Dans des 

études expérimentales, le PDGF augmente l’ARNm codant pour le VEGF dans les 

péricytes, principalement par l’activation de la voie de la phosphatidyl-inositol 3-kinase 

(PI3K). Ces études suggèrent que les péricytes pourraient protéger les cellules 
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endothéliales de l’apoptose, en partie par des cytokines qui augmentent l’expression 

de VEGF (Wang et al. 2010). 

Les récepteurs du PDGF (PDGFR) ont une structure similaire à celle des 

VEGFR et des FGFR : ils possèdent cinq domaines immunoglobulines dans la région 

extracellulaire et un domaine tyrosine kinase interne divisé en deux. La famille PDGFR 

RTK comprend le PDGFR α, le PDGFR β, et trois récepteurs non connus pour être 

directement impliqués dans l’angiogenèse : CSF-1 R, Kit et Flk 2. Le PDGF, en se liant 

au PDGFR α, inhibe les propriétés angiogéniques du bFGF in vitro et in vivo (De 

Marchis et al. 2002). Le PDGF et ses récepteurs sont coexprimés dans de nombreuses 

lignées tumorales, comme les sarcomes et les gliomes. La présence du PDGF et de 

ses récepteurs a été détectée dans des biopsies de tumeurs. Dans les gliomes, le 

VEGF et le PDGF sont des indicateurs du potentiel angiogénique (Nazarenko et al. 

2012). Une forte expression du PDGFR β et du VEGF dans les cellules endothéliales 

ou les cellules gliales permet une action combinée de ces facteurs en faveur de la 

néovascularisation. 

 

3. Angiopoïétine et Tie-2 

 

Tie-2 est un RTK dont l’expression est quasiment restreinte aux cellules endothéliales 

(Fox et al. 2001 ; Folkman 2000). La portion extracellulaire de ce récepteur comprend 

des domaines immunoglobulines, EGF-like et fibronectine III-like. Le domaine tyrosine 

kinase interne n’est pas coupé par un insert de séquences comme pour les VEGFR et 

les FGFR. Des formes solubles de Tie-2 ont récemment été mises en évidence. Les 

ligands de Tie-2 sont Ang-1 et Ang-2. Le rôle de Tie-2 et de ses ligands dans 

l’angiogenèse tumorale n’a été reconnu que récemment. Ang-1 est un facteur de 

croissance spécifique des cellules endothéliales. Cependant, Ang-1 n’a pas 

directement d’effets mitogéniques et n’entraîne pas de néo-vascularisation dans les 

expériences d’implants cornéens. Elle agit avec le VEGF pour permettre la croissance 

des vaisseaux. Elle induit la production, par les cellules endothéliales, de la chaîne B 

du PDGF, qui recrute les péricytes et les cellules musculaires lisses pour leur 

incorporation dans la paroi des vaisseaux. Ang-1 agit aussi sur la maturation des 

vaisseaux en stabilisant le réseau capillaire (Fox et al. 2001 ; Folkman 2000 ; Holash 

et al. 1999). Dans la peau de souris, la surexpression d’Ang-1 entraîne une 

augmentation de la vascularisation. La peau est plus rouge et les vaisseaux plus 
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larges, mais il n’y a pas de signes de perméabilité vasculaire ni d’œdèmes comme on 

le constate dans les mêmes modèles de surexpression du VEGF ou dans les tumeurs 

exprimant le VEGF (Folkman 2000). Ang-2 bloque Tie-2 et repousse les péricytes et 

les cellules musculaires lisses. La production d’Ang-2 est augmentée pendant 

l’angiogenèse par le VEGF ou l’hypoxie, ce qui empêche les interactions entre Ang-1 

et le VEGF, expose les cellules endothéliales au VEGF et permet la croissance de 

nouveaux vaisseaux sanguins. Les cellules endothéliales sont dépendantes d’une 

exposition continue au VEGF pour leur survie, puisque le retrait du VEGF avant la 

stabilisation du vaisseau par une enveloppe de péricytes entraîne une apoptose des 

cellules endothéliales et une régression du vaisseau (Fox et al. 2001).  

Un nouveau ligand de Tie-2 a été mis en évidence : ANGPTL3. Il est capable de lier 

l’intégrine αvβ3 et de stimuler l’angiogenèse. Il existe des preuves de l’importance de 

la voie Tie-2 dans les cancers du sein, du cerveau, du foie et du poumon et de ce que 

son blocage réduit la croissance des tumeurs et les métastases (Fox et al. 2001). 

 

 

IV. Signalisation et régulation du VEGF 

 

L’action du VEGF se fait par plusieurs mécanismes ; principalement paracrine et 

endocrine, et plus rarement, intracrine ou autocrine. Pour les deux premiers 

mécanismes, les cellules tumorales produisent du VEGF mais ne possèdent, dans la 

majorité, pas de récepteurs au VEGF, à l’exception du CCR. De façon similaire, les 

cellules endothéliales ne produisent pas, ou peu, de VEGF mais possèdent de 

nombreux récepteurs au VEGF à leur surface.  

De plus, de nombreux autres types cellulaires sont capables de séquestrer ou sécréter 

du VEGF, telles les plaquettes, les cellules musculaires et les cellules du stroma 

tumoral. Ceci explique entre autres, pourquoi les niveaux de VEGF intra-tumoral ou 

circulant ne sont pas prédictifs de la réponse aux traitements anti-angiogéniques. Un 

mode d’action autocrine a été évoqué dans plusieurs types tumoraux et dans les 

cellules souches hématopoïétique où le VEGF aurait notamment un rôle dans la survie 

cellulaire. Enfin, un mode d’action intracrine a été décrit ; si la majorité des récepteurs 

au VEGF est exprimé à la membrane cellulaire, il est possible que certains récepteurs 

localisés à l’intérieur de la cellule favorisent également la survie cellulaire. 
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La surproduction de VEGF retrouvée dans les tumeurs peut être rattachée à plusieurs 

mécanismes auxquels participe le facteur HIF. 

Dans les conditions physiologiques, l’expression du VEGF est extrêmement contrôlée. 

L’expression anarchique des facteurs pro-angiogéniques et en particuliers le VEGF 

entraine la mise en place d’un réseau vasculaire anarchique et peu fonctionnel. 

Différents facteurs contrôlent l’expression du VEGF comme l’hypoxie, la déplétion en 

glucose, la diminution du pH, les cytokines inflammatoires, les facteurs de croissance, 

les oncogènes, les hormones et certaines chimiokines (Kerbel 2008). 

Même si l’induction d’expression la plus importante est observée après stimulation par 

les facteurs de croissance ou les oncogènes, la condition physiopathologique 

d’induction de VEGF la plus étudiée est l’hypoxie (Shweiki et al. 1992). Elle régule la 

transcription, la stabilité et la traduction de l’ARNm du VEGF (Dor et al. 2001). Le 

VEGF possède dans son promoteur un élément de réponse à l’hypoxie, élément HRE 

(Hypoxia Response Element) (Forsythe et al. 1996). Cette séquence permet 

l’activation de la transcription du VEGF en réponse à l’hypoxie par la fixation du facteur 

de transcription HIF-1. HIF-1 fonctionne sous la forme d’un hétéro-dimère. Il est 

composé d’une sous unité HIF-1βdont l’expression est constitutive et d’une sous unité 

HIF-1αrégulatrice dont l’expression est régulée par l’hypoxie (Pugh et Ratcliffe 2003; 

Semenza 2003). En normoxie, la demi-vie de HIF-1αest très courte. La protéine VHL 

(von Hippel-Lindau) possède une activité E3 ubiquitine ligase et ubiquitinyle HIF-

1αpermettant sa dégradation par le protéasome (Cockman et al. 2000). En hypoxie, 

la protéine VHL est inactive ce qui entraine la stabilisation de HIF-1α. La translocation 

dans le noyau et l’interaction avec HIF1βentraine l’activation de la transcription du 

VEGF en réponse à l’hypoxie.  C’est un moyen de contrôler la stabilité de la protéine 

en fonction de la concentration en oxygène et de réguler l’expression du VEGF en 

hypoxie. 

L’expression du VEGF est également régulée indépendamment de l’hypoxie. Certains 

facteurs de croissance et certains oncogènes via la voie de signalisation ERK induisent 

la phosphorylation du facteur de transcription Sp-1 ce qui activent la transcription du 

gène VEGF (Milanini-Mongiat et al. 2002 ; Milanini et al., 1998). 
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V. Thérapies anti-angiogéniques 

Les thérapies anti-angiogéniques sont de plus en plus developpées et utilisées en 

clinique. En raison de son rôle primordial dans le développement de l’angiogénèse, la 

plupart des stratégies ciblent l’axe VEGF / VEGFR.  

Le bénéfice clinique des traitements anti-angiogéniques est dû à différents 

mécanismes. Ces molécules inhibent l’expansion des vaisseaux tumoraux. Elles 

bloquent la formation de nouvelles ramifications et inhibent l’arrivée au sein de la 

tumeur des cellules dérivées de la moelle osseuse. Elles permettent également la 

régression des vaisseaux préexistants. Le traitement inhibe les signaux de survie 

adressés aux cellules endothéliales. Ainsi, ces cellules deviennent plus sensibles à la 

chimiothérapie et la radiothérapie. Les anti-angiogéniques augmentent également 

cette sensibilité en entrainant une normalisation du réseau vasculaire. Sous traitement, 

les vaisseaux deviennent matures et fonctionnels (Goel et al. 2011). Ces observations 

expliquent pourquoi un traitement anti-angiogénique associé à une chimiothérapie est 

plus efficace que la chimiothérapie utilisée seule (Jain 2005). 

Malheureusement cette normalisation est transitoire. Après cette phase objective une 

régression excessive de la vascularisation ou un échappement de la tumeur au 

traitement est souvent observé. Il existe deux types de molécules : 

- Les molécules agissant au niveau extracellulaire : anticorps monoclonal ou 

protéine de fusion recombinante, diriges spécifiquement contre le VEGF ou 

ses récepteurs, généralement utilises en association avec les agents 

cytotoxiques. 

- Les molécules agissant au niveau intracellulaire : petites molécules 

organiques inhibitrices de l’activité tyrosine kinase des récepteurs aux 

facteurs de croissances, utilises en mono-chimiothérapie. 

1. Bevacizumab 

Le premier traitement anti-angiogénique à avoir obtenu l’autorisation de mise sur le 

marché par la FDA (Food Drug Administration), en 2004, a été le bevacizumab 

(Avastin®). Il s’agit d’un anticorps monoclonal humanisé de type IgG1 ciblant le VEGF. 

Il se lie spécifiquement au VEGF-A, inhibant de ce fait la liaison du VEGF à ses 

récepteurs, Flt-1 (VEGFR-1) et KDR (VEGFR-2), à la surface des cellules 
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endothéliales. La neutralisation de l'activité biologique du VEGF fait régresser les 

vaisseaux tumoraux, normalise les vaisseaux tumoraux restants, et inhibe la formation 

de nouveaux vaisseaux tumoraux, empêchant ainsi la croissance tumorale (Ellis 

2006). 

 
 

Figure 21 : Mécanisme d’action du Bevacizumab 

 

Il a été initialement approuvé pour le traitement du cancer colorectal métastatique en 

association avec la chimiothérapie de référence (association avec FOLFIRI). Avec 

l’arrivée du bevacizumab, c’est la première fois depuis plus de 20 ans qu’un traitement 

permet d’augmenter de quelques mois la survie des patients atteints d’un cancer 

colorectal. 

Ainsi, les données cliniques indiquent que l’association bevacizumab + IFL augmente 

la survie sans progression de 4 mois et la survie globale de 5 mois par rapport au 

traitement IFL seul (Hurwitz et al.,2004). 

Aujourd’hui, le bevacizumab est toujours utilisé dans le traitement du cancer colorectal 

métastatique en première et seconde ligne. 

Il est recommandé soit à la posologie de 5 mg/kg ou 10 mg/kg de poids corporel 

administré une fois toutes les 2 semaines, soit à la posologie de 7,5 mg/kg ou 15 mg/kg 

administré une fois toutes les 3 semaines, en perfusion intraveineuse. 

Ce composé présente des effets indésirables dont certains sont dû à son mécanisme 

d’action : 

- Les perforations gastro-intestinales sont peu fréquentes mais graves car 

elles conduisent à des hémorragies importantes 

- Les déhiscences des cicatrices qui sont en rapport avec une mauvaise 

vascularisation 
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- Les hémorragies 

- L’hypertension artérielle. Une étude a montré que l’augmentation de la 

tension artérielle serait corrélée à l’efficacité du traitement dans le cancer du 

poumon ce qui traduirait une bonne inhibition de la voie VEGF (Dahlberg et 

al. 2010) 

 

2. Aflibercept 

 

L’aflibercept, (Zaltrap®) est une protéine de fusion soluble composée de fragments du 

domaine extracellulaire des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 associé à un fragment 

Fc d’IgG1 humaine.  

 

Figure 22 : Structure de l’Aflibercept 

 

Il se lie à trois médiateurs de l'angiogenèse, le VEGF-A, le VEGF-B et le PlGF. 

Il est également connu dans la littérature scientifique sous le nom de VEGF TRAP. 

Il agit comme un récepteur leurre soluble qui se lie au VEGF-A, avec une plus haute 

affinité que ses récepteurs natifs, ainsi qu'aux ligands apparentés PlGF et VEGF-B. 

En agissant comme piège à ligand, l'aflibercept empêche la liaison des ligands 

endogènes à leurs récepteurs apparentés et, de ce fait, bloque la signalisation médiée 

par le récepteur (Holash et al. 2002). 

Il bloque l'activation des récepteurs du VEGF et la prolifération des cellules 

endothéliales, inhibant ainsi la croissance des nouveaux vaisseaux qui alimentent les 

tumeurs en oxygène et nutriments, et favorisant le ralentissement de la croissance des 

tumeurs. 
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Il est utilisé en association à la chimiothérapie FOLFIRI chez les adultes atteints d’un 

cancer colorectal métastatique résistant ou ayant progressé après un traitement à 

base d’oxaliplatine. 

L’étude VELOUR a montré que dans le traitement de patients atteints d’un cancer 

colorectal métastatique déjà traité par une chimiothérapie à base d’oxaliplatine, 

Zaltrap® en association avec la chimiothérapie FOLFIRI améliore de manière 

statistiquement significative la survie globale, la survie sans progression et le taux 

global de réponse tumorale par rapport à l’association placebo et FOLFIRI.  

Il permet une amélioration de la médiane de survie globale (de 1,4 mois) et de la survie 

sans progression (de 2,2 mois). 

Aucune étude n’a pour le moment évalué son efficacité dans le traitement des cancers 

colorectaux métastatiques résistants au bevacizumab ni son intérêt dans le traitement 

de première ligne. 

La dose recommandée de ZALTRAP est de 4 mg/kg administrée par perfusion 

intraveineuse de 1 heure, suivie du schéma posologique de FOLFIRI. 

Les principaux effets indésirables retrouvés sont une neutropénie, diarrhée, 

hypertension artérielle, leucopénie, stomatite, fatigue, protéinurie et asthénie. 

 

3. Régorafénib  

 

Le régorafénib (Styvarga®) est un médicament anti-cancéreux qui inhibe de façon 

importante de multiples protéines kinases, y compris celles impliquées dans 

l'angiogenèse tumorale (VEGFR-1, 2, 3, Tie2), l'oncogenèse (KIT, RET, RAF-1, BRAF, 

BRAFV600E) et le micro-environnement tumoral (PDGFR, FGFR). En particulier, le 

régorafénnib inhibe la protéine KIT mutée, un facteur oncogène majeur dans les 

tumeurs stromales gastro-intestinales, et bloque ainsi la prolifération des cellules 

tumorales. Dans les études précliniques, le régorafénib a fait preuve d'une activité anti-

tumorale importante sur un large spectre de modèles tumoraux, notamment des 

modèles de tumeur colorectale et de tumeurs stromales gastro-intestinales, activité 

due à ses effets anti-angiogéniques et antiprolifératifs. En outre, le régorafénib a 

présenté des effets anti-métastatiques in vivo.  

La dose recommandée est de 160mg. 

 

4. Ramucirumab 
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Le ramucirumab (Cyramza®) est un nouvel agent antinéoplasique approuvé pour le 

traitement de seconde ligne des patients adultes atteints d'un cancer gastrique avancé 

ou d'un adénocarcinome de la jonction gastro-œsophagienne.  

C’est un anticorps humain dont l’action bloque spécifiquement le VEGFR-2 ce qui 

inhibe l'activation du récepteur du VEGFR-2 stimulée par le ligand et ses composants 

de signalisation en aval, dont les protéines kinases activées par les mitogènes 

p44/p42, neutralisant la prolifération et la migration des cellules endothéliales 

humaines induites par le ligand. 

Il est utilisé en association avec le paclitaxel ou seul à une dose de 8mg/kg.  

 

Le développement du ramucirumab est toujours en cours avec plusieurs études 

d’association. Une étude de phase III (RAINFALL) a pour objectif de démontrer l’utilité 

du ramucirumab en première ligne de traitement des adénocarcinomes œso- 

gastriques localement avancés ou métastatiques. Le ramucirumab est administré dans 

cette étude à la dose de 8 mg/kg à J1 et J8, associé au cisplatine (80 mg/kg) tous les 

21 jours et à la capécitabine (1 000 mg/kg) en deux prises par jour pendant 2 semaines 

sur 3. Le ramucirumab est également testé dans des phases plus précoces en 

association à des composés innovants comme d’autres anti-angiogéniques ou des 

immunothérapies. La tolérance et l’efficacité intéressantes du ramucirumab en 

association à la chimiothérapie constituent une piste prometteuse pour ces nouvelles 

études. 

 

5. Les marqueurs prédictifs de l’efficacité 

 

Presque dix ans après la première autorisation de mise sur le marché pour une 

molécule anti-angiogénique dans le traitement des cancers, aucun marqueur prédictif 

d’efficacité n’est définitivement validé. Pourtant l’utilisation des marqueurs prédictifs 

est indispensable pour une meilleure prise en charge des patients. De façon générale, 

l’amélioration de la survie globale des patients sous traitement anti-angiogénique est 

limitée. Mais certains patients répondent mieux que d’autres. Il est donc important de 

mettre en évidence des marqueurs permettant de sélectionner les patients les plus 

répondeurs. Ces marqueurs optimiseraient la dose et le schéma thérapeutiques de 

ces molécules. Identifier des marqueurs de résistances au traitement mettrait en 

évidence de nouvelles cibles thérapeutiques. Enfin, ils permettraient d’identifier les 
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patients avec un risque important de développer des effets secondaires. D’un point de 

vue économique, ces marqueurs sont également très importants. Les coûts de ces 

traitements sont très élevés. Pouvoir sélectionner les patients répondeurs avant 

traitement diminuerait les dépenses de santé. 

 

De façon générale, un bon marqueur prédictif doit être facilement mesurable avec une 

technique peu invasive et doit permettre une évaluation rapide. Le mécanisme ciblé 

par les traitements anti-angiogéniques est très complexe. La diversité des traitements 

et la variabilité de la réponse au traitement sont donc très importantes. Ainsi, il est 

facile d’imaginer la difficulté d’identifier un marqueur prédictif universel qui ne serait 

sans doute pas suffisant. 

Pour sélectionner les patients avec une sensibilité plus importante, la clé est 

l’identification de marqueurs prédictifs de l’efficacité. Bien que certains résultats 

semblent prometteurs, aucun marqueur n’est utilisé en routine pour sélectionner les 

patients répondeurs au traitement. Un traitement personnalisé en fonction des 

prédispositions de chacun est l’objectif à atteindre dans le futur.  

 

Parmi les biomarqueurs prédictifs des thérapies VEGF, il a été proposé que dans le 

cancer colorectal, les niveaux d’expression de CXCL8 sont corrélés avec la réponse 

des patients au bevacizumab associé à la chimiothérapie de référence. Le CXCL8 est 

une cytokine pro-inflammatoire et pro-angiogénique impliquée dans l’angiogenèse 

tumorale. Des niveaux élevés de cette cytokine avant traitement sont corrélés à une 

survie sans progression plus faible chez les patients traités (Kopetz et al., 2010). Une 

autre étude suggère que les niveaux sériques d’Ang-2 constituent un marqueur 

prédictif du traitement par le bevacizumab. Des niveaux faibles d’Ang-2 avant 

traitement sont corrélés à un meilleur taux de réponse et à une augmentation de la 

survie sans progression des patients traités par bevacizumab et chimiothérapie 

(Goede et al., 2010). Plusieurs études ont mis en évidence qu’une quantité faible de 

cellules endothéliales circulantes favorise l’action des traitements anti-angiogéniques 

et augmente la survie sans progression et la survie globale des patients traités 

(Manzoni et al., 2012 ; Matsusaka et al., 2011). Certains polymorphismes dans des 

gènes impliqués dans la régulation de l’angiogenèse sont également corrélés à une 

réponse positive des patients au bevacizumab, notamment dans les gènes codant IL-

6, p53, MMP-9, CXCR1 et VEGFR-1 (Hansen et al., 2012). Enfin l’hypertension, un 
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des effets secondaires les plus importants des traitements anti-angiogéniques, est 

associée à une augmentation de la survie sans progression des patients traités par le 

bevacizumab (De Stefano et al., 2011) et peut être considérée comme un marqueur 

prédictif dans le cancer colorectal métastatique. 
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Chapitre V. La transition épithélio-mésenchymateuse 

I. Définition 

Les cellules épithéliales sont à la base de nombreuses fonctions vitales chez les 

mammifères, en particulier grâce à leurs propriétés de polarisation et de cohésion 

dynamiques regroupées sous le terme de « plasticité épithéliale ».  

Une manifestation originale de cette plasticité est la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT). L’EMT est un processus complexe qui permet à une cellule 

épithéliale (ou un groupe de cellules) de modifier sa composition et l'organisation de 

ses protéines pour se détacher de la masse cellulaire à laquelle elle appartient. 

Cette cellule (ou ce groupe de cellules) acquiert ainsi une organisation de type 

fibroblastique propice à la motilité cellulaire. L’EMT est donc un processus dynamique 

et réversible, au cours duquel les cellules perdent leurs caractéristiques épithéliales et 

développent des propriétés mésenchymateuses.  

Les cellules épithéliales et mésenchymateuses se différencient en effet par des 

caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques. Les cellules épithéliales, qui 

tapissent les surfaces et cavités du corps, sont étroitement liées par des complexes 

d’adhérence intercellulaire (jonctions serrées, jonctions adhérentes, desmosomes et 

jonctions gap) ce qui limite leur mobilité. Elles présentent également une polarité apico-

basale, caractérisée par une distribution des structures d’adhérence cellulaire au pôle 

apical, et la présence d’une membrane basale au pôle opposé de la cellule. A la 

différence des cellules épithéliales, la plupart des cellules mésenchymateuses 

interagissent préférentiellement avec la matrice extracellulaire en utilisant des contacts 

focaux. De ce fait, elles ne forment pas de couches cellulaires organisées, ne 

présentent pas de polarité apico-basale et possèdent des capacités migratoires 

importantes.  

Il a été proposé de classifier l’EMT en trois sous-types différents selon le contexte 

biologique dans lequel elle apparaît (Kalluri et Weinberg 2009).  

L’EMT de type 1 est décrite dans l’embryogenèse particulièrement lors de la 

gastrulation et du développement de la crête neurale (Thiery et al. 2009). L’EMT de 

type 1 concerne également l’invasion trophoblastique (Vicovac et Aplin 1996) et la 

morphogenèse (morphogenèse mammaire et pulmonaire) (Fata et al. 2004). Ce type 

http://www.synergielyoncancer.fr/glossaire/epitheliale
http://www.synergielyoncancer.fr/glossaire/cellule
http://www.synergielyoncancer.fr/glossaire/cellule
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d’EMT génère donc des phénotypes mésenchymateux mais peut également être 

transitoire. Certaines cellules peuvent en effet subir une transition inverse 

mésenchymo-épithéliale (MET) afin de générer des épithéliums secondaires (Nieto et 

al. 2016).  

L’EMT de type 2 est associée à la cicatrisation, à la régénération tissulaire et à la 

fibrose (Kim et al. 2006; Potenta et al. 2008; Zeisberg et al. 2007). Elle est initiée par 

des signaux moléculaires produits en réaction à une lésion, principalement par des 

cellules inflammatoires mais aussi des fibroblastes ou des cellules épithéliales elles-

mêmes. Le programme de ce type d’EMT commence par un événement de réparation 

qui génère des cellules fibroblastoïdes impliquées dans la reconstruction du tissu. Cet 

EMT est fréquemment associée à une inflammation et cesse dès que cette dernière 

s’atténue. Néanmoins, lors de la fibrose, l’EMT de type 2 peut se prolonger dans le 

temps en réponse à une inflammation continue, ce qui peut finalement mener à la 

destruction de l’organe.  

L’EMT de type 3 se présente dans le contexte de la croissance tumorale et de la 

progression cancéreuse (Kalluri et Weinberg 2009; Thiery 2002), quand les cellules 

tumorales épithéliales se transforment en un phénotype plus mésenchymateux qui 

génère des cellules avec des propriétés invasives leur permettant de migrer vers la 

circulation sanguine et de disséminer par voie systémique vers d’autres organes et 

ainsi de former des métastases. Ce processus d’EMT semble donc être le mécanisme 

responsable de l’acquisition de phénotypes malins par les cellules tumorales 

épithéliales.  

Les processus d’EMT peuvent être incomplets et sont réversibles dans de nombreux 

contextes biologiques, conduisant à l’existence de nombreux phénotypes 

mésenchymateux.  

 

II. EMT et cancers 

Bien que le rôle de l’EMT au cours de la progression tumorale soit resté longtemps un 

sujet de controverse, la réactivation aberrante de ce processus est maintenant 

considérée comme l’une des forces motrices de la dissémination métastatique au 

cours des étapes avancées du développement de carcinomes (Yang et Weinberg 

2008). Les facteurs de transcriptions de l’EMT ont en effet en commun la capacité de 

réprimer, de façon directe ou indirecte, l’expression de l’E-cadhérine, facteur clé des 
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jonctions adhérentes. En plus de contribuer à la perte des contacts intercellulaires et 

de la polarité apico-basale, l’EMT est également associée à un gain de marqueurs 

mésenchymateux, avec l’induction de l’expression de gènes tels que la N-cadhérine, 

la fibronectine ou la vimentine. L’EMT permet ainsi aux cellules tumorales d’acquérir 

la mobilité et la plasticité nécessaires pour accomplir certaines étapes critiques du 

processus métastatique : invasion, intravasation, extravasation et implantation sur un 

site secondaire. Une fois ce site atteint, l’absence de signaux permissifs provenant du 

microenvironnement peut conduire au retour des cellules vers un phénotype épithélial 

(grâce au processus inverse de transition mésenchymo-épithéliale MET), événement 

nécessaire à la formation de métastases (Tsai et al. 2012).  

 

 

Figure 23 : L’EMT dans la progression tumorale (d’après Thiery 2002) 

 

Expérimentalement, l’exposition de cellules épithéliales humaines à des cytokines 

telles que le TGFβ ou l’expression forcée de Twist1, Snail, Slug, Zeb1 ou Zeb2 

favorisent la survenue d’une EMT, accompagnée de l’acquisition de propriétés 

migratoires et invasives, et de l’augmentation de leur potentiel métastatique (Ansieau 

et al. 2010). Renforçant l’hypothèse du rôle de l’EMT au cours des premières étapes 

de la dissémination métastatique des tumeurs d’origine épithéliale, des cellules 

malignes présentant des caractéristiques mésenchymateuses ont pu être mises en 
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évidence tant dans des modèles expérimentaux murins (Rhim et al. 2012 ; Trimboli et 

al. 2008) que sur les fronts invasifs de tumeurs humaines coliques (Spaderna et al. 

2006). Cette dernière observation a conduit à la théorie selon laquelle le rôle de l’EMT 

au cours de la progression tumorale se limiterait aux étapes d’invasion et de 

dissémination métastatique. Cette vision repose sur la conception de l’EMT comme un 

processus ne donnant naissance qu’à des cellules de phénotype purement 

mésenchymateux. Les carcinomes étant composés de cellules cancéreuses de 

phénotype épithélial, il était difficile d’envisager une implication significative du 

processus de transdifférenciation au cours des phases précoces de la cancérogenèse. 

Cependant, la compréhension du processus d’EMT associée au développement 

tumoral comme étant un phénomène dynamique de réponse au stress, capable 

d’engendrer des cellules douées d’une grande plasticité et présentant des 

caractéristiques mixtes de cellules épithéliales et mésenchymateuses, a conduit à 

transformer fondamentalement cette perspective. Des données de plus en plus 

nombreuses montrent en effet que les inducteurs d’EMT Twist, Zeb et Snail/Slug sont 

fréquemment exprimés dans les tumeurs humaines, et ce dès le stade localisé 

(Ansieau et al. 2008 ; Morel et al. 2012). De façon remarquable, ces cellules 

cancéreuses conservent un phénotype épithélial tel qu’observé dans des carcinomes 

mammaires in situ. 

Une caractéristique remarquable des cellules normales est leur réactivité aux 

changements environnementaux provenant de stimuli ou d’agressions externes. Au 

cours de l’évolution des organismes vivants, les cellules ont mis en place des systèmes 

de défense, appelés “systèmes de sauvegarde”, contre les stress métaboliques 

endogènes et contre les stress occasionnés par des agents physiques et chimiques. 

Ces systèmes sont essentiels au maintien de la stabilité génétique et à un 

fonctionnement cellulaire normal (Lowe et al. 2004). 

Les principales voies de signalisation impliquées dans le contrôle de la TEM 

embryonnaire sont fréquemment réactivées au cours de la tumorigenèse, donnant une 

explication rationnelle à la surexpression fréquente des FT-TEM dans les cancers 

humains.  

La TEM est ainsi initiée en réponse à des conditions de stress des signaux issus du 

microenvironnement qui font intervenir les voies de signalisation Wnt, Hedgehog et 

Notch, et des voies empruntées par les cytokines et facteurs de croissance TGFβ 

(Transforming Growth Factor-β), EGF, FGF et HGF (Thiery et al. 2006). 
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La compression mécanique, qui peut être engendrée par une prolifération cellulaire 

anarchique, induit l’expression de Twist1 par le biais de la voie Wnt, d’une manière 

similaire à celle observée au cours de la formation du mésoderme lors de la 

gastrulation. L’hypoxie, par le biais de l’activation des facteurs HIF1/2α, peut 

également induire l’expression de Twist1 au cours du développement et de la 

progression tumorale, ainsi que celle d’autres FT-TEM tels Snail et Slug, pour favoriser 

la dissémination de cellules dans un environnement moins hostile (Gort et al. 2008). 

Ces observations soulignent la synergie existant entre ces facteurs de transcription et 

le microenvironnement tumoral. Plutôt que des inducteurs constitutifs de la TEM, ces 

protéines apparaissent désormais comme des senseurs capables de promouvoir une 

TEM dans des conditions environnementales permissives. 

Une prolifération cellulaire anormale, induite en réponse à une activation oncogénique 

aberrante, est à l’origine de dommages à l’ADN dus à des erreurs de réplication et à 

la production de radicaux libres oxygénés (ROS). L’accumulation de ces altérations 

provoque l’activation de mécanismes oncosuppresseurs impliquant les voies p16INK4A-

Rb et p14ARF-p53, ce qui conduit à un vieillissement cellulaire prématuré (appelée 

“sénescence prématurée”) ou à une mort cellulaire par apoptose, préservant ainsi 

l’intégrité du tissu et de l’organisme dans son ensemble. Ces données observées 

initialement in vitro sont désormais vérifiées in vivo. Ainsi, des marqueurs de 

dommages à l’ADN et d’apoptose ont été mis en évidence dans les lésions 

précancéreuses de tumeurs humaines. De même, des marqueurs de sénescence 

cellulaire ont été observés dans des modèles expérimentaux de tumorigenèse ainsi 

que dans des lésions prénéoplasiques humaines. L’évolution vers la malignité est 

associée à une perte de ces marqueurs (Gorgoulis et al. 2005 ; Serrano et al. 1997).   

Ces observations convergent vers un modèle simplifié selon lequel le développement 

tumoral repose sur 2 principaux types d’événements au cours des phases précoces 

du processus : l’activation aberrante de voies de signalisation mitogénique et 

l’inhibition de mécanismes oncosuppresseurs qui sont normalement activés pour 

prévenir toute prolifération anormale. Ce modèle apporte une explication rationnelle 

au fait, que, in vitro, les oncogènes de types Myc ou Ras ne peuvent transformer des 

cellules qu’en l’absence de la protéine oncosuppressive p53, régulatrice clé des 

processus d’apoptose et de sénescence. L’activation des FT-TEM de la famille Twist 

(Twist1 ou Twist2) est suffisante in vitro et in vivo pour abolir la sénescence 

normalement induite en réponse à une activation anormale des oncoprotéines Ras ou 
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ErbB2, ou l’apoptose induite en réponse à une surexpression des oncoprotéines de la 

famille Myc (Ansieau et al. 2008 ; Maestro et al. 1999 ; Tran et al. 2012 ; Valsesia-

Wittmann et al. 2004). Twist1 agit au niveau de régulateurs clés de ces voies 

oncosuppressives, en inhibant l’induction d’expression de p14ARF en réponse aux 

oncoprotéines Myc, et celle de p21 et p16INK4a en réponse aux oncoprotéines Ras 

ou ErbB2. Twist1 est aussi capable d’interagir physiquement avec p53, d’interférer 

avec sa régulation post-traductionnelle et ainsi de favoriser sa dégradation par MDM2 

(Piccinin et al. 2012). Cette fonction oncogénique des protéines Twist est renforcée 

par l’observation d’une amplification du gène Twist1 dans des carcinomes du poumon 

présentant une mutation de l’EGFR (Pallier et al. 2012). Elle est également cohérente 

avec le statut de p53 dans certaines tumeurs humaines : on observe ainsi une 

corrélation inverse entre la surexpression de Twist1 et les mutations de p53 dans les 

sarcomes (Piccinin et al. 2012), et une association étroite entre l’expression de Twist1 

et l’amplification de l’oncogène N-Myc dans les neuroblastomes, tumeurs pédiatriques 

caractérisées par la rareté des mutations de p53 (Valsesia-Wittmann et al. 2004). 

L’inhibition des systèmes de sauvegarde cellulaire semble être une propriété partagée 

par les différents inducteurs de TEM. Les membres de la famille Zeb sont ainsi 

capables d’inhiber la sénescence prématurée induite dans les cellules épithéliales 

oesophagiennes en réponse à l’EGF (Ohashi et al. 2010). En accord avec ces 

résultats, l’inactivation expérimentale de Zeb1 entraîne une sénescence prématurée 

associée à l’induction d’une TEM dans les fibroblastes embryonnaires murins (Liu et 

al. 2008). De même, l’inhibition de l’expression de Snail1 provoque l’entrée en 

sénescence des cellules de carcinome prostatique LNCaP (Emadi et al. 2010). Cette 

capacité d’inhiber la réponse oncosuppressive associée à l’activation aberrante d’une 

activité mitogénique explique la coopération oncogénique démontrée in vitro et in vivo 

entre les FT-TEM et les oncogènes de type Ras ou Myc. À titre d’exemple, l’expression 

forcée de Twist1 et d’une version activée de l’oncogène Ras est suffisante pour 

transformer des cellules épithéliales mammaires immortalisées humaines et pour 

conduire au développement de tumeurs mammaires chez la souris (Morel et al. 2012). 

De même, Twist1 coopère avec Ras in vivo pour accélérer la tumorigenèse pulmonaire 

en inhibant le programme de sénescence, favorisant ainsi la progression d’un 

adénome bénin vers un adénocarcinome (Tran et al. 2012). L’inhibition d’expression 

de Twist1 dans ce modèle est suffisante pour provoquer l’entrée en sénescence des 

cellules cancéreuses et une régression tumorale. L’ensemble de ces observations 
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suggère que la réactivation des FT-TEM favorise parallèlement la progression d’une 

tumeur bénigne vers un stade malin et la dissémination métastatique. À l’appui de 

cette hypothèse, la dissémination des cellules prémalignes dans un modèle tumoral 

mammaire murin a été observée dès le stade d’hyperplasie, stade au cours duquel 

l’expression du gène Twist1 est réactivée (Husemann et al. 2008). De même, des 

cellules cancéreuses présentant un très faible nombre d’anomalies chromosomiques 

ont été identifiées et caractérisées dans la moelle osseuse de patientes atteintes de 

cancers du sein, suggérant que certaines cellules peuvent disséminer précocement, 

avant même la survenue d’une instabilité génétique (Husemann et al. 2008). Enfin, il 

faut noter que la réactivation des FT-TEM au cours de la progression tumorale semble 

pouvoir influer sur 2 autres étapes fondamentales de la progression tumorale : le 

processus de néo-angiogenèse et l’échappement au système immunitaire. Ainsi, 

l’expression ectopique des protéines Twist1 et Snail/Slug dans des modèles de carci-

nome mammaire ou d’adénocarcinome pulmonaire provoque une augmentation de la 

synthèse de VEGF et favorise la néovascularisation après injection chez l’animal 

(Mironchik et al. 2005). Par ailleurs, l’expression de Snail est associée à l’activation 

des cytokines immunosuppressives et de cellules T régulatrices, à la résistance aux 

lymphocytes T régulateurs et aux cellules dendritiques. Au final, les FT-TEM semblent 

agir comme des senseurs, activés en réponse aux stress mécaniques et métaboliques 

associés au développement tumoral, qui permettent aux cellules cancéreuses, au 

travers de l’acquisition de capacités nouvelles de plasticité et d’adaptation, de franchir 

les principales barrières oncosuppressives intrinsèques et extrinsèques (apoptose et 

sénescence en réponse à une activation oncogénique ; immunosurveillance) et 

d’obtenir les ressources et les propriétés nécessaires à leur survie en milieu hostile 

(néo-angiogenèse, motilité cellulaire). 

 

III. Hétérogénéité tumorale 

 

Le tissu cancéreux constitue un système complexe, composé de populations variées 

en termes tant génétiques que fonctionnels. Les cellules qui le composent sont 

capables de s’adapter à leur écosystème grâce à leur diversité et aux interactions 

qu’elles établissent avec leur microenvironnement. La diversité des populations de 

cellules cancéreuses au sein d’une tumeur donnée est en partie de nature génétique. 
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Le développement des approches de séquençage à haut débit a permis de démontrer 

récemment cette dimension et a mis en exergue les conséquences cliniques de la 

pression sélective exercée sur les cellules cancéreuses au cours du développement 

et de l’évolution des pathologies cancéreuses (Chisholm et al. 2015 ; Swanton 2012). 

Selon le modèle darwinien de la progression tumorale, l’acquisition par les cellules 

précancéreuses et cancéreuses d’anomalies associées à un avantage de prolifération 

ou de survie est à l’origine de vagues successives de phases d’expansion clonale 

(Cahill et al. 1999). Cette source de diversité est favorisée par l’instabilité génétique 

qui caractérise les cellules cancéreuses. Elle augmente les capacités d’adaptation de 

la tumeur au cours des différentes étapes de l’évolution de la pathologie, incluant la 

réponse aux thérapeutiques, et est à l’origine d’une hétérogénéité intratumorale 

spatiale, les différents clones tumoraux étant distribués au sein de la tumeur primaire 

et des métastases éventuelles (Escargueil et al. 2016 ; Swanton 2012). Mais, au-delà 

de l’hétérogénéité provenant de cette pression sélective, les cellules cancéreuses 

peuvent évoluer de façon dynamique en réponse aux signaux émis par leur micro-

environnement. Ainsi, les cytokines pro-inflammatoires ou le TGFβ, inducteurs 

puissants de TEM, sont capables de moduler l’écosystème formé par la tumeur. Cette 

interaction entre les cellules cancéreuses et leur habitat est réciproque, les cellules 

malignes étant capables de remodeler leur microenvironnement à leur propre 

avantage (Gatenby et al. 2008 ; Greaves et Maley 2012). Au coeur de ces processus 

d’évolution et d’adaptation réside le concept de cellules souches cancéreuses (CSC). 

Selon celui-ci, le développement tumoral repose sur une sous-population tumorale, 

considérée comme une fraction minoritaire des cellules cancéreuses, possédant des 

capacités d’auto-renouvellement et présentant l’aptitude d’engendrer une 

descendance de cellules cancéreuses différenciées dépourvues de propriétés 

tumorigéniques. Alors que les CSC sont généralement considérées comme provenant 

de la transformation de cellules souches ou de progéniteurs précoces, notre équipe et 

celle dirigée par R. Weinberg ont démontré que l’initiation d’un processus de TEM était 

associée à l’acquisition par les cellules normales et transformées de caractéristiques 

et de propriétés de CSC (Mani et al. 2008 ; Morel et al. 2008). Cette capacité des FT-

TEM à induire une dédifférenciation cellulaire reposerait sur la régulation de 

l’expression et/ou la coopération avec des facteurs clés de l’homéostasie des cellules 

souches régulant leur capacité d’autorenouvellement, comme c’est le cas pour Twist1 

avec Bmi1 (Yang et al. 2010) ou pour Snail2 avec le facteur Sox9 (Guo et al. 2012). 
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La surexpression de Twist1 in vivo dans des modèles murins conduit ainsi à la 

formation de carcinomes mammaires dédifférenciés de type “claudin-low”, un sous-

type à cellules mésenchymateuses caractérisé par ses propriétés de type cellules 

souches (Morel et al. 2012). L’activation des FT-TEM permet donc aux cellules douées 

d’une activité mitogénique aberrante non seulement d’échapper aux barrières 

oncosuppressives mais aussi d’acquérir des propriétés d’autorenouvellement, 

participant ainsi à la transformation maligne et au développement de la tumeur 

primaire. Cette source de plasticité phénotypique suggère qu’il existe ainsi un équilibre 

dynamique au sein d’une tumeur, équilibre pouvant évoluer en fonction des signaux 

émis par le microenvironnement tumoral. 

 

IV. Les facteurs de transcription impliqués 

 

De nombreux facteurs de transcription peuvent induire l’EMT. La reprogrammation 

moléculaire durant l’EMT est causée par trois groupes de facteurs de transcription 

appelés famille Snail, Twist et ZEB (Garg 2013). 

La famille Snail comprend Snail1, Snail2 (Slug) et Snail3 (Smuc). Ces facteurs régulent 

les marqueurs épithéliaux et mésenchymateux (Peinado et al. 2004 ; Bolos et al. 

2003). Snail1 induit un signal qui initie le processus d’EMT (Dave et al. 2011 ; Tran et 

al. 2011). 

Ces facteurs inhibent d’autres marqueurs épithéliaux qui agissent sur l’E-cadhérine et 

se lient au promoteur de l’E-cadhérine pour inhiber sa transcription. Les facteurs Snail 

activent l’expression de gènes « mesenchymal like » et pro-invasifs qui promouvoit la 

migration celllulaire (Sanchez-Tillo et al. 2012). Les facteurs Snail sont absents dans 

les cellules épithéliales normales et Snail1 est très exprimé comparativement à Snail2 

et Snail3. La surexpression nucléaire de Snail1 est associée avec la progression 

tumorale et il peut être retrouvé dans le cytoplasme de plusieurs carcinomes. Le 

marquage Snail1 est retrouvé dans les cellules « fibroblastes like », les cellules 

endothéliales au niveau du stroma péri-tumoral et dans les carcinomes colorectaux 

inflammés (Francí et al. 2009). Snail1 favorise l’apparition de tumeurs mammaires 

HER2 induites chez la souris et ses caractéristiques « mesenchymateux like » sont 

retrouvées dans de nombreux carcinomes humains (Moody et al. 2005). Par 

conséquent, de nombreux cancers du sein sont induits spontanément par Snail1. Un 
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niveau élevé de Snail1 est un facteur prédictif d’une diminution de la survie sans 

progression chez les patients atteints de cancers du sein. Ce facteur est considéré 

comme un facteur pronostic d’une mauvaise évolution et d’une mauvaise survie dans 

de nombreux cancers (Sanchez-Tillo et al. 2012). 

Le facteur Twist induit l’EMT en influençant d’autres facteurs de transcription liés à 

l’EMT. Twist1 inhibe l’E-cadhérine en induisant Snail1 ou Snail2 et en se liant à son 

promoteur (Yang et al. 2004 ; Smit et al. 2009 ; Casas et al. 2011). La downrégulation 

de Twist1 dans des cellules tumorales mammaires réduit les métastases dans des 

modèles de xénogreffes mais n’influence pas la formation de tumeurs primaires 

(Terauchi et al. 2007). Twist1 induit la N-cadhérine en guidant sa transcription et les 

mécanismes post-transcriptionnels (Alexander et al. 2006 ; Yang et al. 2007). Il 

promeut l’expression de marqueurs mésenchymateux sans provoquer de switch N-

cadherine/E-cadhérine dans les cellules de glioblastomes (Mikheeva et al. 2010). 

Dans la mobilité cellulaire, l’expression accrue de Twist1 augmente l’expression de 

gènes du cytosquelette et de la matrice extracellulaire. 

Twist1 et Twist2 sont surexprimés au niveau du front invasif des carcinomes de sein 

et des cellules stromales (Song et al. 2006 ; Yuen et al. 2007 ; Fang et al. 2011).  Ces 

facteurs sont absents au sein de l’épitélium normal mais sont induits dans de 

nombreux carcinomes humains, comme ceux du tractus digestif, du foie, du sein, de 

l’endomètre ovarien et de la prostate. Les facteurs Twist sont surexprimés dans le 

cytoplasme et le noyau des cellules cancéreuses. Ils sont des facteurs pronostiques 

dans l’augmentation de l’apparition de tumeurs, d’agressivité et de faible taux de survie 

des patients (Terauchi et al. 2007 ; Song et al. 2006 ; Yang et al. 2009). Les facteurs 

Snail et Twist jouent des rôles distincts mais collaboratifs envers les facteurs de 

transcriptions impliqués dans l’EMT. 

La famille ZEB est composée de protéines en doigts de zinc, ZEB1 et ZEB2. 

L’expression des facteurs ZEB conduit à l’EMT en activant les propriétés 

mésenchymateuses et en réprimant les marqueurs épithéliaux (Sanchez-Tillo et al. 

2012). ZEB1 et ZEB2 se lient aux séquences E-box du promoteur de l’E-cadhérine et 

recrutent différents co-répresseurs appelé SWI/SNF et CtBP pour ZEB1 et NuRD et 

CtBP pour ZEB2. 

Les protéines ZEB se lient et inhibent les promoteurs de marqueurs épithéliaux comme 

R- et P-cadhérines, jonctions gap (connexines 26 et 31), marqueurs de polarité 

cellulaires, desmosomes (plakophilin 3, desmoplakin) et les composants des jonctions 
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serrées (claudin 7, occludin). Les protéines ZEB activent les marqueurs 

mésenchymateux comme la N-cadhérine et la vimentine (Sanchez-Tillo et al. 2012).  

ZEB1 inhibe le phénotype épithélial, bien que ce facteur soit retrouvé dans des 

fibroblastes isolées et des cellules immunes de la matrice interstitielle.  

Ce facteur n’est pas exprimé dans l’épithélium et dans les carcinomes bien différenciés 

qui expriment l’E-cadhérine (Brabletz et al. 2001 ; Spaderna et al. 2006). 

ZEB1 est fortement exprimé dans les cellules tumorales invasives dédifférenciées, 

comme le cancer colorectal, du sein, du foie, de l’endométre, du poumon, de la 

prostate et du pancréas. ZEB1 et ZEB2 sont exprimés par les cellules stromales des 

tissus épithéliaux et organes normaux avec des cellules épithéliales E-cadhérine 

positive (Oztas et al. 2010).  

D’autres facteurs de transcription peuvent aussi induire l’EMT et l’invasivité tumorale. 

Le facteur « homeobox » goosecoid induit l’EMT en activant les gènes 

mésenchymateux et en réprimant les marqueurs épithéliaux. TGF-β induit goosecoid 

dans les cellules épithéliales mammaires et goosecoid est surexprimé dans les 

carcinomes mammaires ductal et l’hyperplasie atypique ductal (Hartwell et al. 2006).  
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Objectifs des travaux 

Le cancer du côlon est le troisième cancer le plus fréquent et touche presque 

autant les femmes que les hommes. C'est également la deuxième cause de décès par 

cancer en France. 

 

La découverte de l’angiogenèse et le développement des thérapies anti-

angiogéniques ont révolutionné la prise en charge thérapeutique de nombreux cancers 

dont le CCR. Une des cibles de ces médicaments est le facteur VEGF.  Deux 

médicaments ciblant le VEGF sont approuvés dans le traitement du cancer colorectal 

métastatique : le Bevacizumab (approuvé en première ligne) et l’Aflibercept (approuvé 

en deuxième ligne). Malgré l’efficacité démontrée de ces traitements, il manque 

toujours à l’heure actuelle le développement et la validation de marqueurs prédictifs 

d’efficacité de ces molécules. En effet, certains patients répondent très bien tandis que 

d‘autres y sont réfractaires. Pourtant l’utilisation des marqueurs prédictifs est 

indispensable pour une meilleure prise en charge des patients. 

 

Ces dernières années, plusieurs études d'expression génique ont permis 

d'individualiser de nouveaux groupes de pronostic variable, soulignant l'hétérogénéité 

des CCR. Ces sous-groupes permettent une aide au niveau du pronostic ainsi que 

pour le choix du traitement pour chaque patient, basé, non seulement sur les mutations 

et les voies d’activation de ces tumeurs mais aussi sur les caractéristiques 

phénotypiques et les réponses aux traitements d’autres tumeurs avec des signatures 

comparables. Ces signatures récentes n'ont pas encore d'application clinique, mais 

leur utilisation est en cours de validation. Des signatures prédictives de l'efficacité des 

chimiothérapies et des thérapeutiques ciblées sont également en cours d'analyse.  

 
 Le but de ce travail de thèse a été dans un premier temps d’évaluer le 

phénotype de 5 lignées de CCR en examinant les différents marqueurs épithéliaux et 

mésenchymateux. Ces différentes lignées ont été classées selon leur phénotype plus 

ou moins mésenchymateux.  

Dans un deuxième temps, ces lignées ont été étudiées in vivo dans des modèles de 

xénogreffes sous cutanées chez la souris.  Ces modèles nous ont permis de comparer 
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l’efficacité du Bevacizumab et de l’Aflibercept sur plusieurs modèles des cancers 

colorectaux ayant des phénotypes différents. En effet, aucune étude n’a pour le 

moment démontrer la supériorité d’efficacité d’une de ces deux molécules 

comparativement à l’autre dans le cancer du côlon.  De plus, nous voulions étudier 

l’influence des différents phénotypes sur la réponse à ces deux traitements et chercher 

des marqueurs prédictifs qui pourraient expliquer les différences de réponse.  

 

L’ensemble des données obtenues est rapporté sous forme d’un article à la suite 

duquel sont présentés la discussion et les perspectives de cette étude. 
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Abstract 

 

Purpose. VEGF is a validated target for treatment of metastatic colorectal 

cancer (mCRC) with bevacizumab (Avastin®) and aflibercept (VEGF-trap, 

Zaltrap®) being approved for first and second line treatment, respectively. 

Recently, different CRC subtypes have been identified including a 

mesenchymal subgroup with prominent angiogenesis and poor prognosis. 

We here wish to establish if the mesenchymal phenotype is predictive for 

the response to VEGF-targeted agents. In addition we wanted to 

determine if aflibercept was active toward CRC xenografts progressing on 

bevacizumab. 

 

Experimental Design. CRC cell lines were examined for expression of 

epithelial (E-cadherin, gamma-catenin, cytokeratin 18) and mesenchymal 

(vimentin, N-cadherin, fibronectin) markers in vitro and in vivo by qRT-

PCR and Western blot analysis and the cellular distribution of E-cadherin 

and beta-catenin was determined by ICC. Five CRC models were selected 

ranging from pronounced epithelial (HT-29, DLD-1), intermediate (HCT-

116) to mesenchymal (HCT-116/5-FU, LS174T) and the tumor growth 

inhibitory activity of bevacizumab and aflibercept was established. The 

microvascular density (MVD) was characterized by quantitative IHC 

analysis. 

 

Results. Two CRC xenograft models were sensitive to both bevacizumab 

and aflibercept, two models were more sensitive to aflibercept than to 

bevacizumab, and one model was resistant to both agents. The 

mesenchymal phenotype was associated with higher microvascular 

density but not with the response to bevacizumab or aflibercept. Cross-
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over experiments showed activity of aflibercept in CRC tumors 

progressing on bevacizumab. 

 

Conclusions. Neither the mesenchymal phenotype nor MVD were 

predictive for the response to VEGF-targeted agents. Aflibercept showed 

second-line activity in CRC models progressing on bevacizumab. 
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Introduction 

Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A/VEGF) is a key 

regulator of tumor angiogenesis. Two VEGF-targeted agents are currently 

approved for treatment of patients with metastatic colorectal cancer 

(mCRC), the humanized monoclonal antibody bevacizumab (Avastin®) 

that is approved in first-line and aflibercept (VEGF-trap, Zaltrap®) a 

recombinant fusion protein that is approved for second line. Bevacizumab 

specifically targets VEGF-A while aflibercept also binds and neutralizes 

VEGF-B and PlGF (Papadopoulos et al., 2012; Ferrara, 2016). VEGF-A is 

able to bind and activate VEGF receptors 1 and 2 (VEGFR1 and VEGFR2) 

whereas PlGF and VEGF-B are specific ligands for VEGFR1 (Larsen et 

al., 2013). 

A practical limitation for the use of VEGF-targeted agents is the lack 

of validated predictive biomarkers. A number of biomarkers for VEGF-

inhibition have been proposed including hypertension, tumor imaging, 

soluble VEGF receptors, circulating cytokines and angiogenic factors or 

polymorphisms in VEGF-pathway genes. However, these studies are 

usually based on small patient groups and/or retrospective analyses and 

so far, none of these biomarkers have been validated prospectively (for 

review, see Ferrara & Adamis, 2016). 

Classification of colorectal cancer based on gene signatures has 

allowed stratification of CRC into distinct subgroups. An early study 

reported that the epithelial-mesenchymal transition (EMT) was the 

dominant program in human colon cancer (Loboda et al., 2011). In EMT, 

stationary, adherent and polarized epithelial cells acquire features of 

mobile, individualized mesenchymal cells (Nieto et al., 2016). Importantly, 

although initially believed to be a binary process, it is now well accepted 

that cells can be arrested in intermediate (metastable) states allowing 

them to exhibit both epithelial and mesenchymal features at the same time 
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(Jordan et al., 2011). Recent studies carried out with cell line panels or 

patient samples have further stratified CRC into different molecular 

subgroups (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Perez-Villamil et al., 

2012; Schlicker et al., 2012; Budinska et al., 2013; Marisa et al., 2013; 

Sadanandam et al., 2013; De Sousa et al., 2013; Roepman et al., 2014; 

Guinney et al, 2015). Pooling of patient data from different studies lead to 

the identification of CMS4 (consensus molecular subtype 4), a poor 

prognosis subgroup characterized by a mesenchymal phenotype, 

angiogenesis and activation of VEGF/VEGFR signaling (Guinney et al, 

2015).  

A major challenge is how these signatures can contribute to 

therapeutic progress considering that use of the full signature is not 

feasible for routine clinical use (reviewed by Dienstman et al., 2017). 

Furthermore, although the signatures appear to have prognostic 

significance, their predictive value remains to be established. Considering 

the strong expression of angiogenesis-related features which is 

characteristic for the mesenchymal subgroup, we would expect this group 

to display an altered response to angiogenesis inhibitors. In agreement, 

recent findings suggest that increased tumor microvascular density may 

serve as positive biomarkers for the response to bevacizumab in ovarian 

cancer patients (Bais et al., 2017). However, the mesenchymal phenotype 

is usually, although not always, associated with chemoresistance (Tan et 

al., 2014) in which case the mesenchymal phenotype could be associated 

with a negative response to VEGF-targeted therapies. Finally, an early 

study showed no association between the microvascular density and the 

response to bevacizumab in CRC patients (Jubb et al., 2006). Therefore, 

the existence of a possible correlation between the mesenchymal subtype 

and the response to angiogenesis inhibitors remains an open question. 
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A second important question concerns the relative activity of 

bevacizumab and aflibercept in second line treatment. Biomarker studies 

in CRC patients indicate that bevacizumab treatment is accompanied by 

increased levels of circulating PlGF which is particularly prominent prior to 

progression suggesting that the increase of PlGF may somehow be 

associated with tumor progression (Kopetz et al.; Loupakis et al., 2011). 

Since aflibercept, but not bevacizumab, targets PlGF, this suggests that 

aflibercept might be active in patients progressing on bevacizumab due to 

natural or acquired bevacizumab resistance. 

In this study, the expression and localization of validated epithelial 

and mesenchymal markers were determined for CRC models in vitro and 

in vivo and correlated with the sensitivity of the corresponding tumor 

xenografts to bevacizumab and aflibercept. We identified three different 

patterns, two tumor models that were sensitive to both bevacizumab and 

aflibercept, two models that were sensitive to aflibercept, but not to 

bevacizumab and one model that was resistant to both agents. No 

correlation with the mesenchymal phenotype or with the tumor 

microvascular density and the sensitivity to bevacizumab or aflibercept 

was observed in this study. In contrast, the treatment-associated 

diminution of the microvasculature was closely linked to the antitumor 

effect. Cross-over experiments for the models showing differential 

sensitivity to the two agents, revealed clear tumor growth inhibition with 

aflibercept after progression with bevacizumab. These findings suggest 

that, for at least some CRC models, aflibercept is active toward CRC 

tumors progressing on bevacizumab. 
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Materials and Methods 

Drugs 

Bevacizumab (Avastin) and aflibercept (Zaltrap) were provided by 

Sanofi. 

 

Tumor cells 

CRC cells were maintained in cell culture as described previously 

(Ouaret and Larsen, 2014). HT-29 cells were kindly provided by Richard 

Camalier (National Cancer Institute, Bethesda, MD) while HCT-116 cells 

were a generous gift from Bert Vogelstein (John Hopkins, Baltimore, MD). 

The fluorouracil-resistant HCT-116/5-FU subline was developed in the 

laboratory as described previously (Ayadi et al., 2015). LS174T and DLD-

1 CRC cells were a kind gift from Richard Hamelin (Saint-Antoine 

Research Center, Paris, France). Upon defreezing, cell lines were 

monitored for mycoplasma contamination and characterized by next 

generation sequencing of 50 cancer-related genes using the Ion AmpliSeq 

Cancer Hotspot Panel v2 (ThermoFisher). Cells were replaced after 3 

months in culture. 

 

Real-time RT (reverse transcription)-PCR and Western blot analysis.  

Total RNA was extracted from CRC cells (1 million cells per 60 mm 

petri dish) using the TRIzol® RNA purification reagent. RNA quantity and 

purity were determined by using a NanoDrop ND-1000. Total RNA (1 μg) 

from each sample was reverse transcribed and real-time RT-PCR 

measurements were performed as described previously (Fritah et al., 

2008; Guerin et al., 2012; Petitprez et al., 2013) using a Mx3000P 

apparatus (Agilent) with the corresponding SYBR Green kit. PCR primers 

were designed with Primer 3 (Agilent) as follows: 
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E-cadherin, upper, 5’-TGCCCAGAAAATGAAAAAGG-3’, lower, 5’-

GTGTATGTGGCAATGCGTTC-3’. 

Gamma-catenin, upper, 5’-AAGGTGCTATCCGTGTGTCC-3’, lower, 5’- 

GACGTTGACGTCATCCACAC-3’. 

Cytokeratin 18, upper, 5’-ACCTTCTCCACCAACTACCG-3’, lower, 5’- 

TGCATGGTCTCCTTCTCGTT-3’. 

Vimentin, upper, 5’-GAGAACTTTGCCGTTGAAGC-3’, lower, 5’- 

TCCAGCAGCTTCCTGTAGGT-3’. 

N-cadherin, upper, 5’-GACAATGCCCCTCAAGTGTT-3’, lower, 5’- 

CCATTAAGCCGAGTGATGGT-3’. 

Fibronectin, upper, 5’-ACCAACCTACGGATGACTCG-3’, lower, 5’- 

GCTCATCATCTGGCCATTTT-3’. 

Beta-actin, upper, 5’-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3’, lower, 5’- 

AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’.  

Gene expression was normalized to beta-actin. Target cDNA 

expression was quantified using the comparative Ct method and 

expressed as the fold change in the samples compared to HCT-116 cells 

or tumors. 

 

Western blot analysis 

Western blot analysis was carried out as described previously 

(Escargueil et al., 2008) with cells seeded at a density of 2 million cells per 

Petri (60mm3) dish. The primary antibodies were directed against, E-

cadherin (BD transduction # 610182), cytokeratin 18 (Santa Cruz # sc-

6259), gamma-catenin (Santa Cruz # sc-8415), N-cadherin (BD 

transduction # 610920), fibronectin (BD transduction # 610077), vimentine 

(Santa Cruz # sc-32322) and beta-actin (Santa Cruz # sc-47778). The 

corresponding secondary antibodies were purchased from Cell Signaling 

(HRP-linked anti-mouse IgG # 7076S; HRP-linked anti-Rabbit IgG # 
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7074S). Antigens were detected by enhanced chemiluminescence using 

Western ECL substrate (Biorad # 170-9061). Digital images were 

collected, and band intensities were measured using ChemiDoc Imaging 

systems (Biorad). 

 

Immunocytochemistry 

Cells (250 000) were seeded on glass coverslips (18 mm), fixed with 4% 

PFA (ParaFormAldehyde) for 20 minutes and permeabilized with PBS-

Triton 0,5% (Sigma) for 20 minutes at room temperature. Samples were 

saturated in a PBS with 1% bovine serum albumin and 0,2% gelatine 

followed by incubation with antibodies directed against E-cadherin (BD 

transduction # 610182) or beta-catenin (Santa Cruz # sc-1496-R). The 

corresponding Cy3-conjugated secondary antibodies (CY3 Donkey IGG 

anti-mouse # 715-165-150; CY3 Donkey IGG anti Rabbit # 711-165-152) 

were purchased from Jackson ImmunoResearch, Bar Harbor, ME). Nuclei 

were stained with DRAQ-5 (Cell Signaling # 4084S). Confocal microscopy 

analyses were performed using a laser-scanning confocal microscope 

(model Leica SP2) at 60x magnification. 

 

In vivo studies 

The antitumor effects of aflibercept and bevacizumab (4 mg/kg i.p. 

twice weekly) were evaluated in athymic mice (female NMRI-Foxn1n, 6 

weeks old) from Taconic (Skensved, Danmark) bearing HT-29, DLD-1, 

HCT-116, HCT-116/5-FU or LS174T xenografts. PBS was used as vehicle 

control. Two to five million cells were injected into the right flank and the 

treatments were started when the tumors were palpable. Animals were 

weighed daily and the tumor size was determined three times per week 

(Mesange et al., 2014). Tumor volumes (mm3) were calculated according 

to formula: [(length x width2)/2]. Boxplot analysis was carried out using the 
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graphpad prism 6.04 software (Graphpad, La Jolla, CA). Treated over 

Control (T/C) values were calculated as follows: average tumor volume of 

treated animals/average tumor volume of control animals x 100. Animals 

were treated according to institutional guidelines and the protocol was 

approved by the local ethics committee for animal experimentation. 

 

Immunohistochemistry 

Biomarker analysis was carried out with tumors collected after 4 

weeks of treatment and processed for immunohistochemistry (IHC) 

analysis. The following antibodies were used: anti-CD31/PECAM-1 

(Abcam ab28364)) to determine the vascular density, anti-phospho-

VEGFR1 (Millipore 07-758) that recognizes phospho-Tyr 1213, anti-

phospho-VEGFR2 (Cell Signaling # 2478) that recognizes phospho-Tyr 

1273 and anti-VEGFR1 (Santa Cruz Sc-9029,). The relevant Cy3-

conjugated secondary antibodies were obtained from Jackson 

ImmunoResearch (Montlucon, France). Tumors were counterstained by 

4’,6-diamidino-2-phenylindole to reveal the nuclei of individual cells. 

All images were captured by a fluorescence microscope and the 

fluorescence intensities were determined by the MetaMorph software 

(Universal Imaging Corporation, New York). For quantitative analysis, the 

data represents the average fluorescence intensity of treated tumors 

compared to the treatment intensity of control tumors and are the average 

of 6 fields/tumor for at least 3 different tumors. Blood vessel density is 

expressed as the CD31-positive area, in % of total, and represents the 

averages of at least 6 fields/tumor for at least 3 different tumors. 

 

Statistical analysis 

ANOVA was performed to determine the significance of observed 

differences between groups using the tool pack from Excel (Microsoft). 
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Post hoc comparisons was made using Student's paired t-test using 

GraphPad Prism (GraphPad Software). Differences between two groups 

are presented as the mean ± SD. All tests were two-sided and p values 

<0.05 were considered statistically significant. 

 

Results 

 

Differential expression of epithelial/mesenchymal markers in CRC 

cells. 

The expression of epithelial (E-cadherin, gamma-catenin/plakoglobin, 

cytokeratin 18) and mesenchymal (vimentin, N-cadherin, fibronectin) 

markers was determined by relative quantitative RT-PCR (Figure 1 open 

columns). The results indicate important differences in the expression of 

the epithelial markers E-cadherin, gamma-catenin and cytokeratin 18 with 

strong expression in two cell lines (HT-29 and DLD-1), intermediate 

expression in one cell line (HCT-116) and low expression in two cell lines 

(HCT-116/5-FU and LS174T). In contrast, vimentin was only expressed by 

one cell line (HCT-116/5-FU) whereas no detectable expression was 

detected for N-cadherin or fibronectin in any of the cellular models (data 

not shown). Western blot analysis confirmed these findings with strong 

expression of E-cadherin and gamma-catenin in three cell lines (HT-29, 

DLD-1 and HCT-116) and cytokeratin 18 in two cell lines (HT-29 and DLD-

1) compared to the other models (Figure 2, upper lanes). Vimentin was 

only expressed by HCT-116/5-FU cells whereas fibronectin and N-

cadherin was expressed in none of the five cell lines (Figure 2, upper lanes 

and Supplementary figure S1).  

The mesenchymal phenotype is typically accompanied by altered 

cellular distribution of E-cadherin and beta-catenin. The results (Figure 3) 

show that E-cadherin is predominantly membrane-associated in HT-29, 
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DLD-1 and HCT-116 cells, which is particularly pronounced for the HT-29 

model. In comparison, HCT-116/5-FU cells display a faint membrane-

associated signal whereas LS174T display a punctate intracellular signal, 

likely corresponding to proteolyzed E-cadherin (David &, Rajasekaran 

2012). A similar distribution was observed for beta-catenin. Importantly, a 

subfraction of LS174T cells displayed nuclear beta-catenin, typically 

associated with an invasive mesenchymal phenotype (Brabletz et al., 

2001). Therefore, the selected CRC cell lines displayed various degrees 

of epithelial/mesenchymal features ranging from pronounced epithelial 

(HT-29, DLD-1), moderate epithelial (HCT-116) to mesenchymal (HCT-

116/5-FU and LS174T). Interestingly, the mesenchymal phenotype was 

predominantly associated with loss of epithelial features, rather than with 

expression of mesenchymal markers. 

 

CRC xenografts show different patterns of sensitivity to 

aflibercept and bevacizumab. The tumor growth inhibitory activity was 

determined after 4 weeks continuous exposure to aflibercept or 

bevacizumab. Three different patterns of response were observed (Figure 

4). Two models (DLD-1 and HCT-116/5-FU) were sensitive to both agents. 

Specifically, the tumor growth inhibition was 77% and 87% for 

bevacizumab and aflibercept, respectively, for DLD-1 tumors and 63% and 

79%, respectively, for HCT-116/5-FU tumors. Two models (HT-29 and 

HCT-116) showed sensitivity to aflibercept, but were more resistant to 

bevacizumab, corresponding to 29% and 65% tumor growth inhibition for 

bevacizumab and aflibercept, respectively, for HT-29 tumors and 49% and 

76% tumor growth inhibition, respectively, for HCT-116 tumors. Finally, 

one model (LS174T) showed limited sensitivity to both drugs with 29% and 

35% tumor growth inhibition to bevacizumab and aflibercept, respectively. 

These data are summarized in Figure 4 (bottom panel). 



88 
 

The mesenchymal phenotype and the response to VEGF-

targeted agents. A comparison of the tumor phenotype and the response 

to bevacizumab or aflibercept reveals no obvious correlation between 

tumor growth inhibition and the epithelial/mesenchymal phenotype (Figure 

4, bottom panel). For bevacizumab, the most resistant tumors have either 

a pronounced epithelial (HT-29) or a pronounced mesenchymal (LS174T) 

phenotype. Similarly, for the sensitive tumors, one (DLD-1) is epithelial 

whereas the other (HCT-116/5-FU) is mesenchymal. Although the findings 

are less pronounced for aflibercept, it is notable that one of the 

mesenchymal models (HCT-116/5-FU) is sensitive to aflibercept, whereas 

the other mesenchymal model (LS174T) is resistant. Taken together, the 

mesenchymal phenotype alone was not associated with the response to 

VEGF-targeted agents, neither positively or negatively. 

 

The mesenchymal phenotype and microvascular density. It has 

been reported, that the mesenchymal phenotype is accompanied with 

increased microvascular density (Guinney et al 2015). These findings are 

coherent with our data, since the microvascular density ranged from 2.9 to 

4.5, as expressed as % of the total tumor area, for the epithelial tumors 

while the two mesenchymal models had a microvascular density between 

5.0 and 5.8 (Table 1). 

The influence of the two VEGF-targeted agents on tumor growth 

inhibition was closely reflected in their influence on the microvascular 

density, as measured by CD31/PECAM-1. The treatment resulted in up to 

91% reduction of the microvascular density in sensitive tumors whereas 

the microvasculature was only reduced 12-15 % for tumors resistant to 

bevacizumab and aflibercept (compare Figure 4 bottom and Table 1). 

In contrast, there was no obvious correlation between the 

epithelial/mesenchymal phenotype and the influence of the two agents on 
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the microvascular density. Specifically, bevacizumab had modest effect on 

the microvascular density in both the epithelial HT-29 and the 

mesenchymal LS174T xenografts. In contrast, bevacizumab treatment 

showed strong inhibition on the microvasculature in both the epithelial 

DLD-1 tumors and the mesenchymal HCT-116/5-FU tumors (Table 1). 

Although the results for aflibercept were less striking, it is notable that 

aflibercept showed variable activity toward the two mesenchymal models 

LS174T and HCT-116/5-FU. 

 

Aflibercept show activity in second line after bevacizumab. 

Aflibercept showed superior activity compared to bevacizumab in two 

tumor models, HT-29 and HCT-116. To determine, if this would also be 

the case if aflibercept was administered in second line, one arm was 

treated with bevacizumab with a cross-over to aflibercept on day 15.  

The results show, that even after 14 days prior exposure to 

bevacizumab, subsequent exposure to aflibercept have a noticeable effect 

toward HCT-116 tumors (Figure 5, upper panel). Specifically, at the end of 

the treatment, there was  highly significant difference between the 

bevacizumab group (bevacizumab for 28 days) compared to the 

bevacizumab to aflibercept group (14 days bevacizumab followed by 14 

days aflibercept). In contrast, no significant differences were observed 

between the aflibercept group (aflibercept for 28 days) and the 

bevacizumab to aflibercept group (14 days bevacizumab followed by 14 

days aflibercept). 
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Discussion 

Characterization of established CRC cell lines with respect to 

epithelial and mesenchymal markers resulted in identification of five 

models displayed various degrees of epithelial/mesenchymal features 

ranging from pronounced epithelial (HT-29, DLD-1), moderate epithelial 

(HCT-116) to mesenchymal (HCT-116/5-FU and LS174T). Comparison of 

the expression pattern in CRC cells and the corresponding tumor 

xenografts revealed a similar expression of the different markers 

suggesting a relatively minor influence of the stromal component of the 

tumor xenografts. Interestingly, the mesenchymal profile was 

predominantly associated with loss of epithelial features, rather than with 

expression of typical mesenchymal markers. Previous work has defined 

an “EMT score” dividing 15 different tumor types into an “epithelial-like” or 

“mesenchymal-like” phenotype based on transcriptional profiling of patient 

samples (Tan et al., 2014). Interestingly, colon cancer came out as the 

most epithelial tumor type with only a modest mesenchymal subfraction. 

These finding could, at least in part, explain why the existence of a 

mesenchymal phenotype in CRC is often challenged by medical 

pathologists. 

Treatment of the 5 xenograft models with bevacizumab or aflibercept 

revealed 3 different patterns. Two tumor models (DLD-1 and HCT-116/5-

FU) were sensitive to both bevacizumab and aflibercept, two models (HT-

29 and HCT-116) were sensitive to aflibercept, but not to bevacizumab 

and one model (LS174T) was resistant to both agents. There was no 

obvious relation between the response to the two VEGF-targeted agents 

and the mesenchymal phenotype which was particularly striking for 

bevacizumab since the two bevacizumab-sensitive xenografts included 

one epithelial (DLD-1) and one mesenchymal (HCT-116/5-FU) model 
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while the two bevacizumab-resistant tumors also included one epithelial 

(HT-29) and one mesenchymal (LS174T) model. 

The mesenchymal phenotype has been associated with increased 

angiogenesis and microvascular density. This is concordant with our 

results, since the 3 epithelial tumor models showed lower microvascular 

density than the mesenchymal tumors. In contrast, there was no 

correlation between the MVD and the response to neither bevacizumab 

nor aflibercept. These data contrast with recent findings for ovarian cancer 

where the basal levels of MVD were predictive for the response to 

bevacizumab (Bais et al., 2017). However, our findings are in agreement 

with early data for CRC patients where the basal levels of MVD showed 

no correlation with the response to bevacizumab. It is not clear why the 

results from the two studies differ although it is possible that the influence 

of MVD on the response to VEGF inhibition is tumor-type dependent. 

In contrast to the basal levels, there was a clear correlation between 

the attenuation of MVD and tumor growth inhibitory in all models. This is 

coherent with the prevailing view of angiogenesis being principally driven 

by the VEGF-A/VEGFR2 axis. However, it should be noted that both 

VEGFR1 and PlGF are able to modulate VEGFR2 signaling. It has been 

reported that activation of VEGFR1 by PlGF results in intermolecular 

transphosphorylation of VEGFR2, thereby amplifying VEGF-driven 

angiogenesis through VEGFR2 (Autiero et al., 2003). Furthermore, the 

two ligands, VEGF-A and PlGF are able to form heterodimers which 

promote the formation of VEGFR1/VEGFR2 heterodimers (Autiero et al., 

2003; Cudmore et al., 2012). Interestingly, although the 

VEGFR1/VEGFR2 heterodimers activate endothelial cell migration and 

tube formation they do appear to promote endothelial cell migration, 

pointing to fundamental functional differences between 

VEGFR1/VEGFR2 heterodimers and VEGFR2 dimers. These findings 
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suggest that PlGF, although being is specific binding to VEGFR1 is also 

able to modulate VEGFR2 signaling. 

VEGF signaling also plays an important role for the tumor cells. 

Most, if not all CRC cells and tumors express functional VEGFR1 (Fan 

et al., 2005; Poindessous et al., 2011) and the vast majority of VEGF in 

the tumor environment is secreted by the tumor cells thereby promoting 

both endocrine and paracrine VEGF-signaling (Mésange et al., 2014; 

Chiron et al., 2014). VEGFR1 staining generally increased with tumor 

progression and strong VEGFR1 staining has been associated with 

shorter survival for CRC patients after surgery (Bates et al., 2003; Fan 

et al., 2005; Okita et al., 2009). VEGFR1 signaling seems to be 

particularly important for the survival of CRC cell undergoing EMT to 

compensate for the loss of homotypic survival signaling when the cells 

become more individualized (Bates et al., 2003). This might explain why 

the influence of bevacizumab and aflibercept toward the highly 

mesenchymal LS174T cells were more prominent (29-38% growth 

inhibition) compared to the modest attenuation of the MVD (12-15% 

decrease). 

We then asked if aflibercept would have activity in tumor models 

progressing on bevacizumab. For this experiment we selected the HT-

29 and HCT-116 models that show differential sensitivity to bevacizumab 

and aflibercept. The results (Figure 6 and ongoing experiments) clearly 

indicate that aflibercept shows activity in both models when administered 

after bevacizumab in agreement with previous studies in patient-derived 

xenograft models (Chiron et al;, 2014) 

Taken together, no correlation was observed between the 

mesenchymal phenotype or the tumor microvascular density and the 

sensitivity to VEGF-target agents. In contrast, the treatment-associated 

diminution of the microvasculature was closely linked to the antitumor 
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effect. Cross-over experiments revealed clear tumor growth inhibition with 

aflibercept after progression with bevacizumab. These findings suggest 

that aflibercept is active toward CRC tumors progressing on bevacizumab. 
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Figure and table legends 

 

Table 1. Microvascular density of CRC xenografts after 28 days treatment 

with vehicle, bevacizumab or aflibercept. Tumor blood vessels were 

identified by CD31/PECAM-1 labeling and the signal quantified by image 

analysis. The numbers indicate the CD31-positive area, as % of the total 

surface, and represent the average of at least 6 fields/tumor for at least 3 

different tumors. E, epithelial phenotype. M, mesenchymal phenotype. 

Green, orange and red colors indicate strong, intermediate or weak 

inhibition of the microvascular density, respectively. 

 

Figure 1. Expression of epithelial and mesenchymal markers. RNA was 

extracted from HT-29, DLD-1, HCT-116, HCT-116/5-FU and LS174T cells 

(open columns) and tumors (hatched columns) and analyzed by qRT-PCR 

using primers that specifically detect E-cadherin, gamma-catenin, 

cytokeratin 18 or vimentin. Columns correspond to the relative mRNA 

expression of the indicated mRNA normalized to beta-actin. All values are 

indicated relative to the expression of HCT-116 cells or tumors as 

indicated by the dotted line. 

 

Figure 2. Expression of epithelial and mesenchymal markers. Western 

blot analysis of extracts from HT-29, DLD-1, HCT-116, HCT-116/5-FU and 

LS174T cells or tumors using antibodies that specifically detect E-

cadherin, gamma-catenin, cytokeratin 18 or vimentin. Actin was used as 

loading control. The numbers indicate the expression of the indicated 

protein in comparison to the expression in HCT-116 cells or tumors. 

 

Figure 3. Cellular localization of E-cadherin and beta-catenin. Confocal 

fluorescence microscopy of HT-29, DLD-1, HCT-116, HCT-116/5-FU and 
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LS174T cells using antibodies that specifically detect E-cadherin or beta-

catenin (in red). Nuclei were stained by DRAQ-5 (blue). The overlay 

outlines the localization of E-cadherin or beta-catenin on the cytoplasmic 

membrane, intracellular vesicles or in the nuclei. 

 

Figure 4. Influence of bevacizumab or aflibercept on tumor growth 

for the indicated xenograft models. Nude mice with HT-29, DLD-1, 

HCT-116, HCT-116/5-FU or LS174T human CRC xenografts were dosed 

with vehicle, bevacizumab or aflibercept at 4 mg/kg i.p. every 3 days. Each 

treatment group corresponded to at least seven animals. Left, average 

growth of the indicated tumor xenografts in mice treated with vehicle 

(hatched squares), aflibercept (dark grey circles) or bevacizumab (white 

circles) for 28 days. Right, box and whisker plot of the volumes of indicated 

tumor xenografts after 4 weeks treatment with aflibercept or bevacizumab. 

Lines, medians; boxes, 25th to 75th percentile interquartile ranges; 

whiskers, the highest and lowest values for a given treatment. The 

statistical analysis of experimental data was performed using a Student’s 

paired t-test comparing the treatment group with the vehicle control. Bars, 

SD; * p < 0,05;; *** p < 0,001. The findings are summarized in the lower 

panel with the average tumor growth inhibition by 28 days indicated as % 

of the vehicle control. E, epithelial phenotype. M, mesenchymal 

phenotype. Green, orange and red colors indicate strong, intermediate or 

weak tumor growth inhibition, respectively. 

 

Figure 5. Influence of bevacizumab aflibercept or bevacizumab 

followed by aflibercept on tumor growth for the indicated xenograft 

models. Nude mice with HT-29 or HCT-116 human CRC xenografts were 

dosed with vehicle (green circles), bevacizumab (yellow circles) or 

aflibercept (red circles) at 4 mg/kg i.p. every 3 days. Alternatively, animals 
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were treated with bevacizumab for 14 days followed by 14 days treatment 

with aflibercept (orange circles). The time of the cross-over is indicated by 

a black arrow. Each treatment group corresponded to at least seven 

animals. Right, box and whisker plot of the volumes of indicated tumor 

xenografts after 4 weeks treatment with aflibercept, bevacizumab or 

bevacizumab followed by aflibercept. Lines, medians; boxes, 25th to 75th 

percentile interquartile ranges; whiskers, the highest and lowest values for 

a given treatment. The statistical analysis of experimental data was 

performed using a Student’s paired t-test comparing the treatment group 

with the vehicle control. Bars, SD. ** p < 0,01. *** p < 0,001. NS, non 

significant. 

 

Supplementary figure S1. Expression of mesenchymal markers. 

Western blot analysis of extracts from HT-29, DLD-1, HCT-116, HCT-

116/5-FU and LS174T cells or tumors using antibodies that specifically 

detect fibronectin or N-cadherin. Actin was used as loading control. T+ 

indicate the positive control for N-cadherin or fibronectin, respectively. 
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Basal CD31
CD31 

Bevacizumab
CD31

Aflibercept 

Phenotype % of total area % inhibition % inhibition

HT-29 E 2.9 13 86

DLD-1 E 4.5 75 91

HCT-116 E 3.5 51 80

HCT-116/5-FU M 5.8 70 89

LS174T M 5.0 12 15

Microvascular density

Table 1
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Discussion et perspectives 

Après la découverte de la chimiothérapie, de nouvelles molécules sont arrivées 

sur le marché donnant naissance à l’utilisation de thérapies ciblées dans le CCR.  

Les deux médicaments anti-angiogéniques Bevacizumab et Aflibercept ont permis 

d’augmenter la survie des patients dans le cancer du côlon métastatique. Quelques 

soit le choix thérapeutique, il n’est pour le moment pas encore possible de prédire les 

phénomènes de résistances ou de réponse positive ou négative à ces différents 

traitements. En effet, il n’existe aucun marqueur prédictif ayant été validé pour les 

agents ciblant la voie du VEGF ; ceci peut constituer une limite à l’utilisation de ces 

médicaments. Un certain nombre de biomarqueurs ont été proposés comme 

l’hypertension, l’imagerie de la tumeur, les récepteurs solubles du VEGF, les cytokines 

circulantes et les facteurs angiogéniques ou encore le polymorphisme des gènes de 

la voie VEGF. Cependant, ces études sont basées sur un nombre limité de patients 

ou sont des études rétrospectives et pour le moment, aucuns biomarqueurs n’a été 

validés (Ferrara et Adamis 2016). 

 

De nombreuses classifications des CCR ont été proposées afin d’identifier des 

sous-groupes de patients. Une étude a identifié l’EMT comme le programme dominant 

dans le CCR (Loboda et al. 2011). Plus récemment, de nombreuses études sur des 

lignées cellulaires ou des échantillons de patients ont permis d’identifier plusieurs 

sous-groupes moléculaires (Cancer genome atlas network 2012) dont le groupe CMS4 

caractérisé par un mauvais pronostic, un phénotype mésenchymateux, un phénomène 

d’angiogénèse et une activation de la voie VEGF/VEGFR (Guinney et al. 2015). 

Compte tenu l’activation de la voie VEGF, nous nous attendons à ce que ce groupe ait 

une réponse différente aux inhibiteurs angiogéniques.  

 

La caractérisation de différentes lignées cellulaires de CCR selon des marqueurs 

épithéliaux et mésenchymateux nous a permis d’identifier 5 modèles allant de lignées 

ayant un phénotype épithélial prononcé (HT-29 et DLD-1), modéré (HCT-116) ou ayant 

un phénotype mésenchymateux (HCT-116/5-FU et LS174T). La comparaison des 

niveaux d’expression de ces marqueurs a révélé une similitude d’expression dans les 
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lignées cellulaires et dans les xénogreffes correspondantes ce qui suggèrent que le 

stroma a une influence minime sur les xénogreffes. De façon intéressante, le profil 

mésenchymateux est fortement associé à une perte des caractéristiques épithéliales 

plutôt qu’à une expression des marqueurs mésenchymateux typiques. 

 

Une précédente étude a défini une « score EMT » classifiant 15 différents types 

de tumeurs selon une phénotype type « épithélial » ou type « mésenchymateux » en 

se basant sur la transcription de gènes d’échantillons de patients (Tan et al. 2014). 

De façon intéressante, le cancer du côlon apparait comme une tumeur plutôt 

épithéliale avec une faible fraction mésenchymale. Ces résultats peuvent, en partie, 

expliquer pourquoi l’existence d’un phénotype mésenchymateux dans le CCR est 

souvent un défi pour les médecins pathologistes. 

  

Le traitement des 5 modèles de xénogreffes avec du bevacizumab ou de 

l’aflibercept a montré 3 différentes réponses. Deux modèles de tumeurs (DLD-1 et 

HCT-116) sont sensibles aussi bien au bevacizumab et à l’aflibercept, deux modèles 

(HT-29 et HCT-116) sont sensibles à l’aflibercept mais pas au bevacizumab et un 

modèle (LS174T) est résistant aux deux médicaments. Ces résultats révèlent qu’il 

n’existe pas de corrélation évidente entre la réponse à ces deux médicaments anti-

VEGF et le phénotype mésenchymateux ce qui est particulièrement remarquable pour 

le bevacizumab car les deux modèles sensibles et résistantes à cette molécule sont 

de phénotype différent ; l’une est épithéliale et l’autre mésenchymateuse. 

 

Le phénotype mésenchymateux a été associé à une augmentation de 

l’angiogénèse et de la densité vasculaire. Ceci est concordant avec nos résultats 

puisque les 3 modèles de tumeurs de type épithélial ont montré une faible densité 

vasculaire comparativement aux tumeurs mésenchymateuses. Cependant, il n’y a pas 

de corrélation entre la densité vasculaire et la réponse au bevacizumab ou à 

l’aflibercept. Ces résultats diffèrent des données obtenues dans le cancer de l’ovaire 

qui a démontré que les niveaux de base de densité vasculaire de la tumeur étaient 

corrélés à une réponse au bevacizumab (Bais et al. 2017). 

Toutefois, nos données sont en accord avec les résultats précoces chez des 

patients atteints de CCR qui n’a pas montré de corrélation entre le niveau de 
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vascularisation de la tumeur et la réponse au bevacizumab. Les différences de 

résultats entre les deux études ne sont pas claires mais il se pourrait que l’influence 

de la densité vasculaire sur la réponse aux inhibiteurs du VEGF soit dépendant du 

type de tumeur. 

 

Contrairement aux niveaux de base de vascularisation des tumeurs, il existe un 

lien entre la diminution de la densité vasculaire et l’inhibition de la croissance tumorale 

dans tous nos modèles. Ceci est cohérent avec le fait que l’angiogénèse est 

principalement dirigé par l’axe VEGF-A/VEGFR-2. Cependant, il est à noter que le 

VEGFR-1 et le PlGF sont capable de modulation la signalisation VEGFR-2. Il a été 

décrit que l’activation du VEGFR-1 par le PlGF entraînait la trans-phosphorylation de 

VEGFR-2, ce qui permet une amplification de l’angiogénèse médié par VEGF à travers 

VEGFR-2 (Autiero et al. 2003). De plus, les deux ligands VEGF-A et PlGF sont capable 

de former des hétérodimères qui vont promouvoir la formation d’hétérodimères 

VEGFR-1/VEGFR-2 (Autiero et al. 2003 ; Cudmore et al. 2012).  

 

La signalisation VEGF joue également un rôle important pour les cellules 

tumorales. Quasiment toutes les cellules et tumeurs CCR expriment des récepteurs 

VEGFR-1 fonctionnels (Fan et al. 2005 ; Poindessous et al. 2011) et la majorité du 

VEGF dans l’environnement tumoral est sécrété par les cellules tumorales 

permettant ainsi la signalisation VEGF endocrine et paracrine (Mésange et al. 2014 

; Chiron et al. 2014). Le marquage VEGFR-1 est généralement augmenté avec la 

progression tumorale et une forte expression de VEGFR-1 a été associé à une 

courte survie chez les patients atteints de CCR après (Bates et al. 2003 ; Fan et al. 

2005 ; Okita et al. 2009). La signalisation VEGFR-1 semble être particulièrement 

importante pour la survie des cellules tumorales subissant un processus d’EMT pour 

compenser la perte de la signalisation de survie quand les cellules deviennent plus 

individualiser (Bates et al. 2003). Ceci pourrait expliquer pourquoi l’influence du 

bevacizumab et de l’aflibercept sur la lignée très mésenchymateuse LS174T est plus 

visible (29-38% d’inhibition de croissance) comparativement à une modeste 

atténuation de la densité vasculaire (12-15% de diminution). 

 

Nous nous sommes ensuite demandé si l’aflibercept pouvait avoir une activité 

dans des modèles de tumeurs qui progressent sous traitement par le bevacizumab. 



111 
 

Pour cette expérience, nous avons sélectionné deux modèles (HT-29 et HCT-116) 

qui ont des sensibilités différentes au bevacizumab et à l’aflibercept. Les résultats 

(figure 6 et résultats en cours) montrent clairement que l’aflibercept possède une 

très bonne activité dans les deux modèles quand il est administré après le 

bevacizumab en accord avec les études précédentes sur les modèles de 

xénogreffes dérivées de patients (Chiron et al. 2014). 

 

L’ensemble de ces résultats montre qu’il n’y a pas de corrélation entre le 

phénotype mésenchymateux ou la densité vasculaire de la tumeur et la sensibilité aux 

agents anti-VEGF. Néanmoins, la diminution des vaisseaux au sein de la tumeur après 

traitement est étroitement liée à l’effet anti-tumoral. Les expériences de d’échange de 

traitement montrent une activité de l’aflibercept après traitement par le bevacizumab, 

que ce soit sur une lignée sensible au bevacizumab ou une lignée résistante. Ceci 

suggère que l’aflibercept pourrait être actif sur des patients résistants ou progressant 

sous traitement par le bevacizumab. 
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Translational significance 

The epidermal growth factor receptor (EGFR) and the vascular 

endothelial growth factor (VEGF) pathways are validated targets for 

treatment of patients with metastatic colorectal cancer (mCRC). 

However, combinations of monoclonal antibodies targeting both 

pathways show disappointing results. We here show that combinations 

of bevacizumab and erlotinib, a small molecule EGFR inhibitor, show 

activity in CRC models independent of RAS status and bevacizumab 

resistance. Bevacizumab exposure was accompanied by intracellular 

accumulation of active, phosphorylated EGFR in both tumor cells and 

tumor-associated endothelial cells and could be attenuated by erlotinib. 

We further demonstrate differential activity of cetuximab and erlotinib on 

EGFR-mediated functions in CRC cells as a function of RAS status 

revealing fundamental differences between mAbs and TKIs targeting the 

same pathway. These findings may be applicable for other tumor types 

as well. 
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Purpose: There is extensive cross-talk between VEGF- and EGFR-

pathway signaling in colorectal cancer (CRC). However, combinations of 

VEGF- and EGFR-targeted monoclonal antibodies (mAbs) show 

disappointing activity, in particular for patients with mutant RAS. Previous 

results show that tyrosine kinase inhibitors (TKIs) can be active in CRC 

models resistant to mAbs. This promoted us to examine whether the 

activity of bevacizumab can be increased by combination with erlotinib. 

Experimental design: The antitumor activity of bevacizumab, 

erlotinib and their combination was determined in CRC models with 

different RAS status and bevacizumab sensitivity. EGFR/VEGF pathway 

activation was characterized by immunohistochemistry, Western blot and 

ELISA assays. The influence of cetuximab and erlotinib on EGF-

mediated migration and the EGFR-EGF ligand feed-back loop was 

established in CRC cell lines with different RAS status. 

Results: The addition of erlotinib increased bevacizumab activity in 

all models independent of RAS status. Bevacizumab exposure was 

accompanied by marked EGFR activation in tumor cells as well as in 

tumor-associated endothelial cells (TECs) and resulted in strong 

accumulation of intracellular EGFR, which could be attenuated by 

erlotinib. In cellular models, erlotinib was able to attenuate EGF-

mediated functions in all cell lines independent of RAS status while 

cetuximab only showed activity in RAS wt cells. 

Conclusions: The results presented here provide the molecular 

framework to interpret the findings of the GERCOR DREAM phase III 

clinical trial of the bevacizumab-erlotinib combination. Differential activity 

of mAbs and TKIs targeting the same signaling pathway is likely 

applicable for other tumor types. 
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Introduction 

The epidermal growth factor receptor (EGFR) and the vascular 

endothelial growth factor (VEGF) pathways are validated targets for 

treatment of patients with metastatic colorectal cancer (mCRC). There is 

extensive cross-talk between these two signaling pathways (1) and 

combinations of VEGF(R) and EGFR-directed compounds have 

consistently shown at least additive activity in preclinical models (2). 

However, the results of clinical trials were disappointing since the 

addition of EGFR-targeted monoclonal antibodies (mAbs) to 

bevacizumab plus chemotherapy was no better, in terms of overall 

survival, than bevacizumab plus chemotherapy alone, even for patients 

with wild-type RAS tumors, and was detrimental, in terms of progression-

free survival, for most patients with KRAS mutant tumors (3,4). 

To determine if these disappointing results were pathway- or agent-

related, we compared the antitumor activity of two mAbs with two small 

molecule tyrosine kinase inhibitors (TKIs) in the same CRC xenograft 

models (5). The results showed that the combination of the two 

antibodies was no more active than either agent alone while the 

combination of the TKIs showed synergistic antitumor activity. 

Unexpectedly, the TKI combination was also active in CRC models with 

mutant RAS status (5) indicating that mutant RAS may not be a limiting 

factor for EGFR-directed TKIs like it is for the mAbs (6-8). These findings 

provided the rational for the current study which shows that erlotinib 

enhances the in vivo activity of bevacizumab independent of RAS status. 

We further demonstrate a differential activity of cetuximab and erlotinib 

on EGFR-mediated functions in CRC cells revealing fundamental 

differences between mAbs and TKIs targeting the same pathway. 
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Materials and Methods 

Drugs 

Bevacizumab (Avastin) was provided by Roche, cetuximab was from 

Merck while erlotinib (Tarceva) was purchased from LC Laboratories 

(Woburn, MA).  

 

Tumor cells  

CRC cells were maintained in cell culture as described previously (9). 

SW48, LS174T and DLD-1 CRC cells were a kind gift from Richard 

Hamelin (Saint-Antoine Research Center, Paris, France) while SW480 

and LIM1215 cells were purchased from American Type Culture 

Collection (Rockville, MD). HT-29, CoLo205 and SW620 cells were 

kindly provided by Richard Camalier (National Cancer Institute, 

Bethesda, MD) while HCT-116 cells were a generous gift from Bert 

Vogelstein (John Hopkins, Baltimore, MD). Upon defreezing, cell lines 

were monitored for mycoplasma contamination and characterized by 

next generation sequencing of 50 cancer-related genes using the Ion 

AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2 (ThermoFisher). Cells were replaced 

after 3 month in culture. 

 

In vivo studies 

The antitumor effects of bevacizumab, erlotinib and their 

combination were evaluated in athymic mice (female NMRI-Foxn1n, 6 

weeks old) from Taconic (Skensved, Danmark) bearing SW48, HT-29 or 

SW620 xenografts. Two to five million cells were injected into the right 

flank, and the treatments were started when the tumors were palpable. 

Animals were weighed daily and the tumor size was determined three 

times per week (10). Tumor volumes (mm3) were calculated according to 

formula: [(length x width2)/2]. Boxplot analysis was carried out using the 
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graphpad prism 6.04 software (Graphpad, La Jolla, CA). Treated/Control 

(T/C) values were calculated as follows: average tumor volume of treated 

animals/average tumor volume of control animals x 100. Animals were 

treated according to institutional guidelines and the protocol was 

approved by the local ethics committee for animal experimentation. 

 

Antibodies 

The following antibodies were used for immunohistochemistry 

(IHC) analysis: anti-CD31 (# 550274, BD Bioscience, le Pont de Claix, 

France) to determine the vascular density, anti-VEGF-A (sc-152, Santa 

Cruz Biotechnology, CliniSciences, Nanterre, France), anti-phospho-

VEGFR1 (07-758, Millipore, Darmstadt, Germany) that recognizes 

phospho-Tyr 1213, anti-phospho-VEGFR2 (# 2478, Cell Signaling, 

Ozyme, Montigny-le-bretonneux, France) that recognizes phospho-Tyr 

1273, anti-phospho-EGFR (sc-12351, Santa Cruz Biotechnology) that 

recognizes phospho-Tyr 1173, anti-EGFR (sc-03, Santa Cruz 

Biotechnology), and anti-amphiregulin (AF262, R&D System 

Minneapolis, MN). The relevant Cy3-conjugated secondary antibodies 

were obtained from Jackson ImmunoResearch (Montlucon, France). 

The following antibodies were used for Western blot analysis: anti-

phospho-EGFR antibody (#3777, Cell signaling) that recognizes Tyr1068 

EGFR, anti-EGFR antibody (sc-03, Santa Cruz Biotechnology) and anti-

actin-HRP antibody (sc-1615, Santa Cruz Biotechnology) followed by 

incubation with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated 

secondary antibodies (Cell Signaling). 

 

Immunohistochemistry 

Biomarker analysis was carried out with tumors collected after 4 

weeks of treatment and processed for immunohistochemistry (IHC) 
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analysis. All images were captured by a fluorescence microscope and 

the fluorescence intensities were determined by the MetaMorph software 

(Universal Imaging Corporation, New York) for quantitative image 

analysis. When indicated, tumors were counterstained by 4’,6-diamidino-

2-phenylindole to reveal the nuclei of individual cells. For the quantitative 

analysis of the signal intensity, the data represents the average 

fluorescence intensity of treated tumors compared to the treatment 

intensity of control tumors and is the average of 6 fields/tumor for at least 

3 different tumors. Blood vessel density is expressed as the CD31-

positive area, in % of total, and represents the averages of at least 6 

fields/tumor for at least 3 different tumors. 

For the determination of pEGFR expression by the TECs, double 

labeling was carried out for pEGFR and CD31 and the degree of co-

localization was determined by semi-quantitative analysis as illustrated in 

Figure 4. Only blood vessels where the entire rim could be assessed 

were included in the analysis with at least 12 blood vessels per 

treatment. 

 

ELISA assay and Western blot of xenograft samples 

Tumor tissues were collected from untreated, frozen tumors (three 

tumors per treatment) and protein extracts were prepared in RIPA buffer 

according to the manufacturer’s instructions. VEGF levels were 

determined by Quantikine ELISA (# DVE00 and MMV00, R&D System) 

for human, tumor-derived VEGF and for murine, stroma-derived VEGF, 

respectively. Amphiregulin levels were determined by Quantikine ELISA 

(R&D System # DAR00, human AREG). VEGFR1 and VEGFR2 levels 

were determined by DuoSet ELISA (DY321B and DYC1766, R&D 

System). The values represent the average of 3 independent 

experiments, each done in duplicate.  
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For Western blot, equal amounts of proteins (100 µg/lane) were 

loaded into SDS-PAGE gels, transferred onto nitrocellulose membranes 

and blotted with antibodies directed against phosphorylated and total 

EGFR. Protein expression was quantified by densitometric analysis of 

the immunoblots using Image Lab software (Biorad) after normalization 

with β-actin. 

 

ELISA assays of conditioned media. 

Cells were seeded and allowed to attach for 24 hrs followed by 72 

hrs incubation in 5% FCS in the absence or presence of cetuximab (1 

µg/mL) or erlotinib (3 µM) as described (11). Conditioned media was 

collected and concentrated using Amicon ultracentrifugal filter units. The 

levels of secreted TGF-alpha and amphiregulin were determined by 

Quantikine ELISA (R&D System # DTGA00 for TGF-alpha and # DAR00 

for amphiregulin) according to the manufacturer’s instructions. The 

values represent the average of 3 independent experiments, each done 

in duplicate. 

 

Tumor cell migration 

Cell migration was assessed by the trans-well assay (Boyden 

chamber, Dutscher, Issy-les-moulineaux, France) according to the 

manufacturer’s instructions. Briefly, 50 000 to 100 000 cells in serum-free 

media with or without erlotinib or cetuximab were plated in the upper 

chamber on membranes with a pore size of 8 µm while the lower 

chamber contained culture media with EGF (20 ng/ml) as 

chemoattractant. After 6 hr, remaining cells were removed from the top-

side of the inserts whereas migrating cells on the bottom of the inserts 

were stained with Diff-Quik (ThermoFischer Scientific, Waltham, MA) and 

all migrating cells were counted. Results are expressed as means ± 
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standard error of the means (SEM) and represent triplicate samples from 

at least two independent experiments. 

 

Statistical analysis 

ANOVA was performed to determine the significance of observed 

differences between groups using the tool pack from Excel (Microsoft). 

Post hoc comparisons was made using Student's paired t-test using 

GraphPad Prism (GraphPad Software). Differences between two groups 

are presented as the mean ± SEM or mean ± SD as noted in the figure 

legends. All tests were two-sided and p values <0.05 were considered 

statistically significant. 

 

Results 

Erlotinib increases the antitumor activity of bevacizumab 

Three different CRC xenograft models were used including SW48 

(RAS wt, bevacizumab sensitive), HT-29 (RAS wt, bevacizumab 

resistant) and SW620 (RAS mutant and bevacizumab sensitive) (10). 

The antitumor activities of bevacizumab (1 mg/kg) and erlotinib were 

comparable for SW48 and SW620 xenografts with T/C values (average 

tumor volume of treated animals/average tumor volume of control 

animals x 100) of 55 and 54 for bevacizumab and 65 and 74 for erlotinib, 

respectively (Figure 1). Combined treatment with bevacizumab and 

erlotinib increased the antitumor activity to T/C values of 33 and 39, 

respectively, which is significantly different from bevacizumab alone (p < 

0.01). To confirm the activity of the bevacizumab + erlotinib combination 

toward the RAS mutant SW620 tumors, the experiment was repeated 

with a standard dose of bevacizumab (5 mg/kg). Under these conditions, 

the T/C value was 27 for bevacizumab alone and 16 for the combination 

(p < 0.001) (Supplementary figure S1, upper panels). 
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Bevacizumab exposure (5 mg/kg) was accompanied by modest 

tumor growth inhibition for HT-29 xenografts (T/C of 68) whereas 

erlotinib treatment was associated with unexpected strong antitumor 

activity (T/C of 36). The combination of the two drugs gave a T/C value 

of 26, which is significantly (p < 0.001) more than what was observed for 

bevacizumab alone (Figure 1), whereas the difference between erlotinib 

and erlotinib + bevacizumab did not reach significance (p = 0.07). 

 

Influence of BRAF status 

The potent activity of erlotinib toward HT-29 xenografts was 

unexpected since HT-29 tumors shows limited sensitivity to the EGFR-

targeted antibody cetuximab (5). HT-29 cells express the BRAF V600E 

mutation (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic). To explore if the 

expression of mutant BRAF was associated with erlotinib sensitivity, we 

selected a different BRAF V600E mutant cell line, CoLo205. However, 

the response of CoLo205 tumors to bevacizumab, erlotinib, and their 

combination (T/C values of 53, 64 and 32, respectively) was comparable 

with SW48 and SW620 rather than with HT-29 (Supplementary figure 

S1, lower panels). Therefore, BRAF status as such cannot explain the 

unexpected erlotinib sensitivity of HT-29 xenografts. 

 

Angiogenic signaling 

Bevacizumab has preferential activity for human VEGF. To estimate 

the relative contribution of human tumor-derived and murine stromal-

derived VEGF within the tumor microenvironment, tissue extracts were 

prepared from untreated SW48, HT-29 and SW620 tumors and the 

concentration of murine and human VEGF was determined by species-

specific ELISA analysis (data not shown). The results show that human 
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VEGF represents more than 95% of the total VEGF in the tumor 

environment in agreement with previous findings (10, 12). 

The microvascular density of SW48, HT-29 and SW620 xenografts 

was compared by immunohistochemistry with a CD31-directed antibody 

followed by quantitative image analysis. The results (Figure 2, upper 

panel left) indicate that bevacizumab reduced the microvascular density 

by ~ 65% in the bevacizumab-sensitive SW48 and SW620 xenografts 

compared to only ~ 30% in the bevacizumab-resistant HT-29 xenografts. 

In comparison, erlotinib treatment was accompanied by ~ 50% reduction 

of the vascular density in all 3 xenograft models. Interestingly, the 

addition of erlotinib to bevacizumab strongly diminished the 

microvascular density of HT-29 xenografts (from 30% to 64% of the 

vehicle control) suggesting that EGFR-signaling contributes to the 

bevacizumab resistance of this tumor model. The combination of 

bevacizumab + erlotinib was also significantly more effective than 

bevacizumab alone for the SW48 and SW620 tumor models, although 

the effect was less pronounced than for HT-29. 

Bevacizumab exposure was accompanied by ~ 40% increased 

expression of tissue-associated VEGF that diminished significantly (p < 

0.01) when erlotinib was added to bevacizumab (Figure 2, upper panel 

right). Most CRC cells and tumors express functional VEGFR1/Flt-1 that 

promotes cellular survival under environmental stress (13). Bevacizumab 

exposure was accompanied by increased levels of active phospho-

VEGFR1 for all xenograft models which was attenuated (p < 0.001) by 

the addition of erlotinib (Figure 2, middle right panel and lower panels). 

This was most marked for the HT-29 xenografts where the levels of 

phospho-VEGFR1 were 171% in the presence of bevacizumab alone 

and 71% in the presence of bevacizumab + erlotinib, compared to 

untreated vehicle controls. The differences in VEGFR1 phosphorylation 
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were not linked to altered protein levels, as determined by ELISA of total 

VEGFR1 in tumor extracts (Supplemental figure S2). In bevacizumab-

treated tumors, the active, autophosphorylated form of pVEGFR1 was 

mostly localized inside the cells as indicated by a prominent cytoplasmic 

signal (Figure 2, lower panels, indicated with a white arrow).  

In addition to VEGFR1, CRC xenografts may express low levels of 

VEGFR2/Flk-1. Bevacizumab exposure was accompanied by up to 2-fold 

increase in the levels of phospho-VEGFR2 that was significantly 

attenuated in the presence of erlotinib, with the exception of the SW620 

model, where the modest decrease did not reach significance (Figure 2, 

middle panel right). It is noticeable that the levels of VEGFR1 and 

VEGFR2 protein are very different, with about 20-fold less VEGFR2, 

compared with VEGFR1, in SW48 and SW620 tumors and almost 80-

fold less VEGFR2, compared to VEGFR1, in HT-29 xenografts 

(Supplemental figure S2). These differences may explain the current 

controversy concerning the expression of VEGFR2 by CRC cells (13). 

Taken together, our findings show that bevacizumab activates autocrine 

VEGF-signaling in all three xenograft models which can be attenuated in 

by erlotinib. 

 

EGFR signaling 

Next, the levels of total and phosphorylated EGFR were determined 

(Figure 3, upper panels). The results show that erlotinib exposure was 

accompanied by decreased levels of the active, autophosphorylated form 

of EGFR which was most pronounced for SW48 (66% inhibition, 

compared to the vehicle control) followed by SW620 (50% inhibition) and 

HT-29 xenografts (35% inhibition). Unexpectedly, bevacizumab 

treatment was accompanied by strong EGFR activation ranging from ~ 

140% for the bevacizumab-sensitive SW48 and SW620 xenografts to 
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more than 200% for the bevacizumab-resistant HT-29 xenografts. The 

addition of erlotinib to bevacizumab was accompanied by a highly 

significant (p < 0.001) decrease in phospho-EGFR levels in all models 

shown by quantitative immunohistochemistry as well as by Western blot 

analysis (Figure 3 upper and middle panels). In comparison, 

bevacizumab had no detectable influence on total EGFR levels whereas 

erlotinib exposure, alone or in combination, was accompanied by a 

modest increase of total EGFR that never reached significance (Figure 3 

upper and middle panels). 

As observed for pVEGFR1, bevacizumab treatment was 

accompanied by a prominent cytoplasmic signal of pEGFR (Figure 3, 

lower panels, indicated with a white arrow). 

 

EGFR signaling in endothelial cells 

Tumor-associated endothelial cells (TECs) frequently express 

functional EGFR (14,15). To characterize the expression of active EGFR 

on the TECs, a semi-quantitative approach was developed as illustrated 

(Figure 4, upper panel, left). Tumors were double-labeled for phospho-

EGFR and CD31 and the degree of colocalization was determined as 

detailed in the figure legend. The results show that bevacizumab 

treatment was accompanied by a strong increase in TEC-associated 

phospho-EGFR while phospho-EGFR was attenuated following 

treatment with erlotinib. Importantly, the addition of erlotinib to 

bevacizumab was associated with a highly significant (p < 0.001) 

decrease in TEC-associated phospho-EGFR, compared to bevacizumab 

alone, for all three xenograft models. 

The EGFR ligands amphiregulin (AREG) and transforming growth 

factor-alpha (TGF-alpha) are known to form positive feed-back loops with 

activated EGFR (16-18). Amphiregulin is of particular interest, since it is 
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expressed at high levels in CRC and has potential predictive value for 

the response to EGFR-targeted agents (19,20). Tumor extracts were 

prepared and the ligand expression was determined by ELISA analysis. 

A modest increase in amphiregulin expression was observed in the 

bevacizumab-treated tumors while erlotinib treatment resulted in a ~ 50% 

decrease. Importantly, amphiregulin expression was significantly 

decreased in all bevacizumab + erlotinib groups, compared to 

bevacizumab alone. For TGF-alpha, the levels were too close to the 

detection limit to give reproducible results. 

It has been reported that amphiregulin promotes endothelial tube 

formation in vitro suggesting a direct role for amphiregulin in tumor 

angiogenesis (21). To determine if tumor-derived amphiregulin co-

localize with the TECs, tumors were double-labeled for human 

amphiregulin and CD31. Unexpectedly, the results (Figure 4, lower 

panel) show prominent co-localization of amphiregulin and the TECs 

(indicated in yellow) compared to the more faint red labeling of 

amphiregulin in the tumor cells, coherent with a close in vivo association 

between the TECs and tumor-derived amphiregulin. 

 

EGFR-signaling in RAS mutant cells 

EGFR activation is accompanied by a positive feed-back loop with 

some of its ligands including TGF-alpha and amphiregulin (16-18). 

Intriguingly, a recent study reports that EGFR-directed antibodies are 

unable to downregulate amphiregulin and TGF-alpha in RAS mutant 

CRC cells, which could, at least in part, explain the lack of activity of the 

mAbs toward such cells (11). The activity of erlotinib and cetuximab 

toward different RAS mutant CRC cell lines was compared (Figure 5). 

The results show that cetuximab exposure increased TGF-alpha 

expression up to 4-fold in all cellular models, but had no significant 
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influence on amphiregulin. In clear contrast, erlotinib decreased both 

TGF-alpha and amphiregulin secretion, with highly significant (p < 0.001) 

differences between cetuximab and erlotinib in all cases (Figure 5 upper 

panels). 

EGFR activation promotes tumor cell migration. Four CRC cell lines 

with good migratory capacity were selected including LIM1215 (RAS wt), 

HCT-116, LS174T and SW480 (all RAS mutant). EGF strongly 

stimulated the migration of all cell lines which could be attenuated by 

erlotinib (Figure 5, middle and lower panels). In clear contrast, cetuximab 

was only able to attenuate migration of the RAS wt LIM1215 cells, 

without any detectable influence on the migration of the RAS mutant 

cells. Importantly, the viability at the end of the incubation period was 

comparable for all groups (Supplemental figure S3). 

 

Discussion 

We here report that erlotinib increases the activity of bevacizumab in 

CRC models independent of RAS status and bevacizumab resistance. 

We further document differential activity of cetuximab and erlotinib on 

EGFR-mediated functions in CRC cells as a function of RAS status 

revealing fundamental differences between mAbs and TKIs targeting the 

same pathway. These findings inspired the DREAM Phase III clinical trial 

and provide the mechanistic framework to interpret the clinical findings. 

Specifically, the DREAM study reported that administration of 

bevacizumab plus erlotinib as maintenance therapy to patients with 

mCRC resulted in a three months increase in overall survival compared 

to bevacizumab alone, independent of RAS status (23). 

Besides RAS status, there is increasing interest in the impact of 

primary tumor location. Current evidence suggest that metastatic 

colorectal cancer (mCRC) arising from different sides of the colon (left 
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versus right) have different clinical outcomes, which may, at least in part, 

be a reflection of the different embryonic origin of the normal tissue 

forming the left and right sides of the colon. In mCRC, patients with right-

sided tumors have generally worse prognosis than those with left-sided 

tumors (24,25). Furthermore, retrospective analysis of pooled clinical 

trials suggests that EGFR-targeted antibodies may be more active 

toward left-sided RAS wt tumors compared with right-sided RAS wt 

tumors ((25-27). Interestingly, it has been reported that VEGF-targeting 

may also differ between right- and left-sided tumors. In particular, 

bevacizumab may only provide a survival advantage for left-sided and 

rectal tumors (28, 29), suggesting that right- and left-sided tumors may 

respond differently to both EGFR-and VEGF-targeted anticancer agents. 

However, a large prospective trial is still needed to confirm these data. 

Unfortunately, little is known about the origin of the vast majority of 

CRC cell lines including the ones used here. However, based on putative 

site-specific markers, it has been suggested that HT-29 is likely derived 

from a right-sided tumor while SW620 is likely derived from a left-sided 

tumor (30). Although the origin of these cell lines can never be 

determined with full certainly, it is tempting to speculate that erlotinib, 

alone or in combination with bevacizumab, may prove particularly 

interesting for treatment of patients with right-sided mCRC, a patient 

subgroup in need of novel, active agents. 

Usually, EGFR inhibition is believed to principally influence tumor 

cells while VEGF-targeting is acting on endothelial cells. The results 

presented here provide evidence for a more complex model. Pruning of 

the tumor-associated microvasculature is accompanied by tumor cell 

hypoxia, activation of tumor-associated VEGF signaling as well as EGFR 

activation. In addition, vascular pruning interfered with tumor cell 

receptor recycling as evidenced by a prominent cytoplasmic signal for 
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both pVEGFR1 and pEGFR in agreement with an influence of the 

oxygen-sensing pathway on endocytosis (31). Interestingly, 

bevacizumab exposure was also accompanied by EGFR signaling 

activation and accumulation of tumor-derived amphiregulin in the TECs. 

Taken together, these results suggest that both tumor cells and TECs 

are targeted by EGFR blockage. 

The finding that an EGFR-targeted TKI may have different activity 

compared to EGFR-targeted antibodies in vitro as in vivo, is initially 

surprising. However, it should be noted that the mAbs and the TKIs owe 

their activity to different mechanisms. Binding of the mAbs to EGFR is 

followed by endocytosis and lysosomal degradation, thereby decreasing 

receptor density on the cell surface (32). In the case of the TKIs, it is the 

catalytic activity of EGFR that is inhibited without an immediate effect on 

EGFR protein levels. Importantly, the activity of the TKIs is not restricted 

to surface-associated EGFR but includes additional pools of EGFR, like 

the active EGFR contained in endosomes following receptor 

internalization. Furthermore, recent results suggest that the interaction 

between EGFR and Ras proteins ceases within minutes after EGFR 

activation, with EGFR accumulating in the endosomes while Ras remain 

associated with the plasma membrane, thereby providing a physical 

separation between the two molecules and rapid signal downregulation 

(33). 

Traditionally, EGFR signaling has been associated with canonical 

cellular signaling pathways like Ras/MAPK, PI3K/Akt, Phospholipase 

C/PKC, STAT and Src pathways as depicted in Figure 6. However, 

several novel EGFR signaling pathways have been described recently 

including the binding of EGFR to and phosphorylation of the tyrosine 

kinase Lyn, which then phosphorylate MCM7, a licensing factor critical 

for DNA synthesis (34), beclin1 (BCN-1), a crucial mediator of autophagy 
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(35) and argonaute 2 (AGO2) a modulator of microRNA processing (36). 

Importantly, the phosphorylation of AGO2 and Beclin1 is mediated by 

catalytically active EGFR present on intracellular vesicles after 

internalization, but before lysosomal degradation (35,36), thereby 

representing a subfraction of EGFR that can only be inhibited by EGFR-

directed small molecules, but not by EGFR-directed mAbs. 

In conclusion, our study provides strong evidence that mAbs and 

TKIs target different elements of the EGFR signaling pathway, both as 

single agents and in combination with VEGF-targeted therapies. These 

findings provide a rational for novel therapeutic strategies for patient 

subgroups that are unlikely to benefit from EGFR-targeted antibodies. 

We further suggest that differential activity of mAbs and TKIs targeting 

the same signaling pathway is likely applicable for other tumor types. 
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Figure and Table legends 

 

Figure 1. Influence of bevacizumab, erlotinib and their combination on 

tumor growth of CRC xenografts. Left, nude mice with SW48, HT-29 or 

SW620 CRC xenografts were dosed with vehicle (striped squares), 

bevacizumab (1 mg/kg i.p. every 3 days for SW48 and SW620 or 5 

mg/kg i.p. every 3 days for HT-29) (black circles), erlotinib (75 mg/kg p.o. 

once daily) (white circles) or bevacizumab and erlotinib together (light 

grey circles). The curves represent the average tumor growth of at least 

7 animals per group. Right, box and whisker plots of tumor volumes in 

mice with SW48, HT-29 or SW620 CRC xenografts after 4 weeks 

treatment with vehicle, bevacizumab (beva), erlotinib (erlo) or their 

combination (beva + erlo). Lines, medians; boxes, 25th to 75th percentile 

interquartile ranges; whiskers, the highest and lowest value for a given 

treatment. The brackets indicate the difference between the 

bevacizumab groups and the corresponding bevacizumab + erlotinib 

group P values were calculated using Student's paired t-test. ** p < 0.01; 

*** p < 0.001. 

 

Figure 2. Influence of bevacizumab, erlotinib and their combination 

on tumor angiogenesis. Animals with SW48 (grey columns), HT-29 
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(hatched columns) or SW620 (black columns) human CRC xenografts 

were treated with bevacizumab (beva), erlotinib (erlo) or their 

combination (beva + erlo) for 4 weeks as described in the legend to 

Figure 1, followed by immunohistochemistry and quantitative image 

analysis. The photos illustrate the typical staining patterns for tumors 

derived from animals treated with bevacizumab (B) or with bevacizumab 

+ erlotinib (B+E). For the microvascular density, CD31-positive 

endothelial blood vessels are outlined in white while the bar diagram 

indicate the CD31-positive area, as % of total, and represent the 

averages of at least 6 fields/tumor for at least 3 different tumors. For the 

quantitative analysis of VEGF, phospho-VEGFR1 and phospho-

VEGFR2, the data represent the average fluorescence intensities of 

treated tumors compared to the treatment intensity of control tumors and 

are the averages of 6 fields/tumor for at least 3 different tumors. Bars 

indicate the mean ± SEM. The brackets indicate the difference between 

the bevacizumab groups and the corresponding bevacizumab + erlotinib 

groups. P values were calculated using Student's paired t-test. * p < 

0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. Bottom panels, cellular distribution of 

phospho-VEGFR1 (pVEGFR1) after treatment with bevacizumab, 

erlotinib and their combination in HT-29 tumors after 4 weeks treatment 

as described in the legend to Figure 1. The presence of phospho-

VEGFR1 was determined by immunohistochemistry and is indicated in 

red, whereas the nuclei appear in blue. The white arrow indicates the 

prominent intracellular accumulation of phosphorylated VEGFR1. 

 

Figure 3. Influence of bevacizumab, erlotinib and their combination 

on EGFR. Animals with SW48 (grey columns), HT-29 (hatched columns) 

or SW620 (black columns) human CRC xenografts were treated with 

bevacizumab (beva), erlotinib (erlo) or their combination (beva + erlo) for 
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4 weeks as described in the legend to Figure 1. Top panels, the 

expression of phospho-EGFR and total EGFR was determined by 

immunohistochemistry followed by quantitative image analysis. The 

photos illustrate the typical staining patterns for tumors derived from 

animals treated with bevacizumab (B) or with bevacizumab + erlotinib 

(B+E). The bars indicate the mean ± SEM and represent the average 

fluorescence intensities of treated tumors compared to the treatment 

intensity of control tumors and are the averages of 6 fields/tumor for at 

least 3 different tumors. The brackets indicate the difference between the 

bevacizumab groups and the corresponding bevacizumab + erlotinib 

groups. P-values were calculated using Student's paired t-test. * p < 

0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. Middle panel, Western blot analysis of 

pEGFR and EGFR expression in the tumors described above. The 

columns indicate the pEGFR signal (% of control) after normalization 

with beta-actin that was used as loading control. Data represent typical 

results from 3 different experiments. Bottom panels, cellular distribution 

of phosphorylated EGFR (pEGFR) after treatment with bevacizumab, 

erlotinib and their combination in HT-29 tumors after 4 weeks treatment 

as described in the legend to Figure 1. The presence of phospho-EGFR 

was determined by immunohistochemistry and is indicated in red, 

whereas the nuclei appear in blue. The white arrow indicates the 

prominent intracellular accumulation of phosphorylated EGFR. 

 

Figure 4. EGFR-signaling in tumor-associated endothelial cells 

(TECs).  

Top, to identify phosphorylated EGFR on the tumor-associated 

endothelial cells, double labeling was carried out for phospho-EGFR and 

CD31 and the degree of colocalization was determined by semi-

quantitative analysis as illustrated (top, left). Only blood vessels where 



29 
 

the entire rim could be assessed were included in the analysis, with at 

least 12 blood vessels per group. For each blood vessel, no 

colocalization was characterized by a uniform green color (indicated with 

an open white arrow) and given a value of 0, some colocalization was 

characterized by a mixture of yellow and green cells and given a value of 

1 and strong colocalization (indicated by a bold white arrow) was 

characterized by predominance of yellow cells and given a value of 2 

thereby giving an estimate of the average levels of co-localization for 

each group. The results of the semi-quantitative analysis are indicated in 

the top (right). P values were calculated using Student's paired t-test The 

brackets indicate the difference between the bevacizumab groups and 

the corresponding bevacizumab + erlotinib groups. P-values were 

calculated using Student's paired t-test. p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 

0.001. Bottom, to identify human, tumor-derived amphiregulin on the 

tumor-associated endothelial cells, double labeling was carried out for 

CD31 (in green) and human amphiregulin (AREG in red) to visualize the 

degree of colocalization (Merge, in yellow). The brackets indicate the 

difference between the bevacizumab groups and the corresponding 

bevacizumab + erlotinib groups. P-values were calculated using 

Student's paired t-test. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 

 

Figure 5. Influence of erlotinib and cetuximab on EGFR signaling in 

CRC cells. Upper panels, secretion of TGF-alpha (left) or amphiregulin 

(right) in HCT-116, DLD-1, SW620 and SW480 cells after 72 hrs 

incubation in the absence (hatched columns) or presence of erlotinib (3 

µM, grey columns) or cetuximab (1 µg/mL, black columns). The values 

represent the averages of 3 independent experiments, each done in 

duplicate. The brackets indicate the differences between erlotinib and 

cetuximab-treated cells. Middle and lower panels, migration of LIM1215, 
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HCT-116, LS174T and SW480 cells as determined by the trans-well 

assay (Boyden chamber) in the absence (white columns) or presence of 

EGF in the lower chamber and in the absence (hatched columns) or 

presence of erlotinib (grey columns) or cetuximab (black columns) in the 

upper chamber. The values represent the averages of 3 independent 

experiments, each done in duplicate. The brackets indicate the 

difference between the positive EGF control and the erlotinib or 

cetuximab-treated cells. P values were calculated using Student's paired 

t-test. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 

 

Figure 6. Outline of classical and novel EGFR signaling 

pathways. EGFR mediates a wide variety of cellular functions including 

both classical mechanisms and newly identified pathways that plays a 

role in the regulation of DNA synthesis (Lyn/MCM7), autophagy (BCN-1) 

and miRNA processing (AGO2). The phosphorylation of AGO2 and 

Beclin1 is mediated by catalytically active EGFR present on intracellular 

vesicles after internalization, but before lysosomal degradation (35,36). 
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ABSTRACT
Most solid tumors contain a subfraction of cells with stem/progenitor 

cell features. Stem cells are naturally chemoresistant suggesting that chronic 
chemotherapeutic stress may select for cells with increased “stemness”. We 
carried out a comprehensive molecular and functional analysis of six independently 
selected colorectal cancer (CRC) cell lines with acquired resistance to three different 
chemotherapeutic agents derived from two distinct parental cell lines. Chronic drug 
exposure resulted in complex alterations of stem cell markers that could be classified 
into three categories: 1) one cell line, HT-29/5-FU, showed increased “stemness” and 
WNT-signaling, 2) three cell lines showed decreased expression of stem cell markers, 
decreased aldehyde dehydrogenase activity, attenuated WNT-signaling and lost the 
capacity to form colonospheres and 3) two cell lines displayed prominent expression 
of ABC transporters with a heterogeneous response for stem cell markers. While WNT-
signaling could be attenuated in the HT-29/5-FU cells by the WNT-signaling inhibitors 
ICG-001 and PKF-118, this was not accompanied by any selective growth inhibitory 
effect suggesting that the cytotoxic activity of these compounds is not directly linked 
to WNT-signaling inhibition. We conclude that classical WNT-signaling inhibitors have 
toxic off-target activities that need to be addressed for clinical development.

INTRODUCTION

Increasing experimental and clinical evidence 
indicates that tumors evolve over time which is driven 
by clonal heterogeneity, selection, non-genetic instability 
and adaptation to environmental stress like exposure to 
therapeutic agents [1–7]. Most studies of acquired drug-
resistance have focused on classical mechanisms directly 
linked to the drug-target interaction like membrane 

transporters, drug distribution or DNA repair mechanisms, 
sometimes classified as “non-oncogenic” resistance 
[8–12]. However, recent findings suggest that chronic 
chemotherapeutic stress may promote more general and 
often unexpected biological changes in cancer cells. For 
example, analysis of biopsies from non-small cell lung 
cancer (NSCLC) patients with acquired resistance to 
small molecule epidermal growth factor receptor (EGFR) 
inhibitors displayed MET gene amplifications, epithelial to 



Oncotarget2www.impactjournals.com/oncotarget

mesenchymal transition (EMT) as well as a transformation 
from NSCLC into small cell lung cancer [13]. Exposure of 
colorectal cancer (CRC) cells to oxaliplatin was associated 
with up-regulation of VEGF ligands and receptors [14] 
while chronic exposure to irinotecan was accompanied 
by activation of EGFR- and SRC-signaling in CRC 
models [15].

Most, if not all, solid tumors contain a subpopulation 
that displays molecular and functional similarities to stem 
cells. Stem cells are naturally chemoresistant due to high 
expression of certain ATP-binding cassette transporters, 
proficient DNA repair, a slow cell cycle and activation 
of various signaling pathways including WNT [16]. 
Therefore, one potential mechanism of acquired resistance 
to chemotherapeutic stress would be selection of cells with 
increased “stemness”.

The WNT-signaling pathway plays an important 
role in the colon. Starting at the base of the crypt unit, 
WNT-signaling is highest in the stem cell compartment 
and decreases as the cell moves upwards through the 
proliferative areas and into the differentiative compartment 
[17]. The central role of WNT signaling is further 
emphasized by a recent molecular study of human colon 
and rectal cancers indicating that at least 90% of patient 
tumors display a deregulated WNT-signaling pathway 
[2]. These findings support a role for WNT/beta-catenin- 
signaling inhibitors as potential novel agents for treatment 
of CRC. Assuming that acquired chemoresistance is 
accompanied by increased “stemness” and upregulation of 
WNT-signaling, such inhibitors might show preferential 
activity toward tumors with acquired drug resistance.

To establish the influence of chronic chemotherapeutic  
stress on “stemness”, we carried out a comprehensive 
molecular and functional analysis of six independently 
selected CRC cell lines with acquired resistance to three 
chemotherapeutic agents with different mechanisms of 
action (5-fluorouracil, oxaliplatin and irinotecan) derived 
from two parental cell lines with distinct molecular 
profiles, HT-29 (chromosome instable, CIN) and HCT-116 
(microsatellite instable, MSI).

We here report that chronic chemotherapeutic stress 
drives the evolution of “stemness” in CRC cells in a 
complex manner which is relevant for the elaboration of 
future therapeutic strategies. In addition, our results reveal 
that classical WNT-signaling inhibitors have toxic off-
target activities that need to be addressed for their clinical 
development.

RESULTS

Chronic chemotherapeutic stress is accompanied 
by altered CD44 splicing

CD44 is a broadly distributed multifunctional 
glycoprotein adhesion molecule that is widely used as a 
stem cell marker [18]. Through alternative splicing, cells 
can produce a large family of CD44 protein isoforms which 

are involved in a variety of biological processes. Normal 
epithelial cells in the colon express the standard form of 
CD44 (CD44s) whereas adenomas, carcinomas and CRC 
metastasis may also express CD44 variants (CD44v) 
containing additional exons that are coding for insertions in 
the membrane-proximal extracellular region [19].

Western blot analysis revealed that the parental 
HCT-116 cells predominantly expressed CD44v isoforms 
in contrast to the three drug-resistant HCT-116 variants 
that almost exclusively expressed CD44s (Figure 1A 
upper panel). Parental HT-29 cells expressed exclusively 
CD44v isoforms while the oxaliplatin- and SN38-resistant 
variants showed increased expression of CD44v as well 
as expression of CD44s. In comparison, HT-29/5-FU cells 
expressed exclusively CD44s (Figure 1A lower panel). 
To confirm that the altered size distribution was linked to 
alternative splicing, rather than to potential differences in 
glycosylation [20], CD44 mRNA was characterized further 
by qRT-PCR followed by agarose gel electrophoresis 
(Figure 1B). The results confirm the differences in size 
between CD44 transcripts.

We then focused on CD44 variants containing 
exons 3 (CD44v3) and 6 (CD44v6). The CD44v3 isoform 
undergoes heparin sulphate modification and is able to 
interact with various growth factors including heparin-
binding epidermal growth factor and basic fibroblast 
growth factor [21, 22], whereas the CD44v6 isoform 
has been shown to act as a co-receptor for the receptor 
tyrosine kinase c-MET [23]. In agreement with the 
Western blot analysis, quantitative RT-PCR analysis of 
CD44 mRNA using isoform-specific primers for v3 and 
v6 showed decreased expression of CD44v3 and CD44v6 
in the three drug-resistant HCT-116 cells as well as for 
the HT-29/5-FU cells (Figure 1C). In contrast, increased 
expression (about 3-fold) was observed for both CD44v3 
and CD44v6 in the HT-29/Oxa and HT-29/ SN38 cells.

Differential influence of chronic 
chemotherapeutic stress on the expression of 
CD133, CD166 and Lgr5

CD133 is a widely used stem cell marker [24] 
whereas CD166 and Lgr5 are expressed on the surface 
of epithelial cells within the colon stem cell niche [25, 
26]. Western blot analysis show that CD133 protein was 
strongly expressed by the parental HCT-116 and HT-29 
cells as well as by the HT-29/Oxa cells (Figure 2) while 
CD133 expression was weak in the HT-29/SN-38 cells and 
marginal in drug-resistant HCT-116 variants and HT-29/5-
FU cells. In clear contrast, Western blot analysis revealed 
no alteration in the expression of CD166 among the eight 
cell lines (Figure 2). Lgr5 expression was comparable 
for HT-29/5-FU cells and slightly downregulated for HT-
29/Oxa and HT-29/SN38 cells, compared to the parental 
cells, whereas Lgr5 expression was marginal for all four 
HCT-116 cell lines. Therefore, chronic drug exposure had 
divergent influence on the expression of the three stem cell 
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Figure 2: Expression of CD133, CD166 and Lgr5 in parental and drug-resistant HCT-116 and HT-29 cells as determined 
by Western blot analysis. Actin was used as loading control. Relative protein levels were calculated by densitometry and are listed 
below the bands.

Figure 1: CD44 expression in parental and drug-resistant CRC cells A. Western blot analysis of CD44 expression in 
parental and drug-resistant HCT-116 (upper panel) or HT-29 cells (lower panel) using an antibody that detects all CD44 
isoforms. CD44s, standard form of CD44; CD44v, variant forms of CD44. Actin was used as loading control. B. RNA was extracted 
from parental and drug-resistant cells and analyzed by qRT-PCR using primers that detect all isoforms of CD44 followed by agarose gel 
electrophoresis. C. RNA was extracted from parental and drug-resistant cells and analyzed by qRT-PCR using primers that specifically 
detect the CD44v3 or CD44v6 isoforms. Data were derived from three independent experiments. Columns correspond to the relative 
mRNA expression of the indicated mRNA normalized to GAPDH. Bars, SD. **p < 0.01; ***p < 0.001 as determined by Student’s t-test.
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markers indicating that their expression is not coordinated 
in CRC cell lines.

Chronic chemotherapeutic stress is accompanied 
by altered aldehyde dehydrogenase (ALDH) 
activity

ALDH is considered as a biomarker for the stem 
cell/progenitor cell phenotype [27, 28]. Comparison 
of the ALDH enzymatic activity by the ALDEFLUOR 
assay in the parental and resistant cell lines revealed a 
clear decrease in ALDH activity for all three HCT-116 
drug-resistant variants that was particularly pronounced 
for the HCT-116/Oxa cells. The ALDH activity was also 
decreased for the HT-29/Oxa and HT-29/SN-38 cells, in 
contrast to the HT-29/5-FU cells where the ALDH activity 
was increased (Figure 3). Therefore, most of the drug-
resistant CRC cells showed decreased ALDH activity 
whereas ALDH was upregulated in the HT-29/5-FU cells.

Chronic chemotherapeutic stress may be 
accompanied by loss of colonosphere capacity

Colon stem cells as well as some colon cancer 
cells are able to form colonospheres in serum-free media 
supplemented with growth factors, when plated in limited 
numbers under anchorage-independent conditions [29]. 

Both HCT-116 and HT-29 parental cells were able to form 
uniform and regular colonospheres under these conditions 
(Figure 4).

Unexpectedly, the capacity to form colonospheres 
was lost for all three drug-resistant HCT-116 variants. 
In comparison, HT-29/Oxa and HT-29/SN-38 cells 
had retained the capacity to form colonospheres with a 
morphology comparable to the parental cells whereas 
the 5-FU resistant HT-29 cells formed loose irregular 
aggregates with structural similarity to the spheroids 
previously described for MDA MB-231 [30] and MCF7-
sh-WISP2 cells [31].

Chronic chemotherapeutic stress has different 
influence on the capacity to efflux Hoechst 
33342 dye

A characteristic shared by many adult stem cells 
as well as some chemo-naive tumor cells is the ability 
to efflux Hoechst due to elevated expression of ABC 
transporters on the cell surface [32, 33]. The ability to 
extrude Hoechst 33342 dye was determined by flow 
cytometry analysis (Figure 5A) where the efflux capacity 
is considered as the difference in the proportion of cells 
present in the side population (SP, outlined in the lower 
left corner) in the absence and presence of the non-specific 
ABC transporter inhibitor verapamil. The results indicate 

Figure 3: Flow cytometry analysis of aldehyde dehydrogenase (ALDH) activity. Parental and drug-resistant HCT-116 and 
HT-29 cells were treated with ALDEFLUOR in the absence or presence of the ALDH inhibitor DEAB in order to establish the baseline 
fluorescence of the cells thereby defining the ALDEFLUOR positive region. The numbers indicate the fraction of cells present in the ALDH 
positive region.
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modest modifications of the side population for the two 
5-FU-resistant cell lines, compared to the corresponding 
parental cells. In contrast, the side population was increased 
for oxaliplatin- and SN38-resistant cells as outlined in red, 
which is particularly marked for the two HT-29 variants.

We then determined the relative expression 
of three drug transporters expressed by SP cells: 

ABCB1 (PGP, MDR1), ABCG2 (MRX, BCRP) and 
ABCC1 (MRP1) [34] by flow cytometry analysis. The 
results show that the expression of ABCB1, ABCG2, 
ABCC1 alone or in combination was increased for the 
oxaliplatin- and SN-38-resistant variants, whereas the 
two 5-FU-resistant cell lines show increased expression 
of ABCB1 (Figure 5B).

Figure 4: Colonosphere formation. Parental and drug-resistant HCT-116 and HT-29 cells were plated in serum-free non-adherent 
culture conditions. The images are representative of colonospheres formation after 14 days in culture.

Figure 5: A. Accumulation of Hoechst 33342 as determined by flow cytometry analysis. Parental and drug-resistant HCT-
116 and HT-29 cells were exposed to Hoechst 33342 in the absence or presence of verapamil, a non-specific inhibitor of ABC membrane 
transporters, and Hoechst blue and Hoechst red fluorescence were measured by flow cytometry. The numbers indicate the fraction of the 
side population (outlined in the lower left corner) and are representative of three independent experiments. (Continued )
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Figure 5 (Continued): B. Expression of ABCB1 (PGP, MDR1), ABCG2 (MXR, BCRP) and ABCC1 (MRP1) as determined by flow 
cytometry analysis. Parental and drug-resistant HCT-116 and HT-29 cells were incubated with phycoerythricine-conjugated antibodies 
(solid black lines) or the corresponding isotype antibody (thin black lines) to determine the baseline fluorescence. R corresponds to the ratio 
of the mean intensities and is representative of two independent experiments.
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The expression of stem cell markers and 
chemoresistance is not causally linked

To explore the link between chemoresistance and the 
expression of stem cell markers, the six resistant variants 
were maintained in drug-free media for a prolonged 
period of time. After more than 6 months (> 50 passages) 
we observed no detectable differences in the expression 
of stem cell markers for any of the resistant cell lines 
(data not shown) whereas the levels of drug resistance 
decreased markedly during this interval (Table 1). This 
was particularly striking for the HT-29/5-FU cells where 
the resistance ratio decreased from 12 to 2. Therefore, 
although the chemotherapeutic stress was driving the 
evolution of both the drug resistance and the altered 
expression of molecular and functional stem cell markers, 
the two phenotypes do not appear to be causally linked.

Chronic chemotherapeutic stress modulates 
WNT-beta-catenin signaling

WNT pathway activation was determined after 
transfection with TOP-Flash and FOP-Flash plasmid 
constructs and is expressed in arbitrary units as the 
ratio of the TOP/FOP luciferase activity. First, we 
evaluated WNT-signaling for the two parental cell lines 
in comparison with two reference cell lines, DLD1 and 
SW480 that show strong intrinsic WNT-signaling activity 
[35, 36]. The results (Figure 6A) indicate modest WNT-
signaling activity for both HT-29 and HCT-116 parental 
cell lines compared to DLD1 and SW480 cells. Next, 
WNT-signaling was compared between parental and 
drug-resistant variants. The results (Figure 6B) reveal 
that the WNT-signaling activity was decreased for the 
three HCT-116 variants which was particularly marked 
for the SN-38-resistant cells. WNT-signaling activity 
was also downregulated in HT-29/Oxa and HT-29/SN-38 
cells, compared to the parental cells. In marked contrast, 

WNT-signaling activity was upregulated 12-fold in the 
HT-29/5-FU cells.

Activation of the canonical WNT pathway is 
generally associated with nuclear accumulation of active, 
dephosphorylated β-catenin that has escaped proteasome 
degradation. In agreement with the findings shown in 
Figures 6A and 6B, Western blot analysis revealed a 6-fold 
increase in the expression of the active, unphosphorylated 
form of beta-catenin in HT-29/5-FU cells whereas the 
expression was either decreased or unchanged for the 
other drug-resistant variants (Figure 6C).

The localization of beta-catenin in parental and 5-FU 
resistant HT-29 cells was characterized by fluorescence 
microscopy (Figure 6D). The results indicate that beta-
catenin (indicated in red) is predominantly membrane-
associated in the parental HT-29 cells but displays a 
cytoplasmic/nuclear staining in the HT-29/5-FU cells.  
Nuclear accumulation of beta-catenin allows complex 
formation with the transcription factor T cell factor/
Lymphoid enhancer factor (TCF/LEF) thereby leading to 
transcriptional activation of target genes like Cyclin D1 
[37] and Axin 2 [38]. In agreement, the levels of Cyclin 
D1 and Axin 2 mRNA, as determined by qRT-PCR, 
were increased in the HT-29/5-FU cells but not in the 
other drug-resistant variants (Figure 6E). Unexpectedly, 
a modest, but reproducible increase in mRNA levels for 
cyclin D1 and Axin 2 was observed for the oxaliplatin-
resistant HCT-116 cells while the 5-FU and SN-38 
resistant HCT-116 cells were comparable with the parental 
HCT-116 cells.

The WNT-signaling inhibitors ICG-001 and PKF 
118 downregulate WNT-activity without any 
selective cytotoxic effects

To establish if the strong WNT activity in HT-
29/5-FU cells was accompanied by increased sensitivity 
to WNT inhibition, we selected two WNT-signaling 

Table 1: Characteristics of parental and drug resistant cell lines used in this study
Cells resistant to Resistance levela Resistance levelb

HCT-116 Parental cells 1 1

HCT-116/5-FU 5-fluorouracil 12 7

HCT-116/Oxa Oxaliplatin 15 6

HCT-116 /SN-38 SN-38 (irinotecan) 10 6

HT-29 Parental cells 1 1

HT-29/5-FU 5-fluorouracil 12 2

HT-29/Oxa Oxaliplatin 10 4

HT-29/SN-38 SN-38 (irinotecan) 5 3

The resistance level corresponds to the IC50 value for the resistant cells/IC50 value for the corresponding parental cells
aResistance levels observed when cells are under continuous drug exposure
bResistance levels observed when the resistant cells were maintained in drug-free media for 6 months
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Figure 6: A. Comparison of WNT-signaling in HT-29 and HCT-116 cells in comparison with DLD-1 and SW480 
cells. WNT pathway activation was determined after transfection with Top-Flash and Fop-Flash plasmid constructs and is expressed in 
comparison with the TOP/FOP luciferase activity in HT-29 cells. B. WNT-signaling in parental and resistant HCT-116 (left) and HT-29 
cells (right) expressed as % of control. Bars, SD. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 as determined by Student’s t-test. C. Expression of 
total and unphosphorylated beta-catenin in parental and drug-resistant variants as determined by Western blot analysis. Actin was used as 
loading control. Relative protein levels were calculated by densitometry and are listed below the bands. D. Fluorescence microscopy of 
beta-catenin localization in HT-29 and HT-29/5-FU cells as determined by immunostaining with a beta-catenin-directed antibody (red). 
Nuclei were stained by DAPI (blue) while actin was revealed by phalloidin (green). The overlay outlines the localization of beta-catenin 
on the cytoplasmic membrane (yellow) in the parental, but not in the 5-FU resistant cells. E. Expression of Cyclin D and Axin 2 mRNA 
as determined by qRT-PCR. Data were derived from three independent experiments. Columns, relative mRNA expression of the indicated 
mRNA normalized to GAPDH. Bars, SD. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 as determined by Student’s t-test.



Oncotarget9www.impactjournals.com/oncotarget

inhibitors with different mechanism of action. ICG-001 
is a selective low molecular-weight inhibitor, which 
antagonize β-catenin/TCF-mediated transcription by 
specifically binding to CBP (cyclic AMP response 
element-binding protein), thereby disrupting the 
interaction between CBP and β-catenin [39]. PKF 118–
310 binds selectively to beta-catenin, thereby disrupting 
its interaction with TCF-4 [40]. The growth inhibitory 
effects of ICG-001 and PKF 118 were determined by 
the MTT viability assay after 120 hours continuous 
drug exposure [41] and is expressed as IC50 values (drug 
concentration inhibiting cell growth by 50% compared 
to untreated controls). The IC50 values were around 
3 μM for ICG-001 and 0.3 μM for PKF 118 (Figure 7) 
in agreement with previous findings [39, 40]. However, 
there was no selective cytotoxicity toward either HT-29 or 
HT-29/5-FU cells. Similar experiments with DLD-1 and 
SW480 cells that are both chemo-naïve and show high 
intrinsic WNT-signaling (Figure 6) resulted in similar IC50 
values for both ICG-001 and PKF 118 (Figure 7), and this 
although the 4 cell lines tested differ almost 40-fold with 
respect to Wnt/beta catenin activity (Figure 6A).

To confirm these unexpected findings, the cytotoxic 
activities of ICG-001 and PKF 118 toward HT-29, HT-29/5-
FU, SW480 and DLD-1 cells were determined by the highly 
sensitive colony formation assay. The results (SI Figure 1) 
show that the cytotoxic activity of PKF 118 was comparable 
between the 4 cell lines. For ICG-001, there was up to 3-fold 
differences in the cytotoxic activity (IC50 values) between the 
most sensitive and the most resistant cell line, but without 
any obvious correlation between IC50 value and the WNT/
beta-catenin activity.

To establish if the increased WNT/beta-catenin 
activity in the HT-29/5-FU cells was causally related to 
5-FU resistance, we determined the influence of 5-FU on 
colony formation in the absence or presence of PKF 118 
or ICG-001. The results (SI Figure 2) show no influence 
of PKF 118 or ICG-001 on the cytotoxic activity of 5-FU 
in neither HT-29 nor HT-29/5-FU cells.

We then characterized the influence of ICG-001 
and PKF 118 on WNT-signaling in DLD-1, SW480 and 

HT- 29/5-FU cells after transfection with TOP-Flash or 
FOP-Flash plasmid constructs. The results show that 
24 hours exposure to ICG-001 and PKF 118 is associated 
with a clear decrease in WNT-signaling (Figure 8).

Taken together, these results show that although 
the two WNT signaling inhibitors do indeed inhibit 
WNT-signaling within a relevant dose range, this is not 
accompanied by any selective cytotoxic effects toward 
cells with high levels of WNT signaling.

DISCUSSION

Most solid tumors contain a subfraction of cells 
with molecular and functional characteristics of stem/
progenitor cells that show intrinsic chemoresistance [16, 
42, 43]. This suggests that chronic chemotherapeutic 
stress may provide a selective advantage to cells with a 
high degree of “stemness”. To explore the link between 
chronic chemotherapeutic stress and “stemness”, we 
carried out a comprehensive molecular and functional 
analysis of six independently selected CRC cell lines with 
acquired resistance to three chemotherapeutic agents with 
different mechanisms of action (5-fluorouracil, oxaliplatin 
and irinotecan) derived from two parental cell lines with 
distinct molecular profiles, HT-29 (chromosome instable, 
CIN) and HCT-116 (microsatellite instable, MSI). Since 
the expression of stem-cell markers may not be regulated 
in a coordinated fashion, we used a battery of four widely 
used stem-cell/progenitor markers (CD44, CD133, 
CD166 and Lgr5) and three functional tests (aldehyde 
dehydrogenase activity, colonosphere formation and 
exclusion of Hoechst dye).

Our results show that although chronic 
chemotherapeutic stress may indeed be accompanied 
by the appearance of cells with increased stemness, the 
outcome is more complex than originally proposed. 
One cell line, HT-29/5-FU showed a clear increase in 
aldehyde dehydrogenase activity, increased expression 
of the ABC transporter ABCB1 and formed loose cellular 
aggregates in serum-free media under low attachment, in 
contrast to the parental HT-29 cells that formed regular 

Figure 7: Viability of HT-29, HT-29/5-FU, DLD1 and SW480 cells after 120 hours continued exposure to ICG-001 (left) 
or PKF 118 (right) followed by MTT determination. Bars indicate SD and are shown when they exceed symbol size. The data 
represents at least three independent experiments each done in duplicate.
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spheroids under the same conditions. Therefore, chronic 
chemotherapeutic stress was accompanied by increased 
“stemness” in these cells.

In contrast, all three drug-resistant HCT-116 
variants had lost CD133 expression, displayed decreased 
aldehyde dehydrogenase activity and had lost the capacity 
to form spheroids, suggesting that these cells had either 

differentiated further or, alternatively, had undergone 
trans-differentiation, most likely via EMT (epithelial-
mesenchymal transition). The latter possibility is 
supported by a switch in CD44 isoform expression from 
a mixture of CD44v and CD44s isoforms in the parental 
cells to CD44s in all three HCT-116 variants, since the 
expression of CD44s has been causally linked to the 

Figure 8: Influence of ICG-001 and PKF 118 on WNT-signaling in DLD-1 cells (top), SW-480 cells (middle) or HT-29/5-FU 
cells (bottom) as determined by the luciferase activity after transfection with Top-Flash or Fop-Flash plasmid constructs. Bars, SD. The data 
represents two independent experiments each done in duplicate.
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EMT phenotype in different tumor types including the 
colon [44–47]. Interestingly, the HT-29/5-FU cells have 
undergone a similar CD44 switch, as shown by strong 
expression of the CD44s isoform. In addition, these 
cells display an altered morphology, consistent with a 
mesenchymal phenotype, as illustrated in Figure 6D.

Besides CD44 isoform switching, the three HCT-116 
variants and HT-29/5-FU cells have lost the expression of 
CD133. Although CD133 is widely used as an universal  
stem-cell marker, recent results suggest that this might not 
be applicable for the colon where CD133 is ubiquitously 
expressed on differentiated colonic epithelium in 
both adult mice and in humans [48]. Interestingly, the 
same study reported that CD133+ CRC cells form less 
aggressive tumors, which is supported by recent clinical 
studies where strong CD133 expression, as determined 
by immunohistochemistry, is associated with longer 
progression-free survival in patients with metastatic CRC 
[49, 50]. Assuming that these four resistant cells lines 
have indeed undergone EMT, this would mean that EMT 
can be associated (HT-29/5-FU) or not (HCT-116/5-FU,  
HCT-116/Oxa, HCT-116/SN-38) with “stemness”, in 
agreement with recent models [51, 52].

Finally, two drug-selected cell lines, HT-29/Oxa and 
HT-29/SN-38 show a heterogeneous response with respect 
to stem cell markers in combination with the presence of a 
prominent side population linked to increased expression 
of ABCB1, ABCG2 and ABCC1. Therefore, it appears 
that prolonged chemotherapeutic stress was principally 
associated with upregulation of ABC drug transporters in 
these two cell lines.

Interruption of chronic drug exposure was 
accompanied by diminished drug resistance in agreement 
with the clinical experience, where drug-free intervals are 
typically associated with restoration of drug-sensitivity. 
In contrast, the altered expression of stem cell markers 
appears more permanent. This observation is coherent 
with the dynamic nature of tumor cells that evolves 
under chemotherapeutic stress and provides interesting 
therapeutic perspectives for second-line treatment. For 
example, we recently reported that acquired irinotecan 
resistance was associated with upregulation of EGFR- 
and SRC-signaling pathways that can be targeted with 
selective anticancer agents [15].

The WNT/beta-catenin signaling pathway is altered 
in more than 90% of patients with CRC [2] as well as 
in patients with breast cancer [53, 54] and hepatocellular 
carcinoma [55] making it a particularly attractive 
therapeutic target. However, the pathway presents several 
features that suggest that it may also be a difficult target. 
For example, WNT-signaling appears to play a much 
broader role not only in crypt epithelial cells but also in 
differentiated epithelial and mesenchymal cells of the small 
intestine and colon than was previously anticipated [56]. 
This is supported by recent findings reporting that 
epithelial WNTs are dispensable and that stromal 

production of WNTs can fully support normal murine 
intestinal homeostasis [57]. A comprehensive analysis 
of human tumor samples from patients with colon or 
rectal cancer revealed that multiple lesions affecting the 
WNT signaling pathway may co-exist in the same tumor 
suggestive of a complex signaling network [2] .Finally, 
it was shown that the canonical WNT suppressor Axin 2 
promotes colon carcinoma oncogenic activity rather than 
functioning as a tumor suppressor as expected [58].

Our results show that WNT-signaling activity 
is upregulated in the HT-29/5-FU cells as shown by a 
luciferase reporter assay, the expression and localization 
of beta-catenin as well as by transcriptional upregulation 
of Cyclin D1 and Axin 2, two prominent transcriptional 
targets of canonical WNT-signaling. Although WNT-
signaling could be attenuated in the HT-29/5-FU cells 
by the WNT-signaling inhibitors ICG-001 and PKF 118, 
this was not accompanied by any selective growth 
inhibitory effects suggesting that the cytotoxic activity of 
these compounds is not directly linked to WNT-signaling 
inhibition. This unexpected finding was subsequently 
confirmed in two chemo-naïve CRC cell lines with strong 
WNT-signaling. It is possible that the cytotoxic effects of 
WNT inhibition may be context-dependent and rely of the 
strength of additional signaling pathways like MAP kinase 
signaling [59] or VEGFR1 signaling [60]. However, 
although the 24 hours drug exposure used for the reporter 
assay and the 120 hours drug exposure used for the MTT 
viability assay are not directly comparable, it is noticeable 
that the drug concentrations needed for WNT-signaling 
inhibition and for the cytotoxic effects are within the same 
dose range. This suggests that both inhibitors influence 
additional targets (off-targets) within the same dose range 
as WNT-signaling inhibition that can induce cell death 
independent of the WNT pathway. Future development of 
WNT-signaling inhibitors will depend on identification of 
these off-targets in order to obtain WNT inhibitors with 
increased selectivity.

Taken together, we here show that chronic 
chemotherapeutic stress drives the evolution of “stemness” 
in a heterogeneous, context-dependent manner in CRC 
cells which may provide clues for future therapeutic 
strategies for second-line treatment. Furthermore, our 
findings reveal that the cytotoxic activities of WNT-
signaling inhibitors do not depend on WNT-signaling as 
such but rather on off-targets that remain to be identified 
for further development of this category of molecules.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

DLD-1 cells were kindly provided by Richard 
Hamelin (Paris, France) while SW-480 colon carcinoma 
cells were purchased from American Type Culture 
Collection (Rockville, MD). HT-29 cells were provided 
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by Thécla Lesuffleur (Paris, France) and HCT-116 cells 
were a kind gift from Bert Vogelstein (Baltimore, MD).

The cells were maintained in, McCoy’s A (HCT-
116), DMEM (HT-29, SW480) or RPMI (DLD-1) 
supplemented with 5% fetal calf serum and 1% penicillin/
streptomycin (PAA).

HT-29 or HCT-116 cells were exposed to increasing 
doses of 5-fluorouracil (Teva-Pharma), oxaliplatin 
(Eloxatin, Sanofi-Synthelabo) or SN-38 (the active 
metabolite of irinotecan, Abatra-technology) in the culture 
media as described in detail elsewhere [9, 10, 15]. The 
properties of parental and drug-resistant cells are detailed 
in Table 1.

Reagents and antibodies

PFK118–310 was purchased from Sigma-Aldrich 
while ICG-001 was obtained from Selleck Chemicals. 
Alexa fluor 488 phalloidine and 4′, 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) were purchased from Sigma. 
The antibodies used for Western blot analysis and 
immunocytochemistry were: rabbit anti-CD44 (Abcam # 
51037), rabbit anti-CD133 (Cell Signaling # 3663), 
mouse anti-CD166 (Abcam # 175422), rabbit anti-
Lgr5 (Sigma-Aldrich # HPA012530), goat anti-actin 
(Santa Cruz # sc-1615), rabbit anti-beta-catenin (Cell 
Signaling # 8480), mouse antibodies specific for the 
active form of beta-catenin, dephosphorylated on Ser 37 
and Thr 41 (Millipore, clone 8E7, # 05–665). Anti-rabbit 
IgG horseradish peroxidase-linked antibodies and anti-
mouse IgG horseradish peroxidase-linked antibodies 
were from Cell Signaling whereas Cy3-conjugated anti-
mouse secondary antibodies were obtained from Jackson 
ImmunoResearch Labs.

The following antibodies were used for flow 
cytometry analysis: phycoerythricine-conjugated 
mouse anti-human ABCB1 (BD Biosciences # 557003), 
phycoerythricine-conjugated mouse anti-human 
ABCG2 (BD Biosciences # 561180), mouse anti-human 
ABCC1 (BD Biosciences # 557594) and anti-mouse 
phycoerythricine-conjugated secondary antibodies (BD 
Biosciences # 555574).

Viability assay

The growth inhibitory effects were determined by 
the MTT (3-(4, 5-dimethyl-thiazol-2yl)-2, 5-diphenyl-
tetrazolium bromide) viability test as previously described 
[41] with minor modifications. Cells (7,000 cells per well 
for HCT-116, 10,000 per well for HT-29, SW480 and 
DLD-1) were seeded in 24-well plates in culture media 
containing 5% FCS, incubated in drug-free media for  
24 hours followed by drug exposure for 120 hours. Cellular 
viability was determined by exposing cells to the MTT 
tetrazolium salt for 4 hours at 37°C and the formation of 
formazan was measured at 590 nm by a microplate reader. 
The IC50 value is defined as the drug concentration causing 

50% reduction of viable cells compared to the untreated 
control cells. All values are averages of at least 3 independent 
experiments each done in duplicate.

Western blot analysis

Western blot analysis was carried out as described 
previously [61, 62] with minor modifications. Cells were 
harvested at 70% confluence and cellular lysates were 
prepared in RIPA buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7.4, 
0.1% SDS, 1% NP-40, 2 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 1 mM 
PMSF, 1 mM Na-F) supplemented with protease inhibitors 
(Roche) according to the manufacturer’s instruction. Proteins 
were resolved on SDS-PAGE gels (8–12% acrylamide) in 
a denaturing buffer followed by transfer to nitrocellulose 
membranes. Membranes were incubated with anti-CD44, 
anti-CD133, anti-CD166, anti-Lgr5, anti-beta-catenin, 
anti-active beta-catenin or anti-actin antibodies followed 
by incubation with the appropriate secondary horseradish 
peroxidase-conjugated antibodies. Protein expression was 
revealed with enhanced chemiluminescence reagents (ECL 
Amersham).

qRT-PCR

Total RNA was extracted from parental and drug-
resistant HCT-116 and HT-29 cells with MRC Tri-
reagent, according to the manufacturer’s instructions. 
RNA quantity and purity was determined by using a 
NanoDrop ND-1000 and total RNA from each sample was 
reverse transcribed using Revertaid H Minus First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) followed by 
amplification of the DNA product with a SYBR Green kit 
(Promega). PCR primers were designed with the logiciel 
primer3 and gene expression was normalized to GAPDH 
as previously described [31].

The threshold was set above the non-template 
control background and within the linear phase of target 
gene amplification to calculate the number of cycles 
at which the transcript was detected. Gene expression 
values were calculated based on the comparative delta 
CT method [63] and normalized to the housekeeping 
gene GAPDH.

Aldehyde dehydrogenase assay

The ALDFLUOR assay was performed according 
to the manufacturer’s recommendations (StemCell 
Technologies). Briefly, cells were harvested with accutase 
(PAA), counted and rinsed with PBS buffer. Cells were re-
suspended in the ALDFLUOR assay buffer and incubated 
with the ALDFLUOR substrate for 45 min at 37°C to 
allow substrate conversion. Then, half of the sample 
were transferred to tubes containing the specific ALDH 
inhibitor, diethylaminobenzaldehyde (DEAB). After 
centrifugation, cells were suspended in the ALDFLUOR 
assay buffer and the ALDH activity analysis was 
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determined by flow cytometry at 493 nm using a FACS 
LSR II (BD Biosciences).

Colonospheres formation assay

For colonosphere formation, cells (100 cells) were 
incubated in serum-free media composed of DMEM 
and F12 (1:1) in 96-well ultra-low-attachment plates 
(Corning). The media was supplemented with B27 (Life 
Technologies), 20 ng/ml EGF (Sigma-Aldrich), 10 ng/ ml 
fibroblast growth factor (Sigma), and 100 Units /ml 
penicillin and 100 μg/ml streptomycin (PAA). The 
resulting colonospheres were examined using an Olympus 
microscope (10x) after 14 days and representative images 
collected from at least five microscopic fields.

Side population (SP) assay

The side population was determined as previously 
described [64] with minor modifications. Cells were 
collected by accutase, pelleted and resuspended in culture 
media with 2% FCS, 10 mM Hepes pH7.4 and 100 Units/ml 
penicillin and 100 μg/ml streptomycin followed by 
labelling with Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) for 
90 min 37°C, in the absence of presence of verapamil 
(Sigma-Aldrich). Then, cells were centrifuged and 
re- suspended in Hank’s balanced saline solution (Life 
Technologies) containing 2% FCS and 10 mM Hepes. 
Cells were maintained in darkness at 4°C until flow 
cytometry analysis. The SP was determined by analysis 
of 106 cells using a FACS LSR II (BD Biosciences) 
after counterstaining with propidium iodide to identify 
dead cells.

Flow cytometry analysis

Cells were grown to 70% confluence, detached 
with accutase, washed in PBS and fixed in PBS-
PFA 1% for 10  minutes. Then, cells were labeled 
with phycoerythricine-conjugated mouse anti-human 
ABCB1, phycoerythricine-conjugated mouse anti-human 
ABCG2 or mouse anti-human ABCC1 followed by 
phycoerythricine-conjugated secondary antibodies.

Immunocytochemistry

Cells were grown on coverslips for 24 hours. 
After washing with PBS, cells were fixed with 4% (v/v) 
paraformaldehyde in PBS for 20 minutes, washed twice 
with PBS-0.1% Tween 20 and permeabilized with 0.5% 
Triton x100 for 15 minutes at room temperature. Then, 
cells were washed and blocked for 30 minutes in 0.5% 
bovine serum albumin in PBS and incubated with anti-
beta-catenin antibodies. The coverslips were washed with 
PBS-0.5% Tween 20 and incubated with Cy3-conjugated 
secondary. Cells were washed, counterstained with 

DAPI, mounted with Vectashield (Vector Laboratories) 
and observed by microscopy. Fluorescent images were 
captured using an inverted microscope (Olympus CKX41) 
with a digital compact camera (Olympus camedia C4000) 
and a 60x objective.

WNT pathway reporter assay

For the luciferase reporter gene assays, cells were  
seeded in 12-well plates at 150,000 cells/well and 
incubated in drug-free media for 24 hours. Cells were 
then transfected with TOP-Flash (plasmids containing 
3 TCF binding sites) and/or their negative counterpart 
FOP-Flash (plasmids containing mutant, inactive TCF 
binding sites) both from Upstate Technologies using the 
Fugene HD reagent (Promega). After 24 hours, cells were 
treated, or not, with various concentrations of ICG-001 
or PKF118–320. The next day, the luciferase activity was 
determined using the luciferase assay system (Promega). 
RSV β-galactosidase vector was used for co-transfection 
in order to normalize the luciferase activity against 
β-galactosidase activity. All assays were performed in 
triplicate.

Statistical analysis

The statistical analysis of experimental data was 
performed using a Student’s paired t-test, and the results are 
presented as mean + SD. Symbols: *p < 0.05; **p < 0.01; 
***p < 0.001.
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Abstract Vascular endothelial growth factor (VEGF) sig-
naling is linked to invasiveness and aggressive disease in
colorectal cancer (CRC), and two VEGF-directed agents,
bevacizumab and aflibercept, are currently approved for treat-
ment of metastatic disease. CRC cells are a major source of
VEGF that is secreted into the tumor environment where it can
associate with VEGF receptors on neighboring endothelial
cells thereby promoting tumor angiogenesis. In addition, the
CRC cells express functional VEGF receptors giving rise to
autocrine VEGF signaling. So far, the biological and clinical
implications of autocrine VEGF signaling have attracted less
attention than the classical paracrine VEGF signaling path-
ways. In this review we focus on the effect of autocrine VEGF
signaling on the survival, invasion, and drug-resistance of
CRC cells and on the prognostic value of expression of VEGF
ligands and receptors in CRC patients. We then discuss the

different factors associated with a therapeutic response to
VEGF blockage and summarize future challenges.

Keywords Colorectal cancer . Vascular endothelial growth
factor (VEGF) . Placental growth factor (PlGF) .

Bevacizumab . Aflibercept . Paracrine signaling . Autocrine
signaling . VEGFR1/Flt-1 . VEGFR2/Flk-1 . Migration .

Invasion . 5-FU resistance . Hypoxia . Hypoxia-inducible
factor (HIF) . AMP-activated protein kinase

Introduction

Neovascularization is required for growth of most solid
tumors and for the dissemination of tumor cells to secondary
sites. Vascular endothelial growth factor-A (hereafter called
VEGF) is the best characterized mediator of tumor angiogen-
esis [1]. VEGF amplification is observed in a subset of colo-
rectal cancer (CRC) patients and is associated with a remark-
ably aggressive disease characterized by a high incidence of
vascular invasion [2•]. Therefore, in CRC, VEGF signaling is
strongly linked to invasiveness and aggressive disease. Two
VEGF-directed agents, bevacizumab (avastin) and aflibercept
(VEGF-Trap), are approved for treatment of metastatic CRC
patients. Bevacizumab is a recombinant humanized monoclo-
nal antibody (mAb) that binds to all isoforms of human
VEGF, thereby preventing receptor binding and activation.
Aflibercept, a soluble decoy receptor based on VEGFR1 and
VEGFR2 fused to a Fc segment of IgG1, binds to all isoforms
of VEGF, and to VEGF-B and placental growth factor (PlGF),
with high affinity [3]. These agents have excellent antitumor
activity in some patients whereas other patients are refractory,
for reasons not well understood. In colorectal cancer, the
tumor cells are believed to be the principal source of VEGF,
with the stromal component of relatively minor importance.
Importantly, CRC cells also have VEGF receptors, so both
autocrine and paracrine VEGF signaling is observed in CRC
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(Fig. 1). Although the effect of angiogenesis inhibitors on
tumor-associated endothelial cells has been extensively char-
acterized, much less is known about the biological and clinical
effects of autocrine VEGF signaling. In this review, we focus
on the effect of autocrine VEGF signaling on the survival,
invasion, and drug-resistance of CRC cells, and on the prog-
nostic value of the expression of VEGF ligands and receptors
in CRC patients. We then discuss the different factors associ-
ated with a therapeutic response to VEGF blockage and
summarize future challenges.

VEGF Signaling

The VEGF family of factors consists of five related glycopro-
teins, VEGF-A, B, C, and D and PlGF. VEGF is coded by a
single gene but is present in different isoforms because of
variable splicing and proteolytic cleavage. The most abundant
isoforms are VEGF165 and VEGF121, followed byVEGF189
and VEGF206. Although all VEGF isoforms act as dimers,
they differ in their capacity to bind to heparin. VEGF121 is
unable to bind heparin and is freely diffusible, VEGF165 has
low heparin affinity whereas VEGF189 and VEGF206 have
high heparin-affinity resulting in their accumulation in the
extracellular matrix [4, 5]. VEGF-B and PlGF are also subject
to variable splicing, resulting in the formation of different
isoforms that differ in their capacity to bind heparin.

The VEGF ligands bind to three receptor tyrosine kinases,
VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 (Flk-1/KDR), and VEGFR3, and
to the neuropilins, membrane-associated co-receptors with-
out tyrosine kinase activity [4, 5]. VEGF-B and PlGF bind

exclusively to VEGFR1 whereas VEGF-A can bind to both
VEGFR1 and VEGFR2. VEGF-C and VEGF-D bind to
VEGFR3 and are involved in lymph angiogenesis [6].

Expression of VEGF Ligands and Receptors in CRC
Cells and Tumors

There is general agreement that most, if not all, CRC cell lines
express at least some VEGFR1 whereas there are conflicting
data with regard to VEGFR2 [7••, 8–11, 12•]. Similar ambi-
guity exists for clinical studies, possibly because many inves-
tigators use their own antibodies rather than using commercial
antibodies, which vary substantially. Also, some studies use
antibodies directed against all forms of the receptor whereas
others utilize antibodies that selectively detect the active, tyro-
sine phosphorylated form of the receptor.

An early study of 72 tumor samples and their correspond-
ing normal tissues indicated that, at least at the mRNA level,
both VEGFR1 and VEGF were upregulated in adenocarci-
nomas compared with the normal mucosa [13]. Immunohis-
tochemical analysis of tissues from 82 CRC patients showed
that expression of VEGF, VEGFR1, and VEGFR2 was sig-
nificantly higher in tumor tissues than in the corresponding
normal tissues [14]. In agreement, immunohistochemical
analysis of VEGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR1,
VEGFR2, and VEGFR3 in tissues from 387 mismatch
repair-proficient CRC patients showed that all VEGF ligands
and receptors were upregulated in tumor tissues compared
with the corresponding normal tissues. However, only
VEGFR1 expression was related to patient outcome whereas

Fig. 1 VEGF signaling in colorectal cancer cells. CRC cells are a major
source of VEGF that is secreted into the tumor environment. In the
classical paracrine signaling pathway, tumor-derived VEGF associates
with VEGF receptors on neighboring endothelial cells thereby inducing
signaling pathways that promote endothelial cell survival, proliferation,
and migration. These pathways include the Erk1/2 MAP kinase, JNK/
SAPK, and PI3K-Akt pathways. In addition, the CRC cells express

functional VEGF receptors giving rise to autocrine VEGF signaling.
Activation of tumor-associated VEGFR1 is accompanied by activation
of Erk1/2 MAP kinase, JNK/SAPK, and the Src family of non-receptor
tyrosine kinases. Autocrine VEGF signaling in CRC cells promotes
migration, invasion, survival, and anchorage-independent growth. In
addition to the surface-associated receptors there is evidence of internal
(intracrine) VEGF signaling in CRC cells (reviewed in Ref. [29])
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a high VEGF/VEGFR2 ratio was linked to advanced TNM
stage, but had no detectable effect on survival [15]. Similar
analysis of tumor samples from 128 patients with stage II/III
colorectal cancer revealed weak expression of phosphorylated
VEGFR2 (pVEGFR2) in the normal mucosa, whereas
pVEGFR2 was strongly expressed by the tumor cells and
in the tumor-associated vasculature, in particular at the
invading tumor edge. High expression of pVEGFR2 in the
tumor vessels was correlated with high expression of VEGF
and the hypoxia inducible factor HIF-1alpha in the tumor
cells. Overall, the most significant predictors related to death
were lympho-vascular invasion followed by VEGF expres-
sion, whereas pVEGFR2 expression was not correlated with
survival [9]. A separate study reported that VEGFR1 was
expressed by tumor cells and by stromal vessels in tissues
from 91 patients with stage II/III disease whereas immunore-
active VEGFR2 and VEGFR3 were exclusively associated
with the tumor vessels. Strong immunoreactivity of VEGFR1
was correlated with shorter post-operative survival whereas
neither VEGFR2 nor VEGFR3 expression were correlat-
ed with survival [16]. Two studies with a limited number
of patient samples confirm the presence of tumor cell-
associated VEGFR1. In one study, strong heterogeneous
expression of VEGFR1 was observed in the carcinoma cells
whereas no VEGFR1 was detected in the surrounding normal
colonic epithelium [7••]. A separate study detected faint
VEGFR1 expression in eight of ten primary colon specimens
but not in the nonmalignant surrounding mucosa. Interesting-
ly, the same study reported strong VEGFR1 expression in six
of nine evaluable liver metastases [8] suggesting that
VEGFR1 expression may increase during tumor progression.
Taken together, these studies suggest that VEGF ligands and
receptors are usually upregulated in tumor tissues compared
with the normal mucosa, that tumor cells express VEGFR1
and, possibly, VEGFR2, and that expression of VEGFR1, but
not VEGFR2, may be related to survival of stage II/III
colorectal cancer patients.

Expression and Function of Placental Growth Factor

PlGF is recognized by aflibercept and is the target for a wide
range of therapeutic antibodies under clinical development.
However, the published data regarding the function, regula-
tion, and expression of PlGF are often conflicting. One
explanation might be that the four PlGF splice forms
(PlGF1–4) in humans may not be expressed in the same
tissues or have similar biological activity. Other data are
more difficult to explain. For example, it has been reported
that expression of PlGF in CRC cell lines and tumor tissues
is low because of hypermethylation of the PlGF promoter
which is accompanied by transcriptional downregulation
[17]. However, q-PCR and immunohistochemical analysis

of 94 primary CRC tumors indicates that expression of the
two PlGF isoforms, PlGF-1 and PlGF-2, is increased com-
pared with background tissues [18]. In agreement, immuno-
histochemical analysis of PlGF expression in tissues from
another 83 CRC patients revealed a significant correlation
between PlGF expression and lymph node metastasis, tumor
stage, and patient survival [19]. In patients with rectal cancer,
plasma levels of PlGF and free VEGF were increased after
bevacizumab treatment whereas exposure to classical cyto-
toxic agents had no effect [20]. In xenograft models, treat-
ment with sFLT01, a fusion protein that neutralizes VEGF
and PlGF caused a marked increase in circulating PlGF
which principally represented a host response [21]. These
results indicate that treatment with angiogenesis inhibitors
affects expression and secretion of PlGF and VEGF by
tumor and/or host cells. Currently, however, there are no
conclusive data showing a clear correlation between circu-
lating levels of VEGF ligands and tumor response to
antiangiogenic therapy.

Interestingly, at least in the pre-eclamsia placenta, VEGF
and PlGF are differentially regulated by oxygen. Under
hypoxia, VEGF mRNA and protein are upregulated whereas
PlGFmRNA and protein are decreased [22]. If these findings
are applicable for CRC, one could speculate that the two
VEGF ligands could have different effects during tumor
development.

The effect of PlGF blockage on both physiological and
pathological angiogenesis is also controversial, as illustrated
by two articles published in the same issue of the journal
“Cell”, but with opposing conclusions [23, 24]. More recent
results suggest that the efficiency of anti-PlGF treatment is
strongly correlated with VEGFR1 expression in the tumor
cells, but not with angiogenesis. Furthermore, PlGF induces
VEGFR1 signaling and biological responses in tumor cell
lines sensitive to anti-PlGF treatment, but not in refractory
tumor cell lines or in endothelial cells [25•]. Therefore,
current evidence suggests that the tumor cells and their
associated VEGFR1 signaling pathways are the principal
target of PlGF-directed therapy.

Autocrine VEGF Signaling

Attenuation of VEGF-Awith siRNA in CRC cells increases
apoptosis after 5-fluorouracil (5-FU) treatment whereas
overexpression of VEGF165 increases the resistance to
drug-induced apoptosis. Intriguingly, not only VEGF protein
but also VEGF mRNAwas biologically active. In particular,
the 5′ non-coding region of VEGF mRNA (5′ UTR) was
shown to have anti-apoptotic activity via upregulation of
survival genes, for example EGFR, and downregulation of
pro-apoptotic genes, for example FAS and BAX. When CRC
cells stably expressing the 5′ UTR of VEGF, but not cells
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expressing a mutant 5′ UTR, were implanted in nude mice,
increased anchorage-independent growth in vitro and forma-
tion of progressive tumors were observed. Furthermore, tu-
mors containing a functional 5′ UTR contained a significant-
ly reduced fraction of apoptotic cells compared with tumors
with the mutant 5′ UTR [26••]. These findings suggest that
both VEGF protein and mRNA may promote the survival of
CRC cells. In agreement, an independent study reported that
VEGF downregulation by siRNA was accompanied by re-
duced proliferation and an increased rate of spontaneous
apoptosis [14]. VEGF downregulation in two different
CRC cell lines by homozygous VEGF deletion was accom-
panied by reduced cell viability and increased rates of spon-
taneous apoptosis when grown under low serum conditions,
a form of cellular stress. Importantly, VEGF downregulation
was also accompanied by increased sensitivity to 5-FU, as
measured by the fraction of apoptotic cells. The increased
apoptosis was associated with upregulation of the pro-
apoptotic protein Bax and downregulation of the prosurvival
mediator survivin. Interestingly, PlGF was elevated in the
VEGF null cells, suggesting coordination between the ex-
pression levels of the two ligands [27].

Stimulation with VEGF or VEGF-B leads to a significant
increase in the motility and invasiveness of CRC cells.
VEGF signaling is associated with activation of Erk 1/2
(extracellular signal-regulated kinase) and c-Jun amino ter-
minal kinase/stress activated protein kinase (JNK/SAPK),
and translocation of the p65 subunit of nuclear factor-
kappaB (NFkappaB) into the nucleus, but not with detectable
Akt (akt oncogene protein kinase) activation. Blocking anti-
bodies to VEGFR1 inhibited the phenotypic changes, clearly
indicating crucial effect of VEGFR1 activity on VEGF-
signaling [8]. Further studies revealed that both VEGF and
VEGF-B activated the Src family kinases Src and Yes in
CRC cells. This was accompanied by increased migration
that was blocked by pharmacological inhibitors of VEGFR1
and Src kinase. VEGF treatment was characterized by en-
hanced formation of a VEGFR1/Src family kinase complex
and increased tyrosine phosphorylation of focal adhesion
kinase (FAK), p130 cas, and paxillin. These results suggest
that VEGFR1 promotes migration of tumor cells through a
Src-dependent pathway linked to activation of focal adhe-
sion components [28]. An independent study confirmed the
increased migratory activity of CRC cells after VEGF stim-
ulation. Treatment with the pan-VEGFR inhibitor cediranib
inhibited CRC cell migration and invasion and reduced
VEGFR1 phosphorylation and activation of the downstream
effector Erk1/2 [11]. Interestingly, stimulation with VEGF
ligands has no detectable effect on CRC cell proliferation [8,
11, 28] although both VEGF and VEGF-B can potentiate
colony formation in soft agar, suggesting a positive effect of
VEGF signaling in the promotion of anchorage-independent
growth [8].

Because most solid tumors are of epithelial origin, the
epithelial–mesenchymal transition (EMT) has attracted
much attention as a likely mediator of carcinoma progres-
sion. EMT is associated with a range of molecular and
phenotypic changes that reduce cell–cell interactions and
increase motility. To characterize CRC-associated EMT, a
spheroid culture system that mimics the structure of the
colonic epithelium was developed. These structures undergo
EMT in response to cytokine stimulation by TNFalpha and
TGFbeta [7••]. EMT induction was accompanied by in-
creased cellular dispersion and migration and by increased
expression of VEGF and VEGFR1, but not of PlGF or
VEGFR2. Perturbation of VEGFR1 function caused selec-
tive apoptosis of cells that had undergone EMT. Subsequent
studies showed that VEGFR1 function was critical for the
survival of several invasive colon carcinoma cell lines [7••].
These results suggest that VEGFR1 mediates a survival
signal that is crucial to the viability of disperse and invasive
CRC cells that no longer benefit from homotypic cell–cell
contact.

Regulation of VEGF Ligands and Receptors,
and Their Cross-Talk with Other Signaling Pathways

HIF Signaling

VEGF can be upregulated by oncogene and integrin activa-
tion and by cytokine stimulation [27]. However, for most
tumors, it is likely the tumor environment which has the
greatest effect on VEGF expression. Cellular VEGF levels
are upregulated by hypoxia and glucose deficiency in multi-
cellular spheroids [30] and in solid tumors [31]. Subsequent
studies have shown that transcriptional upregulation of
VEGF is mediated via HIF-1 [32] and HIF-2 [33]. HIFs are
heterodimeric proteins composed of an oxygen-regulated
HIF-α subunit (HIF-1α or HIF-2α) and the ubiquitous aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT/HIF-β)
subunit. Under hypoxia, HIF-α is stabilized, recruits the
p300/CBP transcriptional coactivator and ARNT, and binds
to the hypoxia-response element (HRE) in enhancers or pro-
moters, for example VEGF, carbonic anhydrase IX (CAIX)
and the glucose transporter GLUT1, to initiate the transcrip-
tion of numerous hypoxia-inducible genes that promote an-
giogenesis, anaerobic metabolism, and cellular survival [34].
Importantly, both hypoxia and hypoglycemia affect the
mRNA stability of at least some HIF-target genes. Under
non-stressed conditions, VEGF and GLUT1 mRNA have a
relatively short half-life of approximately 30 min which is
extended up to eightfold when cells are deprived of oxygen
or glucose [35]. The increased stability of VEGF mRNA is,
at least in part, mediated by the AMP-activated protein
kinase (AMPK) and is coupled to the JNK/SAPK signaling
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pathway. This is consistent with the known function of
AMPK as a cellular sensor of ATP which promotes cell
survival in response to energy stress.

Interestingly, it has been reported that VEGFR1, but not
VEGFR2, also contains an HIF-consensus binding side in its
promoter, resulting in direct VEGFR1 upregulation under
hypoxia [36]. In apparent contrast, hypoxia-induced upregu-
lation of VEGFR2 has been observed in embryonic stem
cells [37] and in different models of experimental ischemia
[38, 39]. These findings suggest that both VEGFR1 and
VEGFR2 can be upregulated by hypoxia, although further
investigation of the underlying mechanisms is needed.

P53

The oncogene suppressor protein p53 is activated by different
types of cellular stress, including hypoxia, and is accompanied
by altered expression of a wide range of target genes [40].
Until recently, there was no clear link between the VEGF
and the p53 signaling pathways. However, recent findings
suggest that up to 6 % of the population have a C to T single
nucleotide polymorphism (SNP) upstream of the transcrip-
tional start site for VEGFR1, thereby creating a putative
p53 response element. Subsequent studies showed that only
the promoter with the T SNP was responsive to p53 when
examined with reporter assays or by endogenous gene expres-
sion analysis. These results show that p53 can differentially
stimulate transcription via a polymorphic variant of the
VEGFR1 promoter and link VEGF signaling to the p53
stress-response network in some humans [41].

Wnt/beta-catenin

The Wnt/beta-catenin signaling cascade is a key regulator of
development. In addition, Wnt/beta-catenin dysregulation is
strongly associated with some tumor types by abnormal activa-
tion ofWnt target genes via beta-catenin-mediated transcription.
Recent results indicate that components of theWnt/beta-catenin
signaling pathway are modified in 93 % of CRC. Although 16
different wnt pathway genes can be altered, the most common
alterations were biallelic inactivation of the APC tumor sup-
pressor plus activating mutations of beta-catenin, which was
observed in 80% of cases [42•]. Beta-catenin is a transcriptional
regulator of VEGF expression. This activity is mediated via the
capacity of β-catenin to modulate chromatin looping near the
VEGF-A gene, thereby facilitating the recruitment and assem-
bly of transcription complexes [43]. Unexpectedly, VEGFR1
was identified as a positive regulator of Wnt signaling that
functions in a glycogen synthase kinase-3beta (GSK3beta)-
independent manner [44•]. These results indicate there is inten-
sive cross-talk between VEGF signaling and the Wnt/beta-
catenin pathway in colon cancer which may contribute to the
sensitivity of this tumor type of angiogenesis inhibition.

EGFR Signaling

Extensive cross-talk between theVEGF(R) and EGFR signaling
pathways in CRC can be mediated via both autocrine and
paracrine signaling (reviewed in Ref. [29]). EGFR ligands are
able to stimulate production of VEGF in different cellular
models [45, 46] whereas EGFR pathway inhibition by
cetuximab, gefitinib, or erlotinib is accompanied by reduced
VEGF expression and attenuation of angiogenesis [47–49].
The capacity of cetuximab to attenuate VEGF expression
in tumor cells under both normoxia and hypoxia is mediated,
at least in part, via downregulation of HIF-1α at the protein
level [47]. In agreement, overexpression of HIF-1α prevents
VEGF downregulation and confers resistance to cetuximab-
induced apoptosis [50]. Prolonged in vivo exposure of EGFR-
responsive A431 xenografts to cetuximab was accompanied by
development of resistant variants. Five of six of these variants
expressed increased levels of VEGF which paralleled an in-
crease in angiogenic potential in vitro and tumor angiogenesis
in vivo. Importantly, the increased VEGF expression was caus-
ally associated with the resistant phenotype, because in vivo
resistance to EGFR-directed antibodies was also observed for
parental cells transfected with a VEGF expression vector [51••].

On the basis of these results, different EGFR and VEGF(R)-
targeting tyrosine kinase inhibitors or monoclonal antibodies
have been combined in preclinical models, with encouraging
results [12•, 48, 52–56], thereby providing a rationale for clin-
ical trials. However, it should be noted that the combination
which eventually went into large-scale clinical trials, the com-
bination of bevacizumab, cetuximab or panitumumab, and cy-
totoxic agents, entered the clinic directly without previous test-
ing in preclinical models [57].

The most extensive clinical trials of joint EGFR and VEGF
(R) targeting have been conducted on patients with metastatic
colorectal cancer. A randomized study of CRC patients with
advanced disease (the BOND2 trial) revealed promising activ-
ity of cetuximab plus bevacizumab compared with historical
control patients treated with cetuximab alone [58]. However,
two more recent studies of almost 1800 patients were disap-
pointing. The CAIRO2 study reported that addition of cetu-
ximab to bevacizumab and chemotherapy gave inferior results,
in terms of progression-free survival and quality of life, com-
pared with bevacizumab and chemotherapy alone [59]. Similar
findings were reported in the PACCE trial, in which bevaci-
zumab plus chemotherapy was compared with the same regi-
men plus panitumumab [60]. The reason for these disappoint-
ing clinical findings is difficult to establish, because of the lack
of preclinical data for this combination, not only with regard to
the twomAbs and, but evenmore so, for the combination of the
mAbs with chemotherapy. One explanation for the limited
activity could be that the mAbs are unable to effect intracellular
survival signaling. Another possibility is that the combination
of targeted agents and cytotoxics have pronounced toxic side
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effects which necessitate dose reduction, thereby reducing the
efficacy of the treatment.

Angiogenesis Inhibition and CRC Cell Survival

Angiogenesis inhibition initiates a positive VEGF feedback loop
within the tumor. Vascular pruning and the accompanying dimi-
nution in blood supply leads to increased tumor hypoxia, thereby
inducing compensatory pathways that include increased VEGF
production. In agreement with this, an increasing number of
results suggest that a clinical response to angiogenesis inhibitors
depends both on the depletion of the tumormicrovasculature and
the tumor response to the ensuing hypoxia [61]. The most
important survival factors produced by the stressed, hypoxic
tumors are likely to be those produced by HIF and HIF-
regulated genes, for example VEGF. Both VEGF protein and
mRNA are able to promote survival of tumor cells under stress
such as hypoxia [26••, 27, 62]. Another HIF-regulated gene,
carbonic anhydrase IX (CAIX), is also upregulated in CRC
xenografts after bevacizumab treatment and seems to promote
cell survival, because CAIX knockdownwill enhance the effect
of bevacizumab treatment [63].

A recent study combined histological and imaging analysis of
tumor-bearing animals treated with bevacizumab. The results
showed that VEGF blockage was accompanied by marked
depletion of glucose and ATP levels in the tumor xenografts.
Although bevacizumab reduced microvessel density, increased
tumor hypoxia, and induced HIF-1alpha in all xenograft models,
tumor size reduction was only observed for the highly glycolytic
(“glucose-addicted”) tumors and was accompanied by the for-
mation of large necrotic areas within the tumors [64••]. As
mentioned above, AMPK is a cellular sensor that is activated
by energy stress and contributes to maintaining adequate levels
of intracellular ATP. VEGF blockage was accompanied by
strong AMPK activation in glucose-addicted tumors which pro-
moted cellular survival, because AMPK silencing was accom-
panied by a marked increase in glucose consumption, lactate
production and increased tumor necrosis after VEGF blockage.
Taken together, these studies suggest that a therapeutic response
to antiangiogenic therapy depends on multiple factors including,
but not limited to, reduction of the microvascular density, the
capacity of the tumor to produce survival factors in response to
hypoxia and glucose stress, the glycolytic phenotype of the
tumor, and the capacity to upregulate the energy sensor AMPK.

Conclusions

Current evidence suggests that autocrine VEGF signaling is
important in the survival, migration, invasion, and chemoresis-
tance of colorectal cancer cells. Immunohistochemical analysis
of patient tumors reveals that VEGF ligands and receptors are

upregulated in tumor tissues compared with the normal mucosa
and that CRC cells express functional VEGFR1 and, most
likely, VEGFR2. However, only VEGFR1 expression seems
to be correlated with the survival of stage II/III colorectal cancer
patients. A therapeutic response to antiangiogenic therapy de-
pends on several factors including, but not limited to, reduction
of the microvascular density, the capacity of the tumor to pro-
duce survival factors in response to hypoxia and glucose depri-
vation, the glycolytic phenotype of the tumor, and its capacity to
upregulate AMP-activated protein kinase. Future challenges
include the identification of functional biomarkers able to iden-
tify patients particularly likely, or not, to benefit from VEGF-
directed therapy and to clarify the clinical situations in which
targeting of multiple VEGF ligands rather than selective VEGF-
A targeting would be beneficial. VEGFR1 is emerging as an
attractive prognostic biomarker for stage II/III patients but will
require further validation. Use of VEGF-targeted agents in
adjuvant treatment remains an attractive option but will depend
on the development of novel scheduling regimens different from
those currently used to treat metastatic disease.
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