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es facteurs angiogéniques induisent une cascade

d’événements conduisant a la formation de néo-
vaisseaux. Or a la phase d’état de ces néovasculari-
sations pathologiques, ce ne sont plus des vaisseaux
« paranormaux », c'est-a-dire des vaisseaux rentrant
dans un programme d’angiogenése que I'on doit cibler
mais des vaisseaux profondément remodelés dans
lesquels les cellules endothéliales ne sont pas les
seules a avoir subi des modifications phénoty-
piques.
Ce n’est que depuis moins de 5 ans que I'on s'in-
téresse, principalement sous I'impulsion des travaux
du groupe de Rakesh Jain, a comprendre le paradoxe
existant entre la destruction des néovaisseaux par
des traitements anti-angiogéniques et I'améliora-
tion de I'efficacité des traitements de chimiothé-
rapie et de radiothérapie alors que I’hypoxie qui
devrait étre créée par I'éradication des vaisseaux
devrait produire I'effet inverse. D’ou I’hypothése
que ces traitements pourraient produire une éra-
dication des néovaisseaux, puis secondairement
favoriser la reconstruction des contacts entre cel-
lules luminales et murales des vaisseaux, les ren-
dant ainsi matures, moins tortueux, moins dila-
tés et moins perméables, et que donc cette
normalisation favoriserait une meilleure diffusion
aux agents de chimiothérapie [1].

Composante luminale du remodelage
des vaisseaux pathologiques

Angiogenéese-vasculogenése

La néovascularisation tumorale ne se résume pas
a la formation de néovaisseaux a partir des vais-
seaux préexistants, en particulier les capillaires et
les veinules post-capillaires. Ce processus résulte
aussi de la vasculogenese, c’est-a-dire de la colo-
nisation et de I'expansion de précurseurs médul-
laires de cellules endothéliales (CE) au sein des
tumeurs. Cette notion est actuellement battue
en bréche car il est difficile de les individualiser
dans les vaisseaux tumoraux par les marqueurs
connus de précurseurs (CD34, VEGFR-2, CD133),
bien que leur accumulation dans le sang circulant
signe un processus vasculaire intense et que le
bevacizumab inhibe leur mobilisation a partir de
la moelle attestée par leur numération, effondrée
par I'injection du bevacizumab [2]. Par ailleurs,

I'observation chez une dizaine de patients ayant recu
une greffe de moelle d’un donneur du sexe opposé,
puis ayant développé un cancer, n’a pas permis de
visualiser ces progéniteurs transplantés dans les
vaisseaux tumoraux. Donc si ces progéniteurs ne
résident pas dans les néovaisseaux tumoraux, une
théorie propose actuellement que leur contact avec
les cellules endothéliales tumorales pourrait permettre,
méme lors d’une rencontre furtive, de délivrer des
facteurs pro-angiogéniques, encore non identifiés.
L'observation selon laquelle les vaisseaux tumo-
raux présentent une hyperperméabilité, une tor-
tuosité, une dilatation, associées a une raréfaction
des péricytes permettant I'extravasation de fibrine
formant une matrice provisoire, lit sur lequel migrent
et proliferent les cellules endothéliales angiogéniques
a permis au groupe de Harold Dvorak de postuler
I'existence du vascular permeability factor (VPF)
sécrété par les cellules cancéreuses et de I'identifier
en 1983 [3]. Le VPF n’est autre que le VEGF.

Phénotype artériel

Outre I'angiogenése et la vasculogenése, un troi-
siéme phénomene caractérise les néovaisseaux
pathologiques : le remodelage perpétuel leur confé-
rant I'acquisition d’un phénotype artériel visualisé
par I'expression de marqueurs connus lors de I'em-
bryogenese pour induire une spécification artérielle
telle que Notch-1, éphrine B2, neuropiline-1.
Bien sdr, I'acquisition de ces marqueurs de spé-
cification artérielle n’est pas définie seulement par
un controle génétique di au VEGF : il n’est pas
exclu que les perturbations du flux, dues a I'aug-
mentation de la pression interstitielle, puissent
induire cette surexpression. |l a en effet été démon-
tré qu’au cours de I'embryogeneése, I'inversion du
flux dans un modele de membrane chorioallantoi-
dienne supprime I'expression de certains marqueurs
de spécification artérielle [4].

Le réle pro ou anti-angiogénique de la voie Notch
située en aval des récepteurs du VEGFest contro-
versé. Pour certains, I'activation intracellulaire d’un
partenaire, obtenue par transfection, exerce un effet
anti-angiogénique, pour d’autres, dont notre labo-
ratoire, I'interruption de cette voie par des ligands
compétitifs agissant par voie extracellulaire, inhibe
I'angiogenése. Nous avons démontré dans un modéle
de souris transgéniques exprimant I'antigene T de
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SV40 sous le contréle du promoteur anti-
thrombine et qui développent un hépatocar-
cinome selon une cinétique tout a fait super-
posable a la pathologie humaine (hyperplasie,
dysplasie, et tumeur maligne) [5]1 que Notch-
4, Delta-4 et éphrine B2 sont surexprimés
dans les sinusoides selon une cinétique super-
posable a la cancérogenese. De plus, le VEGF
active la voie Notch-4/Delta-4 nécessaire aux
fonctions de différenciation et de migration,
mais pas de prolifération, du VEGF [6]
(figure 1). Récemment, le groupe de Harris
a confirmé l'intérét du ciblage de Notch-4
car il est au moins 10 fois plus exprimé dans
les CE tumorales que dans les CE des vais-
seaux normaux dans le cancer du rein [7].
Nous avons confirmé I'intérét fonctionnel de
cette voie Notch/Delta par la démonstration
que la dimérisation de Notch par un ligand
dimérique mime les effets de différenciation
de VEGF sans affecter leur prolifération. De
plus, I'inhibition de cette voie par un ligand
monomérique, empéchant donc la signali-
sation Delta vers Notch, bloque I'angioge-
nése. Ainsi donc I'acquisition de marqueurs
artériels dans les vaisseaux tumoraux
pourrait permettre de constituer de
nouvelles cibles pour détruire les vaisseaux
tumoraux.

Mosaique

Une autre anomalie de la composante lumi-
nale est constituée par la mosaique, c’est-a-
dire que toute la lumiere n’est pas décorée
d’une fagon homogéne par des anticorps diri-
gés contre des marqueurs de cellules endo-

Figure 1. Remodelage vascu-
laire dans ’hépatocarcinome.
Sous I'effet du VEGF sécrété
par les hépatocytes transgé-
niques, les cellules endothé-
liales expriment des mar-
queurs d’artéres comme
Notch-4 et éphrine B2
(d’apres [6]).
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théliales mais qu'ils peuvent aussi contenir
des marqueurs de cellules cancéreuses.

Certains travaux du groupe de Jain ont per-
mis de calculer que ce passage des cellules
cancéreuses a travers la paroi, en route pour
|'essaimage métastatique, nécessite environ
48 heures. |l n’est toujours pas clairement
établi si ces cellules sont des cellules endo-
théliales qui ont acquis un phénotype tumo-
ral ou I'inverse. D'autres travaux plus récents
suggerent que la mosaique serait constituée
par un dépo6t de fibrine [8]. Par ailleurs, le
mythe de la balance angiogénique voudrait
que dans les vaisseaux tumoraux une hyper-
sécrétion de facteurs proangiogéniques s'ac-
compagne d’une répression des facteurs anti-
angiogéniques : en ce cas, on comprend mal
comment les thérapies anti-VEGF induiraient
|'apoptose des cellules endothéliales des néo-
vaisseaux sans affecter les vaisseaux stables.
En pratique, plusieurs stratégies de recherche
de génes surexprimés dans les cellules endo-
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Figure 2. Représentation sché-
matique de la déstructuration et
de la normalisation des vais-
seaux tumoraux. Sous |'effet de
I"hypoxie ou de I'inflamma-
tion, des facteurs de conver-
sion phénotypique rendent
les cellules endothéliales sen-
sibles a 'action mitogéne du
VEGF (orange). La couverture
péricytaire (bleue) diminue.
Dans la moelle osseuse, le
VEGF, le PIGF, SDF-1 mobili-
sent des progéniteurs
endothéliaux (vert) et muraux
(violet) exprimant les PDGFR
qui proliférent dans les vais-
seaux tumoraux. Sous I'effet
combiné de thérapies anti-
VEGF et anti-PDGF, les cellu-
les endothéliales recouvrent
un phénotype quiescent,

les cellules murales sont
maturées en péricytes
exprimant la desmine.

théliales angiogéniques ont mis en évidence
des facteurs anti-angiogéniques, donc
d’'adaptation au VEGF, ce qui n'a rien d’éton-
nant car on ne voit pas pourquoi la mise en
place de néovaisseaux pathologiques échap-
perait a la physiologie des rétrocontrdles. Ainsi
la vasohibine [9] est surexprimée dans
plusieurs modéles de néovascularisation
pathologique chez I'adulte, son inhibition sti-
mule la vascularisation, et inversement son
injection réduit la néovascularisation. Une
démarche similaire conduite dans notre
laboratoire a permis de démontrer que la
Netrine-4 est aussi un facteur d’adaptation
au VEGF (Brevets, Plouét, PCT 2003, PCT 2005).

Composante murale du remodelage
des vaisseaux pathologiques

Anomalies des péricytes

Il est bien connu depuis plusieurs décen-
nies qu’'a la phase d’état des néovasculari-
sations pathologiques, les remaniements
vasculaires observés ne se restreignent pas
aux cellules endothéliales. Dans la rétino-
pathie diabétique, par exemple, la raréfac-
tion des péricytes favorise la formation de
microthrombi, donc de I’hypoxie précédant
|'apparition de la prolifération vasculaire.
Cette observation a été a I'origine de la quéte
du « facteur X » sécrété par les rétines hypo-
xiques qui n'a été élucidée qu’en 1994 [10].
La disparition des péricytes matures (expri-
mant les marqueurs aSMA, NG2 et desmine)
lors de I'initiation du processus angiogé-
nique est bien établie mais I'observation
par plusieurs groupes de la destruction des
péricytes (exprimant le PDGFRo. ou PDGFR,
SMA) par des inhibiteurs de la phosphory-
lation du PDGFRa [11] constitue un
paradoxe. En fait, il semble que sous le
méme nom, deux cellules différentes
interviennent de fagcon opposée dans la
vascularisation tumorale.
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De nouvelles cibles

Le groupe de Ferrara a démontré que chez
les souris invalidées sur le VEGF, le PDGF
était surexprimé. Par ailleurs, le PDGFAA a
été caractérisé comme le facteur chimiotac-
tique majeur des fibroblastes sécrété par les
cellules cancéreuses, choisies parmi celles
qui résistent au bevacizumab (qui ne recon-
nait pas le VEGF murin). Cela laisse suppo-
ser une contribution majeure du VEGF murin
stromal a la tumorigenese. L'inhibition du
PDGFAA ou des PDGFR atténue la vascula-
risation tumorale [12]. Le suivi histologique
démontre une plus forte concentration de
PDGFRa a la périphérie de la tumeur, la zone
la plus active de prolifération, et une extinc-
tion de cette expression au cours de la dif-
férenciation, ou de la maturation, a I'inverse
d’autres marqueurs de péricytes comme
I'aSMA. Le groupe de Bergers a récemment
brillamment illustré ce concept en démon-
trant que les cellules murales PDGFRf sont
d’origine médullaire et qu’elles viennent colo-
niser les vaisseaux tumoraux ou elles main-
tiennent la survie des cellules endothéliales.
De fagon intéressante, ces cellules expriment
les marqueurs aSMA et NG2 mais pas la des-
mine. Au cours de leur maturation, a condi-
tion qu'il existe un contact entre cellules endo-
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théliales et cellules murales, la desmine
apparait et le PDGFRp s’effondre [13]. Ainsi
donc, la mesure de I'expression de la des-
mine (« les bons péricytes ! ») et des PDGFR
(« les mauvais péricytes ! ») pourrait revétir
un intérét diagnostique en ce qui concerne
la maturation des cellules murales.

Cette propriété a été étudiée dans notre labo-
ratoire et les résultats préliminaires de xéno-
greffes de cellules de cancer de la prostate
ou du colon résistant au bevacizumab, trans-
fectées par un agent anti-angiogénique pré-
sentent une augmentation de la desmine
pour une mesure de densité microvasculaire
peu ou pas modifiée, ce qui suggere que
la maturation des cellules murales pourrait
constituer une voie de ciblage antitumorale.
Un travail remarquable du groupe de Elie
Keshet étend ce paradigme : ayant recher-
ché des progéniteurs médullaires endothé-
liaux dans les vaisseaux tumoraux, le groupe
n’en a pas trouvé, mais au contraire a décou-
vert I'existence de cellules d’origine médul-
laire, dites « accessoires » constituées de
monocytes et démontré le réle prépondérant
du SDF-1 dans le recrutement de ces
cellules par les vaisseaux tumoraux [14]
(figure 2).

Conséquences cliniques
de la normoangiogenése

Les preuves expérimentales de la
normalisation des vaisseaux
tumoraux sont encore parcellaires
et restreintes a un tout petit nom-
bre de laboratoires. L'idée centrale
de la recherche préclinique repose
sur la mesure de la pression inter-
stitielle et de la fraction hypoxique
des tumeurs sous |'effet d’agents
anti-VEGF. Il semble qu'un traite-
ment dirigé contre le VEGF ou le
VEGFR-2 est rapidement suivi
d’une réoxygénation de la tumeur
la rendant plus sensible a la radio-
thérapie et a une diminution de la
perméabilité, provoquant une
diminution de la pression intersti-
tielle, donc une meilleure diffusion
des agents de chimiothérapie. Pour
le groupe de Jain, il s'établirait une
fenétre thérapeutique pendant
laquelle la réoxygénation et la
baisse de la pression interstitielle
se maintiendraient grace a une
couverture accrue des cellules
endothéliales par les péricytes par
le biais de I'angiopoiétine et de la

dégradation des matrices extracellulaires
anormalement épaisses [15]. Une trop forte
pression anti-angiogénique provoquerait une
résistance au VEGFR-2 et une reprise de la
réaction angiogénique. |l est peut-étre diffi-
cile d’imaginer que dans les tumeurs
humaines, I’extréme hétérogénéité de la vas-
cularisation des tumeurs primaires et des
métastases les rendent aussi sensibles a
I'établissement d’une fenétre thérapeutique.
Le concept de normalisation vasculaire n'a
pas encore été trés documenté chez
I’'homme. La publication princeps du groupe
de Willett [2] démontrait sur 6 patients
atteints de cancer du colon métastatique
traités par le bevacizumab une réduction de
la pression interstitielle, du nombre de cel-
lules endothéliales tumorales, des progéni-
teurs endothéliaux circulants, une augmen-
tation de la couverture péricytaire des cellules
endothéliales intratumorales. Ces résultats
devraient étre étendus a la mesure des
acteurs de la vascularisation et de sa nor-
malisation comme les facteurs d’adaptation
au VEGF et les marqueurs de « péricytes »
dont on a vu que les PDGFR signeraient I'ac-
tivation conduisant a la survie des CE
angiogéniques tandis que la desmine certi-
fierait la normalisation.

Jusqu’a présent, la quéte de facteurs circu-
lants ou locaux prédictifs de I'activité vas-
culaire des tumeurs, ou de leur réponse aux
traitements s’est limitée a la mesure des
acteurs de I'activation endothéliale et elle
n'a pas apporté de résultat tangible. Le
concept de normalisation ouvre une nou-
velle voie de recherche de facteurs prédic-
tifs et thérapeutiques fondés sur la com-
plexité des contacts entre cellules luminales
et murales. Gageons que dans les prochaines
années, nous verrons éclore de nouvelles
stratégies thérapeutiques de la résistance
aux agents anti-VEGF ciblant les cellules
murales ou les cellules accessoires. A
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