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Résumé

Le cancer colorectal (CCR) touche chaque année plus d'un million de
personnes dans le monde. Il est le 3e cancer le plus fréquent en France et le 2e en
terme de mortalité. La France est d’ailleurs 'un des pays d’Europe ou l'incidence du
CCR est la plus élevée, tous sexes confondus. Dans les cas de CCR localisés, la
chirurgie associée a un traitement adjuvant donne d’assez bons résultats et permet
généralement la guérison des patients. Cependant, dans le cas des CCR
métastatiques, l'efficacité de ce type de traitement est limitée. C’est pourquoi, la
compréhension des processus biologiques fondamentaux dans le cancer reste un
enjeu de santé publigue majeur. En effet, la mortalité peine a diminuer drastiguement
car il existe encore de nombreux échecs thérapeutiques expliqués notamment soit par
le développement d’'une chimiorésistance, soit par la présence de cellules
cancéreuses présentant des caractéristiques agressives (Migration, Invasion,

Vascularisation accentuées...).

En utilisant différentes lignées de cellules colorectales cancéreuses
chimionaives et chimiorésistantes, nous montrons dans ces travaux de thése que
I'acquisition d’'une chimiorésistance confére tout d’abord un pouvoir migratif et invasif
plus importants. Nous montrons également que deux des lignées chimiorésistantes,
les HCT-116/5FU et les HCT-116/OXA acquiérent la capacité a former leur propre
réseau vasculaire, c’est ce que I'on appelle le mimétisme vasculaire. Cela montre donc
qu’une résistance acquise notamment au 5FU ou a I'Oxaliplatine peut se révéler étre
tres « dangereuse ». Nous avons donc cherché a comprendre quel acteur pouvait étre
responsable des modifications observées. Nous nous sommes alors penchés sur la
voie de signalisation VEGF, puisqu’il est connu que les différents agents de
chimiothérapie influencent cette voie et nous savons également que les mécanismes
cellulaires étudiées ici (migration, invasion, angiogenése, mimétisme vasculaire...)
sont également liés a cette signalisation. Nous montrons finalement que le VEGF-A
est sécrété de maniére plus abondante dans les cellules chimiorésistantes. Nous
confirmons cela par I'utilisation d’'un inhibiteur anti-VEGF approuvé cliniquement dans
le traitement du CCR, I'aflibercept. En effet, nous montrons que ce dernier est capable

de réduire de maniére significative le potentiel migratif, invasif des cellules tumorales



chimiorésistantes. Il réduit aussi considérablement le phénoméne de mimétisme

vasculaire.

Ainsi, nous montrons trés clairement I'implication de la signalisation VEGF dans
le développement de ce phénotype « agressif» suite a I'acquisition d'une

chimiorésistance. Nous offrons méme une option thérapeutique partielle, I'aflibercept.



| INTRODUCTION |\
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CHAPITRE | : Les cancers colorectaux

- Incidence et Mortalité :

Le cancer du célon est un probléme majeur de santé publique. En effet a I'échelle

mondiale, le cancer colorectal est le troisieme cancer le plus fréquent chez les hommes

et le deuxieme chez les femmes, avec 1,8 millions de nouveaux cas et prés de 861
000 déces en 2018 selon la base de données GLOBOCAN de 'OMS?.

Mumber of new cases in 2018, both sexes, all ages Mumber of deaths in 2018, both sexes, all ages

Luing
202 ETE(11.6M)

L
1 761 007 (18.4%]

Bresst
) thEr CanCers
2 WEESA0 1.5W) 3477 417 (35.8%)
Othier camcers
7 TE3 946 (42.9%) Colorectam Colorectum
| B&3 G1B (10.2%] 250 THT [9.2%)
Prostate Prostate Stomach
1 276 106 {7.1%) 355 989 (3 =%] TEZ B85 (B.1%]
Cervim wter] Stomach Pamcreas Liver
SEFBAT 3.2%) 1033700 [5.7%) 432 242 (4.5H] TE1 631 [BI%)
Dezophagus Liwer ‘Desophagus: Breast
5721034 [32%) B4 Dl (4. T) 508 525 [5.3%] E1EBTS [5.6%)
Total: 18 078 957 cases Totak 9 555 027 deaths

Figure 1: Incidence et mortalité des principaux cancers dans le monde
(Globocan, 2018)

En France, le CCR représente 11% de I'ensemble des nouveaux cas de cancers
masculins, et féminins et la deuxieme cause de mortalité liée au cancer, soit pres de
12% de I'ensemble des décés annuels. Il se situe, au 3°™¢ rang des cancers les plus
fréequents chez 'homme, apres ceux de la prostate et du poumon. Chez les femmes le

CCR est le deuxiéme plus fréquent aprés le cancer du sein.?

Depuis 1990, lincidence du CCR est relativement stable voir diminue (-0.6% de
nouveaux cas) alors que la mortalité présente une discréte diminution (-1.6% de décés
entre 1990 et 2018)2.

La mise en place d’'une politique de santé publique de prévention et de diagnostic

précoce du CCR (i.e. dépistage systématique par colonoscopie chez certains groupes

11



de citoyens, résection de lésions précancéreuses ; détection de cancers a un stade
précoce) est a l'origine en partie de la diminution de la mortalité. Le progrés au niveau
des stratégies thérapeutiques (interventions chirurgicales, chimiothérapies et
thérapies ciblées, radiothérapie) est un autre facteur déterminant pour 'amélioration

du taux de mortalité.

Néanmoins, malgré toutes les avancées thérapeutiques et une meilleure prise en
charge des patients, la décroissance de la mortalité observée n’est pas celle attendue.
La mortalité chez les patients avec un CCR est multifactorielle. Toutefois, le
développement d’une résistance aux traitements anticancéreux - tant aux agents
chimiothérapeutiques classiques qu’aux thérapies ciblées - figure parmi les premiers

prédicteurs liés a une évolution défavorable des patients.

lI- Les facteurs de risque du cancer colorectal :

Un certain nombre de facteurs de risque, aussi bien environnementaux que

géneétiques, favorisant le développement d’'un CCR ont été décrits :

= L’age : Le risque de développer un CCR augmente avec I'age. En effet, plus de
90% des personnes diagnostiquées atteints de la maladie sont agées de plus de 50
ans, avec un age moyen au moment du diagnostic de 71 ans. Les personnes agées
de 65 a 85 ans sont six fois plus susceptibles de développer un cancer colorectal que

les personnes de moins de 50 ans 3.

= Le mode de vie: L'alimentation influence fortement le risque de cancer

colorectal, et des changements dans les habitudes alimentaires pourraient réduire de
70 % son développement 4. Les régimes riches en sucres et en graisses, en particulier
en graisses animales, et la surconsommation de viandes rouges sont des facteurs de
risque majeurs de cancer colorectal. A contrario, un régime riche en fibres permet de

diminuer les risques de développer un cancer °.

Des études épidémiologiques ont montré que les facteurs liés au mode de vie
et a I'obésité influent sur le développement de divers types de cancer, en particulier le
CCR. En effet, une association synergique est observée entre l'inactivité physique et

'obésité puisque plus la BMI est élevée, plus le risque de développer un CCR est
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augmenté 6. A contrario, une méta-analyse a montré que l'activité physique s’associe

a une diminution de 24 % du risque de cancer du cdlon .

La consommation d’alcool (au-dela de 15g par jour) serait responsable d’'une

augmentation de 8 % du risque de CCR et de 24 % du risque de polypes dentelés.

Le tabac serait associé a une augmentation de 114 % du risque de développer
des polypes adénomateux et des CCR chez les fumeurs®. En effet, les fumeurs ayant
consommes du tabac pendant plus de 20 ans ont un risque plus élevé de développer
un cancer du célon. Le risque attribuable est de 21% chez les hommes et de 12% chez
les femmes. Cela s’expliquerait, en partie, par la présence dans la fumée de cigarettes
de substances cancérigénes qui interagissent avec le gene APC, responsable de

I'initiation de la carcinogénése colorectale lorsqu’il est muté 3.

= Les antécédents personnels ou familiaux d’une autre pathologie : Le

cancer colorectal a été reconnu comme une complication potentielle de maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) depuis la description d’'un cas de colite

ulcéreuse par Burrill Crohn dans les années 1920s °.

gt

. Normal
. Crohn
. Colite

W

Figure 3 : lllustrations d'un c6lon humain sain VS atteint de la maladie de
Crohn ou d'une colite ulcéreuse

Dans une méta-analyse de plus de 100 études portant sur le risque de CCR dans
les colites ulcéreuses, Eaden et al. ont pu confirmer 'augmentation du risque de
développer un cancer colorectal dans le temps'®. Dans une seconde méta-analyse
chez des patients atteints de la maladie de Crohn, Canavan et al. ont démontré que le
risque relatif global de CCR dans la maladie de Crohn était de 4,5 (sur une échelle
allant de 1,3 a 14,9)L.

Les femmes ayant présentées un cancer du sein, de I'ovaire ou de I'utérus ont

également un sur-risque modéré de développer un nouveau cancer au niveau du célon
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ou du rectum. En effet, dans I'étude de Lu et al. portant sur une cohorte de 179 733
patientes atteintes d'un cancer du sein en Suéde. 2571 cas de cancer ont été identifiés

au cours d'un suivi moyen de 9,68 ans 2.

=>» Les facteurs génétigues et héréditaires : Le cancer colorectal héréditaire

(CCRH) n'est pas une maladie unique ; c'est un groupe de maladies ou de syndromes,
qui ont une composante génétique mutationnelle. Il se subdivise en deux grands
groupes : les HNPCC (cancer colorectal héréditaire sans polypose) et les HPCC

(cancer colorectal par polypose héréditaire).

Le HNPCC est un syndrome de cancer autosomique dominant. L'incidence de
ce syndrome est de 1,7 a 4,2% parmi I'ensemble des patients atteints de CCR,
(représentant 3 & 8 cas par million d'habitants dans le monde, selon Globocan 2018).
Parmi ces HNPCCs, le syndrome de Lynch (SL) est le plus courant et est corrélé avec
un risque accru de cancer colorectal, de I'endométre, des ovaires, de I'estomac et de
l'intestin gréle. Les autres HNPCCs moins répandus sont le syndrome de Muir-Torre
dont l'incidence est de 2 cas pour dix millions d'habitants, selon Globocan 2018 ; et le

syndrome de Turcot de type | (lié & une mutation du géne MMR)*3,

Le HPCC représente environ 3 a 5 % de tous les cas de CCR (soit 5 a 9 cas
par million d'habitants dans le monde, selon Globocan 2018). La polypose
adénomateuse familiale (PAF) est liee aux mutations germinales du gene APC

responsable de 'apparition de centaines ou de milliers de polypes adénomateux?3.

Figure 4 : lllustrations d'un
c6lon humain sain VS atteint

14



lll- La carcinogénese du cancer colorectal :

Chaque cellule de I'organisme dotée d’un noyau est composée d’environ 35 000
génes qui sont dupliqués a chaque division cellulaire, ceci entrainant un risque
d’apparition d’'anomalies génétiques. L’épithélium digestif se renouvelle tous les trois
jours environ. C’est dire la fréquence des processus de mitose, donc la possible
fréquence d’apparition de mutations ou d’autres anomalies génétiques, qui dans la tres
grande majorité sont souvent sans conséquence. Cependant, certaines anomalies
génétiques échappant a la surveillance cellulaire, favorisent une prolifération, créant
la formation d’un clone de cellules, qui dans des conditions favorables pourrait évoluer

a une tumeur.

Toute tumeur, bénigne ou maligne, résulte de nombreuses anomalies génétiques

au niveau de cellules qui appartiennent au clone 4

Trois grands mécanismes sont impliqués dans la carcinogenése colorectale :
linstabilit¢ chromosomique (CIN), [linstabilit¢é des microsatellites (MSI) et
'hyperméthylation des ilots CpG (Cytosine-Phosphate-Guanine) des promoteurs
(CIMP)

Répartition des différents types de CCR

inconnu

LOH : Loss Of Heterozygosity

PAF : Polypose Adénomateuse Familiale

MUTYH : mutation du géne Mut Y Homologue
HNPCC : Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer
MSI : MicroSatellite Instability

CIMP : CpG Island Methylator Phenotype

Figure 5 : Répartition des différents types de cancers colorectaux.

1) Les tumeurs avec instabilité chromosomique :

L’ instabilité chromosomique est le mécanisme le plus fréquent dans la
carcinogénese colorectale, en effet elle est responsable de 85% des cancers
sporadiques mais elle est également observée dans de nombreux cas de PAF
(Polypose Adénomateuse Familiale) .
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Dans la majorité des tumeurs, il est observé un nombre anormal de
chromosomes au sein des cellules (aneuploidie) suggérant une instabilité
chromosomique, responsable de pertes ou de gains de fragments ou de chromosomes
entiers. Ces remaniements chromosomiques ont été mis en évidence par des études
de pertes d’hétérozygotie (Loss Of Heterozygoty - LOH). C’est pourquoi ces cancers
sont appelés LOH+ ou MicroSatellite Stability cancer (MSS) ou CIN (Chromosomal
INstability).

Les régions les plus freqquemment perdues dans les tumeurs colorectales
primitives se situent sur le bras court du chromosome 1 (1p32-36, 30 a 50 %), le bras
long du chromosome 5 (5921-q22, 37 %), le bras court du chromosome 8 (8p11.2-
pl2, 8p22- p22.3), le bras court du chromosome 17 (17p13, 75 %), le bras long du
chromosome 18 (18g21->qter, 67 %), et le bras long du chromosome 22 (22q12-g13,
40 %). Un certain nombre de genes suppresseurs de tumeurs ont été identifiés dans
les régions délétées : APC, K-RAS et p53 1,

=3 S
' '

l 1
'

Normal Hyperproliferative - Early — Intermediate —» Late = i\ » | Invasion and
epithellum epithelium adenoma " metastases

Chromosomal Instabllity

Figure 6 : Carcinogénése colorectale par instabilité de ’ADN. (D’apreés

Laurenty et al. 2014)
La mutation initiale de cette voie de carcinogénése porte sur le gene APC qui

est un suppresseur de tumeurs. La protéine codée est une protéine multifonctionnelle,
qui interagit avec différentes protéines dans la cellule incluant la B-caténine, la y-
caténine, la « glycogen synthase kinase » (GSK-3 B), l'axine et la tubuline. Les
mutations spontanées de ce géne sont relativement fréquentes (retrouvées dans 80%
des CCR). Les mutations « inactivatrices» du gene APC ont pour résultat
linsuffisance de la régulation de la B-caténine produisant I'’hyperprolifération de

I'épithélium colique 7.
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Peut s’en suivre, une mutation du gene K-RAS, qui est elle aussi précoce dans
la séquence adénome-cancer. Environ 30 a 50 % des tumeurs colorectales sont
connues pour avoir un géne K-RAS muté *8. L’oncogéne K-RAS code une protéine de
21 kDa impliquée dans la traduction du signal des voies de régulation importantes pour
la prolifération normale et la différenciation. Les mutations « activatrices » du gene
KRAS induisent une croissance de l'activité cellulaire (prolifération, résistance a
lapoptose et l'angiogenése) qui transforme [I'épithélium hyperprolifératif en

adénome?®.

La troisieme mutation importante dans le cas des cancers MSS ou CIN est celle
du géne suppresseur de tumeur TP53. En effet, elle est retrouvée dans plus de 60%
des cas?®. Ce géne code pour une protéine p53 qui joue un role essentiel dans la
protection du génome. Elle induit un arrét du cycle cellulaire en phase G1/S et G2/M
afin de permettre la correction de potentielles erreurs. Si les erreurs ne sont pas
réparées, p53 est capable d’induire des signaux de sénescence (c’est-a-dire un arrét
du cycle prolongé et irréversible), mais aussi d’apoptose, provoquant ainsi la mort des
cellules. Sa mutation est dite « inactivatrice », ce qui entraine donc I'inaction de cette
protéine p53 2. Cette derniére intervient dans un stade de développement plus tardif
du CCR (voir figure 6) %2.

L’accumulation progressive de mutations génétiques sur cette Iésion clonale
en expansion réguliére par hyperprolifération aboutit de facon peu fréquente au
développement d’un cancer colorectal. On estime que 75 adénomes sur 1 000

aboutissent au développement d’'un cancer 4.

2) Les tumeurs avec instabilité microsatellitaire :

Les microsatellites sont des séquences répétées de 'ADN particulierement exposées
a des erreurs de mésappariements lors de la réplication de 'ADN. L’instabilité
microsatellitaire (MSI) est impliquée dans 12% a 15% des CCR sporadiques 22
Normalement ces erreurs sont réparées par un complexe de protéines appartenant au
systeme Mismatch Repair (MMR) comprenant les protéines MLH1, MSH2, MSH6 et
PMS2 23,
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Figure 7 : Carcinogénése tumorale par instabilité microsatellitaire. (D’apreés
Laurenty et al. 2014)

Les cancers MSI sont dus a un défaut de réparation des mésappariements de
'ADN survenu au cours de la réplication. Ce défaut de réparation est lié a une
inactivation bi-allélique de génes du systtme MMR (génes MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2). Cette inactivation est le plus souvent due a une hyperméthylation de la région
promotrice du gene MLH1. Le déficit du systeme de réparation induit alors une
accumulation de mutations secondaires au sein de génes impliqués dans le controle
tumoral : oncogénes tels que les génes pro-apoptotiqgues ou les génes suppresseurs
de tumeurs tels que le récepteur de type Il du TGFR (TGFRRII : Tumor Growth Factor
3 Receptor 11') 24, La chronologie des mutations de ces genes est mal connue, méme

si la mutation du TGFRRII semble la plus précoce.

Un exemple de cette instabilité microsatellitaire est le syndrome de lynch dans
le cas des cancers héréditaires. Ce syndrome de Lynch est caractérisé par une
instabilité des microsatellites élevée, ce qui explique le risque plus important de

développer un CCR ou autres cancers gastro-intestinaux 2°.

Les cancers colorectaux peuvent donc aussi étre classés suivant le degré

d’instabilité des microsatellites :

- Les cancers MSI-High ou MSI-H dits a « haut niveau » d’instabilité,
- Les cancers MSI-Low ou MSI-L dits a « bas niveau » d’instabilité,

- Les cancers MSS dits « stable ».

Cette classification est basée sur le panel de microsatellites établi par le NCI (National
Cancer Institute). Si deux ou plusieurs des cing séquences de microsatellites de ’ADN

de la tumeur sont mutées, alors cette derniere est classée MSI-H. En opposition, si
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une seule des cing séquences microsatellites a subi une mutation, la tumeur est dite

MSI-L. Et enfin, si aucune des séquences n’est mutée, la tumeur est classée MSS 26,

Sur le plan clinique, les cancers MSI sont plus souvent localisés dans le célon
transverse et droit. En ce qui concerne la survie des patients, les cancers MSI-H ont
un meilleur pronostic vital que les cancers MSI-L et MSS dans le stade 2 a l'inverse

des stades 3 et 4 %7,

3) Les tumeurs avec hyperméthylation des flots CpG

Des phénomeénes épigénétiques ont également été mis en évidence en 1999 par
Toyota et al. 2. L’hyperméthylation des flots CpG des promoteurs est le mécanisme
épigénétique impliqgué dans une proportion importante des CCR (20-30% des CCR)
29 La méthylation de 'ADN s’effectue uniquement sur des cytosines situées en 5’
d’une guanine. Chez les mammiféres, les dinucléotides CG se concentrent sur des
régions localisées au niveau des promoteurs et des premiers exons des genes : c’est
ce que I'on appelle « Tlots CpG ». 50% de nos genes possedent un ilots CpG au niveau
de leur promoteur. Habituellement, les flots CpG ne sont pas méthylés. Lorsqu’ils le

sont, cela entraine une extinction transcriptionnelle du ou des gene(s) concerné(s) .
Deux types de méthylation sont décrites dans le cancer colorectal :

- Les méthylations qui apparaissent au cours du vieillissement, dites de type A
(“Age-related methylation”)
- Les méthylations dites cancer spécifique ou type C (“Cancer-specific

methylation).

Ces méthylations peuvent notamment toucher des genes suppresseurs de tumeur,
ayant pour conséquence d’empécher leur transcription et donc ajouter un pas de plus
dans la cascade d’événements induisant la formation d’'un CCR 3. Plus d’une trentaine
de génes ont été identifies comme étant touchés par cette altération épigénétique
(comme WT1, CALCA, HLTF...),

Le statut CIMP (Cpg Island Methylathor Phenotype) des tumeurs colorectales semble
impacter la survie des patients. En effet, 'étude de Van Rijnsoever et al. comprenant
206 patients opérés d’'un CCR de stade lll, a montré que les patients avec un CCR
CIMP+ avaient une survie a 5 ans significativement inférieure aux patients avec un
CCR CIMP-, 32
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Nous avons donc vu que la carcinogenese colorectale est un processus complexe
essentiellement lié a des altérations génétiques successives. L'accumulation de ces
anomalies génétiques conduit a l'apparition d'une crypte aberrante, puis d'un
adénome, puis d'un cancer colorectal (CCR) avec un phénotype invasif associant

prolifération, migration et néo-angiogenéese.
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CHAPITRE Il : Classification de la progression

tumorale et traitements du cancer colorectal

- Classification de la progression tumorale :

Lors du diagnostic, il est essentiel, en premier lieu d’établir le stade du cancer. D’un
point de vue anatomo-pathologique, les médecins cherchent a déterminer jusqu’ou les
cellules cancéreuses se sont développées. Cela donne une premiére indication sur
I'étendue de la maladie et contribue a définir le stade du cancer. Le type et le stade du
cancer constituent des criteres pronostics du cancer.

1) Les critéres retenus :
Il existe trois criteres qui permettent de déterminer le stade du cancer colorectal 3.

a) Lataille et la profondeur de la tumeur

Lorsque les premiéres cellules cancéreuses apparaissent, elles sont d’abord
localisées sur la face interne de la paroi du c6lon ou du rectum (c'est-a-dire la
muqueuse). Par la suite, ces mémes cellules vont proliférer et envahir une a une les

couches plus profondes.

La taille et la profondeur de la tumeur sont des indicateurs importants pour
déterminer le degré d’avancement de la maladie. En effet, plus la tumeur est ancrée
dans les couches profondes de la paroi du cdlon, plus le cancer est avancé. A

contrario, plus la tumeur est localisée et « superficielle », plus elle sera facile a traiter.

Figure 8: Néoplasie colorectale a différents stades : a) Petit adénome sessile. b)
Adénome sessile avancé et plus gros. c) Gros carcinome sigmoide ulcératif, la
tumeur couvre la plus grande partie de la circonférence, mais n'a pas encore

entrainé d'obstruction substantielle de la lumiére. (D’aprés Kuipers et al. 2015)
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b) _L’atteinte ou non des ganglions lymphatigues

Les ganglions lymphatiques sont les lieux de stockage des cellules immunitaires
(les «lymphocytes ») qui permettent a l'organisme de se défendre contre les
infections, les substances étrangéres ou les cancers. La biopsie ganglionnaire est une
intervention chirurgicale au cours de laquelle on enléve un ou plusieurs ganglions en
vue dun examen microscopique afin de savoir s’ils contiennent des cellules
cancéreuses. La lymphe peut faire circuler les cellules cancéreuses de 'emplacement
ou le cancer a pris naissance jusqu’aux ganglions lymphatiques. Le nombre de
ganglions lymphatiques atteints aide a déterminer le stade. De plus si des ganglions

sont atteints, cela signifie que la maladie a commencé a se disséminer.

Cette analyse des ganglions permet d’en savoir davantage sur le degré de
propagation du cancer. Plus le nombre de ganglions lymphatiques atteints est faible,

meilleur est le pronostique.

c) Laprésence de métastases

D’autres organes, différents des ganglions lymphatiques peuvent aussi étre

envahis par les cellules cancéreuses et y développer des métastases.

Une étude épidémiologique de 2019 de Nelleke P. M. Brouwer et al., portant
sur 36297 patients présentant un cancer colorectal métastatique montrent que les
organes les plus souvent touchés par des métastases sont le foie, le péritoine et les

poumons 34,
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Metastatic spread
(A) All conmbinalions of metasialic siles

Right colon Lefi colon Rectum

Figure 9 : Prévalence globale des sites métastatiques du CRC en fonction de la

localisation de la tumeur initiale (d’aprés Nelleke et al. 2019)

Suivant les observations obtenues aprés I'évaluation de ces 3 critéres, le
pronostic de survie du patient est différent. En effet, le taux de survie a 5 ans des
personnes atteintes d'un cancer colorectal localisé est de 90 %. Environ 39% des
patients sont diagnostiqués a ce stade précoce. Si le cancer s'est étendu aux tissus
ou organes environnants et/ou aux ganglions lymphatiques régionaux, le taux de
survie a 5 ans est de 71%. Dans le dernier cas, si le cancer touche d’autres organes

plus distants du lieu primaire de la tumeur, le taux de survie a 5 ans n’est plus que de
14% 35,

2) Laclassification TNM :

Les 3 critéres cités précédemment, a savoir : la taille et la profondeur de la
tumeur (T), l'atteinte des ganglions lymphatiques atteints et leur nombre (N), et la
présence ou non de métastases (M) ont servis de marqueurs pour la détermination du
stade du cancer dans une classification internationale appelée TNM (Tumor, Nodes,
Metastasis).

Cette classification de référence est celle proposée par 'AJCC et 'UICC. Elle est
régulierement mise a jour et la derniére édition (TNM 8¢ édition) est applicable
depuis 2017 36 :
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CLASSIFICATION TNM

Tis carcinome intra- | NO pas de métastase ganglionnaire | MO pas de métastase a
épithélial ou intra- régionale distance
muqueux
(Carcinome in situ)

T1 Tumeur envahissant | Nla Métastase dans 1 ganglion lymphatique | Mla Métastases a
la sous-muqueuse régional distance confinées

a un organe sans
atteinte péritonéale:
foie, poumon...)

T2 Tumeur envahissant | N1b Métastase dans 2-3  ganglions | M1b métastases
la musculeuse lymphatique régional atteignant plus d’un
site métastatique
T3 Tumeur envahissant | N1c dépbts tumoraux « satellites » dans la | M1c métastase
la sous-séreuse sous-séreuse, ou dans le tissu péri- péritonéale avec ou
colique ou péri-rectal non péritonisé, en sans autre organe
I'absence de ganglion métastatique atteint
T4a Tumeur pénétrant le | N2a | Métastase dans 4-6 ganglions
péritoine viscéral lymphatiques régionaux
T4b Tumeur  pénétrant | N2b métastase dans = 7 ganglions
les organes lymphatiques régionaux

environnants

Tableau 1 : Nouvelle classification TNM (Tumor, Nodes, Metastasis) 2017.

Une fois l'atteinte de chaque critére définie, on combine les résultats afin de

déterminer le stade global du cancer %7 :

= Stade 0 : la tumeur est in situ, ce qui signifie qu’elle est trés superficielle et
gu’elle n'envahit pas la sous-muqueuse, que les ganglions lymphatiques ne

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

®  Stade | : la tumeur envahit la deuxiéme couche (sous-muqueuse) ou la couche
musculaire (musculeuse) de la paroi du célon ou du rectum, les ganglions

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

B Stade Il : les cellules cancéreuses ont traversé plusieurs couches de la paroi
du cblon ou du rectum, mais aucun ganglion n'est atteint et il 'y a pas de

métastase.

[IA : Le cancer s'est développé a travers la paroi du cdlon ou du rectum
mais ne s'est pas propagé aux tissus voisins ou aux ganglions lymphatiques
VOoisins

[IB : Le cancer s'est développé a travers les couches du muscle jusqu'a
la paroi de I'abdomen, appelée péritoine viscéral. Il ne s'est pas propagé aux
ganglions lymphatiques voisins ou ailleurs.
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Stade Il : les cellules cancéreuses ont envahi les ganglions lymphatiques

proches de la tumeur.

[lIA : Le cancer s'est développé a travers la paroi interne ou dans les
couches musculaires de l'intestin. Il touche 1 a 3 ganglions lymphatiques ou un
nodule tumoral dans les tissus entourant le célon ou le rectum qui ne semblent
pas étre des ganglions lymphatiques, mais ne s'est pas étendu a d'autres
parties du corps.

lIB: Le cancer a traversé la paroi intestinale ou les organes
environnants et s'est développé au sein de 1 a 3 ganglions lymphatiques ou
forme un nodule de tumeur dans les tissus autour du c6lon ou du rectum qui ne
semble pas étre des ganglions lymphatiques. Il ne s'est pas propagé a d'autres
parties du corps

[IIC : le cancer du cblon, quelle que soit sa profondeur, s'est étendu a 4

ganglions lymphatiques ou plus, mais pas a d'autres parties du corps éloignées.

Stade IV - le cancer s'est propagé au-dela du célon ou du rectum, vers des

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

IVA : le cancer s'est propagé a une seule partie distante du corps,
comme le foie ou les poumons

IVB : le cancer s'est étendu a plus d'une partie du corps

IVC : le cancer s'est propagé au péritoine. |l peut également s'étre

propagé a d'autres sites ou organes
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STADE TNM
Stade 0 Tig NO M0
Stade | T1,T2 NO MD
Stade Il T3, T4 NO M0
Stade lIA T3 NO M0
Stade IIB Tda NO M0
Stade IIC Tdb NO Mo
Stade Il Cuel que soit T N1, N2 MO
T1, T2 N1
Stade lIA T Noa MO
T3, T4a N1
Stade lIB T2, T3 N2a M0
T1,T2 NZb
Tda NZ2a
Stade IIC T3, T4a N2b MO
T4b N1, N2
Stade IVA Quel que soit T Quel que soit N Mia
Stade IVE Quel que soit T Quel que soit N Mib

Les stades du cancer du rectum

Figure 10 :

Stade 0 : Stadel| : Stadell : Stadelll : StadelV

Tumeur u

L (A) Regroupement final par

muqueuse

stade du CCR en fonction

SOous-muqueuse

il des 3 parameéetres de la

musculeuse classification TNM.

(B) Illustration des lésions

Ganglions @
lymphatiques i~

cancéreuses suivant le
Métastases
— | stade.

Il en va de soi que le pronostic vital des patients dépend du stade de la maladie.
Plus le stade est élevé d’apres la classification TNM, moins bon est le pronostic. En
effet, d’aprés 'AJCC, la survie a 5 ans des patients atteints d'un CCR de stade | est
de 93.2%, elle décroit successivement avec I'avancée de la maladie, jusqu’a atteindre
8.1% pour des patients atteints de CCR de stade IV (IVA et IVB confondus) (voir
Tableau 2.

26



Survie a 5 ans

Stade

=TI orT2,NO 93,2%

Ila=T3, NO 84.7%

IIb = T4, NO 72,2%

Illa=TI or T2, N1 83,4%

IlIb= T3 or T4, N1 64,1%

Il =Tx N2 443% Tableau 2 : Survie globale a 5 ans des
patients atteints de CCR suivant le

IV = Tx, Nx, M1 8,1%

stade. (AJCC, 2011)

3) Une classification moléculaire :

Comme vu précédemment, les cancers du célon sont un groupe hétérogéne. Un
consortium international a recemment permis a partir de 6 classifications moléculaires
et plus de 4000 patients, d’établir une classification transcriptomique consensuelle
permettant la catégorisation des tumeurs en quatre sous-types robustes (consensus
molecular subtypes, CMS), désignés CMS1, CMS2, CMS3 et CMS4, associés a une
valeur pronostic. Cette classification permet de mettre en lumiere différents
mécanismes d’échappement immunitaire propres a chaque sous-type. Selon la
classification moléculaire, différents traitements peuvent étre proposeés, tels que
limmunothérapie pour les tumeurs MSI appartenant au groupe CMS1 et les anticorps
anti-EGFR pour les tumeurs RAS sauvages du groupe CMS2. La classification CMS
est un outil de choix pour la stratification des cancers du célon et I'identification de
sous-types homogénes ayant une valeur pronostique et parfois prédictive d’efficacité

des thérapies 3. Les quatre groupes sont donc les suivants :

- Groupe CMS-1 (dits MSI, Immune) : 13% des CCR qui sont caractérisés par
des tumeurs avec instabilité des microsatellites, par une infiltration des
cellules immunitaires marquée. Les tumeurs de ce groupe sont mutées BRAF.
La localisation est préférentiellement au sein du c6lon droit.

- Groupe CMS-2 (dits « canonical ») : 35% des CCR localisés plutdt au niveau

du cblon gauche sans instabilité des microsatellites (MSS) integrent cette
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classe. lls sont marqués par une mutation de TP53, d’'une surexpression de
'EGFR ainsi qu’une activation de la voie WNT/MYC.

Groupe CMS-3 (dits « Metabolic ») : 11% des CCR, de type épithélial. Le
statut MSI est mixte méme si dans 90% des cas ils sont MSS. lls sont
caractérisés par des mutations fréquentes RAS et une dérégulation au niveau
du métabolisme. lls sont répartis de maniere assez homogéne entre le colon
droit et le colon gauche.

Groupe CMS-4 (dits « Mesenchymal »): 20% des CCR, localisés
préférentiellement sur le cbélon gauche et de type mésenchymateux. lls
présentent une activation fréquente de la voies TGF-B, de nombreuses
altérations somatiques, ainsi que I'implication de I'angiogenése. Ceux sont

des tumeurs a fort potentiel invasif.

CcMS2 CMmss
Canonical Mosanchymal

13% 35% 11% 20%
MSI, CIMP high, Mixed MSI status,
hypermutation BCHAgh SCNA low, CIMP low SCNAgh
BRAF mutations KRAS mutations
Immune infiltration VWNT and Metabolic ?&DF _;';&::1"'
and activation MYC activation deregulation = iy
angiogenasis
Worse survival Worse relapse-free
after relapse and overall survival

Tableau 3 : Classification CMS des CCR (d’aprés Phellp et al. 2018)

La classification CMS a une valeur pronostique indiscutable. En cas de CCR non

métastatique, le pronostic vital est favorable pour les tumeurs CMS-1 tandis qu’il est

intermédiaire pour les groupe CMS-2 et CMS-3. Les tumeurs CMS-4 ont quant a elles

un mauvais pronostic vital 3 (voir figure 11A). A l'inverse, en situation métastatique

c’est le sous type 1 qui est lié au plus mauvais pronostic (survie apres rechute

mauvaise). Une étude de 2017 de Stintzing S et al. confirme bien cette tendance, en

effet a partir de 313 patients métastatiques inclus dans I'essai FIRE-3, la survie sans

progression moyenne (median PFS) des patients avec des tumeurs de type CMS-1

était de 14.8 mois contre 31.9 mois, 18.7 mois et 24.8 mois pour les patients
présentant des tumeurs CMS-2, CMS-3 et CMS-4 respectivement 4° (Voir figure 11B).
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Figure 11 : Impact de la classification CMS sur le pronoctic vital des patients en
situation (A) non métastatique ou (B) métastatique. (D’aprés L. 2015 et Stinzing
et al. 2019).

Des essais toujours en cours : CALGB80405 et FIRE-3 suggérent qu’il y aurait
peut-étre un impact prédictif de la classification CMS sur la réponse aux traitements.
Les essais CALGB80405 et FIRE-3 comptent respectivement 581 patients et 313
patients RAS WT. Il en ressort que pour les patients présentant une tumeur de type
CMS-1, localisée préférentiellement a droite, I'association chimiothérapie (CT) de 1ére
ligne (Fluorouracile, Oxaliplatine, Irinotecan...) + Bevacizumab pourrait étre meilleure
en termes de survie générale (SG) et de survie sans progression (SSP) que
I'association d’une chimiothérapie (usuelle) + cetuximab (significatif uniquement dans
'essai CALGB80405). Pour les patients présentant des tumeurs CMS-2 et CMS-4,
localisées préférentiellement dans le célon gauche, il existerait un effet favorable du
cetuximab en terme de SG (signification uniquement dans CALGB80405 #! pour les

CMS-2 et dans FIRE-3 “° pour les CMS-4) par rapport au bevacizumab (voir figure 12).
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Figure 12 : Impact prédictif de la classification CMS sur [I’efficacité du
bevacizumab et du cetuximab a partir des données de FIRE-3 et de CALGB.
(D’aprés Lenz et al. 2019 et Stinzing et al. 2019).

Récemment, un autre essai prénommeé “MAX” étudiant I'effet du Bevacizumab
(Avastin®) sur des patients atteints d’'un CCR traités au Xeloda® (traitement de lere
ligne) a été publié et a confirmé la valeur pronostique de la CMS sur la réponse aux
thérapies #2.

- Traitements du cancer colorectal :

Le but du traitement est de guérir le cancer en éliminant la totalité des cellules
malignes, d’empécher la tumeur de se propager, de diminuer les récidives et
d’améliorer le confort et la qualité de vie du patient. |l existe différents types de
traitements qui seront utilisés en fonction du stade du cancer, de I'état général du
patient etc... En premier lieu, la chirurgie pour extirper la tumeur, la radiothérapie pour
les cancers du rectum, la chimiothérapie et les thérapies ciblées. Selon le cas, un seul
ou plusieurs traitements associés seront nécessaires. C’est I'étendue du cancer au

moment du diagnostic qui détermine le choix et I'ordre des traitements “3.
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1) La Chirurgie : Traitement « clé » du CCR

La chirurgie est le traitement principal du cancer du colon.

Dans le cas de CCR non métastatique, il est essentiel que la qualité de la résection de

la tumeur et le curage ganglionnaire soient bien faits, en respectant une marge
périphérique de sécurité. Cette marge de sécurité est la partie supposée saine qui
entoure la tumeur et qui sera ensuite analysée pour Vvérifier I'absence ou la présence
de cellules cancéreuses. Si aprés analyse, la marge est positive, c'est-a-dire qu'elle
contient des cellules cancéreuses, le patient est parfois opéré a nouveau pour enlever
cette partie de tissus. Pour cela, le chirurgien procede dans tous les cas au retrait
d’'une portion saine du célon (5 cm minimum). D’excellent résultats oncologiques sont
ainsi obtenus avec un taux de survie a 5 ans de 91,4 % au stade I, et de 70,2 % au

stade Il 44,

Dans le cas de CCR métastatique (présence de métastases péritonéales, hépatiques

ou pulmonaires) : I'éligibilité des patients pour une intervention chirurgicale est basée
sur certains criteres (i.e. nombre et localisation des métastases, présence de
comorbidités, état général, etc...). Néanmoins, une chimiothérapie néo-adjuvante,

ayant pour but de réduire leur taille, est administrée afin de faciliter I'exérese.

De nombreux patients peuvent aujourd’hui bénéficier, grace a la qualité de
l'exérése obtenue et aux innovations technologiques, d’'une espérance de vie
augmentée, d’'une guérison de leur CCR et ceci méme s’ils présentent une maladie de
stade IV %,

Lors du diagnostic, 20 a 25% des patients porteurs d’'un CCR ont des métastases
synchrones, principalement au niveau hépatique. Dans 75-80% des cas, ces
métastases sont jugées non résécables 46 (en raison de leur nombre, de leur taille ou
de leur inaccessibilité). Des traitements de type chimiothérapie ou thérapie ciblée sont

alors proposeés.

2) Laradiothérapie :

La radiothérapie consiste a détruire les cellules cancéreuses a I'aide de rayons ou
de particules de haute énergie (Rayons X). Il s’agit d’un traitement local, visant une

partie spécifique du corps. Le but de la radiothérapie est de réduire le risque de
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récidive locale du cancer. Cependant, le cancer du cblon a tendance a se propager
vers d’autres organes, comme le foie ou les poumons, plutét que de réapparaitre au
méme endroit. La radiothérapie n’est dont généralement pas indiquée pour traiter le
cancer du célon. En revanche, elle est trés utilisée pour les cancers rectaux et

guelquefois pour traiter certaines métastases isolées.

3) Lachimiothérapie :

La chimiothérapie est un traitement systémique (qui agit dans I'ensemble du
corps) et non spécifique pour les cellules cancéreuses. Les cellules cancéreuses sont
ainsi atteintes quelle que soit leur localisation, méme si elles sont isolées et n‘ont pas
été détectées lors du diagnostic. Cette action généralisée présente cependant un
inconvénient, puisque ces médicaments ont également un effet toxique sur les cellules
saines du corps. En effet, il n’y a pas de distinction entre les cellules cancéreuses et
les cellules normales. Les chimiothérapies ciblent toutes les cellules qui se divisent
rapidement. Cela impacte donc les cellules des cheveux, du sang ou des mugueuses

et explique I'apparition fréquente d’effets secondaires (alopécie, leucopénie, mucite...).

Encore une fois, le stade du cancer est déterminant sur la nécessité ou non
d’'une chimiothérapie et sur l'instant ou elle doit étre administrée. Selon le moment ou

la chimiothérapie est administrée, on les classe en deux "familles™:

- La chimiothérapie néo-adjuvante : le traitement est prescrit avant une
opération chirurgicale, I'objectif étant de réduire la taille de la tumeur primitive
ou des métastases et faciliter la résection.

- La chimiothérapie adjuvante : le traitement est aprés une chirurgie, pour
s’assurer de I'élimination de cellules cancéreuses résiduelles et ainsi réduire

le risque de récidive et améliorer les chances de guérison.

La chimiothérapie s'administre par cures. La fréquence et la durée de la chimiothérapie
dépendront du type de cancer, du stade, de l'age, de I'état général, des buts du
traitement, des médicaments utilisés et de la réponse de I'organisme a ces derniers
Chaque cure étant suivie d’'une période de repos pendant laquelle le traitement n'est pas
délivré, ce qui permet au corps de récupérer. Le traitement de chimiothérapie comprend

donc généralement plusieurs cycles, et un cycle comprend une ou plusieurs cures.
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Trois principaux agents cytotoxiques sont utilisés et ont montrés leur efficacité dans

le traitement du cancer colorectal 47:

- Le 5-Fluorouracile (5-FU)
- L’Oxaliplatine

- L’lrinotecan.

a) Le 5-Fluorouracile (5-FU®)

Développé il y a plus de 60 ans, le 5-Fluorouracile demeure la « pierre angulaire »
du traitement contre le cancer colorectal. Le 5FU est un anticancéreux anti-métabolite
appartenant a la classe des fluoropyrimidines. Suite a I'observation par des chercheurs
a cette époque ayant constatés que les cellules tumorales utilisaient plus d’uracile que
les tissus normaux, en 1957 Heidelberger et Duschinsky ont synthétisé un dérivé fluoré
de l'uracile (le 5-FU) (voir figure 13) “.

0 0 0
CH, F
“j\\j\| j\l
O 7 0 Ty O
H H H

Uracile Thymine 5-Fluoro-Uracile Thymine et 5-Fluorouracile

Figure 13 : Structures de I’Uracile,

Il pénéetre dans la cellule par un transporteur selon un processus saturable.
L'activité pharmacologique du 5FU est possible seulement apres que ce dernier est
été métabolisé par le foie notamment. Aprés administration, le 5FU peut s'engager

dans deux voies : l'anabolisme ou le catabolisme.

- La voie anabolique (20% du 5-FU administré) : divisée elle-méme en 3 voies

distinctes. La premiere consiste en la réduction du 5-FU en 5-FdUMP (5-
Fluorodésoxyuridine monophosphate). Le 5-FAUMP inhibe alors l'action de la
Thymidilate Synthétase (TS), qui n’est donc plus capable de synthétiser de la thymine
a partir du désoxyuridine monophosphate (dUMP). Cela provoque alors une inhibition
de la synthése endogene de la thymine, entrainant alors un déséquilibre dans le pool
des nucléotides et in fine 'inhibition de la synthése de 'ADN et le déclenchement de
'apoptose. L’action cytotoxique du 5FU par les deux autres voies est moins bien

détaillée. La seconde voie anabolique est I'incorporation du 5-FUTP (5-Fluorouridine
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triphosphate) dans tous les types d’ARN (ARNm, ARNt, ARNr), ce qui provoque des
problemes de maturation bloquant alors la synthese d’ARN. La derniére voie, la plus
marginale, est I'incorporation du 5-FAUTP (5-Fluorodésoxyuridine triphosphate) dans
'’ADN, provoquant ainsi sa fragmentation.

- La voie catabolique : Seule une faible fraction du 5-FU est anabolisée en

dérivés cytotoxiques dans les tissus car la majorité de la drogue (60 % a 90 %) est
catabolisée par la dihydropyrimidine déhydrogénase (DPD). Cette enzyme réduit le 5-
FU en 5-fluorodihydrouracile (5-FUH2). La DPD est présente dans de nombreux tissus
; son activité est maximale dans les lymphocytes circulants et le foie. L'activité de la
DPD suit un cycle nycthéméral faisant varier le catabolisme du 5FU sur 24 heures. Le
catabolisme s'arréte au 5-FUH2 dans les lymphocytes et la plupart des tissus ; en
revanche, au niveau hépatique, une deuxiéme enzyme, la dihydropyrimidase,
catabolise le 5-FUH2 en acide 5-fluorouréidopropionique (5-FUPA). Puis une troisieme
enzyme, la B-uréidopropionase, transforme le 5-FUPA en a-fluoro 3-alanine (FBAL) et

en urée®? 48(voir figure 14) 4.

Voie catabolique > 80% Voie anabolique < 20%
S-Fluorouracile
DihydroPyrimidine —
Deshydrogenase (DPD) Thymidine
Phosphorylose (TYMP)
Difyydro. Fluorodésoxy- | s.g1uorouridine
Fluorouracile uridine (FdU)
DihydroPyrimidinease
(OPYS)
Fluorouréido - Fluotourldlno
propionate | P P
Beta-uréidopropionase
(usr1)
Fluoro-beta- FdU - Fluorouridine -
alanine m Diphosphate Diphosphate
FdU - Fluorouridine -
Elimination !T""'“M mmiw
ADN ARN
 Effet thénpeutlw
D) = e J

Figure 14 : Principales étapes du métabolisme du 5-FU.

(D’aprés Lemaitre et al. 2018)
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Le 5FU est généralement administré par voie intraveineuse. Du fait de son
catabolisme important, ce dernier est éliminé du sang dans les 2 heures suivant son
administration. La demi-vie du 5FU serait de 10 a 20 minutes (20% de la dose
administrée est directement excrétée dans les urines). L’administration orale du 5FU
a donc été étudiée, et a montré qu’il avait une biodisponibilité orale médiocre et
enormément variable (allant de 0 a 80%). Le 5FU n’étant donc pas utilisable par voie
orale pour des raisons de mauvaise biodisponibilité liée a la présence de
dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) intestinale (enzyme du catabolisme du 5-
FU), des précurseurs oraux du -FU ont été développés. “8. Ainsi, différentes pro-
drogues ont été synthétisées afin de tenter d’améliorer I'absorption et la durée
d’exposition de la tumeur au 5FU : la Capécitabine (XELODA®), le Tegafur (UFT®).
Ces drogues sont absorbées intactes a travers la muqueuse gastro-intestinale et
ensuite converties en 5FU par la voie enzymatique dans le foie (voir figure 15) 5°.
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Figure 15 : Principales étapes du métabolisme du 5-FU. (D’aprés Vodenkova et
al. 2020)
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Bien qu’étant le composant principal des protocoles de chimiothérapie, le 5FU et
son pro-médicament oral, la Capécitabine, entrainent des toxicités dose-dépendante
variable suivant le schéma d'administration pouvant étre séveres (de grade 3 ou 4).
Cela touche essentiellement les épithéliums a renouvellement rapide
(Hématologiques : neutropénie, thrombopénie, anémie ; Digestives: mucites,
ulcérations des muqueuses, diarrhées sévéeres; Cutanées: syndrome « mains-
pieds » ; et plus rarement neurologiques) chez 10 a 30% des patients, selon le régime

de chimiothérapie. Elles peuvent conduire a des décés chez 0,1 a 1% des patients 5.

b) L’Oxaliplatine (Eloxatine®)

L’oxaliplatine (1R, 2R-diaminocyclohexane) est un agent alkylant synthétisé des
les années 70, dont la structure chimique se distingue des composés classiques
du platine par la présence d’un radical porteur cyclique “DACH?” (diaminocyclohexane)
L’Oxaliplatine a été découvert en 1976 mais approuvé qu’en 1996 pour son utilisation

dans le traitement du CCR °2.

DACH : ligand Oxalate - ligand
transporteur hydrolysable
NH.* / 2
2
NH; Cl
| N4
O c /Pt\
AN NH; a
I o
Pl'mne
Trans 1 1.2 Acide oxalique
cyclohexane Cisplatine
Oxaliplatine

Figure 16 : Formule de I’oxaliplatine comparé a celle de la cisplatine

L’'un des buts de développer des analogues du Cisplatine était de résoudre les
problemes de résistance a cette drogue. Burchenal et al. ont ainsi montré que les
complexes possédant un cycle DACH a la place de deux groupements amines étaient
actifs sur des lignées de cellules résistantes au Cisplatine. C’est donc le cas de
I'oxaliplatine qui est utilisée en France depuis 1985 pour traiter les cancers 3. Cette

structure particuliére lui confére des propriétés unigues. En effet, contrairement au
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Cisplatine, I'Oxaliplatine subit une transformation non-enzymatique rapide en

complexes réactifs de dichloro-platine : le DACH-dichloro-platine (Voir figure 17) 4.
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Figure 17 : Transformation non enzymatique de I’Oxaliplatine (D’aprées

Jerremalm et al. 2002)

Deux heures suivant 'administration de cette pro-drogue qu’est I'oxaliplatine, le
DACH-dichloro-platine (qui représente 70% de I'oxaliplatine qui pénétre dans les
cellules) est déja détectable dans le sang %°. En terme de caractéristiques
pharmacologiques, 40% des complexes se fixent irréversiblement aux globules rouges

et la demi-vie est estimée a environ 200 heures.

Le mécanisme d’action des dérivés de platine n’est encore pas totalement
élucidé. L’oxaliplatine interagit principalement au niveau de I'ADN, induisant des
Iésions primaires (adduits) qui bloquent sa réplication et sa transcription en ARN. Le
type le plus fréquent d’adduit est représenté par les ponts intra brins, qui établissent
des liaisons covalentes irréversibles entre deux résidus guanines. Les autres types
d’adduits sont les ponts inter brins et les liaisons aux protéines satellites de 'ADN. Les
Iésions primaires induites par I'oxaliplatine sont similaires a celles induites par le
cisplatine, méme si elles sont observées en nombre plus restreint pour une
concentration molaire équivalente. Des lésions de cassure simple-brin, qui sont
probablement des Iésions secondaires, sont également observées dans les cellules

traitées par I'oxaliplatine. De maniére intéressante, en dépit d’'un nombre de lésions
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plus limité, I'oxaliplatine est aussi puissant que le cisplatine concernant l'induction in

vitro de I'inhibition de la croissance et la survenue du processus d’apoptose cellulaire
53

Raymond et al. ont également montré en 2002 que les systémes de réparation
intervenant dans la correction des dommages crées par I'Oxaliplatine tels que le MMR
et le NER présentent une efficacité réduite causant alors I'apoptose des cellules *¢(voir
Figure 18).
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Bien que I'Oxaliplatine forme 2 a 10 fois moins de lésions (adduits) que le
Cisplatine, elle n’en est pas pour autant moins puissante. Au contraire, du fait de la
distorsion importante qu’elle induit au sein de la structure de 'ADN, celle-ci se révele
beaucoup plus efficace dans l'inhibition de la prolifération et dans la survenue du
processus d’apoptose cellulaire °’. De plus, I'Oxaliplatine a présenté, contrairement au
Cisplatine, une activité in vitro et in vivo sur le cancer colorectal, d’ou son utilisation

aujourd’hui en premiére ligne chez des patients ayant un CCR %8,

Concernant la toxicité de I'Oxaliplatine, les effets indésirables sont : les nausées
et vomissements. Il n’existe pas de toxicité rénale contrairement au Cisplatine et la
tolérance hématologique est satisfaisante. La principale toxicité observée est
neurologique. Des patients présentent alors des neuropathies périphériques qui
peuvent persister dans le temps (dues souvent a une dose cumulée d’oxaliplatine dans
l'organisme (800mg/m?)) mais qui sont le plus souvent réversibles aprés l'arrét du

traitement 53,
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c) Irinotécan (Camptosar®)

L'irinotécan est un dérivé hémisynthétique de la camptothécine. Il s'agit d'un
agent antinéoplasique qui agit comme inhibiteur spécifique de I'ADN topo-isomérase |
59, L’irinotécan ou CPT-11 a été synthétisé par Yokokura en 1981. En 1996, il a été
approuvé aux Etats-Unis par la FDA pour son utilisation dans le traitement du CCR.
La cible des médicaments de la famille des camptothécines est I'ADN topoisomérase
I, une enzyme nucléaire qui contréle la structure topologique de I'ADN, génére des
coupures simples brins afin d’enlever les supertours de la double hélice d'ADN et
permettre ainsi a la réplication et la transcription d’avoir lieu . L'irinotécan est
métabolisé par la carboxylestérase dans la plupart des tissus en un métabolite actif, le
SN-38, qui s'est révélé plus actif que lirinotécan sur la topo-isomérase |, et plus
cytotoxique sur plusieurs lignées de cellules tumorales murines ou humaines.
L'inhibition de I'ADN topo-isomérase | par l'irinotécan ou le SN-38 induit des Iésions
simple-brin de I'ADN qui bloquent la fourche de réplication de I'ADN et sont
responsables de l'activité cytotoxique. Celle-ci est fonction de la durée d’exposition

avec les cellules et est spécifique de la phase S.

Plusieurs études ont montré que Il'administration concomitante d'anti-
convulsivants inducteurs du CYP3A (carbamazépine, phénobarbital ou phénytoine par
exemple) entraine une diminution de I'exposition a l'irinotécan, au SN-38 et au SN-38

glucuroconjugué et réduit leurs effets pharmacodynamiques.

Lorsque lirinotécan est transformé en SN-38, la voie de désintoxication de
'organisme ou de catabolisme est la suivante : le SN-38 est converti en un composé
glucuronide inactif: le SN-38G par [IUGTA1 (Uridine diphosphate

GlucuronosylTransférase 1) (voir Figure 19) 62,
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Figure 19 : Principales voies métaboliques de l'irinotecan. (D’aprés
Mullangi et al. 2009)

Au cours de la réplication de I'ADN, la topoisomérase | créait une rupture
transitoire dans un brin d'ADN et se lie de maniere covalente a l'extrémité 3'-
phosphorylée du brin d'ADN entaillé. En stabilisant le complexe ADN-topoisomérase
l, I'irinotécan empéche la ligature du brin d'ADN entaillé. La fourche de réplication entre
alors en collision avec le complexe ADN-topoisomérase | stabilisé, entrainant ainsi une
rupture irréparable du double brin d’ADN, qui déclenche ainsi la cascade apoptotique
et donc la mort cellulaire (voir Figure 20) 2.
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Figure 20 : Fonctionnement de latopoisomérase | en condition normale (Etapes
1 a 5) et Mécanisme d’action de I’irinotécan sur la topoisomérase |. (D’aprés
Fuchs et al. 2006)
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Apres une perfusion d’Irinotécan, le taux plasmatique de cette molécule décroit de
facon exponentielle. Cependant, le SN-38 est quant a lui retrouvé dans le sang, 1 a
3h30 suivant la perfusion d’irinotécan. La demi-vie de I'irinotécan est en moyenne de
6h ©3,

Les principales toxicités observées sont la neutropénie (baisse du nombre de
neutrophiles dans le sang), I'asthénie (grande fatigue) et une diarrhée qui peut étre
sévere. Il a été montré que cette toxicité pouvait avoir un lien avec le syndrome de
Gilbert (une déficience congénitale de Il'activite UGT1A1 retrouvée dans 6% de la
population). En effet, les patients souffrant du syndrome de Gilbert ont un organisme
moins apte a réaliser la voie de la désintoxication du SN- 38 en SN-38G et présentent
alors une toxicité beaucoup plus grande lorsqu'ils recoivent des doses standards

d’irinotécan 61

Malgré le fait que les taux sériques de SN-38 étaient 100 fois plus faible que le niveau
d’irinotecan correspondant, le SN-38 montre une activité remarquablement plus
importante que celle de lirinotecan 4. Le SN-38 peut donc jouer un réle majeur
concernant la détermination de la « dose limite » et permettre de limiter la toxicité du

médicament ©°,

d) Influence des agents de chimiothérapies sur |la signalisation VEGF

L’exposition aux agents de chimiothérapie cause ce que l'on appelle un stress
cellulaire. Des études portant sur I'effet de ce stress cellulaire sur la signalisation
VEGF, un facteur dont nous verrons l'implication importante dans I'agressivité du

cancer, ont été réalisées.

Il est connu que certains agents de chimiothérapie ont un effet pro-angiogénique au
sein des tumeurs. Certaines investigations ont été poussées a I'étude moléculaire
notamment l'effet sur la signalisation de la voie du VEGF : signalisation clé de

'angiogenése.

Le 5FU, l'oxaliplatine et le SN-38 agissent tous sur la signalisation VEGF en
augmentant I'expression des ligands (VEGF-A, VEGF-C) et des récepteurs VEGFR1
et NRP1 66-70,
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e) Taux de réponse en monothérapie ou en thérapie combinée des

différents agents de chimiothérapie

Le 5-FU est la chimiothérapie principale choisie pour le traitement du cancer
colorectal. En monothérapie, le taux de réponse au traitement de patients souffrant
d’'un CCR varie. Une étude de Pullarkat et al. portant sur une cohorte de patients
atteints d'un CCR métastatique, a montré que cela s’expliquait notamment par le
polymorphisme existant sur le promoteur du gene TS (ayant des répétitions en tandem
doubles ou triples d'une séquence de 28 pb). En effet, Les individus homozygotes pour
la variante triple répétition dans le tissus tumoral (L / L) avaient un taux de réponse au
5-FU de 9% alors que ceux homozygotes pour la variante double répétition (S/ S) ont
un taux de réponse de 50%. Les individus hétérozygotes (c’est-a-dire S/L) présentent
un taux de réponse intermédiaire de 15% ’1. Pour améliorer I'efficacité du 5-FU, il est
souvent administré avec de l'acide folique. Au sein de la cellule, I'acide folique est
métabolisé en Tetrahydrofolate qui va avoir pour role de stabiliser le complexe 5-
FAUMP/TS et donc prolonger son action cytotoxique. Le taux de réponse moyen des
patients atteints de CCR, tout stade confondu, au 5FU + Acide folique ou Leucovorine
(acide folinique, métabolite actif de I'acide folique) est en moyenne de 35% (que ce

soit en prise orale ou en intraveineuse) 2.

Dans plusieurs études cliniques de phase I, il a été démontré que 'oxaliplatine avait
une activité minimale lorsqu’elle est administrée en monothérapie, avec un taux de

réponse d’environ 20 a 24% 3.

Dans des essais cliniques de phase I, l'irinotecan, en monothérapie, a montré un taux
de réponse modeste allant de 11% a 27% chez des patients atteints de CCR

métastatiques 4.

A la vue des taux de réponse parfois modestes lorsque ces agents de chimiothérapie
sont administrés en monothérapie, des essais cliniques ont été conduits afin d’essayer
des combinaisons de traitements. La combinaison 5FU/Leucovorine +OXA (protocole
FOLFOX ou XELOX si 5-FU sous forme orale) a montré dans plusieurs essais : une
augmentation de la SSP (Survie Sans Progression) et de la SG (Survie Générale) des
patients sous FOLFOX par rapport aux patients sous 5FU/Leucovorine seuls avec des
taux de réponse passant a plus de 50% "°. Une combinaison 5FU/Leucovorine +
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Irinotecan (protocole FOLFIRI ou IRIS si 5-FU sous forme orale) montre également
une meilleure efficacité comparée aux 5FU/leucovorine seuls ou a lirinotecan seul.
L'étude clinique de stade Ill GERCOR ¢ a montré I'équivalence des deux schémas
thérapeutiques primaires FOLFOX et FOLFIRI. Cela a été confirmé par un second
essai clinique de phase Il en 2005 7. Le taux de réponse ainsi que la SG étant
similaires, il est difficile de rendre préférentiel I'un ou I'autre des protocoles en premiere
intention. Toutefois, il a été montré que les patients ayant suivis le schéma FOLFOX
sont plus aptes a subir une résection des métastases hépatiques par rapport aux

patients ayant subis le protocole FOLFIRI &,

4) Les thérapies ciblées :

La notion de thérapie ciblée est un concept qui a pris son essor au début des
années 1990. La différence entre chimiothérapie et thérapie ciblée repose sur le fait
gue les thérapies moléculaires ciblent les cellules cancéreuses et ne créaient pas de

dommage aux cellules et tissus sains environnants.

Les progrés de la recherche fondamentale ont permis d’établir qu’il existait un
« dialogue » entre la tumeur et son environnement. Ces médicaments vont avoir pour
but de freiner la croissance tumorale en s’attaquant aux mécanismes qui lui permettent

de se développer. lls vont notamment agir sur :

- Les agents dont la tumeur a besoin pour fabriquer ses propres vaisseaux
sanguins (action anti-angiogénique)
- Les mécanismes qui stimulent la division des cellules et de ce fait le

développement tumoral lui-méme (action contre les facteurs de croissance)

En pratique, ces molécules vont s’intégrer dans une stratégie thérapeutique globale
ou elles feront partie de schémas utilisant conjointement la chimiothérapie. Ainsi, le
nombre de combinaisons thérapeutiques possibles devient plus important et le profil
biologique de chaque tumeur oriente la décision thérapeutique vers un traitement de

plus en plus personnalisé °.
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De plus, cela permettra d’agir a deux niveaux différents. En effet, les agents
cytotoxiques ont pour cibles principales les acteurs de la synthése, de la réplication et
de la transcription de 'ADN au sein du noyau, tandis que les agents de thérapie ciblée
agissent directement sur l'inhibition au niveau membranaire ou cytoplasmique d’'une
ou plusieurs molécules impliquées dans une séquence de type ligand-récepteur
tyrosine kinase-effecteurs intracellulaires 8. Il existe deux types de thérapies ciblées :

les anticorps monoclonaux et les inhibiteurs de tyrosine-kinase (voir Figure 21) &°.
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Figure 21 : Les différentes catégories de thérapies ciblées dans le cancer

colorectal. (D’apreés Di Fiore et al. 2009)

a) Les anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux sont des substances produites en laboratoire qui
ont la capacité de reconnaitre une molécule cible particuliére (antigéne) d’'une cellule
cancéreuse et de s’y fixer. lls existent différents anticorps monoclonaux approuvées

dans le traitement du cancer colorectal :
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= Les inhibiteurs du récepteur du facteur épidermique de croissance ou anti-
EGFRs (Epidermal Growth Factor Receptor) :

<> Le Cetuximab (Erbitux®) a obtenu l'autorisation de mise sur le marché
en 2004. Il s’agit d’'un anticorps monoclonal chimérique de type IgG1 (composé de la
région Fv d’'un anticorps murin anti-EGFR et des régions constantes IgG1 humaines)
qui se fixe sur le récepteur a 'lEGF (Epidermal Growth Factor) avec une grande affinité
(5 a 10 fois supérieure a celle des ligands endogenes) (Voir figure 22). Il bloque la voie
de signalisation de 'EGFR et recrutent des cellules immunes effectrices contre les
cellules tumorales rendant possible une cytotoxicité médiée par les cellules
dépendantes des anticorps. Il y a donc un blocage de I'activation des voies RAS-RAF-
MAPK et PI3K-AKT, impliqguées notamment dans le contrdle de la survie cellulaire, de
la prolifération mais aussi dans les mécanismes de migration, d’invasion (potentiel

métastatique) et d’angiogeneése 8'(Voir Figure 23).

En association avec I'irinotécan, le cetuximab a prouvé son efficacité dans le traitement
des CCR métastatiques réfractaires exprimant 'lEGFR (test immuhistochimique EGFR
pharmDX). Plusieurs études (Etude BOND...) ont montré une amélioration du taux de
réponse tumorale et du délai de progression (augmentation de la PFS), mais pas de

la survie globale des patients 82,

X Le Panitumumab (Vectibix®) est autre anticorps monoclonal anti-
EGFR de type IgG2. Contrairement au cetuximab, il est totalement humanisé limitant
ainsi le phénoméne d’ADCC (Antibody-Dependant Cell-mediated Cytotoxicity ou
Cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps) 82 (Voir figure 22).
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Figure 22 : Structures des deux anticorps monoclonaux dirigés contre EGFR, le

Cetuximab et le Panitumumab. (D’aprés Imai et al. 2006)

Comme le cetuximab, le panitumumab se fixe au domaine de liaison du ligand de
I'EGFR et inhibe l'autophosphorylation du récepteur induite par tous les ligands connus
de I'EGFR. Cela a pour effet linternalisation du récepteur, l'inhibition du
développement cellulaire, I'induction d'une apoptose et la diminution de la production
d'interleukine 8 et du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF). Son
autorisation de mise sur le marché en Europe date de 2007 apres avoir montré son
efficacité en terme de survie sans progression (augmentation de la PFS) apres échec
des chimiothérapies conventionnelles 8. Comme pour le Cetuximab, il existe une

résistance au traitement chez les patients présentant un statut RAS muté 5.
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Figure 23 : Mécanisme d’action des anticorps anti-EGFRs. (D’aprés
Cacheux et al. 2011)
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Pour mettre en place une thérapie ciblée a base d’anticorps monoclonaux
dirigés contre 'EGFR, il faudra donc prendre en compte l'efficacité de cette derniére
en fonction des facteurs prédictifs mais également leur toxicité, essentiellement
cutanée et immunoallergique (rash violent). Leur usage est toutefois validé en 16,

2¢me gy 3°™e ligne, et en monothérapie ou associé aux chimiothérapies systématiques.

= L es inhibiteurs du facteur de croissance de l'endothélium vasculaire : anti-
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 8687 :

% Le Bévacizumab (Avastin®) a recu son autorisation de mise sur le
marché par la FDA en 2004. C’est un anticorps monoclonal recombinant de type IgG1,
chimériqgue humanisé (93% humain et 7% murin), dirigé contre le peptide pro-
angiogénique VEGF dont il reconnait toutes les isoformes. Sa demi-vie est de 18 a 21
jours. Le mécanisme d’action du bévacizumab est fondé sur I'inhibition de la liaison
entre le VEGF et ses récepteurs (VEGFR-1 et VEGFR-2) situés a la surface des
cellules endothéliales des néovaisseaux tumoraux dont la survie est VEGF-
dépendante. Bloquer la fixation du ligand, en 'occurrence le VEGF, sur ses récepteurs

permet une inhibition en partie de 'angiogenése tumorale 8 (voir Figure 24).
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Figure 24 : Mécanisme d’action du Bevacizumab. (D’aprés Cacheux et al. 2011)
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Le Bevacizumab (BV) a montré une bonne efficacité dans plusieurs études pour le
traitement du CCR. L’étude BICC-C, évaluant I'association FOLFIRI-BV (5FU — acide
folinique — irinotécan et BV) versus FOLFIRI-placebo, a montré une médiane de survie
trés élevée de I'ordre de 28 mois et des taux de réponse de l'ordre de 63 % dans le
groupe traité par BV. Enfin, l'association du BV a une chimiothérapie a base
d’oxaliplatine a été évaluée, avec une augmentation significative de la SSP (9,4 mois
versus 8 mois) mais sans amélioration significative de la SG 8°. Aujourd’hui, il est

toujours utilisé dans le traitement des CCR en 1°¢ et 2é™¢ ligne.

% Le Ramucirumab (Cyramza®) est un anticorps monoclonal humanisé
dirigé contre le VEGFR-2 et empéche ainsi la liaison des VEGF-A, VEGF-C et VEGF-
D. Il inhibe ainsi I'activation du récepteur du VEGF de type 2 stimulée par le ligand et
ses composants de signalisation en aval. Il a été mis sur le marché seulement en 2015
et est indiqué en 2°™¢ ligne dans le traitement des CCR métastatiques. Cependant, les
résultats de I'étude RAINFALL ont montré qu’il ne permet pas une augmentation
significative de la survie globale et montre des signes indésirables qui peuvent étre

trés importants (perforations gastro-intestinales, saignements sévéres...)%.

b) Un_inhibiteur hybride de la voie VEGF

Plus récemment, il a été mis au point une stratégie anti-VEGF alternative qui consiste
a former des récepteurs VEGF solubles (sur la base des domaines extracellulaires du
VEGF). Ces « récepteurs » solubles fonctionnent comme un appéat pour le VEGF vis-
a-vis de sa liaison avec son récepteur physiologique au niveau de la membrane
cellulaire. Ces récepteurs appelés VEGF-trap sont donc capables de capturer le VEGF
circulant. L’Aflibercept (Zaltrap®) est obtenu par fusion du domaine extracellulaire 2
du VEGFR1 et du domaine extracellulaire 3 du VEGFR2 avec la fraction Fc d'une
immunoglobuline humaine 1gG1. Il présente une affinité élevée (100 fois plus que le
bevacizumab) pour le VEGF-A, le VEGF-B et le PIGF inhibant la liaison a leurs

récepteurs endogénes (Voir Figure 25)°L.
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Figure 25 : Structure explicative de I'’Aflibercept et ses ligands. (D’aprés

Zaltrap.com)
L'aflibercept a obtenu son autorisation de mise sur le marché (AMM) en Europe, en
2013.

L’étude randomisée de phase Ill VELOUR a conduit a I'approbation de I'Aflibercept en
association avec FOLFIRI chez les patients atteints de CCR métastatiques. La SG
médiane était de 13,5 contre 12 mois avec une PFS médiane de 6,9 contre 4,67 mois
dans le groupe Aflibercept et le groupe placebo, respectivement °2. Il est uniquement

utilisable en 2¢™¢ ligne de traitement.

Les effets indésirables rapportés avec la combinaison d'aflibercept et de FOLFIRI
incluent les effets classiques des agents anti-angiogéniques et également une
augmentation d'incidence de certaines toxicités en rapport avec la chimiothérapie.
L'aflibercept est le deuxiéme agent anti-angiogénique a avoir une AMM (autorisation

de mise sur le marché) dans le cancer colorectal métastatique.

c) Inhibiteurs de protéines kinases

Les inhibiteurs de la tyrosine kinase (tyrosine kinase inhibitors - TKI) reposent sur
l'inhibition de la voie de signalisation du récepteur VEGF dans laquelle intervient la
tyrosine kinase. Ce sont des petites molécules qui agissent en aval de la transduction
du stimulus angiogénique en inhibant le récepteur VEGF. En I'absence des inhibiteurs
de tyrosine kinase, la liaison du VEGF a ses récepteurs va provoquer leur dimérisation.
On observe alors une cascade d'activation par phosphorylation de protéines
partenaires qui va permettre la transcription de génes cibles, aboutissant ainsi au
signal qui va induire la formation de nouveaux vaisseaux permettant la

cancérogenése. Lors de ce processus, l'étape clé de l'activation du signal est
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l'autophosphorylation des tyrosines du domaine intracellulaire des récepteurs du
VEGF. Les inhibiteurs de lactivité tyrosine kinase du récepteur vont entrer en
compétition avec I'ATP (adénosine triphosphate) ou vont inhiber le site catalytique du
domaine tyrosine kinase d'un ou de plusieurs récepteurs du VEGF. Cette inhibition
entraine le blocage de la reconnaissance du substrat, le VEGF, et empéche donc le
processus de phosphorylation indispensable a l'activation des voies de signalisation
intracellulaires en aval.

Il existe deux types d'inhibiteurs de tyrosine kinase : les TKI uni-cibles et les Multi-
cibles. On trouve donc des inhibiteurs qui ont été développés pour inhiber de fagon
sélective un seul récepteur, ceux qu'on appelle les uni-cibles, comme par exemple le
VEGFR2. Cependant, la plupart des TKI sont multi-cibles c'est-il-dire qu'ils sont
capables d'agir sur plusieurs récepteurs a activité tyrosine kinase et aussi autres que
le VEGFR, tels que le récepteur du FGF-2, la famille des récepteurs de I'EGF, les

récepteurs de PDGF ou encore c-Kit et Flt-3.

Peu de TKIls sont approuvés dans le CCR, le principal TKI utilisé est le Regorafenib
(Stivarga®) approuvé en 2012. C’est un inhibiteur des protéines tyrosines kinases
impliquées dans I'angiogenése tumorale (VEGFR-1,-2,-3, Tie 2), des oncogenes (KIT,
RET, RAF-1, BRAF, BRAF V600E) et le microenvironnement tumoral (PDGFR,
FGFR). Il est indiqué en 2°™¢ ligne dans le traitement des CCR métastatiques. Le
regorafenib est indiqué dans le traitement du cancer colorectal métastatique résistant
ou non éligible aux traitements standards a savoir une chimiothérapie, un traitement

par anti-VEGF et en cas de gene KRAS sauvage, de traitements par anti-EGFR.

Le Sorafenib (Nexavar®) est un inhibiteur multikinase, agissant sur plusieurs cibles
moléculaires: les VEGFR2 et 3, le PDGFR-B, le Flt-3, le stem-cell growth factor
receptor ou c-Kit, mais aussi Raf-1. L'interruption de la transmission des signaux
activant les voies de transduction sous-jacentes entraine une propriété anti-
angiogénique tumorale au sorafenib. Il agit a la fois sur les cellules endothéliales des
vaisseaux péri-tumoraux et les cellules tumorales, ce qui empéche le développement

des cellules cancéreuses et induit leur mort par apoptose .

Plus de 60 TKiIs sont étudiées tels que I'Erlotinib (Tarceva®) (étude DREAM
94), ou le Nintedanib (Ofev®) %. Ils sont soit pas encore approuvés soit utilisés en

dernier recours pour le traitement du CCR métastatique.
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d) Immunothérapie

Le nom immunothérapie dérive du latin immunis qui veut dire exempte et du
grec thérapéia qui signifie soin. Ce terme général désigne les méthodes de traitement
ayant pour but de modifier les moyens de défense naturelle de I'organisme, autrement
dit le systeme immunitaire. Dans le cas du cancer, elle ne s’attaque pas directement a
la tumeur, mais stimule les cellules immunitaires impliquées dans sa reconnaissance
et sa destruction. Au cours des 10 derniéres années, 'immunothérapie a connu un
boom en cancérologie. En effet, le cancer n’est plus considéré du seul point de vue de
la tumeur, mais comme une maladie du microenvironnement tumoral (comprenant
notamment le systéme immunitaire). En effet, les cellules tumorales ont la capacité de
« manipuler » les cellules environnantes et ainsi proliférer hors de tout contréle. Et
c’est en comprenant comment elles y parviennent que les chercheurs peuvent

aujourd’hui proposer de nouvelles solutions thérapeutiques 6.

Les inhibiteurs de point de contréle sont un type important d'immunothérapie
utilisé pour traiter le cancer colorectal. Des anticorps monoclonaux ciblant la mort
cellulaire programmée (via PD-1) ou I'antigéne 4 des lymphocytes T cytotoxiques
(CTLAA4) ont été créés :

s Le Pembrolizumab (Keytruda®) et le Nivolumab (Opdivo®) sont des
anticorps monoclonaux humains de type I1gG4 anti-PD-1, qui préviennent la
transformation du lymphocyte T effecteur en lymphocyte T cytotoxique. L’étude
KEYNOTE a montré sur une cohorte de patients souffrant d’'un cancer colorectal
métastatique MSI que 59% d’entre eux présentaient soit une réponse objective soit
une stabilité de la progression de la maladie °’.

<> L'lpilimumab (Yervoy®) est également un anticorps monoclonal, mais
dirigé cette fois contre CTLA4(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), lequel est un
régulateur négatif de l'activation des cellules T. L'ipilimumab potentialise alors les
cellules T en bloquant spécifiquement le signal inhibiteur du CTLA-4, conduisant ainsi
a une activation et une prolifération des cellules T. Les lymphocytes T s’infiltrent alors

au sein de la tumeur, aboutissant a la mort des cellules tumorales.

Ces anticorps monoclonaux ont été approuvés en 2017 pour le traitement du
CCR. Cependant, ce type de thérapie est uniquement indiqué chez les patients

souffrant d’'un CCR présentant une déficience du systéme de réparation MMR (dMMR)

51



et ayant un statut MSI-H (forte instabilité microsatellitaire). A contrario, elle est contre-
indiquée pour les patients ayant un CCR de type MSS (stable) ou MSI-L (faible
instabilité des microsatellites) et avec un systeme MMR fonctionnel. Cela s’explique
par le fait que les CCR de type MMR/MSI-H présentent une infiltration immunitaire

importante®.

Malgré les différents traitements, qu’ils soient cytotoxiques ou ciblés, la mortalité
liée au CCR persiste. Cette mortalité est notamment di a des phénomenes de

résistances aux traitements.
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CHAPITRE Ill : Acquisition d’une résistance

au traitement : un souci majeur

Depuis les années 1950, comme nous avons pu le voir précédemment le traitement
médical du cancer colorectal a fait de grands progrés, allant du « simple » agent
cytotoxique (le 5-FU), au protocole de combinaison (FOLFOX, FOLFIRI), pour finir par
'avenement des thérapies ciblées (anticorps monoclonaux...). Malgré I'amélioration
des taux de réponse obtenus avec les diverses stratégies thérapeutiques, le taux de
survie a 5 ans pour le CCR métastatique n’excéde pas les 14% °°. L'un des principaux
obstacles a ce constat est di a I'apparition d’'une résistance des cellules cancéreuses
aux médicaments de chimiothérapie 1%°. On parle alors de chimiorésistance. Le cancer

continue alors de progresser méme si le patient est sous traitement.

Cliniguement, on peut distinguer trois types de tumeurs d’un point de vue de la

sensibilité ou résistance au traitement :

e Celles pour lesquelles on obtient une réponse rapide et complete par la
chimiothérapie.

e Celles qui sont, au départ, trés sensibles a la chimiothérapie, mais qui
progressivement deviennent résistantes (chimio-résistance acquise); la
récidive aboutit, en général, a des tumeurs peu ou pas chimiosensibles et a la
mort du malade.

e Celles qui, d’emblée, sont peu sensibles a la chimiothérapie, méme si quelques

réponses sont obtenues de fagon plus ou moins anecdotiques.

Au cours des derniéres décennies, un certain nombre de mécanismes sous-jacents
conférant une résistance aux médicaments ont été décrit et classé notamment en trois

catégories :

- Mécanismes de résistance basés sur le transport
- Meécanismes de résistance basés sur I'échappement a I'apoptose

- Mécanisme de résistance spécifique a chaque médicament 101,
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- Mécanismes cellulaires basés sur le transport

1) Efflux excessif des médicaments :

Les mécanismes cellulaires de résistance aux médicaments basés sur le transport se
référent principalement a l'efflux de médicaments hors des cellules cancéreuses a
travers une variété de transporteurs membranaires, conduisant ainsi a une diminution
de I'accumulation intracellulaire de médicaments anti-cancéreux et a I'échec de la

chimiothérapie 1°2.

Les transporteurs membranaires sont un groupe de protéines associées a la
membrane qui contrdlent le transport de molécules dans et hors des cellules. A ce jour,
on dénombre plus de 400 transporteurs membranaires différents répertoriées en deux
superfamilles principales: les transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) et les
transporteurs de soluté (SLC). Les transporteurs ABC comprennent notamment la P-
Glycoprotéine (P-Gp) et des protéines MRP (Multidrug Resistance-associated Protein)
associées a la résistance a plusieurs médicaments 1%, La P-Gp est organisée en
guatre domaines : deux domaines transmembranaires (TMD comprenant 6 hélices
alpha chacun) et deux domaines de liaisons aux nucléotides (NBD) possédant une
cassette de fixation de 'ATP. Cet ATP est nécessaire a I'efflux par les pores délimités
par les hélices transmembranaires. La MRP1 possede la méme structure que celle de
la P-Gp avec un domaine transmembranaire supplémentaire (TMDO) (voir figure
26)104,
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Figure 26 : Structures des deux principaux transports ABC impliquées
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dans la chimiorésistance dans le CCR. (D’aprés Hu et al. 2016)
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Les transporteurs ABC ont un réle pivot dans I'absorption, la distribution et
I'excrétion des substances médicamenteuses, affectant ainsi leur efficacité et leurs

profils de sécurité (détoxification).

Les transporteurs ABC, en particulier la P-gp et la MRP1 seraient « up-régulés »
dans certaines tumeurs 105196 En effet, il a été montré qu'un certain nombre de
cancers du cblon étaient insensibles a la plupart des agents de chimiothérapie dés le
début du traitement. Cela s’explique notamment par le niveau d’expression basal de
la P-Gp (codé par le gene MDR1) et de la MRP1 (expression anormalement élevée
retrouvée dans 50% des CCRs) dans certaines tumeurs qui confére ainsi une
résistance intrinseque aux médicaments 107108, De plus, I'expression de P-Gp et MRP1
peut étre induite par les agents de chimiothérapie au cours du traitement (Expression

a la hausse apres exposition accrue aux médicaments) 109110,

Ainsi, la surexpression des transporteurs ABC peut faciliter l'efflux des
médicaments cytotoxiques hors des cellules cancéreuses, ce qui avoir pour
conséquence de diminuer leurs concentrations intracellulaires et leurs effets
thérapeutiques A terme, cela cause donc une résistance aux médicaments (voir Figure
27) 104
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Figure 27 : L’implication des transporteurs ABC et de I'apoptose dans les

phénoménes de résistance aux médicaments dans le CCR (D’aprés Hu et al. 2016)
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Des inhibiteurs de P-Gp ou de MDR1 (Tariquidar, vérapamil, quinine, dexvérapamil...)
sont a I'étude, cependant ils sont difficile a utiliser en clinique car en inhibant ces
protéines, le métabolisme et I'excrétion des médicaments co-administrés sont affectés,

ce qui entraine des réactions pharmacologiques imprévisibles 11,

Un autre type de récepteur serait également impliqué de maniére importante dans
lefflux des médicaments et par conséquent dans la chimiorésistance : il s’agit du
récepteur hedgehog Patched 1 (Ptchl). En effet, il a été montré que Ptchl était
surexprimé dans de nombreux cancers (des poumons, du sein,de la prostate, des
ovaires mais également du célon)!*?, La signalisation hedgehog joue d’ailleurs un role
dans I'expression des transporteurs ABC tels que P-gP (surexpression de ces
derniers). En plus de l'implication de la voie hedgehog, Ptch1 contribue lui-méme a
I'efflux des agents chimiothérapeutiques tels que la doxorubicine ou encore le 5FU en
utilisant la force proton-motrice. Cela est permis par la présence d’un gradient de pH
inversé, spécifique aux cellules cancéreuses 1'3. Ptch1 présente d’ailleurs une
homologie de séquence avec les transporteurs de la famille des RND (Resistance-
Nodulation-Division) utilisant eux aussi la force proton-motrice et également impliqué
dans la résistance aux traitements chimiothérapeutiques. Ainsi, la recherche d’un
inhibiteur de l'activité de Ptchl était une évidence. Hasanovic et al. ont donc mis en
évidence une molécule anti-Ptchl : la méthiothépine qui favoriserait 'accumulation du
traitement chimiothérapeutique dans les cellules cancéreuses et donc son efficacité.
Par conséquent, la combinaison d’un inhibiteur de l'activité d’efflux des médicaments
par Ptchl avec une chimiothérapie classique pourrait étre une option thérapeutique

prometteuse dans les cas de cancer surexprimant Ptchl 114,

2) Influx difficile des médicaments :

Il s’agit d’'un mécanisme tres fréquent de résistance, en rapport avec des défauts
de systeme de transport. Certains médicaments ont besoin d'un transporteur pour
pénétrer dans la cellule : la perte d'activité d'un transporteur entraine une résistance
vis a vis de l'activité anti-tumorale avec une perte d'entrée du médicament. Ce
mécanisme peut jouer dans le sens plasma - compartiment intracellulaire (la perte

d'activité d'un transporteur entraine une résistance vis a vis de l'activité anti-tumorale.
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II-  Echappement a I'apoptose et chimiorésistance

Outre l'efflux « exagéré » des agents de chimiothérapie via les transporteurs ABC,
un autre mécanisme important de résistance aux médicaments est l'altération des
voies de signalisation de la mort cellulaire, en particulier 'apoptose *°. Ce type de
résistance aux médicaments se développe avec la surexpression de protéines qui
inhibent la mort cellulaire et/ou avec la perte de protéines nécessaires a la mort

cellulaire 118, Cette « évasion » a I'apoptose contribue alors a la progression tumorale.

En effet, il a été montré que la suppression de l'apoptose dans les cellules
cancéreuses est souvent associée a une expression accrue des génes et des
protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Mcl-1...), et a contrario, une diminution de
I'expression des genes et des protéines pro-apoptotiques (p53, Bax, Bim...) 7. En
tant que gene mutant le plus fréquent dans le cancer colorectal, le suppresseur de
tumeur p53 joue un rdle central dans la régulation de I'apoptose et dans la protection
de l'organisme contre le cancer. Habituellement, p53 exécute sa fonction par la trans-
activation de génes cibles qui sont principalement impliqués dans la régulation de
l'arrét du cycle cellulaire et de l'apoptose 18119 |orsque I'ADN est légérement
endommagé, l'activation de p53 entraine 'arrét du cycle cellulaire en phase G1 afin de
permettre sa réparation. Cependant, si les dommages a I'ADN sont graves et ne
peuvent pas étre réparés avec succes, p53 déclenche l'apoptose en ciblant Bax (pro-

apoptotique) et en inhibant Bcl-2 (anti-apoptotique) (voir Figure 28)12°

|Increased Bax due to p53 activation Increased levels of activated Bel2,
results in Bax homodimers and brought about through, for example,
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Figure 28 : Bax et Bcl-2 régule le mécanisme d’apoptose (Lecture 20,Cancer
Genetics, 2013)
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Dans 80 % des CCRs, la mutation p53 est retrouvée et conduit a une perte de
fonction de p53. Son action pro-apoptotique est donc considérablement atténuée : la
balance « expression de génes pro-apoptotiques » / « expression de genes anti-
apoptotiques » est inversée (surexpression de Bcl-2 et sous-expression de Bax)
(Revoir Figure 27). Les cellules cancéreuses deviennent alors insensibles aux
dommages a I'ADN, augmentant ainsi le seuil requis pour activer l'apoptose et
provoquant finalement une chimiorésistance ?1.Ce mécanisme est assez souvent

observé dans les traitements au cisplatine.

Les inhibiteurs de 'EGFR tels que le cetuximab et le panitumumab sont utilisés

pour tenter restaurer la fonction apoptotique.

lll- Mécanismes cellulaire de résistance spécifique a chaque
médicament

En plus des mécanismes de résistance généraux susmentionnés, chaque agent
de chimiothérapie conventionnel présente ses propres mécanismes de résistance.
Ces derniers dépendent notamment d'une modification d’activité d'enzymes

spécifiques a leur mode d’action.

1) 5-FU

Bien que le 5-FU soit la pierre angulaire du traitement du CCR, pres de la moitié

des patients présentent soit une résistance spontanée, ou acquise au cours de la cure.

Le mécanisme majeur de la résistance dans les carcinomes métastatiques est di
a une altération des enzymes impliquées dans I'anabolisme du 5-FU : Thymidylate
synthétase, = Thymidine  phosphorylase, Uridine phosphorylase, Orotate
phosphoribosyl-transférase'??-124, Cela a comme conséquence une faible formation
de FAUMP, responsable de I'action cytotoxique amoindrie du 5-FU. La surexpression
des enzymes du catabolisme, notamment la DPD, sont responsables de la
chimiorésistance a cette molécule dans les tumeurs coliques %°. Ainsi, le 5-FU est
dégradeé et éliminé rapidement de I'organisme sans méme avoir pu agir sur les cellules

cancéreuses.
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2) Oxaliplatine

La résistance spécifique a l'oxaliplatine est principalement liée a la voie de
réparation de l'excision nucléotidique (NER). Les niveaux d’expression des genes
codant pour des protéines impliquées dans le NER (ERCC1, XRCC1, XDP...) sont
corrélés a la résistance a l'oxaliplatine et peuvent étre utilisés comme indice de
prédiction de la sensibilité au traitement 26, En effet, I'induction des enzymes
impliquées dans ces systémes est responsable d’'une augmentation de l'activité
réparatrice  manifestée par une élimination plus importante des adduits créés,

expliquant ainsi la diminution de la sensibilité cellulaire au médicament 127,

3) Irinotécan

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent le CPT-11 ou son
métabolite actif le SN-38 sont des inhibiteurs de la topoisomérase |. Le premier
mécanisme de résistance est donc plutdt de type cellulaire avec une modification de
'expression et de I'activité de la topoisomérase |. En effet, un activité réduite ou une
sous expression de la topoisomérase | confere une protection des cellules

cancéreuses envers l'irinotecan ou le SN-38 128,

Comme le 5-FU et I'Oxaliplatine, le second mécanisme de résistance concerne
les enzymes impliquées dans I'anabolisme (altération de la carboxylestérase (CES) ou
de la B-Glucuronidase) ou dans le catabolisme du CPT-11 (surexpression ou activité

augmentée de l'uridine glucuronosyltransférase (UGT) et de la CYP3A)%°,

Toutefois, il est actuellement impossible de prédire d’emblée une résistance a
I'lrinotécan. Les différents mécanismes potentiels de résistances aux agents de

chimiothérapie ci-dessus sont récapitulés dans la figure ci-dessous :
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Figure 29 : Mécanismes potentiels de résistance spécifique a chaque agent de

chimiothérapie. (D’aprés Van der Jeught et al. 2018)

Topo I : Topoisomerase I ; CES: Carboxylesterases; UGT: Uridine diphosphate glucuronosyltransferase;
CYP3A: Hepatic cytochrome P450 enzymes; HDAC: Histone deacetylase; ABC protein: ATP-binding
cassette transporter protein; TP: Thymidine phosphorylase; NER: Nucleotide excision repair;TGF-p31:
Transforming growth factor 1; TS: Thymidylate synthase; UP:Uridine phosphorylase; OPRT: Orotate
phosphoribosyl transferase; DPD: Dihydropyrimidine dehydrogenase.
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CHAPITRE IV : Migration et Invasion, une

mobilité nécessaire a la progression tumorale

En clinique, on considére qu’une tumeur devient maligne des qu'elle détient un
pouvoir invasif. C'est a partir de ce stade qu'on considére véritablement qu'on est en
présence d'un cancer 30, Cela dépend notamment de la capacité de migration et

d’invasion des cellules cancéreuses.

|- Un changement phénotypique préalable : la Transition

Epithelio-Mésenchymateuse (EMT)

Au cours du développement embryonnaire, les cellules peuvent passer d'un état
épithélial a un état mésenchymateux de maniere tres plastique et dynamique. Un
passage a l'état mésenchymateux, dans un processus appelé Transition Epithélio-
Mésenchymateuse (EMT), modifie les molécules d'adhésion exprimées par la cellule,
lui permettant d'adopter un comportement migratoire et invasif. L'inverse de ce
processus - la transition Mésenchymato-Epithéliale (MET) - est associé a une perte de
cette liberté migratoire (elles peuvent uniquement migrer mais de maniere limitée et

au sein d’'un méme épithélium) 31,

La EMT est exécutée en réponse a des facteurs de signalisation pléiotropiques
gui induisent I'expression de facteurs de transcription (FT) spécifiqgues appelés EMT-
FT (comme Snail, Zeb, Twist...), de miARN ainsi que de régulateurs épigénétiques et
post-traductionnels, dont beaucoup sont impligués dans le développement

embryonnaire, la cicatrisation des plaies, la fibrose et les métastases du cancer.

La description classique de la EMT comme la transformation de cellules
épithéliales en cellules mésenchymateuses peut avoir invogquée la perception de ce
processus comme un passage entre deux états alternatifs, mésenchymateux ou
épithélial. Cependant, des états dits « intermédiaires » sont retrouvés dans plusieurs
études in vitro et in vivo, notamment dans des cellules circulantes tumorales 32133

(voir Figure 30).
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Figure 30 : Les différents états phénotypiques possibles des cellules en EMT et
les facteurs associés. (D’aprés Nieto et al. 2016)

L’EMT peut étre considérée comme un continuum, dans lequel les cellules présentent des
caractéristiqgues épithéliales (E), intermédiaires (EM) et mésenchymateux (M). TJ, tight

junction; AJ, adherens junction; DS, desmosome.

Les paralléles significatifs entre la plasticité cellulaire dans le développement
embryonnaire et la progression des carcinomes ont conduit & la proposition que la
EMT est un moteur central des tumeurs malignes dérivées de I'épithélium. Il a depuis
été démontré qu’elle déclenche la dissociation des cellules cancéreuses des
carcinomes primaires, qui migrent et se disséminent ensuite vers des sites distants.
De maniére significative, c'est la MET qui est alors censée déclencher l'arrét de la
migration, induisant la prolifération des mémes cellules et I'ensemencement de la

nouvelle tumeur (voir Figure 31) 134,
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Figure 31 : Les différents états phéenotypiques possibles des cellules en EMT et

les facteurs associés. (D’aprés Micalizzi et al. 2010)

Les signatures EMT dans le cancer sont donc associées a un mauvais pronostic

vital1ss,

II-  La Migration : Mobilité planaire des cellules

La migration cellulaire est un processus hautement intégré et en plusieurs
étapes qui joue un réle important dans la progression de diverses maladies,

notamment le cancer, l'athérosclérose et I'arthrite.

Son mécanisme a été etudié dans de nombreuses études. Premierement, la
cellule commence par émettre une extension cytoplasmique (de type : filopode,
lamellipode ou pseudopode) sous l'effet de la polymérisation de I'actine corticale qui
déforme la membrane plasmique. Une fois formée, cette extension s’ancre au
« support ». Si ce dernier est la matrice extracellulaire, 'ancrage est assuré via des
adhérences focales, dans lesquelles des protéines comme les intégrines relient le
cytosquelette a la matrice. Dans le cas ou le support est une autre cellule, 'ancrage
s’effectue grace a des molécules d’adhérence cellule-cellule comme les cadhérines.
Ensuite, la contraction du cytosquelette d’acto-myosine assure le déplacement
cellulaire par traction sur les adhérences focales et rétraction de I'arriére de la cellule
(qui, au contraire, se détache du support) 3. Afin d’étre efficace, ces processus

doivent étre polarisés 37,
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Dans la cellule, cette polarité est essentiellement contr6lée par les petites
GTPases de la famille Rho, Racl, Cdc42 et RhoA, qui régulent la dynamique du
cytosquelette. Au front de migration, Racl et Cdc42 favorisent la formation des
protrusions, alors qu’a l'arriere, RhoA induit la formation de fibres de stress assurant

la contractilité cellulaire 138 (voir Figure 32) .
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Figure 32 : Régulation de la migration cellulaire par les petites protéines G
(D’apreés Darber et al. 2012)

Les cellules cancéreuses possédent une capacité unique a s’adapter a
différentes conditions micro-environnementales. Pour cela, elles sont capables
d’adopter différentes morphologies et caractéristiques de migration afin de rester

mobiles :

- La migration individuelle ou mésenchymateuse

- La migration collective

La migration individuelle ou mésenchymateuse est le processus migratif dit
« classique » puisqu’il se base sur le mécanisme cité précédemment c'est-a-dire : (1)
Polarisation de la cellule, (2) Formation d’extensions cytoplasmiques, (3)

Etablissement d’adhérences, (4) Translocation du corps cellulaire et (5) Rétractation.
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La migration cellulaire est définie comme collective lorsque plusieurs cellules se
déplacent de maniere cohésive et coordonnée. Pendant la migration collective, les
cellules conservent leurs contacts physiques et fonctionnels entre elles. De plus, pour
migrer collectivement, la polarisation cellulaire doit se produire au niveau de
I'ensemble du groupe cellulaire. Ainsi, la dynamique du cytosquelette d'actine doit étre
coordonnée entre toutes les cellules. Par conséquent, le groupe de cellules fonctionne

comme une seule unité 139,

Dans de nombreuses tumeurs, les deux modes de migrations sont
simultanément présents. Alors que les leucémies, les lymphomes et la plupart des
tumeurs stromales solides, telles que les sarcomes, se disséminent via des cellules
uniques ; les tumeurs épithéliales utilisent généralement des mécanismes de migration
collective (cas de certains carcinomes colorectaux) 149, En principe, plus le stade de
différenciation de la tumeur est bas, plus la tumeur est susceptible de se disperser via
les cellules individuelles. De telles différences dans la structuration cellulaire refletent
de maniére putative les variations du répertoire moléculaire utilisées par une cellule

cancéreuse pour migrer (voir Figure 33) 14,
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Figure 33 : Les différentes stratégies de migration des cellules tumorales

suivant le type de programme moléculaire. (D’aprés Sfakianakis et al. 2018)
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llI- L’invasion : atteinte des tissus en profondeur

L'invasion cellulaire est liée a la migration des cellules et en dépend, sauf que
les cellules font plus que migrer. En effet, la migration seule n’est pas suffisante pour
former une tumeur secondaire a distance ou métastase a partir de la tumeur « mére ».
Pour cela, les cellules se déplacent a travers la matrice extracellulaire (MEC) dans les

tissus voisins grace a un processus qui implique la dégradation de la matrice
extracellulaire et la protéolyse.

Cette protéolyse fait intervenir des enzymes : les métalloprotéases matricielles
(MMP) et les constituants du systeme de la plasmine 142 (voir Figure 34).
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Normal extracellular matrix
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© u-PA
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Figure 34 : Développement physiopathologique d’une tumeur montrant la

prolifération, I'invasion et la dissémination (D’aprés Poltavets et al. 2018)
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Dés le début des années 80, Liotta et al ont montré I'implication des MMP dans
cette étape clé de l'invasion tumorale. Bien gu'initialement on ait supposé que les MMP
étaient synthétisées par les cellules tumorales, il a été montré depuis que se sont les
cellules du stroma (activées par des facteurs solubles sécrétées par les cellules
tumorales) qui sont a l'origine de la majeure partie de cette sécrétion et plus
particulierement les fibroblastes (normaux ou associés au cancer), les macrophages
et les cellules endothéliales 143, Cependant, certaines lignées cellulaires tumorales
humaines colorectales produisent des MMP dont I'expression est régulée par la
présence de facteurs de croissance. Dans certains cas, une corrélation entre le stade
tumoral et le niveau d'expression des MMP existe. Dans le mélanome, I'expression de
MMP-2 augmente avec le grade tumoral et I'apparition de MMP-9 correspond au
passage d'une croissance horizontale a une croissance en profondeur, et a I'apparition
de métastases. De plus, le stroma des tumeurs bénignes précurseurs de cancer
produit une moindre variété de MMP en comparaison de celui des tumeurs malignes
correspondantes. Ainsi, dans les polypes bénins seule MMP-7 est exprimée, alors que
dans les adénocarcinomes coliques, les MMP-1, 2, 3, 7 et 11 sont exprimées.
Plusieurs études ont montré une absence totale de sécrétion de MMP dans le colon
normal tandis que plusieurs d'entre-elles le sont au cours du cancer 44, Ainsi, MMP-2
active est uniqguement présente dans le cancer et non dans la mugueuse normale
suggérant une corrélation avec les modifications du phénotype tissulaire induites par
le cancer. Leur niveau d’expression dans la tumeur primitive est d’ailleurs corrélé au
risque de développer des métastases hépatiques 1*°. Une activité accrue est donc

corrélée avec un pronostic plus sévére et un taux de récidive élevé 46,

Grace aux mécanismes de prolifération, migration et invasion, le cancer passe d’'un
stade de carcinome in situ a invasif. Ces mécanismes sont connus pour étre
potentialiser notamment par le VEGF. Les cellules tumorales parviennent alors a la
circulation sanguine et vont potentiellement former des métastases. Cette circulation
sanguine joue un réle essentiel que nous allons voir dans la partie suivante.
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CHAPITRE V : La vascularisation tumorale,

une étape clé dans I'agressivité tumorale

|- L’angiogenese

1) Généralités

L'angiogenése signifie littéralement la création de nouveaux vaisseaux sanguins. Le

mot «angio» signifie les vaisseaux sanguins tandis que «genese» signifie la création.

L'angiogenése est un processus physiologique qui est indispensable, notamment au
cours du développement embryonnaire et post-natal. L’établissement du réseau

vasculaire se fait en deux étapes :

- La vasculogenése est I'étape préalable consistant a former des vaisseaux
sanguins primitifs grace a la migration, la différenciation et I'association de cellules
progénitrices endothéliales (angioblastes).

-La seconde étape est l'angiogenése, a proprement parler, c'est-a-dire la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins afin d’étendre le réseau vasculaire primitif.
Cela implique des cellules spécialisées appelées cellules endothéliales qui tapissent

les vaisseaux sanguins.

Sous leffet de facteurs de croissance angiogénigues présents dans le
microenvironnement des cellules endothéliales, ces derniéres sont « activées » via la
fixation de ces facteurs sur les récepteurs présents a leur surface. Une fois activées,
les cellules endothéliales commencent a libérer des enzymes comme des protéases.
Ces protéases dégradent les protéines et les cellules de la membrane basale,
provoguant ainsi une ouverture dans le vaisseau sanguin préexistant. La cellule de
front bourgeonne et acquiert de nombreuses protrusions membranaires (filopodes...).
Les cellules endothéliales, guidées par cette cellule de front, empruntent alors cette
« breche » et se multiplient dans la matrice environnante afin de former des germes
solides. Ces germes s’étendent jusqu’a former de nouveaux vaisseaux sanguins
tubulaires qui vont se connecter au réseau vasculaire préexistant grace aux nouvelles

jonctions établies entre les nouvelles cellules endothéliales (voir Figure 35) 147:148,
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Figure 35 : Mécanismes généraux de I’angiogenése classique (D’aprés Lavoie
et al. 2018)

2) Importance de I'angiogenése dans le développement tumoral

Il est aujourd’hui établi que la formation de nouveaux vaisseaux au sein d’'une
tumeur (c’'est-a-dire angiogenese tumorale) est une condition sine qua non du
développement et de la progression tumorale 4°. Cela n'a pas toujours été une

évidence.

a) Histoire évolutive du lien entre cancer et angiogenése

En 1869, Carl Thiersch a été le premier a démontrer la formation de nouveaux
vaisseaux dans le stroma de la tumeur. Il a montré que les nouveaux vaisseaux
provenaient de vaisseaux préexistants. Pour montrer I'importance de l'interaction entre
les cellules épithéliales tumorales et les vaisseaux sanguins, Thiersch a écrit :
"L'épithélium dépend du stroma vasculaire de la méme maniére qu'une plante du sol
dans lequel il a pris racine. Comme la plante, I'épithélium apporte avec lui un potentiel
de développement et de croissance autonome et ne demande rien d'autre que I'apport
de substances nécessaire a son développement”. Il avait déja anticipé cette relation

étroite entre la tumeur et les vaisseaux. Cependant, il n‘avait pas, a son époque, émis
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I'hypothése d'un réle actif des cellules tumorales pour induire la croissance des
vaisseaux, ce qui impliquait nécessairement l'existence d'un médiateur (biochimique)

produit par les cellules tumorales.

Ce n’est qu’en 1908 qu’Ernst Goldmann est allé plus loin en décrivant la germination
et le bourgeonnement des capillaires au sein des tumeurs. Cependant, il a vu en
'angiogenese tumorale, un mécanisme de défense contre la croissance de la tumeur
et non un effet favorisant le développement de la tumeur. Cette explication a été
clairement contestée par Michael Gimbrone et Judah Folkman en 1972, qui ont
démontré que les tumeurs du lapin ne se développent que dans un environnement
tumoral vascularisé et avec la découverte de facteurs d'angiogenése tumorale.
Folkman a implicitement déclaré que les cellules tumorales et la population de cellules
endothéliales capillaires au sein d'un néoplasme peuvent constituer un écosystéeme
hautement intégré. Toutefois, I'effet « protecteur » n’est pas complétement faux. Ce
concept de mécanisme de défense de I'hbte précéde l'effet promoteur de la tumeur, et
il a retrouvé des lettres de noblesse grace a des recherches récentes dans le domaine
de [limmunité tumorale. Ainsi, historiquement parlant, le concept de
microenvironnement de la tumeur vasculaire a subi trois étapes de modifications

conceptuelles : (Voir Figure 36) 0.

1869-NOURISHING HYPOTHESIS: THIERSCH
Nutrients are provided to the tumor for tumor

expansion

1907-HOST-DEFENSE: GOLDMANN
Tumor vascularization is part of the host—
defense mechanism that attemps to limit
tumor growth

4

1971-TUMOR PROMOTION: FOLKMAN
Tumor vascularization is critical to allow
tumor expansion and spread

N\

PRESENT DAY-CONTEXT-DEPENDENT

Tumor vascularization is both involved in tumor
expansion and limitation through its interaction
with the immune system

Figure 36 : Evolution du concept de vascularisation tumorale. (D’aprés Bikfalvi
et al. 2017)
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b) Lanotion de switch angiogénique

Le développement tumoral n’est pas linéaire mais se déroule en deux phases.

Dans un premier temps, les cellules cancéreuses proliferent et forment une
masse avasculaire. Mais au-dela de quelques millimétres cubes, sans angiogenese,
on observe un arrét de la croissance de la tumeur mais sans pour autant provoquer la
mort cellulaire. On parle alors de phase de dormance. Cela a notamment été mis en
évidence dans une étude datant de 1987 lors d’autopsies médico-légales réalisées sur
110 femmes (jeunes ou d’age moyen) décédées de causes non naturelles et non liees
au cancer. En effet, 20% d’entre-elles présentaient des tumeurs mammaires
microscopiques, alors qu’'un cancer du sein n’avait été diagnostiqué que sur l'une
d’entre elles %1152, Une tumeur peut rester dormante un certain temps avant

d’emprunter la deuxiéme phase de son développement.

Dans un second temps, au-dela d’'un volume d’un a deux millimetres cubes, une
vascularisation est nécessaire a la croissance tumorale, le plus souvent induite par
'hypoxie. Les cellules tumorales doivent alors acquérir la capacité d’induire le
développement de nouveaux vaisseaux sanguins afin de permettre 'apport d’oxygéne
et de nutriments nécessaires a sa croissance. Pour cela, elles stimulent la prolifération
des cellules endothéliales des capillaires voisins, qui forment des boucles vasculaires

en direction de la tumeur, pour lirriguer et permettre son développement.

Ainsi, une tumeur contenant de 100 a 300 cellules est suffisante pour déclencher une
angiogenése qui évolue en plusieurs étapes. Pour cela, la tumeur stimule la
prolifération des cellules endothéliales des capillaires voisins, qui forment des boucles

vasculaires en direction de la tumeur, pour l'irriguer et permettre son développement.

Ce passage d’'une hyperplasie avascularisée dormante a un état (plus agressif)
de prolifération de la tumeur vascularisée, est appelé « Switch angiogénique » et a été
mis en évidence a la fin des années 80 par Folkman 153, Ce phénomeéne est d a un
déséquilibre entre les facteurs pro et anti-angiogéniques causant la libération
davantage de facteurs pro-angiogéniques favorisant ainsi la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins (Voir Figure 37).
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Figure 37 : Notion de switch angiogénique. (D’aprés Bergers et al. 2003)

La production de ces facteurs pro-angiogénigues est soit une réaction normale a
I'hypoxie des cellules cancéreuses ou des cellules normales avoisinantes, soit le fait
d'une mutation génétique particuliere (p53...) *°*. Cela cause une prolifération active
des cellules endothéliales dans la zone périphérique de la tumeur (index de
prolifération 50 a 200 fois plus élevé que pour les mémes cellules des tissus normaux)

afin de créer les vaisseaux sanguins essentiels.

c) Une vascularisation essentielle mais structurellement et

fonctionnellement différente

Cette croissance vasculaire est essentielle pour nourrir la tumeur. Celle-ci est
non seulement stimulée par les facteurs pro-angiogéniques, mais les néo-vaisseaux
qui en découle, sont également anormaux, que ce soit au niveau de leur structure mais

également au niveau de leur fonction 5.

En effet, les vaisseaux tumoraux présentent une structure tortueuse. lls se ramifient
irrégulierement dans un réseau chaotique d'enchevétrements, se connectent les uns
aux autres de maniére anarchique et sillonnent le stroma de maniére aléatoire. lls sont
également tres hétérogenes en termes de types de vaisseaux. Leurs diametres sont

inégaux, car leur paroi est parfois comprimée par des cellules tumorales ou stromales.
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Certains vaisseaux sont alors surdimensionnés, alors que d’autres sont au contraire

plus petits et plus immatures %6 (Voir figure 38).

Figure 38 : Aspect normal (a gauche) et anormal (a droite) de la vascularisation

en microscopie électronique a balayage. (D’aprés Ravaud et al. 2007)

Au sein d’'une méme tumeur, on peut donc avoir une partie tres vascularisée
alors qu’une autre peut présenter une absence totale de vaisseaux. Leur fonction est
également altérée puisque leur paroi présente de multiples perforations, causant des
modifications du flux sanguin **7(Voir Figure 39).

Tumot
vessel

Figure 39 : Observation de la perméabilité vasculaire observée dans les
vaisseaux normaux (a gauche) et tumoraux (a droite) . (D’aprés Ravaud et al.
2007)

Il en résulte un microenvironnement tumoral hostile qui peut altérer les

caractéristiques intrinséques des cellules tumorales de telle sorte que certains clones
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tumoraux sont sélectionnés. L’ « évasion » de ces clones par les vaisseaux est ainsi

facilitée (Voir Figure 40) 196,
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Figure 40 : Comparaison structurelle et fonctionnelle du systeme vasculaire (a)
normal et (b) tumoral. (D’aprés Carmeliet et al. 2011) Dans les tissus sains, un
systeme vasculaire régulier et fonctionnel est formé, avec une paroi vasculaire et un
endothélium normal. Dans les tumeurs établies, le systeme vasculaire, ainsi que
'endothélium et la paroi vasculaire présentent des anomalies structurelles et
fonctionnelles, conduisant a des régions d'hypoxie sévére (représentées par des
ombres bleues).

- Le mimétisme vasculaire : un nouveau mode de

vascularisation tumorale agressif

La vascularisation tumorale se produit a travers plusieurs processus biologiques
distincts, qui varient non seulement entre le type de tumeur et I'emplacement
anatomique, mais se produisent également simultanément dans le méme tissu
cancéreux. Comme nous l'avons vu, ces processus font intervenir une gamme de
facteurs sécrétés et de voies de signalisation sur les cellules endothéliales.
Cependant, des cellules non endothéliales peuvent intervenir également dans cette

vascularisation.
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1) Mise en évidence et définition du processus de « mimétisme vasculaire »

Initialement, les chercheurs savaient que les tumeurs pouvaient induire les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins normaux a former de nouvelles « voies

d’alimentation » au sein de la tumeur. Ce processus est appelé angiogenese.

Cependant, en 1999, Maniotis et Hendrix ont publié un article qui a déclenché
de nombreuses réactions au sein du monde scientifique. L'idée soutenue dans cette
article est la suivante : les cellules tumorales (de mélanome uvéal) elles-mémes
pourraient créer dans un certain contexte leurs propres « structures vasculaires ». Ce

processus novateur est alors appelé « mimétisme vasculaire » 18 (Voir figure 41).

Two ways to feed a tumor
Vasculogenic mimicry, in which cancer cells themselves form blood-camying chan-
nets, may supplament traditiona angiogenesis in supplying nutrients to tumars.

Vasculogenic mimicry
Angiogenesis
: o Tumor calls organize Normal blood vessels
Vessel grows into themseives to form
Thatanorass vessellike channels.

s "
v — ‘\\ / £ &Y\
) .
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Figure 41 : lllustration des deux modes de vascularisation d’une tumeur (D’aprés
Leslie et al. 2016)

La premiéere question posant un certain débat fut soulevée par McDonald qui présentait
une certaine interrogation quant a la confirmation que les cellules endothéliales

n’étaient pas impliquées et la capacité réelle de ses structures a médier le flux sanguin.

En 2000, Folberg et Hendrix ont continué les investigations a ce sujet. En effet, en
examinant de plus pres les mélanomes agressifs oculaires, ils ont confirmé que les
cellules endothéliales n’étaient pas impliguées dans ce processus. Dans ces
structures, aucune cellule endothéliale n’a été observée ni par microscopie optique, ni
par microscopie électronigue a transmission et confirmer par I'absence de marqueurs

spécifiques de cellules endothéliales en immunohistochimie (CD31, CD34, Flk-1). De
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plus, ils ont retrouvé dans ces mémes « structures », non tapissées par des cellules

endothéliales, la présence de globules rouges °°.

En 2008, Folberg et son équipe finiront par fournir la preuve que ces « vaisseaux »
transportent bel et bien le sang. 30 secondes apres I'injection d’un colorant fluorescent
dans le bras de patients souffrant d’'un mélanome de I'ceil, ce dernier était retrouvé
dans ces « structures » au niveau de la tumeur de I'ceil, confirmant ainsi la capacité a

médier un flux sanguin 60,

Aujourd’hui, le « standard » pour identifier si des cellules tumorales réalisent du
mimétisme vasculaire est : une coloration Acide Périodique-Shiff positive (PAS +) et
la non expression du marqueur endothéliale CD31 (CD31 -) 6. |l s’agit donc d’une
identification par défaut puisque les cellules endothéliales ont un profil PAS+/CD31+.

Outre le mélanome, le processus de mimétisme vasculaire a été observé dans d’autres
tumeurs malignes telles que le glioblastome 162, le cancer de la téte et du cou 163, du

sein 1%, du poumon %5, e cancer colorectal 1¢° et le cancer de la prostate 67,

2) Un processus délétére pour la survie des patients

Du fait du nouvel apport sanguin, la tumeur peut alors avoir acces a davantage de
nutriments et d’oxygéne favorisant ainsi sa croissance. Mais cela lui permet aussi
d’avoir un nouvel acces a la circulation sanguine, ce qui sous-entend une

augmentation de la capacité a se disséminer dans I'organisme.

En 2013, une méta-analyse recueillant les données de 22 études et comportant
3062 patients au total a étudiée la survie globale associée au mimétisme vasculaire
(VM). Cao et al. ont alors montré que les patients atteints d’'un mélanome métastatique
présentaient plus de tumeurs VM (+) (45,3%) que les cas de mélanome primaire
(23.1%). Le VM contribue donc au développement des métastases tumorales et donc

au pronostic vital.

Dans cette méme étude, I'impact du VM sur le taux de survie a 5 ans a été étudié sur
15 types de cancer (dont le cancer colorectal). Elle a révélé que le taux de survie a 5
ans des patients VM (+) était de 31% contre 56% pour les patients VM (-) 168 Une
étude portant spécifiguement sur 117 patients avec un cancer colorectal a été
€galement réalisée. Sur 117 patients, 23 présentaient une tumeur avec VM soit 19.7%.
La survie globale était significativement plus courte chez ces patients VM (+) avec un
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taux de survie global & 5 ans de 0% contre 40% pour les patients VM (-) (voir Figure
42) 169
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3) Un mécanisme moléculaire non élucidé

Le mimétisme vasculaire étant responsable du mauvais pronostic vital des
patients, les études moléculaires sont importantes afin d’en connaitre davantage sur

ce phénomene et trouver de potentiels cibles thérapeutiques.

L’étude moléculaire a été importante dans le mélanome mais reste cependant
encore floue. Parmi les genes qui sembleraient étre impliqués dans le cas de
mélanome VM (+), il y aurait ceux impliqués dans I'angiogenese et la vasculogenese,
tels que la cadhérine endothéliale vasculaire, EphA2 (Ephrin Type A receptor 2) et la
laminine 5y2. Ces protéines sont essentielles a la formation et au maintien des
vaisseaux sanguins 170, Des études supplémentaires se sont intéressées a la matrice
extracellulaire associée aux cellules tumorales qui est activement remodelée par des
cellules de mélanome agressif et contribue a un phénotype vasculogéne et plus
migratoire qui implique des interactions coopératives de la chaine de laminine 5 y2
avec les MMP 171, D’autres génes sont régulés a la hausse dans le cas du mélanome

agressif tels que le TF, TFPI-1 et TFPI-2 impliqués dans la voie de la coagulation 172,
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Figure 43 : Mécanisme moléculaire supposé du mimétisme vasculaire (D’aprés
Qiao et al. 2015)

Le mécanisme décrit ci-dessus (Figure 43) est non seulement encore indécis dans le
cas des cancers étudiés mais il semble étre tumeur et tissus spécifiques. En effet,
suivant le type de tumeurs, les acteurs mis en évidence ne sont pas les mémes. Dans
le cancer du sein, une augmentation de I'expression de Serpine 2 et Slpi ont été

associés au phénomeéne de VM 164,
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CHAPITRE VI : Facteur tissulaire,

Coagulation et Cancer

L'expression du facteur tissulaire (FT), qui est le détonateur de la coagulation, fait
partie des principales caractéristiques des cellules cancéreuses et est impliquée dans
la prolifération, la migration des cellules cancéreuses ainsi que dans les processus
métastatiques et angiogéniques. Néanmoins l'intensité de I'expression du FT varie
selon le type histologique du cancer. Une expression intense est décrite chez les
cellules du cancer pancréatique ou du cancer ovarien. L’expression du FT est modérée
au niveau de la membrane des cellules du cancer du colon et du poumon et plus faible
chez les cellules du cancer du sein. En revanche, I'expression du FT au niveau de la
membrane des cellules cancéreuses augmente suite a I'acquisition d’'une résistance a
la chimiothérapie (comme la doxorubicine). Dans la plupart des études menées sur
des patients, lI'expression accrue du TF est directement associée au nombre de
vaisseaux tumoraux, a l'indice métastatique, a la progression du grade de la tumeur,
a l'agressivité du cancer et a la survie 173174, | 'expression du TF est associée de
maniere significative a la régulation a la hausse d'autres marqueurs de mauvais
pronostic et a une incidence accrue de la MTEV (Maladie ThromboEmbolique

Véineuse)'’®.

B Structure et activation du TF

Le facteur tissulaire (TF) est une glycoprotéine transmembranaire de 47 kDa
synthétisée sous forme d’un pro-peptide de 295 AA et qui apres clivage du peptide
signal de 32 AA donne la protéine mature de 263 AA. Cette protéine comporte un
domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique.
Le TF est le principal responsable de l'activation des cascades de la coagulation en

cas de bréche vasculaire 178,

Le facteur tissulaire, normalement absent de la circulation sanguine, se lie avec son
domaine extracellulaire au facteur VII activé (FVIla) présent dans le plasma (environ
1% de la protéine du factuer VII dans le plasma est sous forme active). Le complexe
FT/FVila active le FVII et FVlla. Le complexe TF/FVlla déclenche le processus de
génération de thrombine. Selon le modéle cellulaire de la coagulation sanguine, la

génération de thrombine est initiée par le complexe FT/FVlla et est amplifiée par la
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formation des complexes enzymatiques de la prothrombinase et de la ténase
intrinséque composés par une serine protéase (les facteurs Xa ou IXa
respectivement),un cofacteur (les facteurs Va et Vllla respectivement), des
phospholipides procoagulants fournis par la membrane cellulaire ou les

microparticules dérivées des cellules, et des ions calciques 177178,

La génération de thrombine se fait en deux phases consécutives (phase d'initiation et
d'amplification) suivies de la phase d'inhibition'’®. Lors de la phase d'initiation, le
complexe FVIla/TF active le facteur IX (FIX) et le FX mais l'activation du FX est plus
rapide que celle du FIX 18, Le FXa libre est initialement produit et génére des quantités
picomolaires de thrombine, conduisant a une activation initiale des plaquettes. En
outre, le FXa clive le FIX et génere le FIXa, qui est également le produit intermédiaire
aprés le clivage protéolytique du FIX par le complexe FVIla/TF8L, La phase
d'amplification est caractérisée par une activation supplémentaire des plaquettes
induite par la thrombine. La thrombine active également le FVIII, le FV et le FXI. Le
facteur Xla activé (FXla) active le FIX par rapport au facteur 1Xa activé (FIXa). Ainsi,
la formation de la ténase intrinséque, un complexe enzymatique composeé de FIXa, de
FVilla, de phospholipides chargés négativement et dions calcium
(FIXa/FVllla/prophospholipides coagulants/Ca++), est renforcée, ce qui entraine une
activation supplémentaire du FX qui, en présence de FVa, de phospholipides et d'ions
calcium, forme le complexe prothrombinase (FXa/FVa/procoagulants phospholipides)
qui entraine une explosion de la production de thrombine 82, La prothrombinase active
la thrombine environ 2,5 a 105 fois plus vite que le FXa libre. Le concept moderne du
processus de la coagulation du sang et de la séquence des phases de génération de

la thrombine sont présentés dans la figure 44183184,
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Figure 44 : Le schéma moderne de la coagulation

A. La phase d'initiation. Le complexe FVIla/FT est la géachette de la coagulation. Le complexe FVIla/FT active plus
rapidement le FX en FXa et plus lentement le FIX en FIXa. Toutefois, le FXa, une fois formé, active le FIX en FIXa,
qui accélere alors cette réaction. Le FXa libre active la thrombine. Les premieres traces de thrombine activent le
FVIII, le FV et les plaguettes provoquant I'amplification de la coagulation. B.La phase de la propagation. Aprés
I'activation initiale des facteurs VIl et V par la thrombine, les complexes enzymatiques (la tenase intrinseque et la
prothrombinase) sont formés. lls sont composés d’une serine protéase (le FIXa ou le FXa), un cofacteur (le FVllla
ou le FVa), des phospholipides procoagulants et des ions calciques. Pendant la phase de la propagation,
l'activateur prépondérant du FX est la tenase intrinseque. La formation de la tenase intrinséque et de la
prothrombinase accélérent la génération de thrombine. De plus, la thrombine générée active le FXI en FXla qui
active le FIX, induisant une amplification supplémentaire de la génération de thrombine. Le caillot de fibrine apparait
lorsque seulement 3 % de thrombine est générée. La génération de thrombine se poursuit et la thrombine formée

est absorbée sur le caillot.

lI-  TF et potentiel pro-coagulant des cellules cancéreuses

Les cellules cancéreuses sont supposées étre impliquées dans la pathogénese de la
thrombose par le déclenchement de la génération de thrombine, le déséquilibre des
forces procoagulantes et anticoagulantes dans le sang (impliquant a la fois les
composants cellulaires et plasmatiques) et l'activation des cellules endothéliales.

Il est généralement admis que le TF est la principale molécule
procoagulante exprimée par les cellules cancéreuses. Les cellules cancéreuses
porteuses du TF déclenchent la coagulation en se liant au FVII/VIla pour former un
complexe d'activation qui favorise la génération de thrombine & proximité de la tumeur.
Théoriquement, une expression plus élevée du TF par les cellules cancéreuses
entraine une activité procoagulante élevée. Cela a été confirmé par des études
récentes qui ont mesuré la génération de thrombine in vitro dans le plasma humain en

présence de cellules cancéreuses de différents types histologiques 18518, En fait, le
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contact des cellules cancéreuses avec le plasma humain déclenche et augmente la
génération de thrombine de maniére partiellement dépendante du TF. Il est intéressant
de noter que les cellules de divers types histologiques de cancer different par leur
potentiel de pro-coagulation et par la quantité de TF exprimée, c'est-a-dire que les
cellules d'adénocarcinome pancréatique BXPC3 expriment des quantités de TF

nettement plus élevées que les cellules de cancer du sein MCF7 (Voir figure 45).

Figure 45 : Lacinétique de génération de thrombine apreés I’activation de la voie
du facteur tissulaire, schéma explicatif et observation dans différents types de
cancer (Gerotziafas et al. 2018)

Nous devons souligner que les données disponibles montrent que dans les
cellules cancéreuses, la voie du TF n'est pas la seule voie importante pour l'initiation
de la génération de thrombine. En effet, en présence de cellules cancéreuses du
pancréas, la génération de thrombine dans le plasma déficient en FVII est
completement abrogée alors qu'en présence de cellules cancéreuses du sein MCF7,
elle persiste. Cela révéle que certains types de cellules cancéreuses peuvent
déclencher la coagulation du sang par des voies alternatives telles que Il'activation du
FXII.

Les preuves expérimentales disponibles montrent que les cellules
cancéreuses du pancréas et du sein ne possédent pas d'autres voies d'activation de
la coagulation sanguine que le TF et/ou l'activation du facteur XII (FXII) 187, Les cellules
cancéreuses déclenchent et renforcent la génération de thrombine a la fois par la voie
du TF et la voie intrinséque. Bien que la voie TF soit dominante, le systeme intrinseque

- dépendant du FXII - ne doit pas étre négligé car lI'impact relatif des deux voies varie
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en fonction du type de cellule cancéreuse. La modélisation de l'activation de la

coagulation par les cellules cancéreuses est illustrée a la figure 46.

Endothelial cell activation

[ .
Thrombin generation =~ ———— VTE risk

o — Platelet activation

Flla

i FXa
FVila

\ PAR activation
. Metastasis

{::} Cancer cell derived procoagulant microparticles / Angiogenesis

Procoagulant phospholipids

" Full length TF Proliferation, migration,
metastasis
w Alternatively spliced F

Figure 46 : Activation de la coagulation par les cellules cancéreuses.
(Gerotziafas et al., 2018)

Il est important de noter que la génération de thrombine en présence de cellules
cancéreuses est nettement inférieure a celle observée en présence de concentrations
physiologiques de TF. Ainsi, les propriétés procoagulantes inhérentes des cellules
cancéreuses sont nécessaires, mais pas suffisantes, pour induire I'hypercoagulabilité,
car les éléments procoagulants du microenvironnement, en particulier le TF et les
phospholipides, sont des éléments indispensables a I'hypercoagulabilité induite par le
cancer 188,

Parmi les autres activités procoagulantes des cellules tumorales, le réle de
I'enzyme héparanase gagne en importance. En patrticulier, I'héparanase, au-dela de la
dégradation de la matrice extracellulaire, régule I'expression du TF et interagit avec le
TFPI sur la membrane de surface des cellules endothéliales et tumorales, entrainant
la dissociation du TFPI et une augmentation de I'activité de coagulation a la surface

des cellules 18°
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lll- TF, Croissance cellulaire, angiogenese et lien étroit avec
VEGF

Le « switch angiogénique » nécessite un déséquilibre des facteurs pro- et
anti-angiogéniques qui maintiennent normalement la quiescence des cellules
endothéliales. L'expression du TF par les cellules cancéreuses compense cet équilibre
en modifiant I'équilibre entre le facteur de croissance vasculaire endothéliale (VEGF)
proangiogénique et la thrombospondine, un peptide anti-angiogénique. Des études de
la croissance tumorale dans des modeles de souris ont montré qu’elle est dépendante
du TF et est principalement attribuable a une augmentation de I'angiogenéese au sein
de la tumeur. La déficience en facteur tissulaire chez la souris transgénique (TF0/0)
entraine une létalité embryonnaire avec des similitudes histopathologiques retrouvées
dans les embryons déficients en VEGF, ce qui suggere que le TF et le VEGF sont liés
190191 | 'expression aberrante du TF dans les tumeurs contribue au phénotype
angiogénique en partie en régulant a la hausse la synthese et la libération du VEGF
et en régulant a la baisse la thrombospondine %2193, Les tumeurs dont les cellules
cancéreuses expriment le TF ont une densité de micro-vaisseaux et une expression
du VEGF plus élevées que les cellules qui expriment des niveaux plus faibles de TF.
Des niveaux accrus de TF sont exprimés sur les cellules endothéliales au sein de la
masse tumorale 19419, Les preuves expérimentales disponibles sont en faveur du
concept selon lequel le TF enraciné dans la membrane des cellules cancéreuses est
lié & la régulation a la hausse des propriétés angiogéniques des cellules tumorales en
améliorant la production de molécules régulatrices de croissance qui ciblent les
cellules endothéliales vasculaires 1%. Les voies métaboliques intracellulaires relient le
TF ala régulation a la hausse du VEGF a la fois dans I'angiogenese physiologique et
pathologique. Le TF améliore I'angiogenése par deux voies distinctes :

- Lavoie de régulation indirecte de I'angiogenése via TF

- Lavoie de régulation directe de I'angiogenese via TF
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1) Voie de régulation indirecte de I’angiogenése via le facteur tissulaire

Cette voie est principalement médiée par la génération de thrombine induite par le TF.
Les sérine-protéases de la coagulation (FVlla, FXa, FIXa et thrombine ou Flla)
généreées suite a l'activation de la coagulation sanguine activent les récepteurs activés
par les protéases (protease activated receptors - PAR). Des expériences utilisant des
inhibiteurs spécifiqgues du complexe TF/FVIla/FXa ou du FXa seul montrent que le
processus angiogénique dépend du FVlla mais pas du FXa. La thrombine induit une
activation plaquettaire résultant, entre autre, de la libération de facteurs pro-
angiogéniques a partir de granules a tels que le VEGF, le facteur de croissance des
fibroblastes B (B-FGF) et le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF)’. La
thrombine se lie aux récepteurs 1 a 4 couplés aux protéines G activées par la protéase
(PAR 1-4) sur les cellules tumorales et les cellules endothéliales vasculaires associées
aux tumeurs, créant un cercle vicieux entre la formation de caillots et la croissance
tumorale. La thrombine peut induire une angiogenése indépendante de la formation
de caillots en clivant les PAR liés a la membrane cellulaire. L'activation des PAR par
la thrombine entraine une régulation positive de nombreux génes liés a I'angiogenese,
notamment le VEGF, le TF, BFGF, et la métalloprotéase 2 de la matrice (MMP-2). Ces
genes peuvent entrainer un certain nombre de réponses pléiotropes, telles qu'une
modification de la forme des cellules endothéliales, une augmentation de la
perméabilité vasculaire, une prolifération accrue des cellules endothéliales et une
protéolyse accrue, ce qui entraine une amélioration de l'angiogenése tumorale. La
thrombine diminue I'adhésion des cellules endothéliales aux protéines de la membrane
basale via I'adénosine monophosphate cyclique, ce qui les rend plus mobiles. La
thrombine mobilise également les molécules d'adhésion (par exemple la P-sélectine)
a la surface endothéliale, facilitant ainsi I'adhésion des plaquettes et des cellules
cancéreuses 1%, Le dépot de fibrine réticulée, fourni une matrice pro-angiogénique
provisoire qui facilite l'infiltration des vaisseaux sanguins. La matrice de fibrine fournie
également un échafaudage efficace qui contribue a la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins. La fibrine induit également I'expression a la fois du TF et de la
cytokine proangiogénique interleukine-8 (IL-8) sur les cellules endothéliales
vasculaires humaines!®. Les caillots de fibrine contiennent également du VEGF piégé

qui induit la sécrétion d'IL-8 et d'interleukine-6 (IL-6) par les monocytes. Une étude
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récente a suggéré que l'activité du TF est également nécessaire pour I'adhésion des

plaguettes induite par le VEGF aux cellules endothéliales 2.

2) Voie de régulation directe de I’angiogenese via le facteur tissulaire

Le TF fonctionne comme un récepteur transmembranaire. Lors de l'activation du TF,
les voies intracellulaires sont activées indépendamment de toute activité
procoagulante du complexe TF/FVlla. Le domaine intracellulaire du TF a les
caractéristiques d'un récepteur de signalisation car il contient trois sites présumés de
phosphorylation sérine. Ces résidus de sérine peuvent étre phosphorylés par une
protéine kinase C déclenchant des événements de signalisation en aval qui entrainent
l'activation ou l'inactivation transcriptionnelle de génes impliqués dans le processus
angiogénique, c'est-a-dire la régulation a la hausse de la synthése de la protéine pro-
angiogénique VEGF et a la baisse de la thrombospondine anti-angiogénique. Le
VEGF, a son tour, régule a la hausse l'expression du TF provoquant ainsi un
phénomene de rétro-amplification. La pertinence physiologigue des voies
d'angiogenese dépendantes du TF dans les tumeurs est étudiée dans le cadre
d'expériences réalisées sur des modéles de souris. Chez la souris, I'administration
d'inhibiteurs du FVlla (c'est-a-dire sous forme de TFPI ou de la protéine anticoagulante
de nématode rNAPc2) inhibe la croissance tumorale et I'angiogenése dans les cancers
primaires et métastatiques, ce qui prouve que ce processus dépend de l'activité
protéolytique du TF/FVila indépendamment de l'activation de la coagulation?%t, Le
complexe TF/FVIla/FXa active le PAR-1 ou le PAR-2 (en fonction de I'efficacité de
l'internalisation du PAR et de la phosphorylation de la kinase liée au signal
extracellulaire)?°2203, Seule la signalisation PAR-2 entraine une activation prolongée
de la protéine kinase C a et une phosphorylation du domaine cytoplasmique du TF en
aval. L'activation de la phospholipase C spécifique a la phosphatidylcholine en amont
de la protéine kinase C a explique cette réponse de signalisation unique aprés
l'activation de PAR-2. D'autres voies sont médiées par l'activation de PAR-2 par le
FVlla et le FXa, par exemple le complexe TF/FVlla/Xa déclenche des récepteurs
couplés a la protéine G activée par la protéase, par l'intermédiaire de PAR-1 et PAR-
2 204 'anticorps monoclonal 5G9 inhibe I'activité coagulante du complexe TF/FVlla et
l'anticorps monoclonal 10H10 inhibe I'activation directe de PAR2 par le TF/Vlla et

perturbe linteraction du TF avec les intégrines. Dans les cellules endothéliales
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exprimant le TF, I'association du TF avec les intégrines 1 est régulée par la liaison du
ligand extracellulaire du TF indépendamment de la signalisation de PAR2 ou de
l'activité protéolytique de Vlla. Les deux anticorps monoclonaux 5G9 et 10H10 ont une
activité anti tumorale in vivo. La signalisation TF-PAR2 des cellules tumorales est
cruciale pour la croissance des tumeurs et suggére que les stratégies anti-TF peuvent
étre appliquées dans le traitement du cancer avec une altération mineure des voies
hémostatiques dépendantes du TF. Comme mentionné ci-dessus, le TFPI est le
principal inhibiteur du complexe TF/FVlla. Le TFPI est également impliqué dans
l'inhibition de I'angiogenése. Il est fortement exprimé par les cellules cancéreuses du
sein et du colon ainsi que par les cellules endothéliales proches de ces tumeurs. Des
études récentes ont montré que le TFPI s'oppose a la croissance et a l'invasion
tumorales. Il a recemment été démontré que le TFPI interfere avec la migration des

cellules endothéliales en inhibant la voie a la fois des protéines Erk et d'adhésion focale
205

3) Activation plaguettaires, coagulation et résistance a la chimiothérapie

Dans des conditions physiologiques normales, le sang reste sous forme liquide grace
a la présence des forces anticoagulantes au niveau du plasma) et au niveau de la
parois vasculaire (effet antithrombotique des cellules endothéliales). La thrombose,
selon la régle de Virchow, est le résultat de la coexistence dans le temps et I'espace,
d'un état d’hypercoagulabilité (déséquilibre entre les forces procoagulantes et
anticoagulantes en faveur des premiéres), de l'altération des conditions du flux
sanguin et d’'une activation (ou Iésion) des cellules endothéliales. Schématiquement,

deux voies de thrombogenese différentes peuvent étre activées :

- La voie de la coagulation plasmatique qui est activée par I'exposition de facteur
tissulaire conduisant ensuite a I'amplification de la génération de thrombine et a la
formation du réseau de fibrine apres la protéolyse du fibrinogene par la thrombine.

- La deuxieme voie est principalement celle des plaquettes. Les plaquettes
adherent aux molécules d’adhésion exposées au niveau de la Iésion vasculaire (i.e.
collagene, fibronectine), et probablement d’autres dont le fibrinogéne/fibrine (c’est la
nature des tissus exposeés lors de la Iésion qui détermine la composition de la surface

réactive).
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Elles s’activent et forment I'agrégat plaquettaire ; collaborent avec la coagulation
plasmatique, en particulier en créant une surface phospholipidique propice au
développement des complexes de coagulation. Les monocytes interviennent
€galement. Aprés activation, ils fournissent une surface phospholipidique propice au
développement des complexes de coagulation ; activent directement la voie efficace

de la coagulation en exprimant a leur surface le facteur tissulaire 29,

Il est de plus en plus reconnu qu'il existe de multiples composantes biologiques
qui participent a une relation de coopération entre I'hote et les cellules tumorales. Il a
été démontré que la diaphonie entre divers types de cellules, notamment les
plaguettes, les leucocytes et les cellules endothéliales, participe a l'invasion du cancer,
a la dissémination métastatique, ainsi qu'a l'arrét de I'embolie tumorale avec
I'établissement de la niche métastatique 2°72%8, || a été démontré que les plaquettes
séquestrent les régulateurs de I'angiogenese en plus d'autres mitogenes 2% et liberent
ces composés a partir de granules alpha d'une maniére qui module I'angiogenése 21°.
Il existe des preuves que la numération plaguettaire élevée est associée a une
évolution défavorable des patients avec un cancer alors qu'un traitement
antithrombotique diminue la libération de VEGF par les plaquettes 21 212, Des
investigations concernant la possible implication des plaquettes sur la réponse aux
traitements anticancéreux ont donc été menées. Toujours dans le cas du cancer des
ovaires, il a été observé que chez les patients présentant un taux éleveé de plaquettes,
le taux de rechute était plus élevé et le taux de réponse aux traitements était plus
faible. De nombreuses études ont ensuite démontrées que les plaquettes
augmentaient la survie, la prolifération et la chimiorésistance des cellules
d’adénocarcinomes traitées a des agents de chimiothérapies utilisés de maniére
standard dans les protocoles médicaux. Radziwon-Balicka et al. ont confirmé cela en
montrant que des cellules d’adénocarcinomes coliques ou ovariens traitées avec deux
anticancéreux standards : le 5-FU et le paclitaxel, présentent une augmentation de la
prolifération (malgré le traitement) en échappant a 'apoptose (régulation a la hausse
des genes anti-apoptotiques et a la baisse des genes pro-apoptotiques), en activant
des protéines du cycle cellulaire (cyclines, protéines de réparation de I'ADN...). La
modulation des interactions entre les cellules cancéreuses et les plaquettes peut donc

offrir une nouvelle stratégie pour améliorer I'efficacité des chimiothérapies?®3.
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CHAPITRE VIl : Le VEGF : acteur central dans

le développement de I'agressivité tumorale

- La découverte du VEGF en lien avec la vascularisation

L’observation de la croissance vasculaire a été fortement étudiée et I'implication
de facteurs favorisant cette vascularisation fut une évidence d’ou 'engouement suscité

afin de les identifier et trouver un traitement adapté.

En 1939, Ide et al. ont postulé que les tumeurs produisaient des facteurs qui
stimulent la prolifération des vaisseaux sanguins, compte tenu de la rapidité et de
'ampleur de la croissance vasculaire associée aux tumeurs transplantées dans des
chambres transparentes.

Quelques années plus tard, en 1948, Michaelson a proposé qu'un facteur « X »
diffusible produit par la rétine soit responsable de la néo-vascularisation de la rétine et
de l'iris qui se produit dans la rétinopathie diabétique proliférative. Ces domaines de
recherche étant pourtant différents, ils finiront par converger.

En effet, en 1968, les premiéres expériences pour tester directement
I'nypothese selon laquelle les tumeurs produisent des facteurs angiogéniques ont été
réalisées. Greenblatt et Shubik ainsi qu’'Ehrmann et Knoth ont démontré que la
transplantation de cellules de mélanome ou de choriocarcinome favorisait la
prolifération des vaisseaux sanguins méme lorsqu'un filtre Millipore est interposé entre
la tumeur et I'n6te, fournissant ainsi la preuve que I'angiogenése tumorale était médiée
par un facteur diffusible produit par les cellules tumorales.

En 1971, Folkman et al. ont alors cherché a isoler un de ces facteurs afin de
développer de potentiels traitements anti-angiogéniques pensant déja qu’il s’agissait
d’'une approche efficace pour soigner le cancer.

Les recherches se sont concentrées sur deux facteurs angiogéniques
identifiés : aFGF et bFGF. Cependant, il a été démontré que ces molécules n’étaient
pas sécrétées efficacement et étaient principalement associées aux cellules. Ainsi, il

ne s’agissait pas du facteur « X » diffusible impliqué dans 'angiogenése 214,
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Ce ne sera qu’'entre 1983 et 1989 qu’un mitogene diffusible spécifique aux
cellules endothéliales et capable d’induire une fuite vasculaire sera isolé a partir d'un
milieu conditionné par des cellules folliculaires hypophysaires bovines mais également
par une lignée cellulaire tumorale de cobaye. Il s’agit du VEGF « Vascular Endothelial
Growth Factor » appelé aussi VPF « tumor Vascular Permeability Factor » au moment
de sa découverte 2%°. Depuis, il est considéré comme I'un des facteurs principaux

impliqué dans la néo-vascularisation tumorale.

Son action sur la formation de néovaisseaux a depuis été clairement démontrée
comme on le voit ci-dessous sur la prolifération des cellules endothéliales (Voir figure
47).

Control

Figure 47 : Visualisation de l'effet du VEGF sur la prolifération des cellules
endothéliale au microscope optique par marquage CD31 (D’aprés Ravaud et al.
2007)

Le VEGF ou appelé aussi VEGF-A fut donc le premier membre de la famille VEGF a
étre découvert.

lI- Lasignalisation VEGF

1) Les ligands

Il existe 7 glycoprotéines dans la famille VEGF : les VEGF-A, B, C, D, E et F ainsi que

le PIGF (Placental Growth Factor). Elles ont un réle et un mode d’action différents.

Le VEGF-A est 'un des plus puissants stimulateurs de l'angiogenése en
provoquant la proliféeration des cellules endothéliales, I'inhibition de I'apoptose,
laugmentation de la perméabilité vasculaire 2. Il existe sous différentes formes
appelées isoformes issues de I'épissage alternatif de 'ARNm aboutissant a la

formation de 9 protéines se distinguant par leur poids moléculaire : VEGF-111, VEGF-
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121, VEGF-145, VEGF-148, VEGF-162, VEGF-165, VEGF-183, VEGF-189, VEGF-
206. Toutefois, elles contiennent toutes une séquence signal commune permettant
leur sécrétion. La forme prédominante chez ’'Homme est le VEGF-165 ?'7. Le VEGF-
A exerce son action en se liant a deux récepteurs tyrosine kinase : le VEGFR-1 ou Flt-
1 et le VEGFR-2 ou FIk-1 et a deux récepteurs aux neuropillines : NRP-1 et NRP-2.
L affinité du VEGF-A pour le VEGFR-1 est 10 fois plus importante 218,

Le VEGF-B a été découvert en 1995. Il est exprimé essentiellement dans le
myocarde, les muscles squelettiques et le pancréas. De méme que pour le VEGF-A,
deux isoformes issues de I'épissage alternatif existent : VEGF-B167 et VEGF-B186. Il
a une affinité uniguement pour le VEGFR-1 ?1°. Sa contribution dans I'angiogenése est
discutée. Cependant, il a été démontré par Aase et al. chez des souris homozygotes
VEGFB -/- que le VEGF-B n’était pas essentiel dans la vasculogenese puisque les
souris étaient viables a la naissance et ne présentaient pas de défaut de

vascularisation autant au stade embryonnaire qu’au stade adulte 2%° .

Le VEGF-C et le VEGF-D ont été découvert en 1996 22, La structure du VEGF-
C est a 48 % identique a celle du VEGF-D 222, Ces cytokines présentent des propriétés
similaires : elles contribuent toutes deux a la lymphangiogenese, au stade
embryonnaire pour le VEGF-C et plutét a 'age adulte pour le VEGF-D 28, Les
vaisseaux lymphatiques régulent I'noméostasie des fluides tissulaires, le trafic de
cellules immunitaires et [l'absorption des graisses alimentaires. Leur
dysfonctionnement entraine donc un cedéme chronique et des réponses immunitaires
altérées. Ce processus survient notamment durant des processus inflammatoires mais
également tumorales par dissémination des métastases 223. L’action de VEGF-C et
VEGF-D sur la lymphangiogenése est médiée par leur fixation sur le récepteur
VEGFR-3 pour lequel elles ont une grande affinité. Cela explique leur action réduite
sur le processus d’angiogenése car leur fixation sur le récepteur VEGFR-2 est moindre
au vue de leur affinité faible pour ce dernier??*. Le VEGF-C est essentiel a la
lymphangiogenése puisqu’il a été montré par Nurmi et al. chez des souris VEGF-C -/-
qu’il avait un rdle crucial dans le maintien des vaisseaux lymphatiques et 'absorption
des graisses alimentaires 22°. Sa perte peut notamment causer la mort a la naissance
contrairement a la perte du VEGF-D qui peut engendrer des atrophies modérées des

vaisseaux ne causant pas de changements significatifs 226.
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Le Placental Growth Factor (PIGF) a été le second facteur de la famille VEGF
a étre découvert en 1991 par Persico et al.. Le PIGF humain existe sous 4 isoformes :
PIGF-1 (-131) , PIGF-2 (-152) , PIGF-3 (-203) et PIGF-4 (-224) en raison de I'épissage
alternatif de TARNm. Le PIGF-1, -3 et -4 se fixe au récepteur VEGFR-1, tandis que le
PIGF-2 se fixe aux récepteurs NRP-1 et NRP-2. Le PIGF contribue a I'angiogenése via

plusieurs mécanismes en :

- Affectant les cellules endothéliales directement via le VEGFR-1;

- Séparant le VEGF du VEGFR-1, permettant au VEGF d'activer le VEGFR-2

- Agissant comme un stimulateur en se liant au VEGFR-1, ce qui augmenterait
a son tour la sensibilité cellulaire au VEGF agissant via le VEGFR-2 (par un
mécanisme encore inconnu)

- Recrutant des monocytes / macrophages, qui jouent un réle essentiel dans la
croissance des vaisseaux

- Mobilisant les cellules progénitrices hématopoiétiques de la moelle osseuse
227

Il ne joue pas un réle essentiel dans la vasculogenése embryonnaire (puisque les
souris PIGF-/- sont viables), mais intervient plutdt dans l'angiogenése pathologique

(ischémie, inflammation, cancer), par une synergie avec le VEGF-A 2%,

Les VEGF-E et -F ne sont pas présents dans le génome humain. Elles sont issues
respectivement du virus Orf et du venin de serpent. Le VEGF-E se fixe
spécifiqguement a VEGFR-2 et le VEGF-F lui se fixe avec plus d’affinité au VEGFR-
1 mais peut aussi se lier au VEGFR-2. C’est de cette maniére qu’elles jouent un réle

dans I'angiogenése 2%°,
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o Angiogenesis

VEGF (VEGF- VEGFR-1, VEGFR-2, .y
. Vascular
A) neuropilin-1 )
maintenance

VEGF-B VEGFR-1 Not established
VEGF-C VEGFR-2, VEGFR-3 Lymphangiogenesis
VEGF-D VEGFR-2, VEGFR-3 Lymphangiogenesis
VEGF-E (viral I . : L, . . .
factor) VEGFR-2 Angiogenesis Tableau 4 : Récapitulatif des ligands de
Placenta VEGFR-1, neuropilin- | Angiogenesis Ia voie VEGF ainsi que leur action
growth factor 1 Inflammation (D’aprés biooncology com)

2) Les récepteurs

L’action de ces différents ligands est médiée par le récepteur sur lequel elle se
fixe. Il existe 3 types de récepteurs aux VEGFs : VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3 ;
ainsi que deux co-récepteurs : NRP-1 et NRP-2 2%,

Les récepteurs aux VEGF sont des récepteurs transmembranaires a activité
tyrosine kinase. lls se dimérisent suite a l'induction par le ligand, permettant ainsi
I'activation de certaines voies de signalisation. Il a été montré que les NRPs pouvaient
étre impliqués dans la voie de signalisation VEGF, cependant, étant donné qu’ils ne
possédent pas de domaine a activité tyrosine kinase ils sont dans l'incapacité d’activer
seul des voies de signalisation. Il est suggéré qu’ils agissent en tant que co-récepteur

permettant ainsi de moduler la signalisation 231,

Le principal récepteur de signalisation pour le VEGF, est le VEGFR-2. Il est
exprimé classiquement sur les cellules endothéliales uniquement. La fixation du ligand
(VEGF-A, -C, -D, -E, -F) induit la dimérisation puis I'activation du récepteur. Une fois
activé, il y a déclenchement de la cascade Raf-1 / MEK / ERK, une voie de signalisation
cruciale, entrainant une différenciation et une prolifération des cellules endothéliales
ainsi qu’une perméabilité vasculaire %32. Via la voies Akt/PI3K, il joue un role également
dans la survie cellulaire endothéliale 223. Son importance a été démontré par Shalaby
et al. chez des souris VEGFR-2 -/-. En effet, ces souris déficientes en VEGFR-2
mourraient entre les jours embryonnaires 8,5 et 9,5, présentant un manque d'lots

sanguins de la vésicule vitelline et de vaisseaux sanguins organisés. Ces observations
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démontrent que la prolifération et la migration des progéniteurs hématopoiétiques /

endothéliaux nécessitent une signalisation via VEGFR-2 21,

Le second récepteur a jouer un rble essentiel est le VEGFR-1. Il est exprimé
principalement par les cellules endothéliales vasculaires mais aussi par les
monocytes, les macrophages et certaines cellules tumorales 234, |l existe sous deux
formes : transmembranaire et soluble ; et se lie au VEGF-A, -B et PIGF. Initialement,
il a été montré qu’il avait un réle de leurre et se comportait comme un régulateur négatif
du VEGF. En effet, du fait de son affinité importante pour les ligands, ces derniers se
lient davantage au VEGFR-1 qu'au VEGFR-2. Il diminue ainsi I'activité angiogénique
importante du VEGFR-2 235, Bien que son activité de transduction du signal est plus
faible que le VEGFR-2, il reste important. En effet, dans une étude de Fong et al., des
souris VEGFR-1 -/- mourraient au cours du développement embryonnaire précose en
raison de l'augmentation de la prolifération des cellules endothéliales et de la
formations de vaisseaux sans lumiére et désorganisés 231, Son implication dans la
croissance et la progression de la tumeur a aussi été démontrée notamment dans le
CCR 236,

Le VEGFR-3 quant-a lui se lie aux VEGF-C et -D. Si le VEGFR-3 a été découvert
principalement comme un acteur dans le développement et le maintien du réseau
lymphatique 2%, il est également impliqué dans la vascularisation 238, Dumont et al. ont
montré son importance dans le développement cardiaque et vasculaire. En effet,
inactivation du géne VEGFR-3 a entrainé un développement défectueux des
vaisseaux sanguins causant une accumulation de liquide dans la cavité péricardique
et une insuffisance cardiovasculaire a des stades embryonnaires précoces (jour 9) 2%.
Dans le cancer, sa surexpression a été associée a un développement tumoral agressif
et a un mauvais pronostic vital 24°, Cette surexpression de VEGFR-3 et VEGF-C a été

retrouvée dans le cancer colorectal 241

L’action de ces récepteurs peut étre modulée suite a la formation d’hétérodimeéres.
Il existe des hétérodimeres VEGFR-1/VEGFR-2 ?*?et VEGFR-2/VEGFR-3 243 (Voir
figure 57).

NRP-1 et NRP-2 sont deux co-récepteurs dépourvus d’activité tyrosine kinase.
NRP-1 se lie a VEGF-A,-B,-C,-D et PIGF tandis que NRP-2 se lie a VEGF-A, -C, -D, -

PIGF. Il a été montré qu’ils étaient essentiels a la morphogenese vasculaire, mais le
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mécanisme par lequel cela a lieu n’est pas élucidé ?*4. Il a simplement été démontré
gu’ils amélioreraient la fixation des ligands aux VEGFRs et auraient donc également
un réle régulateur (notamment entre NRP-1 et VEGFR-2) 245, Au sein des tumeurs, les
NRPs sont exprimés et se lient au VEGF-A. Une surexpression de NRP-1 est
positivement corrélée a une progression tumorale, entrainant notamment une
augmentation de la taille et du caractere invasif des tumeurs ainsi qu’'une angiogenése
tumorale accrue 248, Il existe également une forme soluble de NRP-1 (sNRP-1) qui
joue un role totalement opposé. En effet Gagnon et al. ont montré que sNRP-1
inhiberait la liaison de VEGF au VEGFR-2. Cela entraine alors des liaisons vasculaires
(vaisseaux sanguins endommagés) et une activation de l'apoptose au sein des

tumeurs 247,
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Figure 48 : Schéma des voies activées par les différentes isoformes de la famille

VEGF ainsi que les hétérodimérisations possibles. (D’aprés Falk et al. 2010)
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lll- Latumeur colorectale, source de VEGF et implication dans
la migration, I'invasion et le mimétisme vasculaire
Des travaux précédents au sein de notre équipe ont montré que les cellules tumorales
colorectales étaient une source majeure en VEGF 2%, Par la voie paracrine, le VEGF
sécrété par ces cellules peut agir sur les cellules endothéliales environnantes
exprimant les VEGFR, entrainant une fois de plus la formation de néo-vaisseaux.
Néanmoins, les cellules tumorales colorectales expriment elles-aussi les récepteurs

VEGFR fonctionnels qui donnent lieu a une signalisation autocrine du VEGF.

Tumor cell Tumor-associated endothelial cell

< ,
Figure 49 : Voies autocrine et paracrine du VEGF dans le cancer colorectal.

(Mésange et al., 2013)

Les cellules endothéliales et les cellules colorectales tumorales expriment donc toutes
deux les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Cependant, les cellules CRC expriment
davantage le VEGFR-1 contrairement aux cellules endothéliales qui montre une

expression plus importante de VEGFR-2 249:250,

Nous avons vu précédemment qu'il s’agit d’un récepteur a activité tyrosine kinase qui
active notamment les voies de signalisation (Akt, NF-kB, IP3...) favorisant la survie
durant un stress cellulaire comme par exemple une exposition prolongée a un agent
de chimiothérapie, la migration, linvasion ainsi que la formation de vaisseaux
sanguins. Cette expression de VEGFR-1 est également retrouvé dans chaque type de

cancer associé a du VM 251252

L’implication des mécanismes agressifs tumoraux cités précédemment notamment le
VM, suscite beaucoup d’intérét dans le monde scientifigue. Cependant, un lien de
causalité entre la résistance aux traitements et l'intervention de ces mécanismes

agressifs dans la mortalité des cancers colorectaux n’a pas encore été établi.
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OBJECTIFS DES TRAVAUX

Le cancer du célon est un souci majeur de santé publique, puisqu’il est le troisieme
cancer le plus fréquent, tous sexes confondus avec 1,8 millions de nouveaux cas dans
le monde par an. Avec ses 861 000 décés par an, il est aussi la deuxiéme cause de

décés par cancer.

Malgré toutes les avancées thérapeutiques et 'amélioration de la prise en charge des
patients, la décroissance de la mortalité observée depuis 1990 n’est pas celle
attendue. L'importance de comprendre les causes de cette persistance des mortalités

semble donc essentiel.

Ces derniéres années, plusieurs études ont montré que cette mortalité persistante était
soit liée a une résistance acquise aux traitements chimiothérapeutiques, soit a
I'acquisition d’'un phénotype agressif mettant en jeu différents phénoménes cellulaires
tels que la migration, I'invasion, I'angiogenése et le statut coagulant. Cependant, un

lien possible entre ces deux causes n’a jamais été étudié.

De plus, dans le CCR, les cellules tumorales sont une source majeure de VEGF. Il a
eté montré que les cellules tumorales colorectales expriment a leur surface des
récepteurs au VEGF. De ce fait, elles possédent donc une signalisation VEGF
autocrine et paracrine. Des thérapies anti-angiogéniqgues ont donc été approuvées
dans le traitement du CCR telles que le bevacizumab (approuvé en premiére ligne) et
I'aflibercept (approuvé en seconde ligne). Bien que l'influence de ces inhibiteurs
angiogéniques sur les cellules endothéliales associées a la tumeur a déja été
grandement caractérisée, peu de choses sont connues sur la caractérisation

moléculaire et fonctionnelle de la signalisation VEGF.

Le but de ce travail de these a été de caractériser d’'un point de vue moléculaire
et fonctionnel, I'influence de la signalisation VEGF sur des cellules tumorales chimio-
naives (répondant aux traitements chimiothérapeutiques) et chimio-résistantes

(présentant une résistance acquise aux traitements chimiothérapeutiques).

Dans un premier temps, il a été question d’étudier l'influence de différents ligands et
récepteurs du VEGF sur la motilité des cellules humaines chimionaives du cancer
colorectal et d’étudier I'effet d’'un inhibiteur de I'angiogenese cliniquement approuve,

I'aflibercept, (qui se lie et neutralise spécifiquement les trois ligands VEGFR1, VEGF-
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A, VEGF-B et PIGF). Dans un second temps, une étude comparative de l'influence du
VEGF et I'effet de I'aflibercept sur la motilité des cellules endothéliales et des cellules
tumorales colorectales, a été réalisée. Dans un dernier point, nous avons étudié

'implication de la signalisation VEGF et I'effet de 'aflibercept sur le phénotype agressif

des cellules tumorales chimiorésistantes.
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ARTICLE N°1:

Motility of colorectal cancer cells is mediated by VEGFR1 homo-dimers and
VEGFR1-VEGFR2 hetero-dimers and can be attenuated by aflibercept.

Statut: En attente des possibles suggestions du jury et de la révision de l'article par
'industrie pharmaceutique avant la soumission de l'article.

Journal visé : Biochemical Pharmacology

Résumé:

Nous savons que la signalisation VEGF (Facteur de croissance Endothéliale
Vasculaire) est une signalisation “phare” dans les processus d’angiogenése impliquant
les cellules endothéliales. Cette derniére a été fortement étudiée dans les cellules
endothéliales mais encore trés peu dans les autres types cellulaires comme les

cellules tumorales.

Dans cette premiere étude, nous avons donc déterminé I'influence de la signalisation
VEGF sur la capacité des cellules tumorales colorectales (CCR) a se “déplacer”,
migrer. Nous avons notamment étudié linfluence des différents ligands et les

interactions possibles avec leurs récepteurs.

A partir d’'un panel de 12 lignées cellulaires, nous avons pu observer que suivant le
type cellulaire, le potentiel a se mouvoir difféerent. De plus, en condition d’hypoxie
(condition mimant le coeur d’'une tumeur), la majorité d’entre elles (9 lignées sur 12)
montre une augmentation plus ou moins importante de leur migration.

Des études précédentes ont montré que la signalisation VEGF pouvait étre impliquée
dans la mobilité des cellules tumorales colorectales, nous avons donc étudié
l'influence des différents ligands sur la migration des cellules tumorales colorectales et
déterminé quels récepteurs étaient impliqués.

Les résultats montrent que le VEGF-A, -B et le facteur de croissance placentaire
(PIGF) sont capables de promouvoir la migration des cellules tumorales colorectales,
tandis que le VEGF-C, -D, -E n’ont eu aucun effet. Cela a été confirmé par l'utilisation

d’anticorps bloquant. En effet un anticorps bloquant le VEGFR1 (récepteur sur lequel
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VEGF-A, -B et PIGF se fixent) a pour conséquence l'atténuation de la migration des
cellules du CCR en présence de VEGF-A, -B ou PIGF. Etonnamment, l'utilisation d’'un
anticorps bloquant le VEGFR2 (récepteur sur lequel VEGF-A, -C, -D et —E se fixent) a
révélé étre capable d’atténuer la migration des cellules tumorales colorectales
uniqguement en présence de PIGF. Cette diminution a été d’autant plus importante
lorsque nous avons mis ces mémes cellules en présence d’anticorps dirigés contre le
VEGFR2 mais aussi contre le VEGFR1. PIGF n’étant pas un ligand direct de VEGFRZ2,
ces résultats suggeérent que la migration des cellules du CCR pourrait étre médiée par
les homodimeres VEGFR1-VEGFR1 ainsi que par les hétérodimeres VEGFR1-
VEGFR2. L’aflibercept, inhibiteur de I'angiogenése, étant approuvé en seconde ligne
dans le CCR et ayant pour effet « d’'emprisonner » les ligands VEGF-A, -B et PIGF de
maniére spécifique, nous avons décidé d’étudier son efficacité sur le phénoméne
migratoire de nos cellules du CCR. On montre ici que cet agent anti-angiogénique est
capable d'atténuer la migration de 11 lignées cellulaires du CCR sur les 12 étudiées.
Cependant, cet effet n’est pas le méme suivant les lignées. L’étude de I'expression
des récepteurs au VEGF nous révele que les lignées présentant un niveau
d’expression de VEGFR1 et NRP1 plus élevée répondent mieux a I'aflibercept que

celles qui présentent un niveau plus faible.

Ainsi, pour la premiere fois, nos résultats montrent que les thérapies dirigées contre le
VEGF (notamment I'aflibercept) inhibent de maniere directe la motilité des cellules
tumorales en plus de leur activité anti-angiogénique basale. De plus, la réponse a ces
agents semble étre corrélée au niveau d’expression des récepteurs au VEGF qui est

peut-étre le miroir de I'expression des ligands.
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ABSTRACT

Vascular endothelial growth factor (VEGF)-signaling plays a key role
for the function of blood and lymphatic vessels under both physiological
and pathological conditions. Although the VEGF-VEGFR interaction has
been studied intensively in endothelial cells, the data are limited for other
cell types including tumor cells. In this work we determined the influence
of different VEGF ligands and VEGF receptors on the motility of human
colorectal cancer (CRC) cells. The findings show that VEGF-A, VEGF-B
and placental growth factor (PIGF), but not VEGF-C, VEGF-D and VEGF-
E are able to promote CRC cell migration. Accordingly, VEGFR1-blocking
antibodies attenuated CRC cell migration in the presence of VEGF-A,
VEGF-B or PIGF. Unexpectedly, VEGFR2-blocking antibodies were able
to attenuate CRC cell migration in the presence of PIGF, which was further
enhanced in the presence of blocking antibodies to both VEGFR1 and
VEGFR2. These finding suggest that CRC cell migration is mediated via
VEGFR1-VEGFR1 homodimers as well as by VEGFR1-VEGFR2
heterodimers. We further show that a clinically approved angiogenesis
inhibitor, aflibercept, that specifically binds and neutralizes the three
VEGFRL1 ligands, VEGF-A, VEGF-B and PIGF, is able to attenuate the
motility of the majority (11/12, 92%) of the CRC cell lines examined. These
findings indicate for the first time that VEGF-directed therapies directly
inhibit tumor cells motility in addition to their classical anti-vascular
activities. We finally determined the expression levels of VEGF receptors

on CRC cells and correlated this with the response to aflibercept.
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1. Introduction

Vascular endothelial growth factor (VEGF)-signaling is essential for
vascular development during embryogenesis and controls the function of
blood and lymphatic vessels in the adult. The effect of the VEGFs is
mediated via vascular endothelial growth factor receptors (VEGFRS)
which upon ligand binding become auto-phosphorylated on specific
tyrosine residues thereby permitting docking of selected adaptor proteins
and triggering of downstream signaling. In mammals, there are three
structurally related VEGFRs, VEGFR1/Fltl, VEGFR2/FIk1/KDR and
VEGFR3/FIt4 (Koch et al., 2011: Simons et al., 2016). Although
catalytically active VEGFRs are usually considered as homodimers, there
Is solid experimental evidence from signaling studies and computational
modelling to support the existence of VEGFR1-VEGFR2 and VEGFR2-
VEGFRS3 heterodimers (Autiero et al., 2003; Cudmore et al., 2012; Simons
et al., 2016; Cai et al., 2017).

In a simplified manner, VEGFR1 is expressed by monocytes and
macrophages, VEGFR2 by vascular endothelial cells and VEGFR3 by
lymphatic endothelial cells. However, VEGFR1 is also expressed by a
wide range of other cell types including endothelial cells, dendritic cells,
smooth muscle cells and human trophoblast as well as by different tumor
types like colorectal cancer (CRC) cancer (Bates et al., 2003; Fan et al.,
2005; Lesslie et al., 2006; Naik et el., 2009; Koch et al., 2011; Ceci et al.,
2020). Importantly, most, if not all, colorectal cancer cells and human CRC
xenografts express catalytically active VEGFR1 and, to a lesser extent,
VEGFR?2 indicating that VEGF-signaling plays a role in vivo for this type
of cells (Mésange et al., 2014; Mésange et al., 2018). Furthermore, the
expression of both VEGFs and VEGFRs has been reported to increase
during tumor progression in patients, while strong VEGFR1

Immunoreactivity in tumor cells and stromal vessels has been correlated
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with shorter post-operative survival of CRC patients (Okita et al., 2009;
Eppenberger et al., 2010; Yin et al., 2010; Yeh et al., 2019). Therefore,
VEGF/VEGFR expression in CRC cells is closely associated with the
malignant phenotype.

The importance of VEGF-signaling for cancer growth, invasion and
metastasis has prompted the development of a wide range of compounds
that target different steps of the VEGF-signaling cascade. This involves
binding and neutralization of the ligand by antibodies or recombinant
proteins (bevacizumab, aflibercept), blocking antibodies to the receptor
(ramucirumab), small molecule tyrosine kinase inhibitors that blocks the
catalytic activity of the VEGFRs (sunitinib, regorafenib, nintedanib) and
inhibition of the intracellular signaling triggered by VEGFR activation (the
PKC inhibitor enzastaurin). Most of these compounds are approved for
clinical use, including treatment of metastatic CRC.

Although the VEGF-VEGFR interaction has been studied intensively
in endothelial cells, the data are limited for other cell types including tumor
cells. In this work we determined the influence of different VEGF ligands
and VEGF receptors on the motility of CRC cells. We further show that a
clinically approved agent, aflibercept, that specifically binds the VEGF
ligands VEGF-A, VEGF-B and Placental growth factor (PIGF)
(Papadopoulos et al., 2012), is able to attenuate the mobility of most CRC
cell lines examined. These findings indicate for the first time that VEGF-
directed therapies directly inhibit tumor cells motility in addition to their
classical anti-vascular activities. We finally determined the expression
levels of VEGF receptors on CRC cells and correlated this with the

response to aflibercept.
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2. Materials and Methods
2.1. Drugs
Aflibercept (Zaltrap) was provided by Sanofi-Aventis (Gentilly,

France).

2.2. Cell culture

LS513, FET, LS174T, SW48, DLD1, LIM1215 and LoVo cells were
kindly provided by Richard Hamelin (Saint-Antoine Research Center,
Paris, France). SW480 colon carcinoma 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 kind gift from Bert
Vogelstein (John Hopkins, Baltimore, MD).

Upon defreezing, cells were monitored for mycoplasma
contamination using the “MycoAlert™ mycoplasma detection kit (Lonza).
The tumor cell panel was characterized by next generation sequencing of
50 cancer-related genes using the lon AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2
(ThermoFisher) and were replaced after 3 months in culture.

The cells were maintained in, McCoy's A (HCT-116 and SW620),
DMEM (HT-29, LS513, FET, LS174T, Sw48, DLD1, LoVo, SW480,
CoLo0205) or RPMI (LIM1215) supplemented with 5% fetal calf serum and
1% penicillin/streptomycin (PAA). To determine the migration under
hypoxia, the trans-well assay was carried out in a hypoxic incubator at 1%
O2.

2.3. VEGF ligands, VEGFR-directed antibodies and ELISA kits

All VEGF ligands, VEGFR-directed antibodies and ELSA kits were
obtained from R&D System (Minneapolis, MN). This includes the following
VEGF ligands: VEGF-A (293-VE), VEGF-B (751-VEB), VEGF-C (752-
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VC), VEGF-D (622-VD), VEGF-E (293-V) and PIGF (264-PGB/CF). The
following VEGFR-blocking antibodies were used: anti-VEGFR1 (321-FL)
and anti-VEGFR2 (357-KD). Quantikine ELISA kits were used to
determine the expression of VEGFR1 (DVR100C), VEGFR2 (DVR200)
and neuropilinl (DNRP10).

2.4. Trans-well migration (Boyden chamber) assay

Cell migration was assessed by the trans-well assay (Dutscher, Issy-
les-Moulineaux, France) according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, 50 000 to 250 000 cells in serum-free media with or without
aflibercept (50 pug/ml) were plated in the upper chamber on membranes
with a pore size of 8 um while the lower chamber contained culture media
with fetal calf serum (5%) as chemoattractant. After 24 hours, 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 * standard deviation (SD) and represent triplicate
samples from at least two independent experiments. All results have been

normalized to an initial loading of 250 000 cells.

2.5. Influence of VEGF ligands and VEGF receptors on migration

Cells were suspended in drug-free media and incubated for 30 min in
the absence or presence of 10 ug/ml VEGFR1-blocking antibodies (321-
FL), VEGFR2-blocking antibodies (357-KD) or both and then added to the
upper chambers. The lower chambers contained drug-fee media in the
absence or presence of VEGF ligands as follows: VEGF-A (10 ng/ml),
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E or PIGF (all at 50 ng/ml). After 24
hours, remaining cells were removed from the top-side of the inserts

whereas migrating cells on the bottom of the inserts were stained with Diff-

112



Quik (ThermoFischer Scientific, Waltham, MA) and all migrating cells were
counted. Results are expressed as means * standard deviation and

represent triplicate samples from at least two independent experiments.

2.6. Cell migration by the Scratch (wound-healing) assay

Cells were cultured on petri dishes until confluence and then wounded
using a yellow pipette tip. Then, serum-containing media with or without
aflibercept (50 pg/ml) was added. The width of the wound were
photographed and measured at time O and at various time points for 72
hours. The values represent the average of 3 independent experiments,

each done in duplicate.

2.7. Cellular viability

Cellular viability was determined by the MTT
(methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) viability assay after 120
hours continuous incubation in the absence or presence of aflibercept (50
Kg/ml) as described previously (Soares et al., 2007). For the determination
of viability under hypoxia, cells were incubated in the in the absence or
presence of aflibercept (50 pg/ml) in 1% O followed by 3 days post-
incubation under normoxia. The media was removed after 3 days and
renewed with fresh media under the same conditions. All values are
averages of at least three independent experiments each done in

duplicate.

2.8. Expression of VEGF receptors

To characterize the expression of VEGF receptors, protein extracts
were prepared in RIPA buffer according to the manufacturer’s instructions
and the presence of VEGFR1, VEGFR2 and neuropilinl (NRP1) was

determined by ELISA analysis as described previously (Mésange et al.,
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2018). The values represent the average of 3 independent experiments,

each done in duplicate.

2.9. Statistics
The statistical analysis of experimental data was performed using a
Student’s paired t-test, and results are presented as mean = standard

deviation (SD) using GraphPad Prism (GraphPad Software).

3. Results
3.1. Motility of CRC cells under normoxia and hypoxia

VEGF-signaling has been reported to promote CRC cell motility
(Bates et al., 2003; Fan et al., 2005). We here determined the motility of a
tumor cell panel consisting of twelve well-characterized CRC cell lines by
the trans-well (Boyden chamber) assay. The results (Fig. 1) showed that
CRC cells display a wide range of cellular motility with more than 100-fold
difference between the most and the least migrating cell lines. Since solid
tumors are often hypoxic, we also determined the migration under hypoxic
conditions (1% O2). The results (Fig. 1) show that hypoxia was
accompanied by increased motility for 9 of the 12 cell lines (75%) whereas

no significant changes were observed for the other 3 cell lines (25%).

3.2. CRC cell migration is stimulated by VEGF-A, VEGF-B and PIGF
We selected two cell lines with good motility, HCT-116 and SW480,
for further studies. The results show that the motility of HCT-116 cells is
strongly stimulated in the presence of fetal calf serum (5%) compared to
serum-free media (Fig 2A). We then determined the cellular migration in
serum-free media in the presence of individual VEGF ligands. VEGF-B
and PIGF specifically bind VEGFR1, VEGF-E targets VEGFR2 only while
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VEGF-C and VEGF-D selectively activate VEGFR3. In comparison,
VEGF-A is able to activate both VEGFR1 and VEGFR2. The results (Fig.
2A) show that VEGF-A, VEGF-B and PIGF significantly increased the
motility of HCT-116 cells whereas VEGF-C, VEGF-D and VEGF-E had no
detectable effect, compared to serum-free media. Comparable results
were observed for SW480 (Fig. 2B).

3.3. VEGF-induced signaling is mediated via VEGFR1-containing dimers

The previous results indicate that VEGF-induced migration is
mediated via VEGFR1, since neither VEGF-E (selective for VEGFR2) nor
VEGF-C and VEGF-D (selective for VEGFR3) showed any detectable
effect. For further confirmation we used blocking antibodies directed
against VEGFR1 or VEGFR2 following stimulation with VEGF-A, VEGF-
B, PIGF and, as negative controls, VEGF-E and serum-fee media. The
results show that blocking antibodies to VEGFR1 attenuated the migration
induced by VEGF-A, VEGF-B and PIGF while blocking antibodies to
VEGFR2 had no significant influence on the migration induced by VEGF-
A or VEGF-B (Fig. 2C). However, unexpectedly, blocking antibodies to
VEGFR2 significantly decreased the migration of HCT-116 cells in the
presence of PIGF. These findings were not limited to a particular cellular
model since similar results were obtained for SW480 (Fig. 2D).

To further understand the influence of PIGF, the experiment was
repeated under four different conditions: without antibodies, in the
presence of VEGFR1-blocking antibodies, in the presence of VEGFR2-
blocking antibodies or in the presence of both VEGFR1- and VEGFR2-
blocking antibodies. The results (Fig. 3A and B) confirmed that not only
VEGFR1-, but also VEGFR2-blocking antibodies can attenuate PIGF
mitigated migration of both HCT-116 and SW480 cells. Furthermore, the

effect of the two antibodies together was significantly more important than
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the presence of either antibody by itself. Taken together, these findings
are consistent with a model where either VEGFR1 homodimers or
VEGFR1-VEGFR2 heterodimers are able to promote CRC cell motility (Fig
30).

3.4. Aflibercept inhibits the motility of CRC cells

Our results indicate that the motility of CRC cells is promoted by
VEGF-A, VEGF-B and PIGF via activation of VEGFR1-containing dimers.
The recombinant protein aflibercept specifically binds and neutralize these
three VEGF ligands (Papadopoulos et al., 2012). We therefore determined
if aflibercept was able to attenuate CRC cell migration at clinically relevant
concentrations. The results (Fig. 4) shows that aflibercept (50 ug/ml) was
able to significantly attenuate the migration for 11 out of the 12 cell lines
(92%), the exception being LS174T, where aflibercept had no significant
effect (Fig. 4). To determine if the influence of aflibercept on migration was
due to a potential cytotoxic or cytostatic effect, we performed the MTT
viability test after 5 days continuous exposure of the cells to serum-
containing media with or without aflibercept (50 pg/ml). The average
viability of the aflibercept-treated group was 99% + 4.9% under normoxia
and 99% = 4.6% under hypoxia, compared to the corresponding untreated
cells. Therefore, there is no detectable influence of aflibercept on the
viability of any of the cell lines under neither normoxia nor hypoxia (p =

0.39 and 0.23, respectively).

3.5.LS174T CRC cells do not respond to VEGF-signaling

The previous result showed that only the LS174T cells did not
respond to aflibercept, as determined by the trans-well assay. To exclude
that the observed result was assay-dependent, the influence of aflibercept

was also determined by the scratch (wound healing) assay (Kramer et al.,
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2013). The results (Fig. 5A) confirm that aflibercept has no influence on
the motility of LS174T cells. Taken together these results show that
aflibercept is able to attenuate the migration for the majority of CRC cells
(11 out of 12 cell lines, 92%) while a minority of cells (1 out of 12, 8%) do
not respond to aflibercept independent of the type of migration assay.

Next, the influence of VEGF-signaling on LS174T cells was studied in
further detail. At baseline, LS174T cells show low motility in serum-free
media but were strongly stimulated in the presence of fetal calf serum (Fig.
5B). In clear contrast, none of the VEGF ligands, including VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E or PIGF had any detectable
influence on the motility (Fig. 5B). In agreement with these findings, neither
VEGFR1- nor VEGFR2-blocking antibodies showed any detectable
influence on the motility (Fig. 5C). Therefore, the migration of LS174T cells
Is independent of VEGF-signaling.

3.6. Expression levels of VEGF receptors in CRC cells

Next, we determine the expression of VEGFR1 and VEGFR2 as well
as their co-receptor Neuropilin 1 (NRP1) for four CRC cell lines with
different sensitivity to aflibercept. The results (Table 1) reveal important
differences in the expression of VEGFR1 between the different cell lines,
with up to 8-fold differences in VEGFR1 expression between the highest
and lowest values. In contrast, VEGFR2 was expressed at low levels,
whereas NRP1 expression was high for all cell lines. Overall, the inhibitory
effect of aflibercept seems to be closely associated with the expression of
VEGFRL1. Importantly, the LS174T cells that only marginally respond to
aflibercept, showed low expression of VEGFR1 and NRP1, whereas HCT-
116 cells, which are strongly inhibited by aflibercept, showed the highest

expression of VEGFR1 as well as high NRP1 expression.
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4. Discussion

VEGF-signaling has been extensively characterized in endothelial
cells. In contrast, less is known about this signaling pathway in other cell
types as well as in cancer cells. Most, if not all, CRC cells, xenografts and
patient tumors express VEGFR1 and, to a lesser degree, VEGFR2 (Bates
et al.,, 2003; Fan et al., 2005; Lesslie et al., 2006; Okita et al., 2009;
Eppenberger et al., 2010; Yin et al., 2010; Yeh et al., 2019). Furthermore,
iImmunohistochemistry with phospho-specific antibodies show that both
VEGFR1 and VEGFR2 are present in the active phospho-tyrosine
phosphorylated form in the tumor cells of CRC xenografts (Mésange et al.,
2014; Mésange et al., 2018). We here characterized VEGF-signaling in
CRC cells and determined the therapeutic implications. Our results show
that cell migration is stimulated by VEGF-A, VEGF-B and PIGF that all
bind to VEGFRL1. In contrast, cellular motility was not stimulated by VEGF-
E, that is specific for VEGFR2 or by VEGF-C and VEGF-D that selectively
activates VEGFR3. In agreement, VEGFR1-blocking antibodies
attenuated the migration of CRC cells following stimulation with VEGF-A,
VEGF-B and PIGF while VEGFR2-blocking antibodies had no influence
on the migration following stimulation with VEGF-A or VEGF-B.
Surprisingly, VEGFR2-blocking antibodies attenuated the migration in the
presence of PIGF, which was enforced in the presence of both VEGFR1-
and VEGFR2-directed antibodies. The most likely explanation is that CRC
cell migration can be mediated by both VEGFR1 homodimers and
VEGFR1-VEGFR2 heterodimers. Our findings are in agreement with
previous work reporting that PIGF, but not other VEGFR1 ligands,
stimulates the formation of VEGFR1/VEGFR2 heterodimers (Autiero et al.,
2003; Cudmore et al., 2012). Furthermore, it was reported that the activity

of PIGF-stimulated vascular endothelial cells could be inhibited by
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antibodies to both VEGFR1 and VEGFR2 (Autiero et al., 2003) which is
coherent with the findings reported here.

The likely presence of VEGFR1-VEGFR2 heterodimers raises
several questions. First, how common are these heterodimers? A
computational model of VEGF receptor subunit dimerization concluded
that a tenfold excess of one VEGF receptor subunit would result in minimal
homo-dimerization of the less abundant receptor (Mac Gabhann and
Popel, 2007). Therefore, considering the relative amounts of VEGFR1 and
VEGFR2 present in the CRC cells, we would predict that the majority of
VEGFR?2 is present in the form of VEGFR1-VEGFR2 heterodimers rather
than as VEGFR2 homodimers. Second, how important are these
heterodimers? Considering their relative abundance, which would be
within the same dose range as the total amounts of VEGFR2, we would
not predict the heterodimers to might play a major functional role.
However, this might not necessarily be the case. Classical studies with
endothelial cells show that the binding-affinity of VEGFR1 for the VEGF-A
ligand is one order of magnitude higher than that of VEGFR2, whereas the
kinase activity of VEGFR1 is about 10-fold weaker than that of VEGFR2
(Sawano et al., 1996). Similar findings were observed for human CRC
xenografts where almost all the immunoreactive VEGFR2 in the tumor
cells was found to be in the active, tyrosine-phosphorylated form whereas
only 5-10% of the VEGFR1 was present in the catalytically active form?.
Therefore, one might speculate that ligand binding to the VEGFR1-
VEGFR2 heterodimers might be determined by the high affinity VEGFR1
subunit whereas the kinase activity might depend on the highly
catalytically active VEGFR2 subunit. If this is indeed the case, we would
expect the VEGFR1-VEGFR2 dimers to have much higher functional
activity compared to the VEGFR1 homodimers.
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VEGFR1 is activated by three different ligands, VEGF-A, VEGF-B
and PIGF. Aflibercept, a recombinant protein approved for treatment of
patients with metastatic CRC, specifically binds and neutralize the same
ligands (Papadopoulos et al.,, 2012). Therefore, we speculated that
aflibercept might be able to attenuate CRC cell maotility. Indeed, the results
show that the migration of eleven of twelve CRC cell lines (92%) was
inhibited by clinically relevant concentrations of aflibercept. Interestingly,
this effect was observed for both poorly migrating and highly mobile CRC
cell lines, indicating a general involvement of VEGF-signaling in the
motility of CRC cells. Only one cell line, LS174T, did not respond to
aflibercept. In agreement, the migration of this cell line was not stimulated
by any of the VEGF ligands and was not affected by the presence of
VEGFR1- or VEGFR2-blocking antibodies suggesting that the migration
of these cells is independent of VEGF-signaling.

Interestingly, even prolonged (120 hours) exposure to aflibercept had
no detectable influence on the growth and viability of any of our cell lines
suggesting that VEGF-signaling does not play a crucial role in the
proliferation of CRC cells, at least not under standard cell culture
conditions. In agreement, it has been reported that VEGFR1 activation is
principally associated with cell migration, rather than proliferation, in
macrophages (Weddell et al., 2017). Furthermore, it has been shown that
activation of VEGFR1-VEGFR2 heterodimers is accompanied by VEGFR
phosphorylation and increased migration in endothelial cells without any
effect on proliferation (Cudmore et al., 2012).

All CRC cells studied expressed VEGFRL1 at high, but variable levels,
as was the case for the VEGFR co-receptor neuropilin 1. In comparison,
VEGFR2 were expressed at low levels. Interestingly, there was an overall
correlation between the inhibitory activity of aflibercept and the expression
levels of the VEGFR1 receptor. In particular, the LS174T cell line that did
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not respond to neither aflibercept nor to the presence of VEGF ligands
showed low expression of VEGFR1 as well as of NRP1.

Taken together, we here show that migration of CRC cells is, at least
in part, mediated by VEGF signaling via VEGFR1-containing dimers. We
further show that the migration of the vast majority of our CRC cell lines
(11/12, 92%) can be inhibited by clinically relevant concentrations of
aflibercept. Since tumor cell migration is closely associated with invasion
and metastasis, these findings suggest for the first time, that aflibercept
has direct anti-invasive properties in addition to its well-established anti-

vascular activities.
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Figure and Table legends

Fig. 1.

The migration of twelve well-characterized colorectal CRC cell lines was
determined by the trans-well assay (Boyden chamber assay) under
normoxia (white columns) or hypoxia (1% O3, black columns) after 24 hrs
migration with 5% fetal calf serum as the chemo-attractant in the lower
chamber. All values are normalized to an initial loading of 250 000 cells.
The values represent the averages of 3 independent experiments, each
done in duplicate. The bars indicate the mean + SD for each cell line under
the indicated condition. p-values indicate the difference between migration
under normoxia and hypoxia and were calculated using Student's paired
t-test. ** p < 0.01; *** p < 0.001. NS, non-significant.

Fig 2.

Migration of HCT-116 (A) and SW480 cells (B) in serum-free media
in the absence or presence of VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E and PIGF was determined by the trans-well assay. The upper
well contained the indicated cells in serum-free media whereas the lower
well contained serum-free media in the presence of the indicated VEGF
ligand. The negative control (Control) corresponds to serum-free media in
both the upper and the lower well, whereas the positive control (Serum)
contained 5% fetal calf serum in the lower well as chemoattractant. (C)
The influence of VEGFR1- and VEGFR2-blocking antibodies on the
migration of HCT-116 (C) and SW480 cells (D) in the presence of VEGF-
A, VEGF-B, PIGF and, as negative controls, VEGF-E or serum-free media
(Control). Cells were incubated with VEGFR-blocking antibodies for 30
min and placed in the upper well while the lower well contained the

indicated VEGF ligands as chemoattractant. All values are normalized to
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an initial loading of 250 000 cells. The values represent the averages of 3
independent experiments, each done in duplicate. The bars indicate the
mean + SD for each cell line under the indicated condition. p-values
indicating the difference between cells incubated in the absence or
presence of VEGFR-blocking antibodies using Student's paired t-test. ** p
< 0.01; *** p < 0.001; NS, non-significant.

Fig. 3.

Migration HCT-116 (A) and SW480 cells (B). Cells were incubated
with the indicated VEGFR-blocking antibodies and placed in the upper
well. PIGF was placed in the lower well as chemoattractant while serum-
free media was used as negative control. Migrating cells were counted
after 24 hrs. All values are normalized to an initial loading of 250 000 cells.
The values represent the averages of 3 independent experiments, each
done in duplicate. The bars indicate the mean + SD for each cell line under
the indicated condition. p-values indicate the difference between cells
incubated in the absence or presence of VEGFR-blocking antibodies using
Student's paired t-test. ** p < 0.01; *** p < 0.001. (C). Model depicting the

VEGF ligands and receptors that can promote motility of CRC cells

Fig. 4.

The influence of aflibercept on the migration of CRC cells was
determined by the trans-well assay during 24 hrs. Briefly, 50 000 to 250
000 cells in serum-free media with or without aflibercept (50 pg/ml) were
plated in the upper chamber while the lower chamber contained culture
media with fetal calf serum (5%) as chemoattractant. All values are
normalized to an initial loading of 250 000 cells. The values represent the
averages of 3 independent experiments, each done in duplicate. The bars

indicate the mean = SD for each cell line under the indicated condition. p-
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values indicate the difference between migration under normoxia and
hypoxia and were calculated using Student's paired t-test. * p < 0.05; ** p
< 0.01; *** p <0.001; NS, non-significant.

Fig 5.

(A) The influence of aflibercept on the migration of LS174T cells was
determined by the wound-healing assay. A continuous layer of LS174T
cells were wounded in the middle and the cells allowed to migrate for 48
hours in the absence or presence of aflibercept (50 ug/ml). The numbers
indicate the remaining width of the wound at the specified time and are
expressed as % of the width at time 0. (B) The influence of VEGF ligands
on the migration of LS174T cells was determined by the trans-well assay.
The upper well contained the LS174T cells in serum-free media whereas
the lower well contained serum-free media in the presence of the indicated
VEGF ligands. The negative control (Control) corresponds to serum-free
media in both wells, whereas the positive control (Serum) contained 5%
fetal calf serum in the lower well as chemoattractant. All values are
normalized to an initial loading of 250 000 cells. The values represent the
averages of 3 independent experiments, each done in duplicate. The bars
indicate the mean £ SD for each cell line under the indicated condition. p-
values indicate the difference between cells incubated in the absence or
presence of VEGFR-blocking antibodies using Student's paired t-test. NS,
non significant. (C) The influence of VEGFR1- and VEGFR2-blocking
antibodies on the migration of LS174T cells in the presence of VEGF-A,
VEGF-B, PIGF and, as negative controls, VEGF-E or serum-free media
(Control). Cells were incubated with VEGFR-blocking antibodies for 30
min and placed in the upper well while the lower well contained the
indicated VEGF ligands as chemoattractant. All values are normalized to

an initial loading of 250 000 cells. The values represent the averages of 3
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independent experiments, each done in duplicate. The bars indicate the
mean + SD for each cell line under the indicated condition. p-values
indicate the difference between cells incubated in the absence or presence
of VEGFR-blocking antibodies using Student's paired t-test. NS, non-

significant.

Table 1.

Expression of VEGF receptors in CRC cells with different sensitivity
to aflibercept. Protein extracts were prepared and the expression of
VEGFR1, VEGFR2 and neuropilinl (NRP1) was determined by ELISA
analysis. The values represent the average of 3 independent experiments,
each done in duplicate. The data for the influence of aflibercept on the

migration were obtained from Fig. 4.
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FIGURE 1
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FIGURE 4
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TABLE 1

AN

AN

s N N N % ~
Pe/ug VEGFR1 | VEGFR2 NRP1 il titets
protein by
\_ A A ) aflibercept /
HCT-116 | 36 = 3,0 |0.40 = 0,82 62 = 9.6 76
SW480 14 = 1,9 |0,20 = 0,15 65 = 6,5 45
DLD1 | 8,7 + 0,51/0,27 + 0,16/ 80 = 6,3 27
LS174T 45+ 0,21 |0,30 =£0,14| 29 = 3,5 12
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ARTICLE N°2:

Endothelial and colorectal cancer cells show differential cellular motility, VEGF-

signaling and response to the angiogenesis inhibitor aflibercept

Statut: En attente des possibles suggestions du jury et de la révision de I'article par
'industrie pharmaceutique avant la soumission de l'article.

Journal visé : International Journal of Oncology

Résumé:

Nous savons qu’il existe un lien étroit entre les cellules endothéliales et tumorales. Il a
notamment été rapporté que la progression de la croissance tumorale était associée a
une augmentation de la capacité a se mouvoir des cellules tumorales mais également

des cellules endothéliales.

La signalisation VEGF étant tres impliquée a la fois dans les cellules endothéliales
mais également dans les cellules tumorales colorectales, nous avons décidé de
comparer les phénomenes impliguant des mouvements cellulaires tels que la
migration et I'invasion des cellules endothéliales et des cellules tumorales. Nous avons
ensuite étudié I'implication de la signalisation VEGF dans ces phénoménes chez ces
deux types cellulaires ainsi que leur réponse a notre agent anti-angiogénique :

I'aflibercept.

Premiérement, nous montrons que les cellules endothéliales ont une capacité a migrer
et «envahir » les tissus beaucoup plus importants que les cellules tumorales.
Cependant, la migration et I'invasion des cellules endothéliales semblent beaucoup
plus dépendantes de facteurs externes (facteur de croissance...) que les cellules

tumorales.
Etant donné l'implication de la voie VEGF dans ces deux types cellulaires, nous avons

cherché a déterminer I'expression des récepteurs et des ligands. D’autant plus que les

facteurs externes pouvant meédier les phénoménes de migration et d’invasion
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pourraient étre des acteurs de cette voie. Nos résultats montrent que I'expression du
VEGFR1 est assez similaire pour les différentes cellules endothéliales, tandis que
cette derniére varie pour les cellules tumorales. Les cellules tumorales présentent
également un taux d’expression faible du récepteur VEGFR2 et du co-récepteur NRP1
comparé aux cellules endothéliales.

Le récepteur VEGFRL1 dans les cellules endothéliales et dans les cellules tumorales
serait a la fois un régulateur positif de 'angiogenése tumorale et de la motilité des

cellules tumorales.

Nous avons donc cherché a étudier les deux ligands principaux de ce récepteur : le
VEGF-A et le PIGF. Les cellules endothéliales présentent des taux faibles de VEGF-A
sécrété tandis que les cellules tumorales en sécréetent jusqu’a 100 fois plus. Le PIGF

est quant-a lui sécrété de facon variable dans les deux types cellulaires.

L’aflibercept, inhibiteur de I'angiogenése, étant approuvé en seconde ligne dans le
CCR et ayant pour but de lier (avec plus d’affinité que le VEGFR1) le VEGF-A, -B et
le PIGF, nous avons décidé de comparer son efficacité sur les phénomenes cellulaires
tels que la migration et I'invasion des cellules endothéliales et des cellules tumorales,
au vue de l'expression différentielle des récepteurs et ligands de la voie de
signalisation VEGF. Nos résultats révélent que l'aflibercept montre un pouvoir
inhibiteur plus important sur les cellules tumorales que sur les cellules endothéliales a
la fois en terme de migration que d’invasion. En effet, on inhibe la migration tumorale
d’environ 53% contre 28% pour la migration endothéliale. On obtient la méme chose
d’'un point de vue de I'invasion avec 49% d’inhibition pour les cellules tumorales contre

26% pour les cellules endothéliales.

Ainsi, nous avons caractérisé davantage la signalisation VEGF dans les cellules du
CCR mais également dans les cellules endothéliales. Nous avons confirmé I'effet
« anti-migratif » et montré I'effet « anti-invasif » de I'aflibercept sur les cellules du CCR,
effet qui s’est révélé étre plus important que sur les cellules endothéliales initialement

ciblées.
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Abstract

Enhanced motility of both tumor and endothelial cells represent a key
step in the tumorigenic process. Tumor angiogenesis is strongly
dependent on vascular endothelial cell (VEGF)-signaling. Colorectal
cancer (CRC) cells also display functional VEGF-receptors (VEGFRs) and
produce the majority of VEGF in the tumor environment, thereby mediating
both endocrine and paracrine VEGF-signaling. Furthermore, we recently
reported that aflibercept, a clinically used angiogenesis inhibitor, directly
inhibits CRC cell motility. We here compared three types of endothelial
cells, HUVECs, HCAECs and HMECs with three different CRC cell lines,
HCT-116, SW480 and LoVo. The results show that the ECs display an up
to 30-times higher migratory and invasive potential, compared to the CRC
cells, which was most pronounced for the microvascular HMEC cells.
Interestingly, the motility of all ECs was highly serum-dependent indicating
their functional dependence of external factors. All ECs expressed similar
levels of VEGFR1 while the expression was variable for the CRC cells.
CRC cells expressed low levels of VEGFR2 and the co-receptor
neuropilinl, compared to ECs. In contrast, VEGF-A was secreted in low
amounts by the ECs while the secretion by the CRC cells was up to 100-
times higher. Unexpectedly, aflibercept had a stronger inhibitory effect on
the CRC cells than on ECs with 50-56% vs 27-29% inhibition for migration,
respectively, and 43-56% vs 25-28% inhibition for invasion, respectively.
These findings clarify the molecular and functional differences between
VEGF-signaling in endothelial and CRC cells and validates the direct anti-

migratory and invasive activity of aflibercept toward CRC cells.
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Introduction

Tumor progression is associated with transition of small localized
tumors to an invasive disease able to penetrate the surrounding tissues
and colonize distant sites. The phenotypic shift is in part mediated by the
enhanced capacity of tumor cells to attract microvascular endothelial cells
by a process called sprouting angiogenesis. Tumor angiogenesis provides
the tumor with increased access to nutrients and oxygen thereby
promoting tumor growth and facilitates the access of tumor cells to the
blood stream and the establishment of secondary tumors (Folkman 2007).
In addition, the tumor cells acquire the capacity to invade surrounding
tissues by passing the basement membrane and intruding into the
underlying interstitial tissues (Kramer et al., 2013). Therefore, for both
endothelial and tumor cells, enhanced migration and invasion represent a
key element in the tumorigenic process.

Tumor angiogenesis is principally controlled by the vascular
endothelial growth factor (VEGF) pathway. This signaling pathway is
triggered by binding of VEGF ligands (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D or placental growth factor (PIGF)) to their receptors (VEGFR1/FIt1,
VEGFR2/FIk1/KDR and VEGFR3/FIt4). Ligand binding is associated with
auto-phosphorylation of the receptor on specific tyrosine residues thereby
permitting docking of selected adaptor proteins and triggering of
downstream signaling. The output signal is both ligand- and receptor
dependent (Koch et al., 2011: Simons et al., 2016).

The importance of VEGF-signaling for cancer growth, invasion and
metastasis has prompted the development of a wide range of compounds
that target different steps of the VEGF-signaling cascade. This involves
binding and neutralization of the ligand by antibodies or recombinant
proteins, blocking antibodies to the receptor, small molecule angiokinase

inhibitors that block the catalytic activity of the VEGFRs and protein kinase
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C inhibitors that attenuate the intracellular VEGF-signaling. Although
angiogenesis inhibitors have been approved for clinical use in different
tumor types, colorectal cancer (CRC) is generally considered to be the
tumor type where angiogenesis inhibition works the best.

A striking feature of CRC cells and tumors is the capacity for both
paracrine and autocrine VEGF-signaling. CRC cells represent the major
source of VEGF in the tumor environment (Mésange et al., 2014; Chiron
et al.,, Mesange et al., 2018) and are therefore a principal regulator of
endothelial cells (ECs) (Larsen et al., 2011). In addition, CRC cells express
VEGF receptors (VEGFRs) giving rise to autocrine VEGF signaling
(Larsen et al., 2013). Results from different laboratories indicate that most,
if not all, human CRC cells and tumors express functional active VEGFR1
(Bates et al., 2003: Fan et al., 2005; Okita et al., 2009; Naik et al., 2009;
Mésange et al.,, 2014; Mésange et al., 2018) and, to a lesser degree,
VEGFR2/FIk1/KDR (Mulkeen et al., 2006; Giatromanolaki et al., 2007;
Calvani et al., 2008; Mésange et al., 2014; Mésange et al., 2018). Motility
of CRC cells is principally associated with activation of VEGFR1
homodimers and, to a lesser degree, VEGFR1-VEGFR2 heterodimers
(Bates et al., 2003; Fan et al., 2005; Lesslie et al., 2006; Koch et al., 2011;
Cecietal., 2020; Bouygues et al., 2021) whereas the maotility of endothelial
cells is principally mediated via VEGFR2 homodimers and likely VEGFR1-
VEGFR2 heterodimers (Autiero et al., 2003; Cudmore et al., 2012; Simons
et al., 2016).

Importantly, we have recently shown that a clinically used
angiogenesis inhibitor, aflibercept, that specifically binds the VEGF
ligands VEGF-A, VEGF-B and PIGF (Papadopoulos et al., 2012), is able
to attenuate the motility of most CRC cell lines examined (Bouygues et al.,
2021). These findings indicate for the first time that VEGF-directed
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therapies may directly inhibit tumor cells motility in addition to their well-
established anti-vascular activities.

Our recent findings prompted us to compare the migratory potential
of ECs and CRC cells and their response to VEGF-signaling inhibition.
The results show that the ECs display a much higher migratory and
invasive potential, compared to the CRC cells. In contrast, aflibercept
emerged as a more efficient inhibitor of cellular motility in CRC cells,

compared to the ECs.

Materials and methods
Drugs. Aflibercept (Zaltrap) was provided by Sanofi-Aventis (Gentilly,

France).

Cell culture. HUVECs (human umbilical vein endothelial cells) were kindly
provided by Xavier Houard (Saint-Antoine Research Center, Paris,
France) while HCAECs (human coronary artery endothelial cells) were a
kind gift from Martine Auclair (Saint-Antoine Research Center, Paris,
France). HMECs (HMEC-1, human microvascular endothelial cells) were
a generous gift from Karim Fallague, the Vascular Research Center,
Marseille, France).

LoVo cells were kindly provided by Richard Hamelin (Saint-Antoine
Research Center, Paris, France). SW480 colon carcinoma cells were
purchased from American Type Culture Collection (Rockville, MD) while
HCT-116 cells were a kind gift from Bert Vogelstein (John Hopkins,
Baltimore, MD).

The HUVEC and HCAEC cells were used between passage 5 and 8.
For the established cell lines, cells were monitored for mycoplasma
contamination using the “MycoAlert™ mycoplasma detection kit (Lonza)

and the cells were replaced after 3 months in culture. The tumor cell panel
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was characterized by next generation sequencing of 50 cancer-
relatedHMEC-1 genes using the lon AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2
(ThermoFisher). CRC cells were maintained in the following cell culture
media: McCoy’s A (Gibco) for HCT-116 or DMEM (Gibco) for SW480 and
LoVo supplemented with 5% fetal calf serum and 1%
penicillin/streptomycin. The endothelial cells were maintained as follows:
MCDB-131 (Gibco) for HMECs and Endothelial Cells Growth Medium
(Promocell) for HUVECs and HCAECs supplemented with 2% fetal calf

serum and 1% penicillin/streptomycin.

ELISA kits for the VEGF receptors and ligands. All ELISA kits were
obtained from R&D System (Minneapolis, MN). Quantikine ELISA kits
were used to determine the expression of VEGFR1 (DVR100C), VEGFR2
(DVR200), Neuropilinl (DNRP10), VEGF-A (DVEOO) and placental growth
factor (PIGF, DPGO0O).

Cellular morphology. Cells (500) were seeded on glass coverslips (18 mm)
and allowed to attach for 24 hours, followed by fixation with 4%
paraformaldehyde (PFA) for 20 minutes. Samples were then saturated in
PBS containing 1% bovine serum albumin and 0.2% gelatin followed by
incubation with Alexa Fluor 488 Phalloidin (InVitrogen) to visualize
actin filaments. Microscopy analyses was performed using a laser-

scanning confocal microscope (Leica SP2) at 60x magnification

Migration and invasion assays. Cell migration was assessed by the trans-
well (Boyden chamber) assay according to the manufacturer’s
instructions. Briefly, 50 000 to 250 000 cells in serum-free media were
plated in the upper chamber on membranes with a pore size of 8 um while

the lower chamber contained either serum-free media or culture media
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with fetal calf serum (5% for CRCs, 2% for the ECs) as chemoattractant.
Alternatively, cells in serum-free media with or without aflibercept (50
ug/ml) were plated in the upper chamber while the lower chamber
contained cell culture media with fetal calf serum (5% for CRCs, 2% for
the ECs) as chemoattractant. After 24 hours, 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. Invasion
assays was carried out the same way except that the membrane of the

upper chamber was over laid with a thin layer of Matrigel (growth-factor
reduced basement membrane matrix, Corning #356231). Results are

expressed as means * standard deviation (SD) and represent triplicate
samples from at least three independent experiments. All results have

been normalized to an initial loading of 250 000 cells.

Expression of VEGF receptors

To characterize the expression of VEGF receptors, protein extracts
were prepared in RIPA buffer according to the manufacturer’s instructions
and the presence of VEGFR1, VEGFR2 and neuropilinl (NRP1) was
determined by ELISA analysis as described previously (Mésange et al.,
2018). The values represent the average of 3 independent experiments,

each done in duplicate.

Secretion of VEGF ligands. The secretion of VEGF ligands was
determined with conditioned media. Cells were grown in serum-free media
for 24 hours followed by collection of the conditioned media and
centrifugation to remove cellular debris. The secretion of VEGF-A and
PIGF was then determined by ELISA analysis with dedicated kits. The
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values represent the average of 3 independent experiments, each done in

duplicate.

Cellular viability. Cellular viability was determined by the MTT
(methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) viability assay after 120
hours continuous incubation in the absence or presence of aflibercept (50
Hug/ml) as described previously (Soares et al.,, 2007). All values are
averages of at least three independent experiments each done in

duplicate.

Statistical analysis. The statistical analysis of experimental data was
performed using a Student’s paired t-test, and results are presented as

mean * standard deviation (SD).

Results

Morphology of ECs and CRC cells.

The morphology of ECs and CRC cells was compared following
staining with phalloidin. Phalloidin selectively binds to actin filaments (F-
actin), an important part of the cytoskeleton that plays a crucial role in
cellular movement. The results show that all three ECs (Figure 1, upper
panels) display a flat morphology with numerous stress fibers, typically
associated with highly mobile cells. The HCT-116 CRC cells (Figure 1,
lower panels) display a spindle-like morphology usually associated with
mesenchymal migration where cells migrate individually (Kramer et al.,
2013). In contrast, SW480 and LoVo cells display an epithelial-like
morphology with round cells that are closely associated between them.

This phenotype is usually associated with low motility or, alternatively, with
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collective migration where the cells move as cellular cohorts (Kramer et
al., 2013).

ECs show higher motility than CRC cells.

The migration of ECs and CRC cells was studied by the Boyden
chamber (trans-well) assay in the absence or presence of serum (5%) in
the lower well. All ECs displayed a higher migratory potential compared to
the CRC cells, with the capillary ECs (HMECs) showing the highest motility
(Figure 2). Interestingly, the requirement for serum was highly variable.
The three EC types and HCT-116 CRC cells were strongly serum-
dependent with 24- to 165-times more migration when serum was present
in the culture media. In contrast, the migration of SW480 and LoVo cells
was only stimulated 3-5 times in the presence of serum, compared to
serum-free media. These results suggest that the migration of ECs and
HCT-116 cells is strongly dependent on external factors whereas the

migration of SW480 and LoVo cells is partly autonomous.

ECs show higher invasive capacity than CRC cells

The invasive capacity of ECs and CRCs was compared using a
modified Boyden chamber where the porous filter is overlaid with a thin
layer of extracellular matrix before seeding the cells into the top chamber.
The results show that all ECs show higher invasive capacity than the CRC
cells, which was particularly marked for the microvascular HMECs (Figure
3). The invasion of the ECs was strongly serum dependent with 40-230
times more cells invading in the presence of serum compared to serum-
free media. In comparison, serum only increased the invasion 4-14 times
for the CRC cells. These findings indicate that invasion of ECs is tightly
controlled by external factors whereas the invasive properties of the CRC

cells are partly autonomous.
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A comparison between the fractions of migrating cells that also
showed invasive properties revealed additional differences between the
ECs and the CRC cells. A high fraction of migrating ECs were also able to
invade, ranging from around 60% for the HUVECs and HCAECs to 80%
for the HMECSs. In contrast, the fraction of migrating CRC cells that also
was able to invade was highly variable ranging from 12% for the HCT-116
cells, 39% for the SW480 cells and 64% for the LoVo cells.

The expression of VEGF receptors differs between ECs and CRC
cells

The expression of VEGFR1, VEGFR2 and NRP1 in cellular lysates
from the six cellular models was determined by dedicated ELISA assays.
The results (Figure 4) show that the three types of ECs expressed
comparable amounts of VEGFR1 whereas the expression in CRC cells
was more variable with an 8-fold difference between the most and the least
VEGFR1-expressing cell lines. As expected, VEGFR2 was highly
expressed in HUVEC and HCAEC cells, but unexpectedly less in the
capillary HMECs. In comparison, all CRC cells expressed low levels of
VEGFR2. Neuropilin 1 (NRP1) was expressed at high, but variable levels

in the ECs while the expression of NRP1 in CRC cells was lower.

The expression of VEGF ligands differs between ECs and CRC cells

The motility of CRC cells is principally mediated by VEGF-A (VEGF)
and placental growth factor (PIGF) (Bouygues et al., 2021). The secretion
of VEGFA and PIGF was determined by ELISA analysis of conditioned
media from the six cellular models. The results (Figure 5) show that the
secretion of VEGF-A is low for all the ECs. In contrast, the CRC cells
secrete important amounts of VEGF-A, ranging from 4 to 140 times more
VEGF-A compared to the ECs.
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The secretion of Placental growth factor (PIGF) was variable for both
the ECs and the CRC cells with 10-fold difference between the HUVECs
and the HMECs and 12-fold difference between LoVo and HCT-116. Itis
interesting to note that the capillary HMEC cells secrete low levels of both
VEGF-A and PIGF suggesting that they are highly dependent on external
factors in order to activate VEGF-signaling. In contrast, CRC cells secrete
important levels of VEGF-A and/or PIGF, which is particularly marked for

the LoVo cells.

Migration and invasion of both ECs and CRC cells can be attenuated
by aflibercept

To determine the impact of VEGF-signaling on the migration of EC
and CRC cells, aflibercept was added to the growth media. Aflibercept is
a chimeric protein that specifically binds and neutralizes the VEGFR1
ligands VEGF-A, VEGF-B and PIGF (Papadopoulos et al., 2012) and is
approved for treatment of patients with metastatic CRC. The results (Table
1) show that aflibercept (50 pug/ml) is able to inhibit the migration of both
ECs and CRC cells at a clinically relevant dose. Unexpectedly, the effect
on the CRC cells was more important than for the ECs. In contrast, there
was little difference between the different types of ECs as well as between
the three types of CRC cells. Similar findings were observed for the
influence of aflibercept on invasion.

To determine if the attenuation of migration and invasion might be due
to a potential cytotoxic or cytostatic activity rather than to a direct effect on
the motility, the influence of aflibercept on the different cell lines was
determined by the MTT viability test after 5 days continuous exposure (50
pug/ml). The results (Supplementary data 1) are expressed as % viability
of each cell line in the presence of aflibercept compared to the viability of

the corresponding cells grown in drug-free media. The results clearly show
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that aflibercept has no detectable influence on the growth or viability of

neither ECs nor CRC cells under standard culture conditions.

Discussion

Tumor progression is closely associated with increased motility of
both endothelial and tumor cells. The recent literature has focused on the
role of the mesenchymal phenotype in cellular movement. Specifically, a
flat or spindle-shaped mesenchymal morphology is considered as an
indication of a strong migratory phenotype, whereas a more epithelial
morphology characterized by round cells that are closely attached to each
other are less motile. Whereas this paradigm was correct for the three ECs
as well for the HCT-116 CRC cells, the epithelial-like SW480 and LoVo
cells still showed substantial motility. The most likely explanation is that
SW480 and LoVo cells do not move as single cells but rather in collective
migration that is movement of cellular cohorts with the preservation of cell-
cell junctions (Kramer et al., 2013).

Endothelial cells and the microvascular HMEC cells in particular, were
much more migratory and invasive compared to the CRC cells with up to
30x differences between the two cell types. Interestingly, the fraction of
migrating cells with invasive potential (compare Figures 2 and Figure 3)
was also the highest for HMECs (80%) while the corresponding values
were 57% and 58% for HUVECs and HCAECs, respectively. In
comparison, the fraction of migrating cells that was also invasive was

12%, 39% and 64% for HCT-116, SW480 and LoVo cells. Therefore,
a strong migratory potential might not necessarily be associated with
invasiveness. Interestingly, both migration and invasion of the ECs was

strongly serum-dependent indicating that the motility of ECs is tightly
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controlled by external factors. In comparison, the motility of at least some
tumor cells, like SW480, may in part be autonomous.

The three types of ECs expressed comparable levels of VEGFR1 as
well as of VEGFR2 and high levels of the co-receptor neuropilin 1. In
comparison, the CRC cells express variable levels of VEGFR1 and low
levels of both VEGFR2 and neuropilin-1. Traditionally, VEGFR2 has been
considered as more important for tumor development than VEGFR1 which
has motivated the development of the VEGFR2-targeted antibody
ramucirumab (Clarke and Hurwitz 2013). However, this paradigm is
currently being challenged (Lacala and Grazianib, 2018; Ceci et al., 2020).
VEGFRL1 is expressed by a wide range of tumor cells including, but not
limited to, CRC, gastric, breast and lung cancer, myeloma and acute
myeloid leukemia (Bates et al., 2003; Fan et al, 2005, Zhang et al., 2002;
Wu et al., 2006; Lee et al., 2007; Roybal et al., 2011, Kumar et al., 2003
Pillozzital., 2007) where VEGFR1-mediated signaling promotes tumor
motility and/or viability. VEGFR1 expression is also associated with
mobilization of myeloid progenitors and tumor infiltration by VEGFR1-
expressing M2 macrophages. This inflammatory environment promotes
tumor cell proliferation, stimulates angiogenesis and inhibits the
recruitment of anti-tumor T cells via production of a wide range of
cytokines chemokines and proteases. (Shibuya 2006; Kerber et al., 2008;
Wedell et al., 2018).

Even in endothelial cells, the respective roles of VEGFR1 and
VEGFR2 might be less straight-forward than initially thought. In endothelial
cells, VEGFR2 is believed to be a positive regulator while VEGFR1 a
negative regulator of angiogenesis. However, the actual situation might be
more complex. In particular, high VEGFR1 expression in the endothelial
cells of tumors from CRC patients has been associated with bad prognosis

in at least two studies. The first study reported that high expression of
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VEGFR1, but not of VEGFR2 or VEGFR3, in the tumor cells and blood
vessels of patients with Stagell/lll disease was correlated with shorter
post-operative survival (Okita et al., 2009). A more recent study reported
that high expression of VEGFR1 in the endothelial cells in the tumors of
CRC patients was an independent prognostic factor for overall survival.
Furthermore, high VEGFR1 and low VEGFR2 expression was a negative
prognostic marker for both metastasis-free survival and overall survival
(D'Haene et al., 2018). These clinical data are clearly in odds with the
suggested role of VEGFR1 as a negative regulator of angiogenesis and
suggest that VEGFR1-expression in tumor-associated ECs serve as a
positive regulator of angiogenesis.

With respect to VEGF ligands, all three endothelial cell lines secreted
low levels of VEGF-A, while VEGF-A secretion could reach very high
levels for the CRC cells, as illustrated for the LoVo cells. Interestingly, the
expression of PIGF was high for the HUVECs and HCAECs but low for the
HMECSs. This is not limited to the HMEC cellular model of microvascular
cells used in the present study since similar findings have been reported
for primary cultures of microvascular cells (Xiang et al., 2014).

Aflibercept is a chimeric protein that specifically binds the VEGF
ligands VEGF-A, VEGF-B and PIGF (Papadopoulos et al., 2012).
Aflibercept inhibited both CRC cell migration and invasion more potently
than was the case for the ECs. More surprising, out results showed that
the three types of endothelial cells were inhibited to the same extend by
aflibercept. However, it should be born in mind that these experiments
were carried out under standard cell culture conditions where neither
oxygen nor nutrients are in short supply. This would not be the case within
the tumor environment which is often hypoxic and with limited nutrient
supply. The HMEC cells secrete low levels of both VEGF-A and PIGF and

are therefore expected to be highly dependent of external factors provided
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by the tumor environment. We speculate that this might make them more
sensitive to depletion of VEGF-A and PIGF in vivo compared to HUVECs
and HCAECs that secrete substantial levels of PIGF.

Taken together, we here show that ECs display a much higher
migratory and invasive potential than CRC cells but are more dependent
on external factors. Interestingly, the angiogenesis inhibitor aflibercept
was a more portent inhibitor of migration and invasion for CRC cells than
for ECs. The result presented here suggest that aflibercept has at least
two types of anti-invasive activity, one mediated through inhibition of the
tumor associated endothelial cells and the other mediated via a direct

effect on the tumor cells.
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Table and Figure legends.

Table 1. The influence of aflibercept on the migration and invasion of ECs
and CRC cells. The % indicates the inhibition of cellular viability in the
presence of aflibercept compared to the viability of the corresponding

untreated cells.

Figure 1. Morphology of the indicated ECs and CRC cells. Cells were fixed
and colored with Phalloidin to visualize actin filaments. Microscopy
analyses was performed using a laser-scanning confocal microscope

(Leica SP2) at 60x magnification.

Figure 2. The influence of serum on the migration of ECs and CRC cells
was determined by the trans-well assay during 24 hrs. Briefly, 50 000 to
250 000 cells in serum-free media were plated in the upper chamber while
the lower chamber contained either serum-fee media or culture media with
fetal calf serum (2% for the ECs, 5% for the CRCs) as chemoattractant.
All values are normalized to an initial loading of 250 000 cells. The values
represent the averages of 3 independent experiments, each done in
duplicate. The bars indicate the mean + SD for each cell line under the
indicated condition. p-values indicate the difference between the migration
in the absence or presence of serum and were calculated using Student's
paired t-test. ** p < 0.001.

Figure 3. The influence of serum on the invasion of ECs and CRC cells
was determined by the trans-well assay during 24 hrs. Briefly, the
membrane of the upper chamber was overlaid with a thin layer of Matrigel
followed by plating of 50 000 to 250 000 cells in serum-free media. The

lower chamber contained either serum-fee media or culture media with
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fetal calf serum (2% for the ECs, 5% for the CRCs) as chemoattractant.
All values are normalized to an initial loading of 250 000 cells. The values
represent the averages of 3 independent experiments, each done in
duplicate. The bars indicate the mean + SD for each cell line under the
indicated condition. p-values indicate the difference between the invasion
in the absence or presence of serum and were calculated using Student's
paired t-test. *** p < 0.001.

Figure 4. Expression of VEGF receptors in ECs and CRC cells. Protein
extracts were prepared and the expression of VEGFR1, VEGFR2 and
neuropilinl (NRP1) was determined by ELISA analysis. The values
represent the average of 3 independent experiments, each done in

duplicate.

Figure 5. Expression of VEGF ligands in ECs and CRC cells. Conditioned
media was prepared form cells incubated for 24 hrs in serum-free media
followed by determination of the expression of VEGF-A and PIGF by
ELISA analysis. The values represent the average of 3 independent

experiments, each done in duplicate.

Supplementary data 1. The influence of aflibercept on the viability of ECs
and CRCs was determined by the MTT assay after 120 hrs continuous
incubation of the respective cells in the absence or presence of aflibercept.
The values represent the average of 3 independent experiments, each

done in duplicate.
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Figure 1. Cell Morphology
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Figure 2. Migration

Migrating Cells

Migrating Cells

40 000
30 000
20 000
10 000

0

5000
3750
2500
1250

0

HUVEC

* ¥k

Serum-free + Serum

HCT-116

* %k ok
| |

Serum-free + Serum

40 000
30 000
20 000
10 000

0

Migrating Cells

Migrating Cells
V]
3
o

HCAEC

J"

Serum-free + Serum

SW480

# kK

Serum-free + Serum

Migrating Cells

Migrating Cells

HMEC
40 000 -
30 000
20000
10 000
0 mem |
Serum-free + Serum
LoVo
*Ex
5000 e
3750
2500
1250
=

Serum-free + Serum

168



Figure 3. Invasion
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Figure 4. Expression of VEGF receptors
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Figure 5. Expression of VEGF ligands
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Table 1. Influence of Aflibercept on migration and invasion

Inhibition of migration (%) | Inhibition of invasion (%)
HUVEC 294 (*¥) 27 £4(*¥)
HCAEC 27 £4(*¥) 2517 (*¥)
HMEC 27 £2(*¥) 28£3 (**)
HCT-116 56 +2 (**¥) 5411 (**¥)
SwW480 512 (***) 43+6 (**¥)
LoVo 50£2(***) 56 £3 (***)
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Supplementary data 1. Influence of aflibercept on growth/viability
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ARTICLE N°3:

Prolonged chemotherapeutic stress of colorectal cancer cells is accompanied
by altered VEGF-signaling, increased motility and vascular mimicry that can be

attenuated by aflibercept

Statut: En attente des possibles suggestions du jury et de la révision de I'article par
l'industrie pharmaceutique avant la soumission de l'article.

Journal visé : Angiogenesis

Résumeé :

Depuis plusieurs années, les traitements chimiothérapeutiques utilisés couramment
dans le cancer colorectal sont le 5-Fluorouracile (5FU), l'oxaliplatine (OXA) et
lirinotecan (SN-38).

Nous avons vu dans les travaux précédents I'implication de la signalisation VEGF sur
les phénoménes de migration et d’'invasion des cellules chimionaives (n’ayant « vu »
aucun traitement) tumorales. Nous nous intéressons donc a son influence sur ces
mémes phénomenes « agressifs » mais cette fois-ci sur des cellules dites

chimiorésistantes (acquisition d’une résistance au traitement).

Premiérement, nous avons établi trois modéles cellulaires les HCT-116/5FU, les HCT-
116/OXA et les HCT-116/SN38, toutes trois issues d’'une méme lignée parentale HCT-
116 lesquelles ont été exposées progressivement aux 3 agents chimiothérapeutiques :
le 5FU, 'OXA et le SN-38 respectivement. Suite a cela une chimiorésistance a été
acquise chez ces trois types cellulaires. Notre modeéle a été confirmé par la méthode

de MTT nous permettant de déterminer les IC50.

Nous avons donc observé que l'acquisition de cette chimiorésistance provoque un
changement morphologique avec [lapparition dun phénotype de type
meésenchymateux (cellules filiformes avec des extensions d’actines (lamellipodes,
filopodes)). Les colonies formées par ces lignées présentent également des cellules
non jointives les unes aux autres et tres dispersées comparées a celles formées par

la lignée parentale.
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Ainsi, cela suggeére que les lignées chimiorésistantes auraient un potentiel migratif plus
important.

Cela a été confirmé par I'étude des phénomenes de migration et d'invasion des cellules
chimiorésistantes comparés a la lignée parentale. En effet, les cellules
chimiorésistantes migrent jusqu’a 5 fois plus que les cellules parentales. Le potentiel
invasif des cellules chimiorésistantes est quant-a lui augmenté jusqu’a 15 fois compareé
a la lignée parentale.

Lorsqu’une tumeur solide a atteint 2 a 3mm de diametre, il lui est nécessaire d’avoir
un apport sanguin afin de continuer a croitre et avoir la possibilité de se disséminer.
Ainsi, nous avons étudié ici un nouveau concept de vascularisation tumorale : « le
mimeétisme vasculaire ». Le mimétisme vasculaire reflete la capacité des cellules
tumorales a former elles-mémes un réseau vasculaire sans avoir besoin de recruter
les cellules endothéliales environnantes. Nos résultats montrent que deux de nos
lignées chimiorésistantes ont acquis cette capacité a former cette structure vasculaire.
De plus, le VEGF-A semble influencé de maniére positive ce phénomene tandis que

le PIGF et le VEGF-B n’ont quant-a eux aucun effet.

Il a été rapporté que dans le cas du CCR, la signalisation VEGF était impliquée dans
la motilité des cellules tumorales et dans I'angiogenése tumorale. Ainsi, nous avons
décidé d’étudier la sécrétion des ligands VEGF, ainsi que I'expression des récepteurs
au VEGF afin de voir l'effet de l'acquisition de la chimiorésistance sur cette
signalisation.

L’expression du VEGFR1 se révele étre différentielle chez les cellules
chimiorésistantes (Diminuée chez les HCT-116/OXA et HCT-116/SN38 et augmentée
chez les HCT-116/5FU) comparée a la lignée parentale. Il n’y a pas de modification de
I'expression du VEGFR2. Quant-au co-récepteur NRP1, I'expression de ce dernier est
augmentée dans les trois lignées chimiorésistantes (10 fois plus dans les HCT-
116/0XA) comparée a la lignée parentale.

La sécrétion du VEGF-A est quant-a elle largement augmentée dans les trois lignées
chimiorésistantes (4 a 7 fois plus) comparée a la lignée parentale. La sécrétion du
VEGF-B ne semble pas étre influencée par I'acquisition de la chimiorésistance. La
sécrétion du PIGF est uniquement augmentée pour la lignée HCT-116/5FU comparée
a la lignée parentale. Ainsi I'acquisition de la chimiorésistance semble influencée la

signalisation VEGF.
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Le facteur tissulaire étant également exprimé par de nombreux types tumoraux, et
impliqué dans l'augmentation de I'expression de nombreux facteurs angiogéniques
tels que le VEGF-A, nous avons étudié l'influence possible de I'acquisition de la
chimiorésistance sur ce facteur. La sécrétion du facteur tissulaire est uniqguement
augmentée chez les HCT-116/5FU comparée a la lignée parentale. Elle se révéle étre
diminuée chez les deux autres lignées chimiorésistantes comparée a la lignée
parentale.

Ainsi, nous avons cherché a voir si l'altération de la sécrétion du facteur tissulaire jouait
un réle dans l'activité pro-coagulante de ces dernieres. Seules les HCT-116/5FU
montrent un fort potentiel pro-coagulant surement associée a cette augmentation de

la sécrétion du facteur tissulaire.

L’aflibercept est encore ici une potentielle option thérapeutique. Nous avons donc
cherché a voir s'il pouvait avoir un effet sur le phénotype agressif acquis par les lignées
résistantes. Nos résultats montrent alors que la migration et I'invasion sont diminuées
pour toutes nos lignées. Il en est de méme pour la capacité a former un réseau
vasculaire. En effet, I'aflibercept diminue de maniére significative la formation du

réseau vasculaire en termes de longueur mais également de jonctions.

Pour conclure, nous montrons ici que I'acquisition d’'une chimiorésistance influence la
signalisation VEGF et favorise ainsi la progression tumorale en augmentant la motilité
des cellules mais également sa capacité a accéder a un apport sanguin suffisant a sa
croissance et a sa dissémination. L’aflibercept montre également son potentiel anti-
migratif et anti-invasif sur ces lignées chimiorésistantes ainsi que son effet anti-

vasculaire sur ce « réseau sanguin » particulier.
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PREAMBULE DE L’ARTICLE :

Caractérisation des lignées chimiorésistances HCT-116 (Travaux précédents de

'équipe)

1) Acaquisition de la chimiorésistance et marqueur de cellules souches

La plupart des tumeurs solides contiennent une sous-population de cellules qui
présentent des similitudes moléculaires et fonctionelles avec les cellules souches. Ces
dernieéres sont d’ailleurs naturellement chimiorésistantes en raison de I'expression
élevée de certains transporteurs, d’'un cycle cellulaire lent et de I'activation de diverses
voies de signalisation telles que WNT. Une premiére étude a été de caractériser le lien
entre 'acquisition de la chimiorésistance et le caractére « souche » de ces cellules.

Pour cela, une batterie de quatre marqueurs de cellules souches a été utilisée : CD44,
CD133, CD166 et Lgr5). Nos résultats ont montré que les trois variantes
chimiorésistantes HCT-116/5FU, HCT-116/0XA et HCT-116/SN38 ont perdu
'expression de CD133 notamment. Suggérant ainsi que [I'acquisition de la
chimiorésistance chez la lignée HCT-116 confere une perte du caractere souche des
cellules. De plus, l'activité de l'aldéhyde déshydrogénase (ALDH), considérée
également comme un biomarqueur du phénotype des cellules souches et
progénitrices, est considérablement diminuée dans les trois cellules chimiorésistantes
comparées a la lignée parentale. Cela confirme donc que l'acquisition de la
chimiorésistance chez la lignée HCT-116 aurait fait perdre le caractere souche de cette
cellule, suggérant ainsi que ces derniéres ont subies une différenciation. Nous avons
fait 'hypothése que les HCT-116/5FU, HCT-116/0OXA et HCT-116/SN38 ont subi une

transition epithélio-mésenchymateuse (EMT) 2°3,

2) Acquisition de la chimiorésistance et EMT

La transition épithélio-mésenchymateuse est un mécanisme de transdifférenciation
transitoire et réversible permettant de convertir des cellules épithéliales en cellules

mésenchymateuses.
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De récentes données établissent une forte corrélation entre la plasticité octroyée par
la EMT et I'acquisition d’'une chimiorésistance.

Une seconde étude au sein de notre équipe a été réalisée afin d’étudier le lien possible
entre la EMT et I'acquisition d’une chimiorésistance dans la lignée HCT-116.

Dans cette étude (en cours de publication), nous observons un switch au niveau des
marqueurs épithéliaux et mésenchymateux. En effet, les cellules chimiorésistantes
expriment davantage de marqueurs meésenchymateux (vimentine, N-cadhérine,
Fibronectine...) et moins de marqueurs épithéliaux (E-cadhérine, Snail, Twist...)
contrairement a la lignée parentale. Preuve indégnable de la réalisation d'une

transition épithélio-mésenchymateuse associée a I'acquisition de la chimiorésistance.

3) Acquisition de la chimiorésistance et transporteurs de la famille ABC

Il est connu qu'’il existe un lien entre le développement d’'une chimiorésistance et
I'expression de transporteurs ABC. De plus, l'induction d’'une EMT conduit également
a un gain d’expression de divers transporteurs de cette famille.

Des travaux précédents au sein de I'équipe ont permis de caractériser les cellules
chimiorésistantes HCT-116/5FU, HCT-116/OXA et HCT-116/SN38 d’un point de vue
de I'expression de ce type de transporteur. On met en évidence une implication des
transporteurs ABC par I'utilisation d’'un inhibiteur spécifique : le vérapamil. En effet,
suite a l'utilisation du vérapamil, on observe une diminution de la capacité des trois
variants chimiorésistants a extruder un colorant initialement injecté (Hoechst).
L’expression des différents types de récepteurs ABC a ensuite été étudiée. Nous
revelons une augmentation de I'expression des transporteurs de médicaments
ABCB1, ABCG2 et ABCC1 ches les HCT-116/0XA et HCT-116/SN38. Tandis que les
HCT-116/5FU surexpiment uniquement TABCB1 253,
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) cells secrete the majority of the VEGF in the
tumor environment and display functional VEGF receptors thereby
promoting both autocrine and paracrine VEGF-signaling. The most
common chemotherapeutic agents for treatment of CRC, 5-fluorouracil,
oxaliplatin and irinotecan have all been reported to interfere with VEGF
signaling when given as a single dose. To determine the influence of
prolonged drug exposure on VEGF-signaling, we here characterize three
CRC cell lines, HCT-116/5-FU, HCT-116/Oxa and HCT-116/SN38, with
stable resistance to each of these drugs in comparison with the parental
HCT-116 cells. Resistant cells secreted markedly higher levels of VEGF-
A and for HCT-116/5-FU, placental growth factor (PIGF) as well.
Neuropilinl expression was increased for all cell lines, in particular for the
oxaliplatin-resistant HCT-116/Oxa cells where the expression had
increased 10-fold. The upregulation of VEGF-signaling was accompanied
by increased migration and invasion and could be attenuated by VEGF-
targeting with the angiogenesis inhibitor aflibercept. Two of the three
resistant cell lines, HCT-116/5-FU and HCT-116/Oxa, were able to form
cellular networks, the first step in vascular (vasculogenic) mimicry (VM).
The formation of VM cellular network was stimulated in the presence of
VEGF-A and attenuated by aflibercept clearly indicating the implication of
VEGF-signaling in this process. Taken together, our results show that
prolonged exposure to clinically used chemotherapeutic agents interferes
with VEGF-signaling and can promote tumor progression. The results
further indicate that aflibercept possess direct anti-invasive activity toward
CRC cells via different mechanisms in addition to its well-established anti-

vascular effects.
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Introduction

Development and characterization of cancer cells with acquired drug
resistance has proven a powerful tool not only to identify mechanisms
associated with resistance and sensitivity to the drug of interest, but also
to clarify the link between a given anticancer agent and seemingly
unrelated cellular signaling pathways. 5-fluorouracil (5-FU), oxaliplatin and
irinotecan are the most common chemotherapeutic agents used for
treatment of patients with colorectal cancer (CRC). While all three agents
target nuclear DNA, they do so with different mechanisms of action. 5-FU
Is an antimetabolite that is incorporated into DNA, thereby interfering with
normal DNA and RNA synthesis (Longley et al., 2003). Oxaliplatin forms
covalent DNA adduct that deforms local DNA structure (Culy et al., 2000)
while irinotecan promotes formation of covalent topoisomerase I-DNA
complexes that can be converted into single-and double DNA strand
breaks (Larsen and Gobert, 1999). In addition, exposure to oxaliplatin is
accompanied by oxidative stress as witnessed by formation of active
oxygen and nitrogen species (McQuade et al., 2016).

Interestingly, all three agents have been reported to interfere with the
vascular endothelial growth factor- (VEGF) signaling pathway. This
signaling pathway is triggered by binding of VEGF ligands (VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D or placental growth factor (PIGF)) to their
receptors (VEGFR1/FItl, VEGFR2/FIk1/KDR and VEGFR3/Flt4) while the
neuropilins (NRP1 and NRP2) serve as co-receptors (Koch et al., 2011:
Simons et al., 2016). Most, if not all, CRC cells, xenografts and patient
tumors express functional, phosphorylated VEGFR1 (Bates et al., 2003:
Fan et al., 2005; Okita et al., 2009; Naik et al., 2009; Mésange et al., 2014;
Mésange et al., 2018) and, to a lesser degree, VEGFR2 (Mulkeen et al.,
2006; Giatromanolaki et al., 2007; Calvani et al., 2008; Mésange et al.,
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2014; Mésange et al., 2018). Importantly, high expression of VEGFR1 by
the tumor cells and their associated microvasculature has been correlated
with bad prognosis of CRC patients in several clinical studies, with respect
to both progression-free and overall survival (Okita et al., 2009; D'Haene
et al., 2018).

The chemotherapeutic agents used for treatment of CRC patients
have differential effects on VEGF-signaling. Acute exposure of CRC cells
to oxaliplatin was accompanied by stimulation of VEGF-signaling as
witnessed by increased expression of VEGF-A, VEGF-C, PIGF, VEGFR1
and neuropilinl (Fan et al., 2008). In contrast, high-throughput screening
of a large chemical library revealed that cellular exposure to topotecan and
other camptothecins (like irinotecan and SN38) was associated with
downregulation of the master hypoxia transcriptional regulator HIF-1 and
its target genes including VEGF-A (Rapisarda et al., 2002). In agreement,
irinotecan treatment of mice bearing different patient-derived colon
xenografts revealed that strong antitumor activity was closely associated
with downregulation of VEGF-A and other HIF-1 target genes and
decreased tumor angiogenesis (Guérin et al., 2012). Topotecan treatment
of cancer patients was also associated with attenuation of tumor-
associated HIF-1 and was accompanied by decreased VEGF-A levels
(Kummar et al., 2011).

There are contradictory reports concerning 5-FU. Acute exposure of
CRC cells to 5-FU had no detectable influence on VEGF-signaling (Fan et
al., 2008). Similar results were found in patients after a single bolus
injection of 5-FU (Hoyama et al., 2015). In contrast, continuous exposure
to low levels of 5-FU has been associated with increased angiogenesis in
a rat model (Albertsson et al., 2009).

We have developed and characterized three independent cellular
CRC models, that show stable resistance to 5-FU, SN-38 (the active
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metabolite of irinotecan) and oxaliplatin, respectively (Soares et al., 2011;
Petitprez et al., 2013; Petitprez and Larsen, 2013; Ayadi et al., Ayadi et
al., 2015). In the current work we characterize the molecular and functional
features of VEGF-signaling in these CRC models in order to clarify the
long-term molecular and functional effects of the indicated drugs. In
addition, we determined the influence of aflibercept, a clinically used
angiogenesis inhibitor that specifically binds all three VEGFR1 ligands,
VEGF-A, VEGF-B and PIGF (Papadopoulos et al., 2012).

The results show that acquired chemo-resistance was accompanied
by significant alterations of the VEGF signaling cascade, markedly
increased motility and, for two of the three resistant cells, the capacity to
form cellular networks, the first step of vascular (vasculogenic) mimicry.
Importantly, aflibercept was able to attenuate migration, invasion and
vasculogenic mimicry in all cell lines, clearly indicating the importance of
VEGF-signaling for these functions. The results further indicate that the
aflibercept possess direct anti-invasive activity toward tumor cells via
different mechanisms in addition to its well-established anti-vascular

effects.
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Materials and methods

Drugs
5-Fluorouracil (5-FU), Oxaliplatin and SN-38 were obtained from Teva-
Pharma, Sanofi-Synthelabo or Selleckchem, respectively. Aflibercept

(Zaltrap) was provided by Sanofi-Aventis.

Plasma
Samples of normal platelet poor plasma (PPP) for thrombin generation
experiments were purchased from Stago (Ref 00539) in compliance with

Helsinki Declaration.

Cell culture
The parental HCT-116 cells were a kind gift from Bert Vogelstein (John
Hopkins, Baltimore, MD). The resistant cells were obtained by exposing
the parental cells to increasing doses of 5-FU, oxaliplatin or SN-38 (the
active metabolite of irinotecan) in the culture media as described in detail
elsewhere (Soares et al., 2011; Petitprez et al., 2013; Petitprez and
Larsen, 2013; Ayadi et al., 2015). Cells were maintained in McCoy’'s A
(Gibco) media supplemented with 5% fetal calf serum and 1%
penicillin/streptomycin (PAA). To maintain the resistant phenotype, the
three resistant sublines were passaged once every three weeks in the
presence of drug at their respective ICso dose followed by at least one
week post-incubation in drug-free media before experimental use. Cells
were monitored for mycoplasma contamination using the “MycoAlert™
mycoplasma detection kit (Lonza) and the cells were replaced after 3
months in culture.

HUVECs (human umbilical vein endothelial cells) were kindly

provided by Xavier Houard (Saint-Antoine Research Center, Paris,
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France) while HMEC-1 (human microvascular endothelial cells) were a
generous gift from Karim Fallague (the Vascular Research Center,
Marseille, France). The endothelial cells were maintained as follows:
MCDB-131 (Gibco) for HMEC-1 and Endothelial Cells Growth Medium
(Promocell) for HUVEC supplemented with 2% fetal calf serum and 1%
penicillin/streptomycin. The HUVECs were used between passage 5 and

8 while the HMEC-1 cells were replaced after 3 months in culture.

ELISA Kits

The following ELISA kits were all obtained from R&D System. Quantikine
ELISA kits were used to determine the expression of VEGFR1
(DVR100C), VEGFR2 (DVR200), Neuropilinl (DNRP10), VEGF-A
(DVEO0O), placental growth factor (PIGF, DPGO00) and tissue factor (TF,
DCF300). The ELISA kit for VEGF-B was from Raybio (#ELH-VEGFB-1).

Cellular morphology

Cells (250 000) were seeded on glass coverslips (18 mm) and allowed to
attach for 24 hours, followed by fixation with 4% paraformaldehyde (PFA)
for 20 minutes. Samples were then saturated in PBS containing 1% bovine
serum albumin and 0.2% gelatin followed by incubation with Alexa Fluor
488 Phalloidin (InVitrogen) to visualize the actin filaments.
Microscopy analyses was performed using a laser-scanning confocal

microscope (Leica SP2) at 60x magnification

Clonal morphology
To observe cellular migration over a prolonged time period, 500 cells were
plated in petri dishes (60 mm diameter) for 10 days and the resulting

clones observed under an optical microscope (EVOS M5000) at 10x
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maghnification. A clone is defined as a colony that origins from a single cell

and contains at least 50 cells.

Migration and invasion assays

Cell migration was assessed by the trans-well (Boyden chamber) assay
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 50 000 to 250 000
cells in serum-free media were plated in the upper chamber on
membranes with a pore size of 8 um while the lower chamber contained
either serum-free media or culture media with fetal calf serum (5%) as
chemoattractant. Alternatively, cells in serum-free media with or without
aflibercept (50 pug/ml) were plated in the upper chamber while the lower
chamber contained cell culture media with fetal calf serum (5%) as
chemoattractant. After 24 hours, 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. Invasion assays was carried out the same

way except that the membrane of the upper chamber was over laid with a
thin layer of Matrigel (growth-factor reduced basement membrane matrix,

Corning #356231). Results are expressed as means + standard deviation
(SD) and represent triplicate samples from at least three independent
experiments. All results have been normalized to an initial loading of 250
000 cells.

Expression of VEGF receptors

To characterize the expression of VEGF receptors, protein extracts were
prepared in RIPA buffer according to the manufacturer’s instructions and
the presence of VEGFR1, VEGFR2 and neuropilinl (NRP1) was

determined by ELISA analysis as described previously (Mésange et al.,
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2018). The values represent the average of 3 independent experiments,

each done in duplicate.

Secretion of tissue factor and VEGF ligands

The secretion of VEGF ligands was determined with conditioned media.
Cells were grown in serum-free media for 24 hours, followed by collection
of the conditioned media and centrifugation to remove cellular debris. The
secretion of VEGF-A, PIGF or TF was then determined by ELISA analysis
with dedicated kits. The values represent the average of 3 independent

experiments, each done in duplicate.

Cellular viability

Cellular viability was determined by the MTT (methylthiazolyldiphenyl-
tetrazolium bromide) viability assay after 120 hours continuous incubation
in the absence or presence of aflibercept (50 pg/ml) as described
previously (Soares et al., 2007). All values are averages of at least three

independent experiments each done in duplicate.

Thrombin Generation Assay

In each well of a micro-plate, 80 pl of platelet poor plasma (PPP) samples
were mixed with saline (20 pl). Thrombin generation was initiated by
adding 20 ul of triggering solution containing CaCl> (16.7 mM final
concentration) and fluorogenic substrate (Z-Gly-Gly-Arg-AMC, 417 uM
final concentration). Thrombin generation was assessed with the
Calibrated Automated Thrombogram assay (Thrombinoscope b.v.) as
described elsewhere (Gerotziafas et al., 2005; AmraneDjedidi et al.,
2020). The thrombogram parameters analyzed included lag-time, the time
to Peak (ttPeak) and the Peak.
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Dye Coloration

The cell membranes of living cells were stained with vital dyes. The
endothelial cells were stained in red with a Red fluorescent cell linker
minikit (PKH26GL-1KT, Merck) while tumor cells were stained in green
with a Green fluorescent cell linker minikit (PKH67FL-1KT, Merck).
Staining was carried out for 15 min according to the manufacturer’s

instructions.

Vascular mimicry

The first step in vascular (vasculogenic) mimicry is the formation of cellular
networks on 3-D gels. To characterize the formation of cellular networks,
microslides for angiogenesis (Ibidi, ref 81501) were coated with growth
factor-depleted Matrigel (BD Biosciences), and allowed to polymerase for
30 min at 37 °C. Cells were seeded in triplicate (25 000 cells/well) in their
respective growth media in the presence of 2% calf serum for the
endothelial cells and 5% serum for the tumor cells. Cells were placed in
the “cellVivo incubation system” and maintained for 24 hours at 37 °C in
the presence of 5 or 10% CO.. Photos were taken every 30 min for 24
hours on an Olympus IX73 Inverted Microscope (Olympus, Japan), and
analyzed on Fiji with the Angiogenesis Analyzer as previously described
(Schindelin et al., 2012).

For experiments with individual VEGF ligands, cells were incubated
with their respective serum-containing media in the absence or presence
of VEGF-A (10 ng/ml), VEGF-B or PIGF (all at 50 ng/ml) for 24 hours as
described above. For the experiments with aflibercept, cells were
incubated with their respective serum-containing media in the absence or
presence of aflibercept (50 pg/ml) for 24 hours and analyzed as described

above.
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Statistical analysis

The statistical analysis of experimental data was performed using a
Student’s paired t-test, and results are presented as mean * standard
deviation (SD).

Results

Morphology

Cellular morphology is indicative of the migratory potential. To
characterize the cellular morphology, parental and drug-resistant cells
were colored with phalloidin (in green) that specifically binds to filamentous
actin. The results show that both parental and resistant cells exhibit a flat
morphology with prominent lamellapodia and filopodia, characteristic of a
migratory phenotype (Figure 1A)

To observed cell-cell organization over a prolonged period of time,
cells were plated at low density and the resulting clones observed after 10
days (Figure 1B). Colonies from the parental HCT-116 cells formed
irregular compact clones. In clear contrast, the clones of all three resistant
sublines were widely spread out with limited cell-cell contact. Taken
together, these results suggest that the resistant cell lines have become

more motile compared to the parental cells.

Resistant cells show increased motility and invasion

We then characterized the migration and invasion of parental and resistant
cells. The migration was studied by the trans-well (Boyden chamber)
assay in the presence of serum (5%) in the lower well as chemoattractant.

All sublines displayed a significant higher migratory potential compared to
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the parental cells, ranging from 4-times more for HCT-116/5-FU, 5-times
more for HCT-116/Oxa and 3-times more for HCT-116/SN-38 (Figure 2A).

The invasive capacity of parental and resistant cells was compared
using a modified Boyden chamber where the porous filter in the top
chamber is overlaid with a thin layer of extracellular matrix before the cells
are seeded. All sublines were more invasive than the parental cells
ranging from 15-times more for HCT-116/5-FU, 14-times more for HCT-
116/Oxa and 6-fold more for HCT-116/SN38 (Figure 2B).

The expression of VEGF receptors differs between parental and
resistant cells

The expression of VEGFR1, VEGFR2 and NRP1 was determined by
ELISA analysis of cellular lysates. The results (Figure 3) show that the
expression of VEGFR1 was different in drug-resistant variants compared
to the parental cells. Specifically, VEGFR1 expression had increased 1.2-
fold for HCT-116/5-FU and decreased 22% and 53% for HCT-116/Oxa
and HCT-116/SN38 cells, respectively. The overall tendency was the
same for VEGFRZ2, although the results did not reach significance. For
both parental and drug-resistant variants, the expression of VEGFR1 was
much higher (at least 45-times) than the expression of VEGFR2 in the
corresponding cells. Therefore, the acquired drug resistance was not
accompanied by alterations in the relative proportions of VEGFR1 and
VEGFR2. Neuropilinl (NRP1) was expressed at high levels in all 4 cell
lines. Generally, resistant cells expressed higher levels of NRP1, which
was particularly marked for HCT-116/Oxa where the expression of

neuropilinl had increased 10-times.

The expression of VEGF ligands differs between parental and

resistant cells
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The motility of CRC cells is principally mediated by VEGF-A (also called
VEGF), VEGF-B and placental growth factor (PIGF) (Bouygues et al.,
2021). The secretion of the three VEGF ligands was determined by ELISA
analysis of conditioned media from each of the four cellular models. The
results (Figure 3) show that the secretion of VEGF-A had increased
dramatically for all the resistant sublines ranging from 7-fold for HCT-
116/5-FU to about 4-fold for both HCT-116/Oxa and HCT-116/SN38. No
detectable alterations were observed for VEGF-B. In contrast, the
secretion of PIGF had increased 2-fold for HCT-116/5-FU but remained
stable for HCT-116/Oxa and HCT-116/SN38.

Migration and invasion can be attenuated by aflibercept in both
parentaland resistant cells
To determine the impact of VEGF-signaling on the overall migration and
invasion in parental and resistant cells, aflibercept was added to the
growth media. Aflibercept is a chimeric protein that specifically binds and
neutralizes the VEGFR1 ligands VEGF-A, VEGF-B and PIGF
(Papadopoulos et al., 2012). The results (Figure 4) show that aflibercept
is able to inhibit the migration of both parental and resistant cells at a
clinically relevant dose. The migration of parental cells, HCT-116/5-FU and
HCT-116/Oxa was inhibited to a similar degree by aflibercept (43 to 47%
inhibition) while the migration of HCT-116/SN38 was only inhibited 29%.
In comparison, aflibercept inhibited the invasion of HCT-116, HCT-116/5-
FU and HCT-116/SN38 to a similar extend (49 to 55% inhibition) while the
effect was slightly higher for HCT-116/Oxa (67% inhibition). Therefore,
VEGF signaling is an important mediator of cellular motility for both
parental and resistant cells.

To determine if the attenuation of migration and invasion might be due

to a potential cytotoxic or cytostatic activity, rather than to a direct effect
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on the motility, the influence of aflibercept on the different cell lines was
determined by the MTT viability test after 5 days continuous exposure. The
results (Supplementary data 1) are expressed as % viability of each cell
line in the absence or presence of aflibercept. The results clearly show
that aflibercept has no detectable influence on the growth or viability of

any of the cell lines under standard culture conditions.

The expression of tissue factor (TF) differs between parental and
resistant cells

Tissue factor (coagulation factor Ill, thromboplastin) is expressed by many
tumor cells including CRC cells (Van Dreden et al., 2017). TF can promote
the expression of different factors involved in angiogenesis including
VEGF-A (Abe et al., 1999). We therefore determined the levels of secreted
TF to establish if the upregulation of VEGF-A in the drug-resistant cells
might be related to increased TF expression. The results show that HCT-
116/5-FU cells secreted 35% more TF compared to the parental cells
(Figure 5). Unexpectedly, TF was strongly downregulated in HCT-116/Oxa
cells (8-fold) and HCT-116/SN38 cells (11-fold).

The cells show variable procoagulant activity

To establish if the altered expression of tissue factor was accompanied by
differences in the coagulation potential, thrombin generation was
assessed for the four CRC cell lines and the lag-time, the time to peak
(ttPeak) and the Peak determined. (Figure 5A). All cancer cells studied
showed increased procoagulant activity as compared to the negative
control (recalcified normal plasma) as indicated by the decreased lag time
and decreased time to peak whereas the peak of thrombin formation was

significantly increased. However, the thrombotic potential for all cell was
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less than observed for the positive control (plasma with tissue factor (5
pM) and procoagulant phospholipids (4 uM)).

Among the cell lines, HCT-116/SN38 had the weakest pro-coagulant
potency while HCT-116/5-FU had the strongest. The parental HCT-116
cells and the oxaliplatin-resistant HCT-116/Oxa cells showed intermediate
pro-coagulant activity with the parental cells being slightly more pro-

coagulant.

Cellular network formation

Besides promoting the cellular motility of tumor cells, VEGF-signaling has
also been implicated in vascular (vasculogenic) mimicry (Jinjun et al.,
2017; Xu et al., 2018; Liu et al., 2020). To quantify the formation of VM
cellular networks, cells were grown with 3-D gels derived from basement
membranes (Matrigel). After plating, network formation was recorded for
24 hours by time-lapse photography under the microscope followed by
image analysis to determine the total length of the network as well as the
number of junctions. We first compared the structures of the four cell lines
on Matrigel. For comparison, HUVECs and HMEC microvascular
endothelial cells (ECs) were plated under similar conditions. As expected,
HUVECs and HMECs were able to form cellular networks (Figure 6A a,b,
red cells). Similar structures were observed for HCT-116/5-FU and HCT-
116/Oxa cells whereas no organized structures were observed for the
parental HCT-116 cells and the HCT-116/SN38 irinotecan-resistant cells
(Figure 6A c-f, green cells). Next, the networks were quantified with
respect to total length (Figure 6B,C). Although the structures were
morphologically similar, the quantitative analysis revealed several
differences between the ECs and the CRC tumor cells. In particular, the

lag time was shorter for the ECs than for the CRC cells while the length of
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the network at peak as well as the stability of the networks was superior
for the CRC cells.

To confirm the role of VEGF-signaling in our resistant tumor cells,
similar experiments were carried out in the presence of specific VEGF
ligands. No networks were formed in the absence of Matrigel or in the
absence of serum (results not shown). Addition of VEGF-A to the serum-
containing growth media shortened the lag time and enhanced the total
length of the networks, but did not influence the stability (Figure 7). In
contrast, VEGF-B or PIGF had no detectable influence on the quantitative
parameters (Figure 7). In comparison, the addition of VEGF-A, VEGF-B or
PIGF did not have any detectable influence on network formation of the
parental cells (results not shown).

Next, the influence of aflibercept on VM was determined. The results
show that aflibercept had profound effect on the tumor cells studied which
was particularly prominent with respect to the number of junctions (Figure
8). Taken together, these findings show that VEGF signaling is an
important mediator in the formation of VM cellular networks for the drug-
resistant CRC cells since VEGF-A can enhance the formation of the
networks while aflibercept, a specific VEGF-target agent, can attenuate

network formation.

Discussion

VEGF-signaling plays an important role in the motility of CRC cells.
The most common chemotherapeutic agents for the treatment of CRC
patients are 5-FU, oxaliplatin and irinotecan (SN38). Interestingly, acute
exposure to all three compounds has been reported to interfere with
VEGF-signaling, although in different ways. To establish if prolonged

exposure to the three drugs may have a stable impact on VEGF-signaling,
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we here characterized a cell panel consisting of three independently
selected resistant cell lines and their corresponding parental cell line.
Acute exposure to oxaliplatin has been associated with increased
expression of VEGF-A, PIGF, VEGFR1 and neuropilin 1 (Fan et al., 2008).
In comparison, our results show that prolonged exposure to oxaliplatin was
accompanied by a strong increase in the secretion of VEGF-A (7-fold) and
NRP1 expression (10-fold). In contrast, VEGFR1 was only slightly
increased while no detectable changes were observed for PIGF. The
prolonged exposure to oxaliplatin was accompanied by increased motility
as determined by both migration and invasion assays as well as the
capacity to form vascular mimicry (VM) cellular networks.

Acute exposure to irinotecan (SN38) is associated with decreased
levels of HIF1 and its transcriptional target VEGF in cells, animals and
patients (Rapisarda et al., 2002; Guérin et al., 2012; Kummar et al., 2011).
In contrast, both VEGF-A and NRP1 were increased in the SN-38-resistant
cells, although the increase was less than observed for the other two
resistant cell lines. In contrast, the expression of both VEGFR1 and
VEGFR2 was downregulated. Interestingly, Western blot analysis
revealed that HIF1 was strongly downregulated in HCT-116/SN38 cells? in
spite of the increased levels of VEGF-A. These findings suggest that the
tight link between HIF1 and VEGF-A has been uncoupled during the
selection process resulting in the use of alternative pathways for the
expression of VEGF-A. Indeed, VEGF-A is believed to promote the
survival of CRC cells under stress (Masuda et al., 2008; Yin et al., 2010;
Samuel et al., 2011; Goel and Mercurio, 2013), likely making it essential
for the SN-38 exposed cells to switch to alternative pathway(s) to prevent
downregulation of VEGF-A. Although HCT-116/SN38 cells showed
increased migration and invasion, they did not acquire the capacity to form

VM networks.
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The situation for 5-FU is more complex since no changes in VEGF
signaling was observed after a bolus exposure to 5-FU while continuous
exposure was accompanied with upregulation of VEGF-A (Fan et al.,
2008; Hoyama et al., 2015; Albertsson et al., 2009). Both observations are
clinically relevant, since 5-FU can be administered either as a bolus
exposure or as continuous infusion. Interestingly, prolonged exposure to
5-FU was accompanied by a strong augmentation in the secretion of
VEGF-A and PIGF as well as increased motility and the capacity to form
VM cellular networks. Taken together, prolonged exposure to 5-FU and
oxaliplatin were accompanied by permanent changes of the VEGF-
signaling pathway comparable to the acute changes happening after a
single drug exposure. This was not the case for SN-38, most likely
because VEGF-A expression had become uncoupled from HIF1.

Tissue factor (coagulation factor Ill, thromboplastin) is expressed by
many tumor cells including CRC cells (Van Dreden et al., 2017). In addition
to its role as the primary initiator of the coagulation cascade, TF also
contribute to the activation of transmembrane G protein-coupled protease-
activated receptors (PARS), receptor tyrosine kinases and integrins (Bluff
et al., 2008; Unruh and Horbinski, 2020). VEGF-A is a major downstream
target of TF (Abe et al., 1999). We therefore determined the levels of
secreted TF to establish if the increased levels of secreted VEGF-A by
drug-resistant cells might be correlated with increased TF expression. The
results showed that the 5-FU resistant HCT-116/5-FU secreted increased
levels of TF, compared to the parental cells. Unexpectedly, TF expression
in HCT-116/0Oxa and HCT-116/SN38 resistant cells were strongly
downregulated (8 to 11-fold). Therefore the increase of VEGF in these
cells cannot be attributed to increased levels of TF.

Interestingly, the thrombotic potential of the four cell lines closely

followed the expression of TF with HCT-116/5-FU showing the strongest
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pro-coagulant potency while HCT-116/SN38 had the weakest.
Importantly, clinical exposure to 5-FU has been associated with increased
risk of thrombosis in several studies (Oppelt et al., 2015). However, it is
generally believed that the increased thrombotic risk is due to 5-FU
mediated toxicity to endothelial cells (Kinhult et al., 2001). The results
presented here suggest that increased secretion of TF by the tumor cells
may also contribute to the higher thrombotic risk.

Current evidence suggests that a subset of tumors is able to form
vascular channels that augment the angiogenic response, the so-called
vascular mimicry (Weis and Cheresh, 2011). Vascular mimicry is a multi-
step process that evolves from the formation of organized cellular
networks that subsequently matures into capillary-like tubes able to
sustain blood flow. Vascular mimicry (VM) in CRC patients has been
associated with bad prognosis and poor 5-year survival (Baeten et al.,
2009; Cao et al., 2013). Although VM is likely a multifactorial process,
VEGF signaling is believed to be one of the contributing factors both in
CRC and in other tumor types (Jinjun et al., 2017; Xu et al., 2018; Liu et
al., 2020).

Although the later steps of VM are best suited for in vivo observation, the
earlier steps can be studied quantitatively in vitro. Specifically, cells are
grown on 3-D gels derived from isolated basement membrane (Matrigel)
and the VM network formation is characterized under the microscopy by
time-lapse photography followed by image analysis with dedicated
software. The results show that HCT-116/5-FU and HCT-116/Oxa are able
to form cellular networks which are morphologically similar to networks
formed by HUVECs and the HMEC microvascular cells. However, the lag
time was shorter for the ECs than for the CRC cells while the length of the

network at peak as well as the stability of the networks was superior for
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the CRC cells. In comparison, neither the parental cells nor the HCT-
116/SN38 cells formed cellular networks under comparable conditions.

Further characterization of the tumor cell VM networks revealed that
they can only be formed when the cells are plated with Matrigel in the
presence of serum-containing media. Importantly, addition of VEGF-A, but
not VEGF-B or PIGF, in the growth media promoted network formation.
Furthermore, addition of aflibercept decreased VM network formation.
Taken together these findings indicate a clear role for VEGF-signaling in
network formation for the resistant CRC cells.

Taken together, our results show that prolonged exposure to clinically
used chemotherapeutic agents interferes with VEGF-signaling and can
promote tumor progression as witnessed by increased tumor cell motility
and by formation of VM cellular networks. The results further indicate that
aflibercept possess direct anti-invasive activity toward CRC cells via
different mechanisms in addition to its well-established anti-vascular

effects.

Footnote
aUnpublished data, L Louadj and AK Larsen
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Figure legends

Figure 1. Cellular morphology and organization

A, Cellular morphology of HCT-116 parental cells, 5-FU resistant HCT-
16/5-FU cells, oxaliplatin-resistant HCT-116/Oxa cells and SN38 (the
active metabolite of irinotecan)-resistant HCT-116/SN38 cells.
Filamentous actin is outlined in green following phalloidin staining. B,

Clonal morphology of the indicated cell lines after 10 days incubation.

Figure 2. Migration and invasion of parental and drug-resistant cells.
A, The migration of parental and drug-resistant cells was determined by
the trans-well assay after 24 hours. Briefly, 50 000 to 250 000 cells in
serum-free media were plated in the upper chamber while the lower
chamber contained culture media with 5% fetal calf serum as
chemoattractant. B, The invasion of parental and drug-resistant cells was
determined by the trans-well assay after 24 hours. Briefly, the membrane
of the upper chamber was overlaid with a thin layer of Matrigel followed by
plating of 50 000 to 250 000 cells in serum-free media. The lower chamber
contained culture media with 5% fetal calf serum as chemoattractant. All
values are normalized to an initial loading of 250 000 cells. The values
represent the averages of 3 independent experiments, each done in
duplicate. The bars indicate the mean + SD for each cell line. p-values
indicate the difference between the migration of the parental and the
indicated drug-resistant cells and were calculated using Student's paired
t-test. ** p < 0.001.

Figure 3. Expression of VEGF receptors and ligands in parental and

drug-resistant cells
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For VEGF receptors (left panels), protein extracts were prepared from the
indicated cell lines and the expression of VEGFR1, VEGFR2 and
neuropilinl (NRP1) was determined by ELISA analysis. For VEGF ligands
(right panels), conditioned media was prepared from cells incubated for 24
hours in serum-free media followed by determination of the expression of
VEGF-A, VEGF-B and PIGF by ELISA analysis. The values represent the
average of 3 independent experiments, each done in duplicate. p-values
indicate the difference between the migration of parental and the indicated
drug-resistant cell line and were calculated using Student's paired t-test.
**p <0.01; ** p <0.001; NS, non-significant.

Figure 4. Influence of aflibercept on the migration and invasion of
parental and drug-resistant cells

A, The migration of parental and drug-resistant cells was determined by
the trans-well assay after 24 hours. Briefly, 50 000 to 250 000 cells in
serum-free media with or without aflibercept (50 pg/ml) were plated in the
upper chamber while the lower chamber contained culture media with fetal
calf serum (5%) as chemoattractant. B, The invasion of parental and drug-
resistant cells was determined by the trans-well assay after 24 hrs. Briefly,
the membrane of the upper chamber was overlaid with a thin layer of
Matrigel followed by plating of 50 000 to 250 000 cells in serum-free media
with or without aflibercept (50 pg/ml). The lower chamber contained culture
media with 5% fetal calf serum as chemoattractant. All values are
normalized to an initial loading of 250 000 cells. The values represent the
averages of 3 independent experiments, each done in duplicate. The bars
indicate the mean £ SD for each cell line. p-values indicate the difference
between the migration of parental and the indicated drug-resistant cells

and were calculated using Student's paired t-test. *** p < 0.001.
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Figure 5. Expression of tissue factor (TF) and thrombin generation
by parental and resistant cells

A, For TF secretion, conditioned media was prepared from cells incubated
for 24 hours in serum-free media followed by ELISA analysis. The bars
indicate the mean = SD for each cell line. p-values indicate the difference
between the migration of parental and the indicated drug-resistant cells
and were calculated using Student's paired t-test. ** p <0.01; *** p < 0.001.
B, Representative thrombograms depicting the effect of paternal colon
cancer cells HCT-116 and resistant HCT-116 on thrombin generation of
normal human platelet poor plasma. Representative thrombograms from

one out of 5 experiments.

Figure 6. Network formation by endothelial and CRC cells

A, The membranes of the indicated cells were labeled with vital dyes in
red (endothelial cells) or green (tumor cells) and the formation of cellular
networks determined after 24 hrs. B, the formation of cellular networks of
the indicated cells was characterized by time-lapse imaging over 24 hours
and the results expressed as total length. p-values indicate the difference
between network formation of parental and drug-resistant cells by 6, 9 or
24 hours using Student's paired t-test. *** p < 0.001; NS, non-significant.
C, Summary of the time to peak, max length of the cellular networks and
the length at 24 hours as expressed in % of the maximal length for
endothelial and CRC cells. Representative VM network formation from one

out of 4 experiments are shown.

Figure 7. Influence of VEGF ligands on VM networks
HCT-116/5-FU cells were incubated in serum-containing media in the
absence (Control) or presence of VEGF-A (10 ng/ml), VEGF-B (50 ng/ml)
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or PIGF (50 ng/ml) and the formation of VM networks characterized by
time-lapse imaging over 24 hours. Left panels, length of the networks.
Right panels, number of junctions. p-values indicate the difference
between VM network formation in the absence or presence of VEGF
ligands by 6, 9 or 24 hours using Student's paired t-test. * p < 0.05; ** p <
0.01, ** p <0.001; NS, non-significant. Representative VM networks from

one out of 3 experiments are shown.

Figure 8. Influence of aflibercept on VM networks

HCT-116/5-FU (upper panels) or HCT-116/Oxa (lower panels) were
incubated in serum-containing media in the absence (Control) or presence
of aflibercept (50 pg/ml) and the formation of VM networks characterized
over 24 hours. p-values indicate the difference between network formation
of cells in the absence or presence of aflibercept by 6, 9 or 24 hours using
Student's paired t-test. * p < 0.05; ** p < 0.01, *** p < 0.001; NS, non-
significant. Representative VM networks from one out of 3 experiments

are shown.

Supplementary figure 1

Influence of aflibercept on the viability of ECs and CRC cells. Cells were
incubated in the absence or presence of aflibercept (50 pg/ml) for 120
hours and the cellular viability was determined by the MTT assay. The
viability of the indicated cell line in the absence of aflibercept corresponds
to 100%. All values are averages of at least three independent
experiments each done in duplicate. The bars indicate the mean £ SD for
each cell line. p-values indicate the difference between the migration in
the absence or presence of serum and were calculated using Student's

paired t-test. NS, non-significant.
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Fig.1 : Morphology
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Fig.2 : Migration & Invasion
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Fig.3 : VEGF ligands and receptors
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Fig.4 : Influence of Aflibercept on migration and invasion
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Fig.5: Production of Tissue factor (TF) and Thrombin generation
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Fig.6 : Network formation by Endothelial and CRC cells
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Figure 7
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Fig.8 : Influence of Aflibercept on VM networks
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Supplementary data. Fig.1. Effect of aflibercept on viability
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Les premiers traitements chimiothérapeutiques pour le cancer du célon ont
vu le jour en 1947. Depuis la prise en charge des patients a été nettement améliorée
notamment avec les protocoles de combinaison d’agents chimiothérapeutiques tels
gue FOLFOX et FOLFIRI "8, La survie des patients augmente encore davantage avec
'approbation en premiére ligne du bevacizumab (anticorps monoclonal dirigé contre
le VEGFR1) en 2004 88, et de I'aflibercept (protéine trap dirigée contre le VEGF-A,-B
et PIGF) en seconde ligne en 2013 °2. Malgré toutes ces avancées thérapeutiques, la
diminution des cas mortels par cancer colorectal n’est pas celle attendue. Ces deux
thérapies ciblées dirigées contre la signalisation VEGF montrent la potentielle
implication de cette voie dans le cancer colorectal. Cependant, bien que la
signalisation VEGF ait été largement caractérisée dans les cellules endothéliales, ce

n’est pas le cas dans d’autres types cellulaires comme les cellules tumorales.

Des travaux précédents ont montré que la plupart voire la totalité des patients
souffrant d’'un CCR ont des tumeurs qui expriment le VEGFR1 et a un moindre degré
le VEGFR2250.2542% Une étude menée au sein de mon équipe de recherche a
egalement montré que ces deux récepteurs étaient retrouvés sous forme active dans
des xénogreffes de CCR °+2%, Nous avons donc cherché a caractériser de facon
moléculaire et fonctionnelle cette signalisation VEGF dans des cellules colorectales
chimionaives et chimiorésistantes afin de déterminer les implications thérapeutiques

possibles

Dans notre premiére étude, il a été question d’étudier I'implication de la

signalisation VEGF dans la capacité a migrer des cellules colorectales tumorales.

Nous avons démontré dans un premier temps que le VEGF-A, -B et PIGF
sont capables de stimuler la migration cellulaire de 12 lignées tumorales colorectales
différentes. Tandis que, le VEGF-C,-D-E n’ont aucun effet sur la migration des cellules
du CCR. Or, nous savons que le VEGFRL lie les ligands suivants : VEGF-A, -B et
PIGF, le VEGFR2 lie les ligands VEGF-A, -C, -D et —-E, enfin le VEGFR3 lie
uniquement les VEGF-C et —D. L’utilisation d’anticorps dirigés contre les VEGFR1 et
VEGFR2 nous ont permis de déterminer les interactions récepteurs-ligands
impliquées. En effet, lorsque nous avons provoqué le blocage du VEGFR1, la
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stimulation de la migration des cellules du CCR par les ligands VEGF-A, -B et PIGF
était atténuée. Cela suggere que l'augmentation de la migration observée apres
stimulation par les ligands VEGF-A, -B et PIGF passe notamment par le VEGFR1. A
contrario, lorsque nous avons utilisé un anticorps bloquant le VEGFR2, ce dernier n’a
eu aucun effet sur la migration des cellules du CCR apres stimulation par le VEGF-A
et —B, mais il a eu un effet d’atténuation de la migration des cellules du CCR apres
stimulation par le PIGF. Cela nous a notamment surpris puisque le PIGF n’est pas un
ligand direct du VEGFR2. De plus, lorsque nous avons utilisé a la fois un anticorps
anti-VEGFRL1 et anti-VEGFR2, la diminution de la migration des cellules du CCR était
encore plus importante que celle observée avec un seul anticorps bloguant. Cela
suggeére qu’en plus de I'implication des homodiméres VEGFR1-VEGFR1, il existerait
des hétérodiméres VEGFR1-VEGFR2 qui seraient capables de médier la migration
des cellules du CCR.

En effet, il a été montré dans des études précédentes que le PIGF
uniqguement était capable de stimuler la formation d’hétérodiméres VEGFR1/VEGFR2
256-258 puisqu’il a été observé chez les cellules endothéliales que des anticorps dirigés
a la fois contre le VEGFR1 et le VEGFR2 avaient également une activité inhibitrice sur

leur migration 2°6. Cela est donc en accord avec nos résultats obtenus.

Nous nous sommes donc interrogés quant-a la fréquence a laquelle ces
hétérodimeres VEGFR1-VEGFR2 sont retrouvés. Mac Gabhann et al ont établi, en
2007, un algorithme pour déterminer les fréequences de dimérisation de ces sous
unités. lls en ont conclu qu'une sous unité en excés (10 fois de plus que l'autre)
provoquerait une homodimérisation minimale de la sous unité dites en déficit. Ainsi,
nous savons que dans le cas du CCR, les cellules présentent une quantité abondante
en VEGFR1 comparée a celle en VEGFR2. En suivant I'algorithme, la majorité du
VEGFR2 serait donc présente sous forme d’hétérodimeres VEGFR1-VEGFR2 et non
sous forme d’homodiméres VEGFR2-VEGFR2 2%,

Nous nous sommes ensuite demandés quelle pouvait étre leur activité (capacité a lier
leurs ligands). Au vue de leur quantité relativement limitée, nous pouvons penser que
leur implication est peu importante. Cependant, des études sur les cellules
endothéliales ont montré qu’en dépit du fait que le ligand VEGF-A a une meilleure
affinité pour le VEGFR1 que le VEGFR2, I'activité du VEGFR1 est toutefois 10 fois
plus faible que celle du VEGFR2 250, Dans le cas de xénogreffes du CCR humain, bien
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gue le VEGFR2 est présent en faible quantité, il a été montré que presque la totalité
se trouvait sous sa forme active, tandis que malgré la quantité importante de VEGFR1
seulement 5 a 10% de ce dernier était actif. Ainsi, on pourrait finalement s’attendre a
une activité plus élevée comparée aux homodimeres VEGFR1 puisque ces
hétérodimeres pourraient tirer les avantages de la sous unité du VEGFR1 en ayant
une affinité importante pour les ligands et ceux de la sous unité du VEGFR2 en

montrant une activité efficace.

L’aflibercept étant une protéine « TRAP » constituée d’une sous unité du
VEGFRL1 et du VEGFR2, elle est capable « d’emprisonner » le VEGF-A, -B et le PIGF.
Nous nous sommes donc demandés si l'aflibercept pouvait atténuer le phénomeéne de
migration observée dans les cellules du CCR. Les résultats montrent que la migration
de onze des douze lignées cellulaires du CCR (soit 92 %) a été inhibée par I'aflibercept
a des concentrations utilisées en clinique. L’effet de I'aflibercept sur la migration des
cellules du CCR a été observé peu importe la capacité a migrer des lignées (effet
obtenu autant sur les SW620 a faible potentiel migratoire que sur les DLD-1 a fort
potentiel migratoire). Ainsi, on confirme ici I'implication générale de la signalisation

VEGF dans le phénoméne de motilité des cellules tumorales colorectales.

La seule lignée faisant exception dans notre étude est la lignée LS174T. En
effet, la migration de cette lignée n’est stimulée par aucun des ligands de la
signalisation VEGF. Les anticorps dirigés contre le VEGFR1 et le VEGFR2 n’ont
également eu aucun effet sur cette méme lignée. Elle ne répond également pas au
traitement par I'aflibercept. Ainsi, cela nous laisse penser que la mobilité cellulaire de

cette lignée ne dépend pas de la signalisation VEGF.

En étudiant I'expression des récepteurs au VEGF, nous avons pu observer
une corrélation entre la réponse a l'aflibercept et I'expression du VEGFR1. En effet,
les cellules du CCR étudiées expriment le VEGFR1 a des niveaux €élevés, mais
variables (HCT-116 > SW480 > DLD1 > LS174T), et ce méme ordre dans la variabilité

est conservé pour les taux d’inhibition de la migration par I'aflibercept.

Nous montrons donc dans cette premiere étude que la migration des cellules
du CCR est, en partie médiée par la signalisation VEGF. Cette migration implique a la
fois des homodiméres VEGFR1-VEGFR1 mais aussi des hétérodimeres VEGFR1-

VEGFR2. Sur un panel de 12 lignées cellulaires tumorales colorectales, 11 d’entre
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elles répondent au traitement par I'aflibercept en montrant une atténuation de leur
capacité a migrer. Ainsi, nous montrons pour la premiére fois que I'aflibercept posséde
un effet « anti-migratif » sur les lignées du CCR en plus de son action anti-

angiogénique bien connue visant les cellules endothéliales.

Les découvertes concernant cette premiére étude, nous ont incités a
poursuivre dans cette lancée et a comparer le potentiel migratoire des cellules
endothéliales (CE) et des cellules du CCR ainsi que leur réponse a l'inhibition de la

signalisation du VEGF.

Nous savons qu’il existe un lien étroit entre les cellules endothéliales et les
cellules tumorales. Il a notamment été rapporté que la progression de la croissance
tumorale était associée a une augmentation de la capacité a se mouvoir des cellules
tumorales mais également des cellules endothéliales.

Nous nous sommes intéressés tout d’abord a I'observation de la morphologie
de ces deux types cellulaires. En effet, il est connue qu’un phénotype plus fusiforme
est souvent associé a un potentiel migratoire plus important. Toutes les cellules
endothéliales présentent une morphologie de type mésenchymateuse. Quant-aux
cellules du CCR, les HCT-116 montrent une morphologie mésenchymateuse alors que
les LoVo et les SW480 sont plutdt trés jointives.

Nous avons donc étudié le pouvoir de ces cellules & migrer ou envahir les
tissus. Nos résultats montrent que les cellules endothéliales et les cellules
microvasculaires (HMEC) ont un pouvoir migratif et invasif beaucoup plus élevés que
les cellules du CCR (obtention d’'une différence de 30 fois plus entre les deux types
cellulaires). Les cellules du CCR notamment les HCT-116 et les SW480 présentent un
potentiel migratif similaire et non négligeable bien que la morphologie des SW480 ne
Soit pas propice a une migration cellulaire importante. Cela peut s’expliquer par le fait
gue les cellules SW480 et LoVo ne se déplaceraient pas comme des cellules
individuelles mais plutét en cohortes cellulaires avec préservation des jonctions
cellulaires, on parle alors de migration collective 2.

Bien que la migration et I'invasion des cellules endothéliales soient assez
importantes, cela est observé uniqguement en présence de sérum. Ainsi, ces
phénomenes semblent dépendre énormément des facteurs externes, contrairement
aux cellules tumorales telles que les SW480 qui semblent quant-a elles plutdt

autonomes.
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Il est connu que la signalisation VEGF est une signalisation « clé » au sein
des cellules endothéliales mais également des cellules tumorales colorectales. Ainsi,
nous avons dans un second temps cherché a déterminer I'expression des acteurs de
la voie de signalisation VEGF (ligands et récepteurs) puisque nous pensons qu’il est
possible que les facteurs externes impligués dans cette migration et invasion

importantes fassent partie de cette méme voie.

L’étude de I'expression des récepteurs au VEGF révele que les cellules
endothéliales et microvasculaires expriment de maniére similaire le VEGFR1 et le
VEGFR2. Le co-récepteur NRP1 est exprimé de maniéere variable mais élevé dans ce
méme type cellulaire. Quant-aux cellules tumorales colorectales, ces derniéres
expriment de maniére variable le VEGFR1, comme nous avons pu l'observer déja lors
de notre premiere étude. Le VEGFR2 et le NRP1 sont également retrouvés de maniére

assez faibles.

Il est connu dans le cas du CCR, que le VEGFR2 bien qu’étant trés peu exprimé,
quasiment la totalité des récepteurs sont sous forme active. C’est pourquoi, il est
considéré comme un acteur important pour le développement tumoral. Cependant, ce
paradigme est aujourd’hui remis en question puisqu’il est établi que le VEGFR1 est
retrouvé dans de nombreuses tumeurs de patients souffrant de divers cancers
(estomac, poumons, sein, myélome etc...)?47260-263 Dans le cas du CCR, plus de 90%
des patients aux stade Il et Ill de la maladie présentent des tumeurs avec une
expression élevée de VEGFR1. Ce dernier est connu pour favoriser la migration
cellulaire, aider a la survie cellulaire en cas de stress cellulaire. Il est ainsi associé a

un mauvais pronostic vital 265,

Dans les cellules endothéliales, les rbles respectifs du VEGFR1 et du
VEGFR2 pourraient étre eux aussi remis en question. En effet, le VEGFR2 est de base
considéré comme un régulateur positif de 'angiogenése tandis que le VEGFR1 serait
plutét un régulateur négatif de I'angiogenése. Toutefois, dans le cas complexe du
cancer, l'expression élevée du VEGFRL1 dans les cellules endothéliales associées aux
tumeurs de patients atteints de CCR a été associée également a un mauvais pronostic

vital 266,

De plus, Une étude récente montre qu’une expression élevée de VEGFRL1 et une faible

expression de VEGFR2 constituent un marqueur de pronotic néfaste pour la survie
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sans métastase et la survie globale %%, Ces données cliniques sont clairement en
contradiction avec le role suggéré de VEGFR1 en tant que régulateur négatif de
angiogenese et suggérent que I'expression de VEGFR1 dans les cellules

endothéliales associées aux tumeurs sert de régulateur positif de I'angiogenese.

Au vue de l'implication potentiellement importante du VEGFR1 dans ces
phénomeénes cellulaires agressifs, nous avons étudié la sécrétion de ses deux
principaux ligands : le VEGF-A et le PIGF. Les cellules endothéliales montrent une
sécrétion faible de VEGF-A par rapport aux cellules du CCR qui en sécrétent de
maniere abondante, comme lillustrent les cellules LoVo (jusqu’a 100 fois plus). Le

PIGF est quant-a lui sécrété de maniére variable dans les deux types cellulaires.

Une nouvelle fois, nous nous sommes demande si I'aflibercept pouvait avoir
une action sur la motilité de ces deux types cellulaires et s'il existait une différence
d’efficacité entre le type endothélial et le type tumoral. Nos résultats révélent que
I'aflibercept montre un pouvoir inhibiteur de la migration et de I'invasion plus important

sur les cellules du CCR que sur les cellules endothéliales (2 fois plus efficace environ).

Ainsi, nous avons montré que les cellules endothéliales ont une capacité a
se mouvoir et envahir les tissus beaucoup plus importants que les cellules du CCR.
Cependant, ces potentiels semblent étre dépendant de facteurs externes pour les
cellules endothéliales, ce qui les rendraient plus fragiles en conditions in vivo puisque
le coeur d’une tumeur est hypoxique et pauvre en nutriments. Nous confirmons I'effet
« anti-migratif » de I'aflibercept et montrons I'effet « anti-invasif » de ce dernier a la fois

sur les cellules endothéliales mais également sur les cellules du CCR.

Maintenant que nous en savons un peu plus sur I'implication de la signalisation VEGF
dans la motilité des cellules endothéliales et des cellules tumorales chimionaives, nous
avons voulu étudier son implication cette fois ci sur des cellules tumorales dites

chimiorésistantes. C’est donc le sujet de la derniere étude.

Premierement, nous rappelons que les agents chimiothérapeutiques utilisés
systématiquement pour le traitement des patients atteints de CCR sont le 5-FU,
l'oxaliplatine (OXA) et l'irinotécan (SN38). Dans cette étude nous avons tout d’abord
établi notre modéle. En effet, suite a 'exposition progressive et prolongée des HCT-
116 (lignée parentale) aux trois agents de chimiothérapies nous avons pu obtenir des

lignée dites chimiorésistantes (acquisition d’'une résistance au traitement) : les HCT-
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116/5FU, les HCT-116/OXA et les HCT-116/SN38 respectivement résistantes au 5FU,

a 'oxaliplatine et au SN38.

Il a été rapporté que ces trois agents de chimiothérapie influencent la signalisation
VEGF lorsqu’ils sont injectés en uni-dose. Nous avons cherché a voir si I'exposition
prolongée aux agents de chimiothérapie (ou I'acquisition de la chimiorésistance)

influence aussi la signalisation VEGF.

Nos résultats montrent que I'acquisition d’'une chimiorésistance provoque un
changement morphologique chez les trois lignées « filles » comparé a la lignée
parentale. En effet, ces derniéres acquierent un phénotype plutét mésenchymateux

typique de cellules présentant des caracteres plutot agressifs.

Suite a cela, nous avons regardé si I'acquisition de la chimiorésistance provoque
réellement un changement au niveau des processus cellulaires tels que la migration
l'invasion et la capacité a « mimer » une structure vasculaire plus ou moins similaire a

celle formée par les cellules endothéliales, c’est ce que I'on appelle la VM.

L’exposition prolongée au 5FU, a l'oxaliplatine ou au SN38 confére une
augmentation de la matilité cellulaire a la fois en terme de migration et d’'invasion.
Cependant, seules les cellules ayant été exposées de maniere prolongée au 5FU ou
a 'oxaliplatine ont acquis la capacité a faire du mimétisme vasculaire. Cependant, une
différence existe entre un réseau vasculaire « classique » et ce VM. En effet, le temps
de latence (apparition du début du réseau vasculaire) est plus court pour les cellules
endothéliales comparées aux cellules du CCR.Mais, la longueur maximale ainsi que
la stabilité générale du réseau sont plus importantes et meilleure pour les cellules du
CCR comparées aux cellules endothéliales. Les HCT-116/SN38 sont quant-a elle

incapables de réaliser de la VM.

Nous avons cherché a montrer si la signalisation VEGF jouait un réle dans
cela étant donné que nous savons que les cellules du CCR possede une signalisation
autocrine et paracrine au VEGF et que cette derniere est fortement impliquée dans la

motilité des cellules comme nous avons pu le voir dans les deux études précédentes.

Il est connu dans la littérature que I'exposition prolongée a l'irinotécan (SN38)
est associée a une diminution des niveaux de HIF1 dans les cellules, les animaux et

les patients 268270, Or HIF-1 joue le rble de facteur de transcription pour le VEGF-A,
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nous nous attendions donc a voir une diminution du VEGF-A. Cependant, nos résultats
montrent que le VEGF-A a augmenté dans les cellules HCT-116/SN38 comparé a la
lignée parentale. Du c6té de I'expression des récepteurs, celle du VEGFR1 a été
régulée a la baisse. L’hypothése est donc que la signalisation VEGF semble avoir lieu
malgré les niveaux bas de HIF-1 (régulation possible par un autre facteur) 271-273, Cette
derniere est suffisante pour influencer la migration ou l'invasion cellulaire mais
insuffisante pour que les cellules puissent faire du VM. La diminution du niveau

d’expression du VEGFR1 en serait peut-étre la cause.

Il est connu dans la littérature qu’'une exposition aiglie a I'oxaliplatine est
associée a une expression accrue du VEGF-A, du PIGF, du VEGFR1 et de la
neuropiline 1 °. Nos résultats montrent quant-a eux qu'une exposition prolongée a
l'oxaliplatine est accompagnée d'une forte augmentation de la sécrétion du VEGF-A
(7 fois plus que la lignée parentale) et de I'expression du NRP1 (10 fois plus que la
lignée parentale). En revanche, I'expression du VEGFR1 n'a été que légerement

augmentée alors qu'aucun changement détectable n'a été observé pour le PIGF.

Pour le 5-FU, cela est plus complexe car aucun changement dans la
signalisation du VEGF n'a été observé aprés une exposition en bolus au 5-FU alors
gu'une exposition continue s'est accompagnée d'une régulation a la hausse du VEGF-
A 6670274 '] es deux observations sont cliniquement pertinentes, puisque le 5-FU peut
étre administré soit sous forme de bolus, soit en perfusion continue. Nous observons
que I'exposition prolongée au 5FU provoque une augmentation forte de la sécrétion
en VEGF-A (4 fois) mais également en PIGF (2 fois plus). L'expression du VEGFR1 et
du corécepteur NRP1 sont augmentées de maniere significative.

Ainsi, I'exposition prolongée au 5-FU mais également a l'oxaliplatine s'est
accompagnée de changements importants et persistants de la voie de signalisation
VEGF. Ces observations semblent étre assez similaires a celles obtenues apres une
exposition unique au médicament. L’exposition prolongée au SN-38 provoque une
réaction différente qui s’expliquerait notamment par l'existence d’'une voie de

régulation alternative du VEGF-A (autre que celle impliquant HIF-1).

Le mimétisme vasculaire étant un concept plus ou moins novateur, il se
révele étre tres délétére pour les patients. En effet, le VM est associé a un mauvais

pronostic vital avec un taux de survie a 5 ans tres faible68169, Bien que le VM soit
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probablement un processus multifactoriel, on pense que la signalisation du VEGF est
une nouvelle fois impliquée a la fois au CCR et a d'autres types de tumeurs79.275.276,
Nos résultats montrent que le VM est uniquement stimulé par I'ajout de VEGF-A, mais
pas de VEGF-B et PIGF.

Nous savons par nos études précédentes que la signalisation VEGF est donc
impliquée dans le développement de ces phénomenes cellulaires agressifs que sont
la migration, I'invasion, I'angiogenése et le VM. Nous avons montré également que
I'aflibercept, inhibiteur « TRAP » liant le VEGF-A, -B et le PIGF pouvait contrer
partiellement quelgues un de ces processus dans le cas des cellules chimionaives
tumorales et endothéliales. Nous avons donc voulu tester son efficacité cette fois sur
des cellules présentant une chimiorésistance acquise mais également sur ce nouveau
processus de vascularisation qu’est le VM. Nos résultats révelent que l'aflibercept
permet une diminution d’environ 50% de la migration et de I'invasion cellulaire autant
chez la lignée parentale que chez les trois lignées résistantes dérivées. On montre
également ici que I'aflibercept a en effet « anti-vasculaire » sur ce réseau « sanguin »
atypique que forme les lignées HCT-116/5FU et HCT-116/OXA.

I est connu que le facteur tissulaire (facteur de coagulation I,
thromboplastine) est exprimé par de nombreuses cellules tumorales, y compris les
cellules du CCR 2%, || existe méme un lien étroit entre le VEGF et le TF, puisqu’il a été
montré que le TF régulerait a la hausse le VEGF 277, Nous avons donc déterminé les
niveaux de TF sécrétés pour établir si l'augmentation des niveaux de VEGF-A sécrétés
par les cellules résistantes aux médicaments pourrait étre corrélée avec une

augmentation de I'expression du TF.

Nos résultats montrent que les cellules HCT-116/5FU résistantes au 5FU
sécretent davantage de TF par rapport aux cellules parentales HCT-116. Tandis que,
les cellules HCT-116/0OXA et HCT-116/SN38 sécretent un niveau beaucoup plus faible
comparé a la lignée parentale (8 a 11 fois moins). Ainsi, nous en concluons que
laugmentation de la sécrétion de TF n’est pas corrélée a I'augmentation de la
sécrétion du VEGF.

Cependant, il est intéressant d’étudier les conséquences sur le potentiel pro-
thrombotique au vue des sécrétions différentielles du TF puisqu’il est connu que le

cancer est souvent associé a des risques thrombotiques pouvant causer le déces du
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patient. Or ici, nous avons noté déja I'acquisition d’'une certaine agressivité des cellules
suite au développement de cette chimiorésistance ayant causée des changements

permanents dans la signalisation VEGF.

Nous remarquons clairement que le potentiel pro-coagulant des cellules est
fortement corrélé a I'expression du TF. En effet, les HCT-116/5FU qui présentaient le
taux de sécrétion le plus élevé en TF, posséde le statut procoagulant le plus important.

Tandis que les HCT-116/SN38 ont le profil procoagulant le plus faible.

Ainsi nos résultats montrent qu'une exposition prolongée a des agents
chimiothérapeutiques utilisés cliniquement interféere avec la signalisation VEGF et peut
favoriser la progression de la tumeur, comme en témoignent l'augmentation de la
motilité des cellules tumorales et la formation de réseaux cellulaires de type VM. Nous
révélons également que l'aflibercept possede une activité anti-migrative, anti-invasive
mais également anti-vasculaire directes sur les cellules du CCR en plus de son activité

inhibitrice connue sur les cellules endothéliales

Enfin, nous pouvons conclure que mes travaux de these nous aurons permis de
caractériser davantage la signalisation VEGF dans le cas du cancer colorectal en
étudiant a la fois les cellules tumorales chimionaives, les cellules endothéliales
potentiellement associées aux cellules tumorales, ainsi que les cellules tumorales

chimiorésistantes.

Nous avons pu montrer que les cellules tumorales colorectales chimionaives ou non
présentent un pouvoir migratif ou invasif variable, souvent associé a un changement
morphologique avec I'acquisition d’'un phénotype fusiforme dit « mésenchymateux ».
Les cellules endothéliales possédent quant-a elle une migration et une invasion
cellulaires beaucoup plus importantes que les cellules tumorales colorectales, ce qui
se revelent surement étre un avantage lorsqu’elles s’associent aux cellules

cancéreuses pour promouvoir la croissance et la dissémination tumorales.

La voie de signalisation VEGF connue pour étre une signalisation fortement impliquée
dans l'angiogenése, se révele aujourd’hui jouer un réle dans le développement de

phénotype agressif mettant en jeu notamment les phénomenes cellulaires tels que la
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migration, l'invasion, l'angiogenése ou encore plus récemment le mimétisme
vasculaire. Mes travaux de thése montrent que le VEGF-A (et dans certains cas le
PIGF) semble promouvoir la migration, linvasion, I'angiogenése endothéliale ou
tumorale (mimétisme vasculaire) a la fois dans les cellules tumorales colorectales mais
également dans les cellules endothéliales potentiellement associées. Nous avons
prouvé que ce dernier agissait notamment via le VEGFR1 qui peut étre présent soit
sous sa forme d’homodimeres soit sous sa forme d’hétérodimeres associée au
VEGFR2.

L’aflibercept, inhibiteur angiogénique approuvé en deuxiéme intention dans le cancer
colorectal montre pour la premiére fois au sein de mes travaux, qu’en plus de son
activité anti-angiogénique établie sur les cellules endothéliales associées aux cellules
tumorales, ce dernier présente un pouvoir « anti-migratif », « anti-invasif » sur les
cellules du CCR et sur les cellules endothéliales associées. De plus, il aurait également
une action inhibitrice sur ce phénomene de vascularisation particulier qu’est le
mimétisme vasculaire (Vasculogenése formée uniqguement par des cellules

tumorales).

En perspective de ces travaux, il aurait été intéressant de trouver un ou plusieurs
autres acteurs impliqués dans l'un de ces phénomenes cellulaires dits agressifs
puisque nous voyons ici que I'aflibercept n’a qu’un effet partiel sur tous ces processus.
Cela signifie donc que d’autres voies de signalisation sont surement impliquées.
Cependant I'étude des cytokines impliquées notamment dans l'angiogenése n’a
permis d’isoler aucun autre acteur potentiel. Ainsi, cela nous prive d’'une potentielle
seconde option thérapeutique qui aurait peut-étre pu rentrer en combinaison avec

I'aflibercept.

Sachant qu’au sein d’une tumeur, il y a souvent collaboration des cellules tumorales
colorectales et des cellules endothéliales, il serait intéressant d’étudier I'impact des
cellules endothéliales sur la migration et l'invasion des cellules colorectales, ou

inversement, en réalisant des expériences de co-cultures directes ou indirectes.

Enfin concernant cette vascularisation tumorale, les cellules endothéliales étant les
cellules spécialisées dans I'angiogenése, il serait intéressant de voir le comportement

de ces cellules en présence de cellules tumorales colorectales capables de faire du
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mimétisme vasculaire. En effet, si nous mettons en contact des cellules endothéliales

et des cellules tumorales, la question suivante se poserait :

Est-ce que le réseau vasculaire endothélial et le réseau vasculaire tumorale seraient
liés mais totalement distincts ou si au contraire il y aurait une parfaite collaboration des
cellules tumorales et des cellules endothéliales a tel point que le réseau vasculaire

obtenu serait un réseau hybride formé des deux types cellulaires « mélangés » ?
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Abstract Intreduction Hypercoagulsbility 5 a common bbeod 2l teration in newly diagnosed
chemaotherapy naive patients with multiple myeloma. The identification of the
procoagulant potential of cancer cells, which i principally related to tissue factor
{TF) ewpression, attracts partioular interest. The mechanisms by which myeloma
plasma cells {MPCs) activate blood coagulation have been poory investigated.

Aim  Tokdentify the principal ac tors related with MPCs that boost thromn bin genera tion { TG
Methsds TF and annexin V expresson by MPCs and MPCderived microparticles MG
dbAPs) was analyzed by flow cybometry. TF activity (TFa) and TF gene expression wene also
determined T in the presence of MPCs or MPGARMPS was assessed with the calibrated
automa ted thrombxogram assay (CAT) in normal human PFPEF and in plasma depleted of
Factor Vil or XIL TG was also assessed in plasma spiked with MPC and MPC-dbARs.

Results  MPL-AMPs expressed approximately twofold higher levels of TF a5 companad
with MPCs. The TFa expressed by MPC-AMPs was significantly higher compared with

Keywords that expresed by MPCS. MPC and BMPCAMPs enhanced TG of human plasma. TG was

w mudtiple myeloma significantly higher with MPC-dbMPs companed with MPCs.

= thrombin generation Condhsion MPCs indirectly induce bloodbome hypercoagulabiity throwgh the

= tisae factor release of MPCdMPs rich in TF. Since MPCs, expressing low TFa, represent a weak

= micropartides procoagulant stimulus, the by perooagulability at the microenvironment could be the
ey peroo aguilla bility resultant of MPCAMIPS rich in TF.
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Modedization of Blood-Borne Hypercoagulability in Myeloma Papageorgiou et al. &34

Introduction

Multiple myelama is a pladma cell malignancy character
ired by bone marmow infilration leading to muliple htic
bone lesians, renal failure, anemia, and increxed sk ol
venous thraomboembalsm.” Newly disgnosed, chemother
apy nafve patients with multiple myeloma  present
high lewels al procazgulant phosphalipids in plasma along
with an increxed concentration aof biomarkers which
indicate activation af blood oagulation and endothel izl
cells?

The identificational the proooseg ul ant potent ial of canoer
oell, principally medisted from tissue otar (TFL sttracls
partuler inberest Ssince il is closely related with cancer
IEETeiveness, proangiogenic proper e, resistance o an-
ticancer treatment, and metastatic potential? Enhanced
fibrin formation a2 well &2 dols with low permeability
and resistant 1o lysis have been alserved in patients with
muliple myeloma® Myeloma plsma cells (MPGE) are
paotential imtistars af the process leading 1o hypercasguls-
bility. Fibrin together with sctivated plastelets may either act
% a shield af cancer cellk againd the sooes al anlicanoer
drugs ar alter the elficiency ol the immumsrvellimoe
system S

The crestalk belween cancer ek, plema colting
mechanism, platelels and endothelial el enhances
]1].']:l-:rl:-u.I;!u].i:uﬂil.].'."':I Previous studies showed that medi-
ators in this process vary socanding to the histalogical iy pe
af cancer cells"™ Cancer cells from salid tumars induce
thrambin generation by the ecpresmion al TF and
the induction al Goor XN (FXID sctivation. ™ Himrewvar,
the intensity of the procosgulant pole nlial varies sooord-
ing to the histnlogical cancer cell type' ™' Cancer cells
relexe procoagulant microparticles which have a major
rale in the amplification of their proaagulant patential
and thrombin  generation enhancement.” Recently,
alttention & being drawn on droulsting  exbreos]uler
vesicles released by cancer cells which are believed 1o
mediate cell-to-cell @mmmunication.™ Fram a ot plual
paint of view, MPCs would enhance hy pencosgul shility in
their micraenvimmnmmenlt Howewver, the interactions al
MPCs with their micoemironment lesding o bload
oosgulation activation have been poory investigated. In
the present sbudy, we el up an expenimenital model that
allowrs the identification al the procasgulant fingenprint af
MPCs and MPCdenved micrapartcles (MPCAMPSL In
addition, this experimental model allows Simulstion al
their impact an thrombin generation and elucidastion al
snme peds af the mechanisms by which MPCs induce
hypercoxgulshility.

Materials and Methods

Human PFlazma

Samplk= al fresh ozen normal platelet poar plesma (PPP;
Rel 00539) and imrrnenad epleted o philized plesma defi-
ciental clafing Ecvor VIH{FVIT) ar FX were purchased Fram
Stagn (Cennevilliers, France)

MPCs and MPC-dMPs

Preparation of MPCs

Hurman MPCs (FPMI 8226 and U26E) obtined Fom American
Type Culture Collection (ATOS Rockville, Maryland, Unibed
Bate) weere used. Hurman MPC lines grone in saspensian. Cells
weere oulbured i n an RS 1640 medium (ATOD) supplemanibed
with 1EE (v ) FBS and 15 (wiv) peenidllinstreptomydn. Cell
viahility was rsesed belnre each assay by trypan blue exdu-
sinn and cell with at least 90% viability were usel Experi-
s wene a@nduded anoe 2 aunt af 1000 cellsjul in the
andition media woes reached AL this painl, 25ml af
MIPCS Sas pensian wae centriluged at 1500 = g for 10 minules
a 2570 Pelets al the MPCS were Sispended a1 ml af PPP
yiekling a MPC count al 25000 odlsimlL al FPE Sulsequently,
zerid dilutions of MPE in PPP were performed and used in
thramibin generation experim et In preliminary experiments
the prasnagulant potental of the two MPC lines (FPM] 8225
and U266) was compared Both el lines showwed Similar
prodsgulant properties | = Fig 1) Far the ke al simplicity,
wee presen L herein thed sta o mecperimenis perio rmed an the
RPMIE 22 Geell line. The aounit ol MPCswhich poodude a platesn
#led an thrombin generat on paramelers was debenmined by
mEineling a “mnoeniraion-respanse”™ ourve. The @ncen-
tratian al MPC in PPP emplayed in most al the expeiments
(15000 cedls/ml) wias Situated 2t the platean

Preparation of MPC-d8Ps

MPC-dMPs woere Bolued from the anditionsd media af the
MAPC ciMouress by dlille rertia | eentrilfug ati anc ln beiel when the
mumber al MPC in the anditionsd meadia waes 1,000 cdkjpl
and centrifugation for ell separation was perfomed 2=
desoribed above, 25ml al supemstn was oolleced and
war cenirifuged st 1 .500g for 10mimies 3t 25°C The super-
ratant wad oolleded amd eentrfuged 2 200005 for
2 minutes 3t 470 o pellet the MPEIMPL The pelles with
MPC-dMPs were suspended in 1ml af PPP In preliminany
experiments, “coneeniration- respanse”™ aurves an thrambin
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Oata are repaesentative of Sue o pailirainds. MIPCS, oo 3 plaara
s

THOpen Vol3 Ko 47019

239



peneralion iy were oblined o deermine the count af
MPC-AMPs which praduced a platesu dlea an thrambaogram
param&ers This prodaesdune lad 0 a ssmple preparation aof 2
Slancand ired MPC-dMP numiber, used lar e expen ments.
The prrocaagulant i nge rprint of MPCs and MPC-MPs was
companed an the hasis af the respective aunls which veere
Sibuated ot the platesual theirelTed an thrombi n generation.

Counting of MPC-dMPs

Mficro partides were counied with the ammencially available
Fymuphen MPA aivily ey purchesed Fram Hyphen Biomed
( Mesuwville sur (hi%e, France ] The wsay, perrmed acaonding la
manuf sdurer irtnction, mexsned e procasgulint sdiv-
ity related io the oyncentr dion af phosphatidylerine (PS5 | and
wars peerfanmed using a micnobier plabe Sens tized with strep-
Lavidinanad hiotinylated annesin W, and Chen stabil ired. Based
an & fenctional a5 <y, the aonoentrati on o mi oo pentides was
expreed a nhal PE Al e perimeniswerne performed with a
standardived number ol MPCAMPS that mrmespands ta
263 nM al PS equivalent, derved fom a MPC aoncentration
al 1000 ] kil and Sitused i the plaem «fed af the MPMG
M P an thrambin generation The employed cancentrational
MPC-AMPS (260 ) wad siluated ot the Hnear pait ol the
plakeau 3l the concentration-respomnse ourves alblained in
the thrambin generation <y

Modecular Analysis of the Proco agulant Fingerpdnt of
MPCs and MPC-AMPs

Specilic TF activity

el suspemions (20pl) ol MPCs and MPC-dMPs were used at
comis which produced a plateau effect an thrambin genera-
tian {1,000 cdkfpl and 262 nd, respectively) we ne washed
iUt & i wilthy phuces phoabe-ba Tered <aline (PES]), suspendead
in PES and incubabed a 4°C for 30minules Sulsequenily,
=amples wereoeniriluged For 30 minue= 2t 1,000 gand super
nalants were oolleckxd and kepl Fozen o -80°C unitil mea-
suremental TF activity (THa).as previously described ™ TRawas
alkn measured innormal plasma, the same wsed Tar thrambin
peneralion experiments in whidh pleima celk ar MPC-dMPS
weere suspended.

Floww Cytametny

Gell suspersions [ 20pL) af MPCS and MPC-AMPs were used at
imumis which producesd a platesu efect an thrambin genera-
tion (1,000 cellsjul and 262 nM, respectivelyl MPCS were
suspeended in PRS, and centrifuged at 1500 g for 10 minutes
at 25°C. Far TF ameammenl &)k resuspended in PRS were
incuhated with 10 pl al acantral mouse immunaglabulinlgGl
FITC {BD Pharmingen, S55748) and with 1861 PE (Beckman
Gyl teer, AT 96, France Jarwith amanse monaclanal anitibady
Fgains human TF FITC (Selisui Diggnostics, United States,
AS0R05) and with an anti- CD1 38 PE { Beckman Coulter, Rel
AS4190, France ) for 30 minutes 3t moom emperature in the
dark_ Aler incubation, cellE were washed ance with PES an«d
then suspended in PBS lar TF Eiemmenl. Sample data were
e redl, anThescesd], amed amalyeed weing an FC S00 Mow cytam-
eie | Beckman Coulter, Ville pinte, Fr ance) with CXPAcquisiGan
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(Beckman Goulter, Mismi Florda, United States) and Flow J0
Arnalysis software (TreeStar Ine) Far the stndardieation af
microparticles by flow oy inmetry, an il microparicle-si=
gake was %l with the help of Megamix (Biocytex, Marseille,
France, 7801 La mixbere al microbeads al threedillerent sires
(30, 05, and 0 9pm) which was developed o anlirm micng-
partides"sire. B eparale true evenls fam badground mise
andl unspecific binding al antibadies 1o debric we delined
mrcraparticles o pantiches that wer e beitve en 0 S5 and 09 pm in
dizmder and we explored whether they presented posilive
=taining lar TF andfar armexin V. Far annexin V staining, the
micrapanicle $i8 pension was incubated ke 30 minules with
10yl PE-amnexin V{kiL BD Pharmingen. 559763 | Annexin V-
PE with PRS without cd dum was used 5 avntral TF staining
v dane 2 in eells Analyses were perfarmed an a ow
oy it [ Mavios Jusing 2 Megamix besd-cali brated protocal
(BiaCytex)

Polymeraie Chain Reaction

Tl RNA was esdiracied from MPCS and rese ety transcribed
apanding o2 stndandized procdune; brielly, | pg cDNA was
amplified using the Go TAg 180 gPCRMaster mix (Promega)
and the MSO00PF PR S=em acaonding o the mamnibe
turer's probocal . Annealing lemperabure was SN0 Quantita-
Uive reverse transcriplae POR (RT-POR) wars s b0 mersure
the relative mREMNA levels wing TagMan 2<ns kr TF (Sigma
Aldrich) The lallowing primers werne used: TF L5 AGG GTC
TICATG CTCOCAAAT, TFLLS TET AGA AAG GCAGCACTC GG
¥. The readion wae inhibiled after 40 cypdes (I values were
mormalized sgaint the endogenous antral B-actin (fram
Sgma Aldrich) Reative mRNA expresion was dlonlated
wing the cmparative threshold method (277

Callbrated Auvtomated Thrombo gram Assay
In ezch well ala 96-well micapl e, 3 valume al S0p L PP vwas
spiked with 20 pl of PPP anwining MPCs ar MPCAMP
suspensian prepaned and aunied a5 desaribed in the previous
paragraphs Counis af MPG and MPC-AMPS in the PPP at the
welk al the micoplae are fivelold lower than the initial
mumis Thrambin generaion was iniltiaed by adding a 20ul
triggering salution containing Call (167 mM final concen-
tration) and a Muworogenic ailstrae (Z-Ghy-Gly-Arg-AMC,
4T pM firal concentration)l Thrambin peneration was
ressed with the Gilibrated Auveomated Thrombogram
amarding to the mamib durer irsruction Amang all throm-
bagram par amelers, we analyred lag time, peak ol thrambin,
and the mean rate i ndex [ MRTL The Lest ane rellects the rate al
the prapagation phaie ol throm bin generation |cakoalsted by
the larmula: MR = peakii tiPeak - Lrg time) ] The smuisition
time al thrambogram paramders was defined st 40 monukes.
In separate experiments, thrambin generation in 30pl af
o] PPP [ withoud amy exogenous addiGon of MPCs or MPE
dMPL) was performed using 20 pl af MP-rexgent (4 pM pro-
aagulant phosphalipids ), or PPPoresxgent Low (1 pM TF and
dub procosgulen phosphaolipids) or PPP-rexgent (5 pM TF
and 4pM proaagulant phasphali pid<). Thrambingeneration
wars perfomed somnding B manudsdurer igtrudions a5
deseriibed abdve

240



Modediraiion of Blood-Borne Hypercoagulability in Myeloma Papageargiou et al

All re agenis wene [om Stago (Gemevilliers, Frane) The
canibnal cansisted af 2 mixbureal S0pL PPPand 20pl Ml Al
oiunts al MPE and MPC-AMPs mentioned in thrambin
Peneralion experiments reler o the mather sispeions

Thrembin Generation in the Pressnce of an Ant]-TF
et boedty

In separae experments, S0pl of a warking suspension al
MPCs (500 eellsjpl) in normal PPP was miced with an agual
valume af PPP oonlaining ananii-TF moise mannclonal anti-
bady 4509 { American Dixgmostica, Meuvil le-sur-(ise, Franoe)
Mouse gl 1 Eotype ( 100pgiml) ar Nad was used in contmal
experiments Cell were indubated wi ththe anti-TF anti bad yar
the iEotype 1201 Br 15 minules 3t 37 The ex perimental
wnditians were definal aler conducting preliminary exper-
menits an thrombin generation, with variahle concentration
al the @lls and the anti-TF momodanal antibady Cdls wene
usad ot the knwer scfive concentration in plesma and the
antibody wars used at a3 concentration ol 25pgiml At this
mneeniration the anti-TF antibody aompletely inhibiled the
eflect al the PPP-reagent (5 pM TF and 4dpM procosgulent
e phalipads ) an thrambin gener aian.

Statlstcal Mnalysls

All experiments were performed or at lamt five limes
Results are shivwen a5 mean = standand devistion. Dat were
narmally distributed, and a paired sample e was applied
Lo ampare para meter & Ferences in all methad< The level af
statistical significance was et ot 05 Two-sided values af
i o LS e e oo resid eresd. 25 Sl stical ly signilicant The SPSS
sailistical package (verson 2 101 BM)was used for siati<tical

analyis.

Results

Tssue Factor and Procosgulant Phospholipld

Exp resshon by MPCs and MPC-AMPs

Flnw cytaometry amalysis showed Uhat MPGAMPS expressed
approimately twolold higher levels of TF 2 compared with
MPCs (p o 05) [ =Fig. 2, frames A and B) MPEAMPS wene
positive for the expresion of prooegulant phosphalipids.
whenexs this was not the ce far the MPCS (= Fg. 2 fame
Bl MPCs and MPGCAMPs possessed specilic TFa The TFa
expresed by MPCPs (262 nM) was significantly higher
o o pared wiith that ex pressed by MPCS 2t the aumital 1 000
Ellkipl (119519 and 607 =04 ngiml respectively;
pec 05 =Fg 3) The MR analysis showed an ex pressian al
TF gene by MPCs (reédative expression ol 0178])

Procoagulant Potential of Plasma Cells and
MPC-dMPs

Impact of Plama Cell on Thrombin Generation

MPs induded a significant decresse ol the Lig Gme and a
significant increxie af the MR and peak a5 ampaned with the
cofibng ] experi et (PPP without any cd] addition; =Table 1)
MPCS at counts etual ar higher than 250 celk jul had 3 Signifi-
ant impad in lg-time reduction A plateau ellect was

alEerved 3t MPCs aaumits equal or higher than 500 o0kl
(dlata et shemnL

In arder to ex plarewhich pathway af Hood coagulation i
activated by MPCL experiments were done in plasma
depleted ol P ar FXIL In the contral expenment (PP
a5 na detectable thrambin generation was abserved in
the ahzence al amy af the twa dotting ctors. The MPCs
(1000 cellsfpl ) suspended in FYTl-deficient plasma did not
induce amy detecable thrombin generation. In contrast,
MPCs suspended in FXl-deficient plasma indueed thrombin
generalion [ =Table1]

Impact of MPC-dMPs on Thrombln Generatlon
MPC-d MPS induced asignificant decrexse ol the g time and
asignilicant increxse al the MR and peak, & compansd with
tthe canitra ] ex periment (PPP without any MPS or M PC-AMP
sdditian). MPC-AMPS 2t counts equal ar higher than 20nM4
hadl @ platesu elfect an thrombin gens ration

In arder to ex plorewhich pathway af Bood cosgulation i
acilivabed by M PC-AMPS (262 nbd)L & xperiments wene danein
plaEma depleted af Full or FOL MPEADMPs Si8pended in
Pl -deficient plasma did not induce amy deledable thram-
bin generation. Suspengion of MPC-dMPs in FX1-deli dent
paEma led o thrombin generation. Dala are Sumimr ped
in =Table 1.

Comparison of the Procoagulant Actvitles of MPCs
and MPC-dMPs to Stand ard Concentration of TF and
Phospholipids

In the presence al MPC (1000 celljpl) the leg time was
sigmi ficant]y konger, and the peak and MR were signilicanthy
kinwer a5 compared with these abserved in the presence ol
sandard pre paratians al TF (5 ar 1 phd ) and prooasgul ant
phospholipids (4pbd, respectively). MPCBAPs (362 ndd)
induced a higher peak and MR 2 cmpared with the
=tandard preparationsal TF 2 nd proaagulant phos phalipids.
Representative thrombagrames are shawn in = Flg. 4.

Both MPCs and MPC-dMPs <ignificant]y enhanoed thram-
bin generation a5 compansd either with that induced by 1 phd
al TF without amy sdditional phosphaolipids or with that
induced by prooorgulant phospholipids (dpM) in the
alenaee af TF [=Table 1L

Impact of AntFTF Moneconal Ant bodles o n Thrombin
Generation Induced by MPCs and MPC-dMPs

The sddition al anti-TF monaodaonal antibadies 1o PPP with
MPCs and MPCAMPs sgnificantly pralonged the g time
and tiPeak and decreaged the MR and the peak ol thrombin
generation compared with @ntral experiments without
anti-TF amtibadies Interestingly. the rdative inhibition af
thrambin generation was higher for MPCs anmpared with
MPC-d MPs [ =Table 2)

D¥iscussion

It i& wel] eftablished that cancer cdl express TF, the magar
trigger ol blood cosgul ation.? The levels al TF expressed by
cancer cd ks e nhance thrombi n gener ation principally via the

THOpen Vol3 Ko 40019
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Ag. 2 Teswe Lo (TF) expression inmydoma phisma cls (MPCs) . RPMI 2226 cdl s of MPCs were adtured in RPMI m e, 10X FES, and
1X penidiiin-streptoaydn, and Sow Cytom etry analysis for TF e poession was pesf oom od & desarided inMaRrids and Mechods inMPCs (rame
A o In MPCAMPs (Fame B) using B e following antibodies PE (D138, FITC TF, and PE Jooexdn V. Data Joe epres entadve of thoee exp arionenss

MPCAMPs, mydoma plasana cel derived micropamicles.

TF pathway, whereas their procoagulant potency varies
acarding © their histalogial type.""~' The present study
investigates the interactions of MPCs with the blood coagy-
Ltion proces and par ticularl ywith the thrambin generation
process. Two issues related to the procasgulant lingerprint af
MPGs wereinwestigated: (1) theintensityol the procoagulant
potential expressed by MPCs and MPCAMPs and (2) the
evaluation af the relative rales of the TF pathway and the
intrinsic pathway ol blood casg ul ation activation initi ated by
MPCs and MPC dMPs.

TMOpen Vol 31 N 42019

In MPCx the expression of TF gene, the presence of TF
protein on cell membrane, and e procosgulant activity of
TF are detectable. (Gomparison with data previowsly pub-
lished byour group using the sameex pe rime ntal model’ =4
anfi rms that MPGS express significantly Jower TF 28 com-
parex] with cancer cells from salid tumors such a5 breast
ancer el MCF7 and pancreatic cancer cells BXPC3

MPCs relesse microparticles into their microenvironment
which show marked promagulant activity. Indeed, the MPC-
dMPs ex press appraximately twafaold higher levek of TF a5
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campared Lo their argin ek, Aacardingly. the activity ol TF 3 rgl Y "2l & z
expressed by MPC-dMPLis about twice higher a5 anmpared E & | ﬁ ,.: '; 3
with that of MPCs. In addition, MPC-MPs show significant & il A H
expressian af prooaagulant phosphalipids. -E B :‘5 s + .E'
MPCE poce] erated the indtiation phase | Leg-lime decrexie) § - T NEY B
and amplified the propagation phase (MR increxe) af 'i E i ﬂi H i ]
thrombin generation. This resulted in 2 higher thrombin E B(E|=|- ]~ 'ﬁi
peakcom par ed wi th the basic thrombin generation potential =~ B .E- = = |« E £
al normal plsma However, the potency ol MPE o generale & £ | cl: u;': -': E-u'g
thrambin wa significantly lower & compared with that E = gl | D EE
induced by coneentrations of 5 pM TF and 4pM of procas- B -g. il Al E%
gulant phasphalipids, which are considersd 1o be the an- E-. “ ﬁ
centration ol TF and procos gulant phees phal ipads estimated - a = g i pir E_ =
tobe ex posed during normal hemosteis kllowing vasailar # A R Eg
injury.  This, the prooosgulant potenti sl af MPCs appears ta E zq ..E' Q - :3!. ;ﬁ:
be lower than that atiained from the normal fundion of 3
bood magulstion system. In contrast, MPCdMPs showed 2 g - par e L
mane potent &ffed an thrombin generation & ampared % 1 E J:_: ,: ,.; Eg
with their cells al origin_ Assessmental thrombin generation 5 B B E“
in FUll- ar Fill-deficient plkma alloved the svalustion af & .E- E [
which datting pathway i activated byMPCs and MPC-AMPs. 5 = |, 1= E = g.
The complete sbragation of thrombin generation in plasma = = E1ZHIT 5
depleted af FVI reveaks that the contact system and FXII ir § EA N 3 &
activation have a very limiled rale=il amy—on thrambin 8 Bl-l-|Z|= %
generation induced by MPG. The perience of thrombin % E 5 e EE g "
generation in plasma depleedin Ol lurther demanstrates — (Wl a = ]2 =28 ¥d
the impartanee of the TFFVIla pathway sctivation by MPGs. 3 | E |5 (2] 5 :2 0 §§§,q“£'§'_
The experiments with the spedfic anti-TF antibody showed & |Z|w s s |~ o] §F 54 _,_E
ithat bath MPCS and MPC-MPs induced thrombin generation 5 " —_ _ pr '; 3 EEN
in a Tr-dependent manner. However, taking inlo congider E Sk E E i }E § E y
ation that the antibady used selectively inhibits the procas- 5 'E = ? = E Fa¥yy
gulant activity of TF, we could not exclude that some al the -~ E E b EE -
procosgulant properties of the MPCs and MPC-AMP are due = E N P ; = g % 8 soa
10 the signalization function of TE 2 - il il I BT 9
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B on data presented herein, we conchide that MPE and
MPEAMPs activate blood cosgul stion prindpally via the TF
pthway aclivation. The conlacl HElem aclivation has
a secandary rale in this procs

These data lesd to the concept that moseboma-nelated
Iy peraoagulability & the resul tantal the MPCS procosg ul ant
prapeerties dam bine d with the procasgulant elements afl the
micraenvirnmenl Fallowing thiE conde pl. we ssome that
MPEAMPs relexed by MPCS inlo the micnoems nomm ent
enhance the weak promagulant sctbvity of MPCs This
weak procozgulant Simulus ol MPCS and the st ronger ane
expressed by the MPC-AMPs havean impaa an the farmatian
al a local fibrin retwark and could have a protector ellea
fram both the immunosur veil lance ysitem and the acoes af
anitimyeloma treatment All the shave are isues that merit
fur ther inwves Ligatian.

Extrapolation al the findings al this shely in patients
should be cautious The present study provides evidenae
fr the madelization al the prooargulant inleraclions
between the MPCs and their plasma mioroenyd nonment
and sheows that the MPCAMP & the principal veckr af
hypencosgul ability.

Ta the best al our knowd edge, the present study reparits
Br the lirst time that MPCs function 25 2 weak stinulus of
thrambin generation but amplily the procoagulant 5 imu-
luz by releasing MPEdMPs. The MPCAMPL which express
abhout a twakld higher amount af TF a5 com pared with
MG 2 well 2 procosgulant phosphalipids, induce a TF-
dependent sotivation al bood corgulation and are the
principal wectors of the procosgulant Simulus in the
plEma micreenvironment Due o their critical rale in
hypercasgulshility, procasgulant MPC-dMPs @uld be a
potential target for the evalustion af both the biological
sctivity ol MPCs and the ase=ment al the thrombogenic

potenitial

MPC-dMPs - IgG

6513

184
BE2=19

MPCs + 1gG
Ta=15
118213
12=13

MaCL +1gG
=l

MalCL « anti-TF
ey

Lag ©me (min|
MR [t

Peak (oM

Al da dond 190, I encglobalin G, MPC, msdoma plasma cdl, MPC-OMP:, migloma faima opllCa iy e mioroparticis, MEL, maan fate index, FRF, platde pood plauma, TF, teiss facion

Mot W alins aie thed oreda ik SO oF TATE 80 il 0L

Table 2 mpact of TF inbibiSian by a specfic anthTF antthady on thmmbin generation n normal #RP Induced by MPC or MPCMPs

o U000 v e condied o par i (MPC 4 i G an MPCE P2 + g6, respcivaly |
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