Les voies

de signalisation

es liens existant entre les cellules ou
Lmolécules du systeme immunitaire et
I’angiogenese tumorale sont connus depuis
longtemps [1]. Ainsi, les macrophages
intra-tumoraux ont un role pro-angiogé-
nique via la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF, etc.), de
chimiokines (IL-8, CXCL12, etc.), de
facteurs de croissance de la cellule endo-
théliale (VEGF, bFGF, etc.) et de protéa-
ses (MMP9). Dans des modeles préclini-
ques, I’élimination des macrophages
entraine une diminution de la vasculari-
sation tumorale. Une corrélation entre
I"infiltration tumorale par des macropha-
ges et la néo-angiogeneése tumorale a été
clairement démontrée chez "homme.
Des cytokines comme I'IL-17 produites
par d’autres cellules du systeme immuni-
taire (lymphocytes T-CD4 ou lymphocy-
tes Tyd) favorisent également I"angioge-
nese tumorale via I'induction de facteurs
pro-angiogéniques (PGE2, VEGF, NO,
etc.) par les fibroblastes ou les cellules
tumorales.

Au contraire, d’autres cytokines comme
'IFNy, I'IL-12 ou I'lL-27 inhibent |"angio-
genese. Leur mécanisme d’action passe
par I'induction de chimiokines angiosta-
tiques (CXCL9 et CXCL10) ou par le
blocage de la production de VEGF et de
bFGF.

Il a cependant fallu attendre la fin des
années 1990 pour que le groupe de Gabri-
lovich démontre I’activité de molécules
pro-angiogéniques sur le systtme immu-
nitaire [2]. Ainsi, le VEGF inhibe la matu-
ration des cellules dendritiques, avec des
conséquences importantes sur ’activa-
tion du systeme immunitaire, sachant
que les cellules dendritiques matures
sont les cellules les plus efficaces pour
permettre une bonne activation du systeme
immunitaire. L'essor et le développement,
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depuis 2004, des médicaments anti-angio-
géniques en cancérologie ont confirmé
que Iinhibition de I’angiogenése influe
aussi sur plusieurs parameétres immuno-
logiques en inhibant notamment diffé-
rents facteurs liés a I'immunosuppression
tumorale. Certaines molécules anti-angio-
géniques apparaissent donc aussi comme
des immuno-modulateurs capables d’in-
hiber certains phénomenes d’immuno-
suppression.

Cet effet collatéral des anti-angiogéni-
ques a suscité un grand intérét dans la
communauté des immunothérapeutes
impliqués en cancérologie, car I'immu-
nosuppression associée au cancer est
considérée comme le principal méca-
nisme d’échappement des cancers au
systeme immunitaire.

Modulation

de l'immunosuppression
par les molécules
anti-angiogéniques

Au cours de la progression des cancers,
la cellule tumorale met en place diffé-
rents mécanismes immunosuppresseurs
qui la protegent de la réponse immuni-
taire anti-tumorale naturelle. Elle produit
ainsi des molécules immunosuppressives
(TGFB, IL-10), recrute des cellules suppres-
sives dans le micro-environnement des
tumeurs comme les lymphocytes T régu-
lateurs (CD4*CD25*Foxp3*) (LTreg) ou
des cellules myéloides suppressives
(Myeloid Derived Suppressive Cells
(MDSQ)). La cellule tumorale peut égale-
ment induire des molécules de co-stimu-
lation inhibitrices (PD-1, TIM3, CTLA-4,
etc.) sur les lymphocytes T infiltrant les
tumeurs, les rendant ainsi anergiques
(aréactifs) et donc, non fonctionnels. Tous
ces mécanismes suppresseurs participent
a l'inhibition de la réponse effectrice anti-

tumorale et constituent un obstacle au
succes de I'immunothérapie [3].

Il a d’abord été montré chez la souris que
le sunitinib, un anti-angiogénique inhibi-
teur de la signalisation des récepteurs du
VEGF, PDGF, SCF et FLT-3L, diminue les
concentrations de LTreg dans la rate et le
micro-environnement tumoral de souris
porteuses de tumeurs [4]. De méme, |’ad-
ministration d’anticorps anti-VEGF-A
chez la souris bloque I"effet inhibiteur
exercé par les LTreg sur la réponse immu-
nitaire anti-tumorale. Cette diminution
des LTreg a également été observée chez
des patients atteints de cancers du rein
métastatiques et traités par le sunitinib
[5]. Nous avons montré que cette dimi-
nution des LTreg est présente chez 32 %
des patients traités apres le 1< cycle de
sunitinib et concerne plus de 70 % des
patients apres le 3¢ cycle. Cet effet est
plus fréquemment observé chez des
patients présentant des concentrations
élevées de LTreg avant traitement [6].

De fagon intéressante, I’effet des anti-
angiogéniques ne se limite pas a leur action
sur les LTreg. Ainsi, le sunitinib inhibe
les MDSC chez la souris et chez des
patients atteints de cancers du rein.
Ces MDSC sont des cellules myéloides
immatures (CD33*CD14'HLADR) capa-
bles d’inhiber différents effecteurs anti-
tumoraux via la production de facteurs
suppresseurs (iNOS, arginase, IL-10, etc.).
D’autres molécules anti-angiogéniques
comme |"anticorps anti-VEGF-A et le sora-
fenib inhibent également les MDSC ou
des populations de cellules myéloides
(CD33*CD11b*-R-VEGF de type 1%)
proches des MDSC.

Le groupe d’Ozao-Choy a montré dans
un modele tumoral murin, que I’admi-
nistration de sunitinib diminue les concen-
trations d’IL-10 et de TGFp dans le micro-
environnement des tumeurs et inhibe
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Figure 1. Role du VEGF dans I'immunosuppression tumorale. Le VEGF inhibe la maturation
des cellules dendritiques (CD) favorisant I'accumulation de CD immatures et I'expansion
de lymphocytesT régulateurs (LTreg) en présence deTGFf. Le VEGF peut également
directement induire la prolifération des LTreg en se liant au R-VEGF de type 2 a la surface
des LTreg. Le VEGF peut recruter des cellules myéloides suppressives (MDSC) qui exercent

leur suppression par I'expression d’enzymes immunosuppressives (arginase, iNOS) et

une nitration du récepteurT.

I"expression des molécules de co-stimu-
lation inhibitrices (PD-1, CTLA-4, etc.)
sur les lymphocytes T infiltrant les tumeurs
[7].

Par ailleurs, suivant leur profil de sécré-
tion de cytokines, on divise les lympho-
cytes T en 3 classes : 1) les lymphocytes
Th1 produisant de I'lL-2, de I'IFNy et du
TGFB et favorisant une immunité cellu-
laire et une réponse anti-tumorale ; 2) les
lymphocytes Th2 sécrétant de I'lL-4, de
I'IL-5, de I'IL-13 et de IIL-25 et jouant un
rdle dans une réponse immunitaire médiée
par les anticorps et une réponse allergi-
que ; 3) les lymphocytes Th17 produisant
de I'lL-17 responsable de I'induction de
cytokines pro-inflammatoires. Au cours
des cancers, il existe souvent une baisse
de la production de cytokines de type
Th1 au profit de cytokines Th2. Il a été
montré que le VEGF favorisait la synthese
de cytokines Th2 et le sunitinib est capa-
ble, chez des patients atteints de cancer
du rein métastatique, de réorienter la pola-
risation de la réponse lymphocytaire T
d’un profil Th2 vers un profil Th1 plus
susceptible d’induire une réponse anti-
tumorale.

Certaines molécules anti-angiogéniques
(sunitinib, bevacizumab) sont donc capa-
bles d’inhiber différents mécanismes d'im-
munosuppression et de polariser les
lymphocytes T vers une réponse Th1 anti-
tumorale.
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Mécanismes expliquant

le lien entre I'inhibition

de I'angiogenése et la levée
de l'immunosuppression

Réle du VEGF (figure 1)

Le VEGF-A a la capacité d’inhiber la matu-
ration des cellules dendritiques via sa
liaison au VEGF-R1 qui bloque I"activa-
tion de NF-kB qui, lui-méme, joue un
role important dans la maturation de ces
cellules apres leur activation par diffé-
rents signaux de danger (produits dérivés
de pathogenes, protéines de stress endo-
genes...). Or, il est connu que les cellules
dendritiques immatures ont un effet induc-
teur sur la génération et la prolifération
des LTreg aux dépens des lymphocytes T
effecteurs anti-tumoraux stimulés par les
cellules dendritiques matures. La présence
de cellules dendritiques immatures asso-
ciées au TGFP dans le micro-environne-
ment tumoral favorise cette expansion
des LTreg. Ce mécanisme dépendant du
VEGF-A est étayé par la corrélation obser-
vée entre les concentrations plasmati-
ques de VEGF-A et le nombre de cellules
dendritiques immatures. L'administration
d’un anticorps anti-VEGF-A a des souris
porteuses de tumeurs rétablit la matura-
tion des cellules dendritiques [2]. Chez
I"homme, I"administration d’un anticorps
monoclonal anti-VEGF-A diminue le

nombre de cellules dendritiques imma-
tures. Plus récemment, il a été montré
que les LTreg pouvaient exprimer le VEGF-
R2. Nous avons confirmé ce résultat et
montré que les LTreg de souris porteuses
de tumeurs expriment plus de VEGF-R2
que les LTreg dérivés de souris normales.
Nous avons également montré que le
VEGF-A en combinaison avec un anti-
corps anti-CD3 augmente la prolifération
des Treg in vitro. De fagon intéressante,
I"'administration d’un anticorps anti-VEGF-
A diminue la prolifération des LTreg in
vivo chez la souris comme chez des
patients atteints de cancers du colon. Ce
role direct du VEGF-A sur la prolifération
des LTreg représente donc un nouveau
mécanisme immunosuppresseur du VEGF-
A [8].

Le VEGF-A joue également un role dans
I’expansion des MDSC. Ainsi, chez une
souris non porteuse de tumeurs, I’admi-
nistration de VEGF-A entraine une accu-
mulation de cellules CD11b*Gr1+
correspondant a des MDSC. Il existe une
corrélation entre les concentrations plas-
matiques de VEGF-A et le nombre de
MDSC dans le sang et la rate de souris.
Un anticorps anti-VEGF-A diminue le
nombre de MDSC chez des patients
atteints de cancers du rein métastatiques.
II'a été montré que les MDSC pouvaient
aussi favoriser I’expansion des LTreg, ce
qui amplifie les effets propres du VEGF-A
sur cette population.

Réle de I’'hypoxie (figure 2)

L’hypoxie observée dans le micro-envi-
ronnement tumoral induit une augmen-
tation du facteur de transcription HIF-1a
responsable du recrutement de macro-
phages et de cellules myéloides suppres-
sives. HIF-1a induit également des chimio-
kines (CXCL12, BV8, etc.) qui mobilisent
des cellules myéloides suppressives
a partir de la moelle osseuse. HIF-1a
augmente "expression et I'activité de la
cyclo-oxygénase de type 2 (Cox2) qui
convertit I’acide arachidonique en diver-
ses prostaglandines (PG) dont la PGE2. ||
a été montré que la PGE2 favorise I'ex-
pansion des LTreg, notamment d’une sous-
population de LTreg productrice d’IL-10,
et augmente |'expression de I’arginase de
type 1 par les MDSC, accentuant leur
effet immunosuppresseur [1].

Les cellules tumorales dans un environ-
nement hypoxique sécretent la chimio-
kine CCL28 qui recrute les LTreg expri-
mant le récepteur de chimiokines CCR10.
L'hypoxie favorise donc un environne-
ment suppresseur par I’augmentation des
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Figure 2. L'hypoxie entraine une immunomodulation et le recrutement de cellules suppres-
sives. L'hypoxie induit le recrutement de macrophages, de cellules myéloides suppressives
(MDSC) et de lymphocytesT régulateurs (LTreg). Elle entraine également une plus grande
résistance des cellules tumorales a la lyse par les LT-CD8 et les cellules NK.

Linduction de HIF-1a, de VEGF, de STATS3 et de différentes chimiokines (CXCL12, CCL28, BVS,
etc.) par I'hypoxie constitue le principal mécanisme a I'origine de cette immunomodulation.

LTreg et des MDSC. Les anti-angiogéni-
ques pourraient augmenter transitoire-
ment la pression en oxygene du micro-
environnement tumoral en rendant les
vaisseaux plus matures et plus fonction-
nels (normalisation vasculaire). Cette ré-
oxygénation tissulaire participerait a la
levée de I'immunosuppression transitoire
par les molécules anti-angiogéniques.

Autres mécanismes

STAT3 est un facteur de transcription
exprimé par les cellules tumorales, les
cellules endothéliales et les cellules myéloi-
des. Il est induit par différents facteurs
dont le VEGF, le PDGF et I'IL-6 et possede
de nombreuses activités immunosup-
pressives. Il bloque ainsi la maturation
des cellules dendritiques, augmente la
production de cytokines immunosup-
pressives comme |I’IL-10 et favorise le
recrutement de LTreg et de MDSC. Le suni-
tinib inhibe I’activation de STAT3 rapide-
ment apres son administration, ce qui
pourrait expliquer l'inhibition de l"infil-
tration tumorale par les LTreg et les MDSC.
D’autres molécules, comme FLT3 (FMS-
like tyrosine kinase-3) ou la stimulation
de la voie SCF (Stem-cell facton-KIT, jouent
un role dans I’expansion des MDSC.
Certaines molécules anti-angiogéniques
comme le sunitinib ou le sorafénib inhi-
bent la signalisation de FLT3 et de la voie
SCF-KIT, ce qui pourrait donc participer
a la levée de I'immunosuppression par
ces molécules.

Certains auteurs ont critiqué ces travaux
en affirmant que la modulation de I'im-
munosuppression apres traitement par
anti-angiogénique est probablement secon-
daire a la réduction du volume tumoral
et donc a une diminution des mécanis-
mes suppresseurs associés. Néanmoins,
différents groupes dont le nétre n’ont pas
trouvé de corrélation entre la diminution
du volume tumoral et la diminution des
concentrations de LTreg et de MDSC dans
le sang de patients traités par des anti-
angiogéniques, ce qui va a I’encontre de
cette hypothese [5, 6].

Biomarqueurs
immunologiques ou liés

a 'immunosuppression :
facteurs prédictifs de réponse
ou de résistance

aux anti-angiogéniques

Les traitements anti-angiogéniques ont
représenté une avancée indiscutable en
cancérologie. Néanmoins, leurs effets
cliniques ne sont souvent que transitoires
avec peu de guérisons cliniques et certains
travaux ont méme soulevé le risque d’un
effet rebond sur la progression tumorale
apres I'arrét de ces traitements. Pour ces
différentes raisons, il serait extrémement
important de disposer de biomarqueurs
pouvant prédire la réponse a ces traite-
ments pour une meilleure sélection des
patients. A ce jour, aucun marqueur lié a
I’angiogeneése (VEGF, cellules endothé-
liales circulantes, etc.) ou utilisant les

de signalisation

techniques d’imagerie ne permet de prédire
cette réponse, d’ou 'intérét de la recher-
che de nouveaux biomarqueurs.

LTreg et MDSC : facteurs prédictifs
de reponse et de résistance
aux anti-angiogéniques

Nous avons récemment montré, chez des
patients atteints d’un cancer rénal métas-
tatique traités par sunitinib, qu’une dimi-
nution périphérique des Treg est corrélée
a la survie globale de ces patients.
Les patients pour lesquels il était observé
une diminution d’au moins 20 % du
nombre de Treg apres le second ou troi-
sieme cycle de traitement avaient une
survie globale significativement plus
longue que les patients pour lesquels
aucun changement ou une augmentation
était observée. Cet effet n’était observé
qu’apres le 2¢ cycle de traitement et n’était
pas retrouvé lorsque les criteres RECIST
liés au volume tumoral étaient sélection-
nés comme criteres cliniques de réponse
[6]. Ce résultat est en accord avec des
travaux antérieurs montrant que des
concentrations élevées de LTreg consti-
tuent un marqueur de mauvais pronostic
chez des patients atteints de cancers du
rein.

Dans des modeles précliniques, la persis-
tance des MDSC dans le micro-environ-
nement tumoral est associée a une résis-
tance aux traitements anti-angiogéniques,
expliquée en partie par la production par
ces cellules de facteurs pro-angiogéni-
ques (IL-8, MMP9). Un traitement par
anti-VEGF associé a des molécules qui
ciblent ces cellules myéloides léve la
résistance aux anti-angiogéniques [9]. La
diminution des MDSC dans le sang de
patients atteints de cancer du rein et
traités par anti-angiogéniques ne semble
pas étre corrélée a la réponse a ces
traitements.

Cytokines

L'IL-8 est une cytokine possédant une
activité pro-angiogénique qui pourrait
suppléer en partie I’activité du VEGF. Il a
été observé dans des modeles préclini-
ques de xénogreffes de tumeurs humai-
nes, qu’une augmentation des concen-
trations plasmatiques d’IL-8 est corrélée
a la résistance au sunitinib. A I’inverse,
de faibles concentrations plasmatiques
ou intra-tumorales d’IL-8 sont corrélées a
une meilleure réponse clinique au suniti-
nib. De fagon intéressante, des anticorps
anti-1L-8 rendent la tumeur plus sensible
au sunitinib [10].
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D’autres travaux récents ont montré que
des concentrations élevées d'IL-6 ou d'IL-
12 avant traitement par le pazopanib, un
anti-angiogénique inhibiteur du VEGF-R,
du PDGF-R et de KIT, permet de prédire
ceux des patients qui bénéficieraient le
mieux de ce traitement en termes de survie
sans progression [11].

Vers une association
des traitements
anti-angiogéniques
a I'immunothérapie

Rationnel

Différents arguments justifient le déve-
loppement d’associations de molécules
anti-angiogéniques a I'immunothérapie :
— plusieurs mécanismes d’'immunosup-
pression sont simultanément inhibés (LTreg,
MDSC, etc.) par ces molécules anti-angio-
géniques. Il s’agit d’un avantage impor-
tant des anti-angiogéniques, car les molé-
cules commercialisées (cyclophosphamide,
anti-CTLA-4, etc.) ou en développement
(anti-PD1, etc.) pour inhiber I'immuno-
suppression ne ciblent qu’une seule cellule
ou molécule inhibitrice de la réponse
anti-tumorale ;

— une augmentation de l'infiltration intra-
tumorale lymphocytaire a été observée
apres traitement anti-angiogénique [12].
Ce phénomene serait lié a la normalisa-
tion transitoire du flux sanguin eta la
diminution de la pression interstitielle au
sein de la tumeur apres traitement anti-
angiogénique ;

— par ailleurs, la régulation négative des
molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM,
E sélectine) a la surface de la cellule endo-
théliale par le VEGF est contrecarrée par
I"inhibition du VEGF, ce qui favoriserait
le recrutement de cellules immunitaires.

Résultats préliminaires

Dans différents modeles précliniques, il
a été montré que l'inhibition de I’angio-
genese par différentes molécules (anti-
VEGEF-A, anti-VEGF-R2, sunitinib, axiti-

nib) améliore la réponse clinique anti-
tumorale a différentes immunothéra-
pies. Cette synergie a été observée avec
différentes approches d’immunothéra-
pie incluant "utilisation de cytokines ou
des vaccins anti-tumoraux peptidiques
ou sous forme de virus recombinant
codant pour un antigene tumoral.
Plusieurs essais de vaccins cellulaires a
base de cellules dendritiques sensibili-
sées par des peptides tumoraux ou de
I’ARNm codant pour des antigenes tumo-
raux ont vu leur efficacité augmentée en
y associant un blocage de la voie VEGF-
A —VEGF-R2 [1]. Chez ’homme, un essai
clinique de vaccination peptidique chez
des patients atteints de cancers du rein
et traités par sunitinib a permis d’obser-
ver une bonne réponse des patients aux
vaccins [13].

Conclusion et perspectives

Cet effet sur I'immunosuppression des
traitements anti-angiogéniques ouvre des
perspectives intéressantes aussi bien sur
le plan diagnostique pour le suivi clini-
que de ces traitements que pour son utili-
sation en combinaison thérapeutique.
Cet effet de levée d'immunosuppression
a surtout été observé avec le bevacizu-
mab et le sunitinib. D’autres molécules
comme le sorafénib ont des effets ambi-
valents sur le systtme immunitaire, avec
un role dans la diminution des LTreg mais
aussi la capacité d’inhiber la proliféra-
tion et I’activation de lymphocytes T et
des cellules NK [4]. Il conviendrait donc
d’approfondir les effets immunologiques
des différents anti-angiogéniques pour
sélectionner au mieux les molécules ayant
un role sur le blocage de I'immunosup-
pression et n’interférant pas avec l'activa-
tion du systeme immunitaire. Le role de
cet effet sur I'immunosuppression dans
I’efficacité clinique des anti-angiogéni-
ques devra également étre analysé. Les
LTreg et les MDSC possedent une activité
pro-angiogénique et leur inhibition, outre
la potentialisation de la réponse immuni-
taire, pourrait aussi amplifier I’effet des

anti-angiogéniques sur Iinhibition de la
densité vasculaire.

Sur le plan clinique, il est admis que
ces molécules anti-angiogéniques
devront étre associées a d’autres appro-
ches thérapeutiques en raison des phéno-
meénes de résistance ; I'immunothérapie
peut représenter |’une de ces options.
Inversement, au cours de ces derniéres
années, I'immunothérapie a connu des
succes importants avec la commerciali-
sation d’un premier vaccin thérapeuti-
que (Provenge) dans le cancer de la
prostate et d’un premier anticorps
immuno-modulateur, I"ipilimumab,
ciblant le systeme immunitaire et non
la cellule tumorale [3]. Les recherches
sur [’optimisation de ces traitements
passent par des combinaisons théra-
peutiques avec des molécules levant
I"immunosuppression. Les anti-angio-
géniques apparaissent comme des molé-
cules candidates tres compétitives pour
cette indication clinique.

Conflits d’intéréts : aucun.
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