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Résumé

Ces derniéres années, la compréhension des bases molécu-
laires de la tumorigenése neuroendocrine digestive a fait des
progrés considérables. Ainsi, il a été montré que I'angiogenése
jouait un role essentiel dans le développement des tumeurs
neuroendocrines. Parallelement, de nouvelles drogues qui
ciblent 'angiogenése et la transduction du signal des récepteurs

Mots-clés

des facteurs de croissance vasculaire ont été mises au point,
potentiellement tres utiles dans ces tumeurs hypervascularisées.

Le but de ce travail est de faire une revue des données actuelles
concernant I'angiogenéese tumorale et ses voies principales de
signalisation dans les tumeurs neuroendocrines digestives.
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Abstract

During these last years, the understanding of the molecular
bases of digestive neuroendocrine tumor genesis made consi-
derable progress. Angiogenesis has been demonstrated to play
a major role in the development of neuroendocrine tumors. In
parallel, new drugs were developed targeting angiogenesis and
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Angiogenése et tumeurs

neuroendocrines digestives
Densité microvasculaire comme témoin
du processus angiogénique

Les tumeurs neuroendocrines (TNE) digestives sont des tumeurs
caractérisées par un réseau vasculaire extrémement dense, qui
rappelle celui des organes endocrines dont elles dérivent. Leur
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the signal transduction by vascular growth factor receptors, yiel-
ding major usefulness in these highly vascularised tumors.
The aim of this work is to present a review of the current data
available on angiogenesis and its main signaling pathways in
digestive neuroendocrine tumors.

densité microvasculaire (DMV) est tres élevée. La détermination
de ce parametre repose sur le calcul du nombre de vaisseaux
capillaires par unité de surface apres leur identification par des
techniques immunohistochimiques utilisant des marqueurs endo-
théliaux [1,2]. La DMV a été étudiée dans les TNE pancréatiques
primitives et métastatiques [3-6] et dans les TNE iléales [7-10].
Contrairement a ce qui est observé dans la plupart des tumeurs,
ou la DMV est généralement un parameétre pronostique péjoratif
corrélé a l'invasion locale, la dissémination métastatique voire la
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Figure 1

Densité microvasculaire dans une tumeur neuroendocrine bien différenciée
(A) et un carcinome neuroendocrine peu différencié (B).

La densité microvasculaire (évaluée par un marquage (brun) des capillaires a
I’aide de I'anticorps anti-CD34) est inversement corrélée a la différentiation
tumorale et a la survie des patients.

survie, on observe des résultats opposés dans les TNE pancréa-
tiques. En effet, la DMV y est moins élevée dans les tumeurs de
stade et grade avancés [3,4] : la DMV moyenne est 10 fois plus
faible dans les TNE peu différenciées comparativement aux TNE
bien différenciées bénignes classées selon ’'OMS 2000 [11]
(Fig. 1). Ceci a aussi été observé in vivo dans des lignées
xénogreffées a la souris nude, ou un microenvironnement trés
vascularisé est observé dans les tumeurs bien différenciées
et peu infiltrantes obtenues a partir de la lignée INS-3r [12].

Dans les tumeurs neuroendocrines humaines, la DMV est assez
hétérogeéne, en particulier au sein des métastases hépatiques ou
ganglionnaires de TNE bien différenciées d’origine pancréa-
tique [5,13]. Cette relative hétérogénéité rend difficile et peu repro-
ductible I'évaluation de la DMV sur des prélevements tumoraux
biopsiques.

Les TNE pancréatiques développées dans le cadre de la maladie
de von Hippel Lindau sont encore plus vascularisées que les TNE
pancréatiques sporadiques de grade et stade comparable. Leur
DMV tres élevée est due a l'inactivation du géne VHL, ce qui
entraine I'accumulation des molécules HIF (hypoxia inducible
factor) qui ne sont plus dégradées dans le protéasome, et I'induc-
tion de nombreux genes pro-angiogéniques (dont notamment
le VEGF) [14-18]. Les autres tumeurs appartenant au spectre
de cette maladie (cystadénome séreux, hémangioblastome,
carcinome rénal a cellules claires...) sont également toutes trés
vascularisées. La régulation du processus angiogénique est donc
hautement spécifique dans les TNE pancréatiques.

Facteurs impliqués dans la régulation
du processus angiogénique

Beaucoup d’études ne se limitent pas a la mesure de la DMV intra-
tumorale et analysent I'expression de marqueurs caractéristiques
des cellules endothéliales activées pour obtenir un reflet plus direct
du processus d’angiogenése. Les TNE expriment ainsi beaucoup
de VEGF, le principal facteur pro-angiogénique [19-21]. Lexpression
du VEGF, corrélée a la densité microvasculaire, diminue avec
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I'agressivité des TNE pancréatiques [3,4,12]. D’autres données
contredisent cependant en partie ces résultats [10].

Les voies de régulation liées a I’nypoxie et a HIF, qui jouent un role
important dans la progression de nombreuses tumeurs via
notamment I'induction d’une angiogenése tumorale, interviennent
dans la régulation de la progression des tumeurs neuroendo-
crines digestives [22-24]. Les tumeurs peu différenciées, moins
vascularisées, sont hypoxiques et I'activation de HIF et de ses
genes cibles y est observée. L'expression de HIF1a et de CA9, un
geéne cible de HIF intervenant dans la régulation du pH cellulaire,
est ainsi associée avec une survie diminuée chez les patients
porteurs de TNE pancréatiques [4]. Dans les TNE iléales, HIF et
ses genes cibles VEGF et CXCR4, impliqués dans I'angiogenese
tumorale, sont fortement exprimés ; leur expression est liée a un
pronostic défavorable avec une survie diminuée [7,25,26]. Les
molécules regulant I'expression du facteur de transcription HIF,
comme PHD-1, -2 et -3 (prolyl hydroxylase domain proteins) et
FIH (Factor inhibiting HIF), et agissant comme des molécules
capteur d’oxygene, sont impliquées dans la progression des TNE
pancréatiques et leur expression est corrélée a la survie des
patients porteurs de ce type de tumeurs [27]. Ces molécules de
la voie HIF jouent un réle important dans la régulation de la
prolifération cellulaire et de la différenciation au cours de la
tumorigenéese endocrine. Des études récentes ont analysé par
des techniques de quantification de ’ARN (PCR quantitative ou
techniques de microarrays) I’'expression de molécules suscep-
tibles d’étre impliquées dans I'angiogenese tumorale. Des
marqueurs comme la VE-cadhérine, la E-sélectine, la fibrilline,
interviennent dans la progression tumorale neuroendocrine
pancréatique ou iléale [28-30].

Corrélations radio-pathologiques

La vascularisation intratumorale, reflet de I'angiogenése tumorale,
a un impact important dans I'analyse par imagerie des tumeurs
neuroendocrines digestives. La DMV est en effet trés bien corrélée
a la prise de contraste au scanner [31], elle-méme liée au
pronostic et a la survie des patients (les TNE pancréatiques
prenant peu le contraste correspondant aux tumeurs a la DMV la
plus basse et au pronostic défavorable). Les techniques de
scanner de perfusion ont affiné cette corrélation. Il existe un lien
entre la DMV et le flux sanguin intratumoral, ce dernier étant
augmenté dans les tumeurs bénignes ou a Ki67 bas [32]. De plus,
les modifications spécifiques engendrées par certains traitements
ciblés anti-angiogéniques peuvent étre visualisées par le scanner
de perfusion, comme une diminution du flux sanguin tumoral,
alors que I'effet de ces traitement est souvent mal évalué par la
radiologie conventionnelle [33].

Rationnel du ciblage de VEGF/VEGFR
et de la voie PISK-Akt-mTOR

Les tumeurs neuroendocrines bien différenciées sont de bonnes
candidates pour les thérapies ciblées : 1) Leur taux
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de prolifération bas les rend peu sensibles aux chimiothérapies
cytotoxiques classiques ; 2) leur dissémination métastatique
fréquente et diffuse empéche souvent la chirurgie seule d’étre
curative ; 3) leur progression lente permet une survie prolongée
des patients nécessitant un contréle efficace du volume tumoral
le plus longtemps possible.

La place critique de I'angiogenése dans ces tumeurs est un
argument fort pour en cibler les acteurs principaux. Les travaux
expérimentaux fondamentaux puis les essais thérapeutiques ont
cependant montré que d’autres voies de signalisation impliquées
dans la cancérogenese de ces tumeurs sont des cibles
potentielles.

Rationnel du ciblage du VEGF/VEGFR

Une caractéristique histologique frappante des tumeurs neuro-
endocrines bien différenciées est leur trés riche vascularisation
par de fins capillaires laissant présager un effet anti-tumoral
important des inhibiteurs de I'angiogenése [34]. L'apparition
fréquente de multiples tumeurs neuroendocrines chez les patients
présentant une inactivation constitutionnelle du géne VHL, un
régulateur négatif clé de I'angiogenese en réponse a I’hypoxie,
est un argument supplémentaire pour tenter d’inhiber ce
processus [35]. Enfin, les molécules a visée anti-angiogénique se
sont montrées efficaces dans d’autres types tumoraux, notam-
ment les carcinomes rénaux a cellules claires sporadiques, des
tumeurs également richement vascularisées, qui présentent une
inactivation somatique fréquente du géne VHL (revue dans [36)).

Les modeéles expérimentaux ont confirmé le réle clé de I'angio-
genese et particulierement du couple VEGF-VEGFR dans le
développement des tumeurs neuroendocrines. Dans un modele
de souris transgénique développant des tumeurs neuroendo-
crines pancréatiques, la délétion du VEGF-A diminuait la densité
vasculaire et la taille des tumeurs [37,38]. Un effet similaire était
obtenu dans ce modeéle avec un anticorps blogquant I'activité de
VEFGR-2 (et non VEFR-1) [39] ou un inhibiteur du domaine tyro-
sine kinase du VEGFR [40]. L effet anti-tumoral pouvait d’ailleurs
étre amélioré si les péricytes, des cellules de soutien importantes
pour la prolifération des cellules endothéliales et le dévelop-
pement des néocapillaires tumoraux, étaient également visées
par un inhibiteur du PDGFR [40].

Ces constatations se sont vérifiées sur les tumeurs neuroendo-
crines humaines. Le VEGF et ses récepteurs sont également
exprimés [21] mais leur intensité d’expression ne semble pas
complétement corrélé a la densité microvasculaire [3,41].
Cependant, comme nous I'avons vu précédemment, contrai-
rement a d’autres tumeurs, 'expression du VEGF et la densité
microvasculaire sont inversement corrélées a la différentiation et
a I'agressivité des tumeurs [3,4]. Les tumeurs bien différenciées
présentent une densité vasculaire riche et une expression du
VEGF élevée mais sans franche prolifération endothéliale. Ces
tumeurs sont donc richement vascularisées mais a angiogenese
faible. Les tumeurs moins bien ou peu différenciées présentent
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une densité microvasculaire et une expression du VEGF faible et
activent au contraire les voies de résistance a I’hypoxie [4].

L’'ensemble de ces éléments est tout de méme en faveur d’un
effet potentiel anti-tumoral important des molécules anti-angio-
géniques. D’ailleurs dans un essai de phase Il randomisé, I'anti-
corps humanisé anti-VEGF (bevacizumalb) a montré une certaine
efficacité, stabilisant la progression tumorale [42]. Les molécules
inhibitrices des domaines tyrosine kinase du VEGFR et du
PDGFR, comme le sunitinib, se sont également montrées
efficaces, tant sur la survie globale, que sur la survie sans
progression et le taux de réponse objective [43,44].

Plusieurs études ont montré que la sécrétion du VEGF peut égale-
ment étre stimulée par une activation de la voie PISBK-mTOR en
particulier via une activation de HIF1a. mTOR étant une molécule
centrale impliquée dans le métabolisme cellulaire et la prolifération/
survie cellulaire, I'inhibition de cette voie pourrait donc avoir des
effets plus larges que la simple inhibition de I'angiogenese.

Rationnel du ciblage de la voie PI3K-Akt-mTOR

L’activation de récepteurs tyrosine kinase (EGFR/IGF1R...) recrute
et active la PIBK qui phosphoryle un second messager lipidique,
le Ptdins(4,5)P2=PtdIns(3,4,5)P3, le rendant actif [45] (Fig. 2).
C’est a ce stade que PTEN, un géne suppresseur de tumeur
important, déphosphoryle le Ptdins(3,4,5) P3, terminant la
cascade de signaux [46]. Le PtdIns(3,4,5)P3 recrute Akt a la
membrane plasmique et plusieurs kinases participant a son
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Figure 2

Voies de signalisations impliquées dans la tumorigenése des tumeurs
neuroendocrines et thérapies ciblées.

AS (analogues de la somatostatine), sstr (récepteurs a la somatostatine), IGF-1R
(insulin-like growth factor receptor 1), VEGFR (vascular endothelial growth factor
receptor), PDGFR (platelet derived growth factor receptor), PI3K (PI3 Kinase),
mTOR (mamalian target of rapamycin), HIF1o (hypoxia inducible factor 1a),
MAPK (mitogen activated protein kinase), PTEN (Phosphatase and tensin
homolog), TSC2 (Tuberous sclerosis protein 2), VHL (von Hippel Lindau), NF1
(neurofibromatosis 1).
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activation. Akt phosphoryle alors de multiples cibles a visée
anti-apoptotique (activation de la voie anti-apoptotique NFkB,
inhibition de la voie proapoptotique FOXO), et stimule la prolifé-
ration et la survie cellulaires en activant mTOR [47-49]. mTOR est
une sérine/thréonine kinase impliquée dans la régulation de la
croissance, de la mobilité, de la survie cellulaire. MTOR integre de
multiples signaux provenant de facteurs de croissance et de
sensors intracellulaires de I'abondance de nutriments (oxygene
notamment) et du statut « redox » [47]. Le r6le de mTOR dans la
cancérogenese a éte tres étudié dans les carcinomes rénaux a
cellules claires et particulierement dans les familles avec syndrome
de Von Hippel Lindau [50]. La protéine VHL, souvent inactivée
dans les carcinomes a cellules claires familiaux ou sporadiques,
contréle négativement HIF1a, un facteur clé stimulant I’angio-
génese dans des conditions d’hypoxie. HIF1o peut également
étre activé par mTOR. Dans les cellules tumorales, aux apports en
nutriments et en oxygene défaillants, I'activation aberrante de
mTOR est une étape importante de la survie cellulaire [51].
Dans ces tumeurs les molécules inhibitrices de mTor comme
I'everolimus se sont montrées efficace [52].

Tout comme le VEGF, plusieurs syndromes génétiques au cours
desquels les tumeurs neuroendocrines sont plus fréquentes
présentent des mutations de cette voie. Il s’agit par exemple de
la neurofibromatose ou de la sclérose tubéreuse de Bourneville
au cours desquelles deux inhibiteurs de mTOR, NF1 et TSC2
respectivement, sont inactivés. Ici encore les modéles cellulaires
et murins ont mis en évidence le rble critique de cette voie et
ouvert la voie a I'utilisation de thérapies spécifiques. La rapa-
mycine, un inhibiteur spécifiqgue de mTOR, ralentit de facon signi-
ficative la croissance de lignées cellulaires dérivées de tumeurs
neuroendocrines, aussi bien en culture qu’apres xénogreffe chez
la souris [63,54]. Un effet similaire était obtenu avec une molécule
inhibitrice de la PISK ou une inactivation d’Akt [55]. Un autre inhi-
biteur de mTOR, I'everolimus, autorisé de longue date pour une
utilisation chez I’'homme comme immunosuppresseur, a démontré
des effets antitumoraux comparables [56]. Ces expériences ont
cependant mis en évidence une boucle de rétrocontréle activant
Akt lorsque mMTOR était inhibé, suggérant un possible mécanisme
d’échappement et la nécessité de cibler la voie a plusieurs étages
afin d’obtenir une inhibition efficace [54,57].

Ces données preécliniques suggérant le role clé de cette voie dans
la croissance des tumeurs neuroendocrines ont été confirmées
lors d’études sur les tumeurs humaines. Les travaux de Missiaglia
et coll., dans lesquels ont été comparés les profils d’expression
d’llots de Langerhans et de tumeurs neuroendocrines, ont montré
une diminution de I'expression de deux inhibiteurs clé de mTOR,
TSC2 et PTEN [58]. La perte de PTEN avait été suggérée par
d’autres équipes comme une étape importante dans la cancéro-
genese [59] et le séquengage exomique de plusieurs tumeurs a
mis en évidence des mutations inactivatrices de PTEN (7,3 %),
TSC2 (8,8 %) et activatrices de la PI3K (1,4 %) [60].

L’intérét du ciblage de mTOR a été confirmé des les premieres
études cliniques utilisant entre autre I’everolimus, seul ou en
combinaison avec un analogue de la somatostatine [42,61].
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Rationnel d’utilisation des agonistes
de la somatostatine

Les récepteurs a la somatostatine, au nombre de 5, sont
impliqués dans de multiples fonctions dans les tissus normaux,
notamment le contrdle de la prolifération cellulaire. Leur activation
par la somatostatine ou des analogues synthétiques induit I'arrét
du cycle cellulaire et I'apoptose (revue dans [62]) en partie par la
diminution de I'activation des voies MAPK et PISBK-mTOR (revue
dans [63]). L'étude des lignées cellulaires et des tumeurs neuro-
endocrines bien différenciées ont mis en évidence une expression
quasi-constante du récepteur 2 a la somatostatine (sstr2) et une
expression variable mais fréquente des autres récepteurs (revue
dans [62]). Cette expression est d’ailleurs a I'origine de la perfor-
mance des examens d’imagerie basés sur les traceurs analogues
basés sur I'octréotide. Les analogues se sont également montrés
tres efficaces dans le controle des symptémes des tumeurs
fonctionnelles.

[abondance de récepteurs a la somatostatine et leurs effets anti-
prolifératifs en font donc une cible de choix. La derniere étude
prospective randomisée en double aveugle comparant I'octréo-
tide LAR a un placebo (PROMID) a d’ailleurs montré un bénéfice
net chez les patients traités [64].

’expérience de I'utilisation de ces thérapies ciblées a mis en
évidence deux problemes a résoudre : 1) existe-t-il des criteres
permettant de sélectionner les patients a forte probabilité de
réponse (ou l'inverse) ? 2) comment éviter I'apparition de
résistance a ces thérapies et la reprise de la progression tumo-
rale ? Il n’y a pour I'instant pas de réponse a la premiere question
pour les tumeurs neuroendocrines. Des algorithmes prédictifs
commencent a émerger dans d’autres types tumoraux basés sur
des combinatoires d’expression génique ou protéique et de
critéres histopathologiques. Concernant I’échappement aux
thérapies ciblées, il semble que I'association de plusieurs molé-
cules ciblant la méme voie a plusieurs niveaux ou des voies
distinctes aux interactions fortes, soit prometteuse. Par exemple,
I'inhibition de MTOR par I'everolimus entraine une activation d’Akt
par un rétrocontrdle positif, diminuant son effet anti-prolifératif.
Les inhibiteurs doubles (PI3K + mTOR) contournent partiellement
ce probleme et sont plus efficaces que I'everolimus seul [57].
Lassociation d’un analogue de la somatostatine diminue égale-
ment I'activation d’Akt et potentialise I'everolimus in vitro [65],
chez le rat [66] et diminue la sécrétion de VEGF [67]. Ces données
ont été récemment confirmées chez I’'homme [68]. Cibler simulta-
nément deux voies distinctes semble également efficace.
Zitzmann et coll. ont montré in vitro, dans des lignées cellulaires
dérivées de tumeurs neuroendocrines, un effet synergique de
I'inhibition des voies PIBK/mTOR et Ras/Raf/MEK/Erk [57].

Autres thérapies ciblées dont I'efficacité
semble moindre

La famille des récepteur tyrosine kinase transmembranaires ErbB,
a laquelle appartient 'EGFR, Her2/Neu... participe activement
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dans le développement tumoral et est la cible de plusieurs théra-
pies dont I'efficacité est reconnue dans les cancers colorectaux,
pulmonaires ou mammaires. Les tumeurs neuroendocrines expri-
ment I'EGFR et ce dernier présente des phosphorylations de son
domaine intracellulaire suggérant son activation [69]. Cependant
les mutations activatrices présentent notamment dans les adéno-
carcinomes pulmonaires ne sont pas retrouvées [70] et le gefitinib,
une molécule inhibitrice du domaine tyrosine kinase de 'EGFR n’a
pas montré d’efficacité [71]. Her2/Neu est tres rarement exprimé
(Goebel 2002) et il N’y a pas de publication sur une éventuelle
efficacité du traztuzumab.

L’expression de C-KIT (CD117) est trés variable selon les publica-
tions [72,73] et les mutations activatrices semblent trés rares [74].
PDGFRa est exprimé par les cellules tumorales et les cellules
péricytaires [75]. Cependant les études utilisant I'imatinib, un inhi-
biteur du domaine tyrosine kinase de c-KIT et PDGFRao. se sont
révélées décevantes [76].

IGF1R, un récepteur tyrosine kinase exprimé dans les tumeurs
neuroendocrines semble promouvoir la croissance tumorale de
facon PIBK/mTOR dépendante et le niveau de son ligand, IGF1,
est diminué par 'administration d’analogues de la somato-
statine [77,78]. Ladministration d’anticorps humanisé anti-IGF1R
n’a pas montré d’efficacité mais une utilisation couplée a I'evero-
limus pourrait diminuer la rétro-activation de la voie.

Conclusion

Les constatations histologiques et radiologiques puis les expéri-
mentations in vitro et in vivo ont clairement démontré le role clé de
I’angiogenése dans la croissance des tumeurs neuroendocrines.
Les thérapies ciblant le VEGFR ont d’ailleurs prouvé leur efficacité.
Il en est de méme pour les molécules visant la voie mTOR. Devant
la multiplication des thérapies et I’évolution lente de ces tumeurs,
la prochaine étape consistera a sélectionner au mieux les répon-
deurs potentiels afin de déterminer le traitement le plus efficace
pour un patient donné.
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