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LISTE DES ABREVIATIONS

PDAC : adénocarcinome canalaire du pancréas
ACE : antigene carcino-embryonnaire
PanIN : pancreatic intraepithalial neoplasia
MAPK : mitogen-activated protein kinase
PI3K : phosphoinositide-3 kinase

TGF-B : transforming growth factor B

DPC4 : depleted in pancreatic cancer 4
DPC : duodénopancréatectomie

EGFR : epidermal growth factor receptor
VEGF : vascular endothelium growth factor
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ECM : matrice extracellulaire
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o-SMA : a-smooth muscle actin

NGF : nerve growth factor

EGF : epithelial growth factor

HGF : hepatocyte growth factor

TNF : tumor necrosis factor



MCP : monocyte chemotactic protein

IL: interleukine

STAT3 : signal transducer and activator of transcription 3
HIF-1 : hypoxia-induced factor-1

MMP : métalloprotéases de la matrice
TIMP : tissu inhibiteur de métalloprotéases
5-FU : 5-fluorouracile

FAK : focal-adhesion kinase

CXCR : récepteur de chimiokine

FAP : fibroblast-activated protein

TAM : tumor-associated macrophage
TSP-1 : thrombospondine-1

CSF-1 : colony stimulating factor-1

MDSC : myeloid-derived suppressive cell
NK : natural killer

LTreg : lymphocyte T régulateur

CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte antigen-4
HO-1 : heme oxidase-1

CA-IX : anhydrase carbonique IX

IFN-y : interféron gamma

GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

NOS : nitric oxide synthase



INTRODUCTION

Le cancer du pancréas reste actuellement un des cancers les plus agressifs, avec une
espérance de vie a 5 ans toujours inférieure a 5%, et une survie moyenne de six mois apres le
diagnostic malgré les nouvelles thérapies ciblées développées. En France, il constitue la
guatrieme cause de déces par cancer bien qu’il soit le huitieme en termes d’incidence. Le
nombre de nouveaux cas de cancer du pancréas va augmenter de plus de deux fois, et le
nombre de décés associés de 2,4 fois dans le monde d’ici 2030. Cette mortalité dramatique est
en partie expliquée par son diagnostic trop tardif, a cause de l'absence de symptémes
spécifiques lors du développement de ce cancer. En effet, plus de 70% des patients présentent
des métastases au moment du diagnostic, ce qui rend la résection inutile. De plus, ces tumeurs
solides présentent une résistance a toutes les thérapies alternatives actuelles (chimiothérapies,
irradiation ou thérapies ciblées). Il est donc urgent de rechercher de nouvelles options

thérapeutiques pour ce cancer.

Il a été largement démontré que le microenvironnement tumoral jouait un réle majeur sur
la croissance, et I'invasion tumorale, de méme que sur la résistance aux chimiothérapies. Le
microenvironnement, dans l'adénocarcinome du pancréas (le plus fréquent des cancers
pancréatiques), est caractérisé par une forte réaction desmoplasique fibreuse qui consiste en
une matrice extracellulaire trés dense associée a une composante cellulaire (fibroblastes,
cellules inflammatoires et endothéliales). Une communication étroite et complexe entre les
cellules cancéreuses et ces cellules du stroma tend a rendre les cellules cancéreuses plus
propices au développement tumoral. En secrétant des protéines de la matrice extracellulaire et
des facteurs solubles a activité pro-tumorale, ces cellules stromales favorisent la survie,

I'invasion et la chimiorésistance des cellules cancéreuses. D’autre part, I’'hypovascularisation



résultant de cette réaction fibreuse dense contribue fortement a la chimiorésistance,

notamment par inaccessibilité des drogues a la tumeur.

Le but de ce travail est d’abord de décrire les connaissances actuelles sur la
physiopathologie du cancer du pancréas et particulierement de I'adénocarcinome canalaire du
pancréas, ainsi que sur les traitements conventionnels actuellement utilisés. Ensuite, I'objectif
sera de détailler la composition du microenvironnement caractérisant cette tumeur, en
insistant sur les types cellulaires qui le composent et sur la composition de la matrice
extracellulaire, ainsi que sur les interactions entre cellules tumorales et stroma. Cette partie
nous permettra de comprendre pourquoi de nouvelles thérapies ciblant ce
microenvironnement sont développées, et dont la synthése sera réalisée dans la derniéere

partie de ce travail afin de démontrer I'intérét et I'aspect prometteur de celles-ci.
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1) PHYSIOPATHOLOGIE ET TRAITEMENTS CONVENTIONNELS DU
CANCER DU PANCREAS

1) Description du pancréas

1- Anatomie

Le pancréas est une glande digestive accessoire, située dans I'espace rétropéritonéal, dans
la partie supérieure de I'abdomen, en arriere de I'estomac, et s’étend entre le duodénum et la
rate. Il a une forme allongée, et mesure environ 15 cm pour un poids de 70 g. Il présente trois
parties : la téte qui correspond a la plus large partie, encadrée par le duodénum, et qui est
traversée par la voie biliaire principale ou canal cholédoque ; le corps, la partie horizontale qui
s’étend en avant du rein gauche et de la glande surrénale ; la queue qui correspond a la partie
terminale la plus effilée et qui est dirigée vers la gauche, a proximité immédiate de la rate et de

ses vaisseaux (Figure 1) (1).

Artere hépatique

>

rtére splénique

Artére
pancréatico-
duodénale
supérieure

Artére
pancréatico-duodénale Artére mésentérique
inférieure supérieure

Figure 1: Anatomie du pancréas (D’apres Habal F. Le pancréas)
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Le pancréas est traversé dans toute sa longueur par le canal pancréatique principal : le canal de
Wirsung, qui collecte les sucs digestifs pour les déverser dans le duodénum. Dans un pancréas
sain, le tissu est fragile, mou, et le canal de Wirsung a un diamétre de 1,5 a 2 mm. Le pancréas
est une glande amphicrine, c’est-a-dire que le tissu pancréatique comprend une partie
endocrine et exocrine. La partie exocrine correspond a plus de 80% de la masse du pancréas ;
elle est composée des cellules acineuses qui secretent les enzymes digestives, et des cellules
canalaires et centro-acineuses qui secrétent le suc pancréatique et les électrolytes,

particulierement le bicarbonate (2).

2- Physiologie

Le pancréas endocrine est impliqué dans la synthése d’hormones. Cette synthése se fait par
les Tlots de Langerhans, des amas cellulaires de 200 a 300 um qui présentent une
vascularisation trés riche, ainsi qu’une forte innervation sympathique et parasympathique. Ces
flots sont composés de quatre types cellulaires : les cellules alpha pour environ 20-30%, elles
sont plutét localisées en périphérie des flots et secrétent le glucagon (hormone
hyperglycémiante) ; les cellules béta, environ 60-70%, qui sont localisées au centre des flots et
secrétent principalement l'insuline ; les cellules delta et les cellules F, 10% des flots, en
périphérie des flots, secretent respectivement la somatostatine et le polypeptide pancréatique

(Figure 2) (3).
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Figure 2: Composition cellulaire du pancréas (Faculté de médecine Lyon Sud-Charles Mérieux, Pr J.L. Saumet,
2010).

La partie exocrine représente 90% de la masse parenchymateuse et est majoritairement
composée des cellules acineuses (80%) (Figure 2). Elles secrétent d’abord des protéases, dont la
majorité sous forme inactive ou zymogéne ; ces enzymes s’activent ensuite dans la lumiére de
I'intestin sous linfluence de I'entérokinase. Cette enzyme va catalyser I'activation du
trypsinogene en trypsine, une peptidase qui va elle-méme activer plusieurs peptidases
pancréatiques pour digérer les protéines, carbohydrates et graisses ingérés. Cette sécrétion
d’enzymes sous forme inactive forme un mécanisme protecteur empéchant la production de
protéines de digestion dans la glande pancréatique. Les autres peptidases sont Ia
chymotrypsine qui agit sur les acides aminés aromatiques, I’élastase qui agit sur les protéines

du tissu conjonctif, la kallicréine, et les carboxypeptidases qui sont des expopeptidases. Des
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enzymes glycolytiques, comme I'amylase, sont également libérées par les acinis. Elle catalyse
I’hydrolyse de liaisons glucosidiques. Des enzymes lipolytiques (lipase, cholestérol hydrolase et
phospholipase A2) sont également secrétées et permettent la dégradation des triglycérides, du
cholestérol et des phospholipides alimentaires. Enfin, des nucléases sont produites par le
pancréas et dégradent les acides nucléiques. Le produit de sécrétion est déversé dans des
canaux excréteurs dont le principal est celui de Wirsung, qui rejoint le duodénum par I'ampoule
de Vater. Les cellules canalaires sont quant a elles majoritairement responsables de la sécrétion
hydroélectrolytique. Les secrétions pancréatiques acineuses et canalaires sont régulées par des
stimuli neuronaux et endocrines. Ces secrétions sont stimulées principalement par la
cholécystokinine et la sécrétine pour les acinis et les cellules canalaires respectivement.
D’autres hormones, comme la somatostatine et le polypeptide pancréatique, inhibent les

secrétions (2—4).

2) Tumeurs du pancréas

1-Généralités

En 2012, le cancer du pancréas a touché 5700 femmes et plus de 5900 hommes (Figure 3),

et environ 300000 personnes dans le monde, particulierement dans les pays industrialisés. Il est

7°me me chez I’lhomme (5). Du fait du pronostic

le cancer le plus fréquent chez la femme et le 8

dramatique de ce cancer, la mortalité est virtuellement trés proche. En effet, la survie moyenne
a 5 ans reste inférieure a 5%, et la plupart des patients décedent dans les 6 mois suivant le

diagnostic. Cette mortalité élevée en fait le quatrieme cancer le plus mortel en France (6).
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Figure 3 : Epidémiologie des différents cancers en France (Les cancers en France, INCa, 2013)(5)



Le cancer du pancréas survient habituellement entre 60 et 80 ans (plus de 80% des cas), et
reste rare avant 50 ans (10% des cas). Il est légérement plus fréquent chez ’homme que chez la
femme (ratio 1,3 : 1). Il n’a pas de cause précise connue, mais de nombreux facteurs de risques

ont été identifiés :

le principal est le tabac, impliqué dans un tiers des cancers du pancréas, il multiplie par trois le
risque de survenue ;

I'alimentation joue un role qui est discuté : une alimentation riche en graisses et en protéines,
ainsi qu’une consommation excessive d’alcool augmenterait modérément le risque, tandis
gu’une consommation importante de fruits et de légumes aurait un léger effet préventif ;

le diabete peut favoriser |égérement I'apparition d’'un cancer, mais le risque de développer un
cancer pour un patient diabétique est inférieur a 3% (contre environ 0,01% en moyenne) ;
enfin, certaines maladies pancréatiques rares comme les pancréatites peuvent favoriser
I'apparition du cancer. Les formes familiales génétiques sont rares et représentent moins de
10% des cancers du pancréas, mais la probabilité de développer un cancer dans ces familles est

extrémement augmentée (multipliée par 69) (7).

Les signes d'appel sont souvent aspécifiques, comme la douleur dorsale, les troubles
dyspeptiques et les troubles du transit, et ressemblent beaucoup a d’autres désordres digestifs
(pancréatite, hépatite, hernie hiatale) ; d'autres sont plus révélateurs comme l'ictére et la
pancréatite. Une poussée initiale de pancréatite aiglie est retrouvée dans 15% des cas. Les
tableaux cliniques constitués associent a des degrés différents trois signes principaux : l'ictere,
la douleur, l'altération de I'état général (amaigrissement surtout). L'ictere est le signe le plus
évocateur et devient de plus en plus foncé. La douleur est présente 9 fois sur 10 et constitue le

premier symptome chez plus de deux tiers des patients. Elle varie selon la situation de la
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tumeur avec une origine épigastrique ou dorsale, irradiant en ceinture ou vers |'épaule. Elle
peut étre d’intensité variable, et devient progressivement permanente et inexorable.
L'altération de I'état général est quasi constante dans les tumeurs malignes. L'amaigrissement
et I'asthénie sont précoces, mal expliqués et sans relation évidente avec le volume tumoral. Des
troubles de la glycorégulation sont également fréquent, et une intolérance au glucose est

présente chez pres de 80% des malades (2,7,8).

Ce manque de symptéme spécifique entraine un diagnostic tres tardif. Les symptomes
deviennent plus prononcés avec la progression de la maladie, et le diagnostic repose surtout
sur I'association d’une altération de I'état général avec troubles digestifs et I'imagerie médicale
(échographie, radiographie, IRM, échoendoscopie, ...). A I'heure actuelle, aucun marqueur
tumoral ne permet un diagnostic précoce du cancer du pancréas, mais certains sont utilisés
dans la surveillance d’un cancer traité (I'antigéne carcino-embryonnaire ACE et le CA 19-9
principalement). L’élévation de ces marqueurs, si elle ne permet pas le diagnostic, est souvent

corrélée avec le volume tumoral et joue donc un rdle pronostic (2).

Dans 95 % des cas, la tumeur se développe aux dépens des cellules exocrines : on parle
d’adénocarcinome du pancréas. Les autres tumeurs potentiellement malignes du pancréas sont
les tumeurs neuroendocrines qui se développent au dépend des cellules des filots de

Langerhans. Elles sont beaucoup plus rares et leur prise en charge differe totalement.
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2- Adénocarcinome canalaire du pancréas (PDAC)

Sur 11000 nouveaux cas de cancer du pancréas diagnostiqués chaque année (5), plus de
10000 sont des adénocarcinomes (PDAC). Il représente plus de 90% des cancers de pancréas, et
se caractérise par une destruction des cellules acineuses exocrines et I'apparition de cellules
cancéreuses ayant un phénotype canalaire. Les cellules cancéreuses de PDAC présentent une
ressemblance avec les cellules canalaires pancréatiques au niveau histologique, avec une forme
cubique, l'expression d’antigéne canalaire (Cytokératine-19), et la croissance dans des
structures tubulaires, mais n’ont pas toutes des origines canalaires. L’agressivité de ce cancer
s’explique en partie par sa forte propension a disséminer rapidement, associée a sa résistance
aux traitements conventionnels et aux thérapies ciblées (2,9). Le PDAC touche souvent la téte
du pancréas (70%), ainsi que le corps dans 15% des cas et la queue dans 10%. Une infiltration
dans les tissus environnants est souvent retrouvée, notamment dans les vaisseaux
lymphatiques, la rate, la cavité péritonéale, et avec l'apparition rapide de métastases
hépatiques et pulmonaires (7,8,10). Ce cancer se caractérise aussi par la présence d’un stroma
dense et réactif, qui sera décrit dans la deuxieme partie de ce travail. Le cancer se développe
apres trois principales lésions précurseurs, les PanINs, ou « Pancreatic intraepithelial
neoplasia », les néoplasies mucineuses kystiques et les néoplasies mucineuses papillaires
intracanalaires. La plus connue et la plus étudiée est la Iésion PanIN, qui apparait avec I’age. Les
PanINs sont des lésions intracanalaires non-invasives classées par sévérité croissante du niveau
1 au niveau 3 (Figure 4). Les niveaux 1 et 2 correspondent a des lésions précancéreuses, et le
niveau 3 a un carcinome in situ évoluant vers le PDAC. Les lésions PanIN1 et PanIN2 peuvent
étre retrouvées dans les pancréas non cancéreux de sujets agés (retrouvées chez 30% des

sujets agées autopsiés)(11,12).
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Figure 4: Lésions précurseurs et modifications génétiques impliquées dans le PDAC (Kleeff et al, 2007)(11).

Le développement de ces lésions est associé a I'apparition d’altérations génétiques précoces et
tardives (Figure 4). L’activation de I'oncogene KRAS est un des événements génétiques les plus
précoces, qui induit la modification de nombreuses fonctions cellulaires comme la prolifération,
la différenciation et la survie via I'activation de nombreuses voies de signalisation, comme la
voie RAF-mitogen-activated-kinase (MAPK), la voie phosphoinositide-3-kinase (P13K) (Figure 5).
Cette mutation est retrouvée dans environ 30% des néoplasies précoces du pancréas, et dans

presque 100% des PDAC avancés (2,12,13).

19



*
RTKs ||| Ras

RAF/ERK Pathway PI3K Pathway
* RAF PI3K ¥
l PTEN — Vavl
MEK 4 PIP2 ___, PIP3 l
KSR | <o
S S AIsz Rac
* mTOR

Figure 5: Réseau de signalisation de RAS (Hezel et al, 2006)(12).

La mutation du géne p16 est précoce, retrouvée dans 80% des PDAC, et empéche l'effet de
blocage du cycle cellulaire par inhibition de CDK 4/6, ce qui conduit a une augmentation de la
prolifération cellulaire. La mutation du gene suppresseur de tumeur p53 est un événement
génétique plus tardif, retrouvé dans plus de 50% des PDAC. Le gene p53 est le géne « gardien
du génome » ; il permet, lorsqu’une mutation survient, de faciliter I'arrét du cycle cellulaire et
la réparation de I’ADN. Si la réparation est impossible, il permet I'apoptose et I'élimination des
cellules mutées. La perte des fonctions de p53 entraine I'accumulation de Iésions génétiques,
avec l'augmentation de la croissance et de la survie des cellules portant des aberrations
chromosomiques pro-carcinogénes. Enfin, I'inactivation du géne Smad4/DPC4 est tardive,
retrouvée dans 50% des PDAC, et conduit a la perte de fonction de ce facteur de transcription

essentiel pour I'effet inhibiteur du TGF sur la prolifération des cellules cancéreuses (2,4,12).
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3- Autres tumeurs

a) Exocrines

Les cancers exocrines du pancréas sont largement majoritaires. Ils atteignent donc les
cellules exocrines qui produisent les sucs digestifs pancréatiques, et sont des adénocarcinomes
dans huit cas sur dix. Les autres types de cancers exocrines sont rares, et se traitent plus ou
moins de la méme maniére que les adénocarcinomes canalaires. Les tumeurs kystiques, dont la
plus fréquente est le cystadénome séreux, atteignent surtout les femmes (ratio 2: 1). lls
provoquent des kystes remplis de liquide dans le pancréas. La plupart sont bénins, certains
peuvent étre cancéreux, mais ils sont associés a un meilleur pronostic que les autres types de
cancers exocrines. lls peuvent provoquer des douleurs abdominales ou une dyspepsie dans un
tiers des cas. Parmi les autres formes de cancers rares du pancréas, on peut citer les
adénocarcinomes polymorphes, les carcinomes adénosquameux (ou adénocanthomes), les
carcinomes a cellules acineuses, les micro-adénocarcinomes, les pancréatoblastomes, les

oncocytomes malins et les tumeurs acineuses (4,7,8).

b) Endocrines
Les cancers du pancréas endocrine sont rares (2 a 3% des cancers du pancréas), associés a
un meilleur pronostic, et sont aussi appelés tumeurs neuroendocrines. Environ un tiers de ces
tumeurs sont dites non fonctionnelles, et ne produisent ni hormones ni symptémes. Ce sont
des tumeurs de grande taille, souvent métastasiques d’emblée. Un tiers de ces tumeurs sont
dites sécrétrices ou fonctionnelles et produisent des hormones en quantité anormale, ce qui
provoque des symptomes particuliers ; elles sont nommeées d’aprés I'hormone qu’elles

produisent. Parmi celles-ci, le gastrinome se traduit par une hypersecrétion de gastrine et des

21



ulcéres gastroduodénaux résistants aux traitements, avec une survie sans récidive a 5 ans de
I'ordre de 40%. L'insulinome est associé a I'hypersécrétion d’insuline par les cellules B de
Langerhans, ce qui provoque une hypoglycémie et des troubles neuropsychiques. Il est traité
par exérése de la tumeur, avec une survie sans récidive a 5 ans supérieure a 90%. Le
somatostatinome se développe a partir des cellules & et reste trés rare. L’hypersécrétion de
somatostatine provoque une stéatorrhée, un diabéte et une lithiase vésiculaire. L'exérése
permet une survie sans récidive de 40% a 5 ans. Les VIPomes secretent en exces le vasoactive
intestinal peptide, ce qui provoque des diarrhées séveres. Le traitement associe la chirurgie et
les analogues de somatostatine, pour une survie moyenne de 3,5 ans. Enfin, les glucagonomes
induisent des diabéetes, et se traitent par exérése de la tumeur, pour une survie moyenne des

patients apres chirurgie de 3,5 ans (2,4,7).

c) Lymphome
Les lymphomes du pancréas sont des cancers trés rares (moins de 0,5% des cas) du systéme
lymphatique. Il s’agit de lymphomes de type B, généralement non hodgkiniens, le plus souvent
secondaires et non primitifs (naissance dans le cerveau ou la moelle osseuse). L'imagerie
montre une masse dense, mal limitée, infiltrant de maniére plus ou moins diffuse le pancréas.
Leur traitement est différent des autres cancers pancréatiques et ils répondent trés bien a la

chimiothérapie.
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3) Traitements
Différentes possibilités thérapeutiques sont a envisager au moment du diagnostic d’un
adénocarcinome du pancréas. Le choix et l'ordre des traitements dépendent beaucoup de
I’étendue du cancer, mais aussi de I’age du patient (Figure 6). L’évaluation du stade du cancer
prend en compte la localisation de la tumeur, sa taille et I'étendue de la tumeur vers d’autres
organes ou vaisseaux sanguins, l'atteinte des ganglions lymphatiques par les cellules
cancéreuses, et la présence de métastases. Selon cette évaluation, un traitement adapté sera

réalisé (14,15).

Adénocarcinome pancréatique

¥ . T

Rézécable Imésacable NMetastasique
10 & 20% Localement avance 50 3 60%
| 30 & 40%
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-Chirurgie 4 '\
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Figure 6: Prise en charge de I'adénocarcinome pancréatique (RTCT : radiothérapie-Chimiothérapie) (adapté de
Michl et al, 2013)(16).
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1- Traitements locaux

a) Chirurgie

La chirurgie consiste en la résection d’'une partie ou de la totalité du pancréas. On parle de
duodénopancréatectomie céphalique (DPC) ou opération de Whipple pour une résection de la
téte du pancréas et de l'intestin gréle, ainsi que d’une partie de I'estomac et de la vésicule
biliaire. Le rétablissement de la voie biliaire vers l'intestin (anastomose bilio-digestive), du
pancréas restant vers l'intestin ou I'estomac (anastomose pancréatico-jéjunale ou pancréatico-
gastrique), et de I'estomac vers l'intestin (anastomose gastro-jéjunale) sont ensuite nécessaires
pour assurer des fonctions digestives normales (Figure 7). Cette technique est le plus souvent
proposée pour les tumeurs de la téte, de la voie biliaire, de I'ampoule de Vater et du
duodénum, et présente I'avantage de préserver suffisamment de tissus dans la queue pour
produire les différentes hormones et enzymes pancréatiques (17). Une complication post-
opératoire apparait dans 20 a 50% des cas, avec par ordre de fréquence la gastroparésie
(absence de reprise d’une alimentation normale aprés une semaine, 10 a 50%), les infections
(1,3 a 13%), les fistules (0,5 a 25%) et 'hémorragie (complication la plus grave, qui apparait
dans 1 a 8% des cas et est responsable de 11 a 38% de la mortalité). La mortalité apres
intervention est maintenant d’environ 5% dans les centres a grands volumes opératoires (17—

19).
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Figure 7: Anastomoses aprés duodénopancréatectomie céphalique (Hopital Saint-Antoine, service de Chirurgie
digestive)(17).
La splénopancréatectomie gauche est une intervention plus simple, sur la queue du pancréas
(la rate est également retirée pour éviter le développement de cellules cancéreuses), mais plus
rarement utilisée, car c’est la téte du pancréas qui est la localisation la plus fréquente du PDAC.
Enfin, la pancréatectomie totale est une opération possible mais qui est aujourd’hui rarement
indiquée, seulement dans certaines formes diffuses de tumeurs intra-canalaires affectant la
totalité du canal pancréatique principal. Elle comporte la résection du cholédoque au-dessus du
pancréas, I'ablation de la vésicule biliaire, le plus souvent de la totalité du duodénum et plus ou
moins d’une partie de I'estomac. Le rétablissement de la continuité digestive est ensuite
assurée par des anastomoses hépatico-jéjunale et duodéno-jéjunale. L'intervention provoque
systématiquement un diabéte post-opératoire, ainsi qu’une insuffisance pancréatique exocrine

prise en charge par des extraits pancréatiques oraux (20,21).

Malheureusement, les adénocarcinomes du pancréas sont souvent diagnostiqués a un

stade avancé, ou moins de 20% des patients peuvent étre éligibles pour une résection curative.
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La chirurgie offre la seule chance de guérison pour le cancer du pancréas, mais les taux de
survie restent faibles, avec une médiane de survie de 18 mois pour les patients opérés, et entre

20 et 30% de survie a 5 ans (2,14,21).

La chirurgie n’est utile que dans les seules situations ol la tumeur est limitée au pancréas. Il
existe de nombreux criteres d’irrésécabilité, dont la présence de métastases, d’adénopathies
malignes en dehors des marges de résection, d’invasion de I'estomac ou du colon, de gros
vaisseaux sanguins risquant de provoquer une hémorragie importante. De plus, I’age du patient
joue un réle important, avec une mortalité consécutive a I'opération plus importante chez les

sujets agés, en mauvais état général.

b) Radiothérapie

La radiothérapie consiste en l'utilisation de rayons X ou gamma a haute énergie pour
détruire les cellules cancéreuses. C’est un traitement local car l'irradiation ne touche que les
cellules de la zone traitée (2). Dans le cas du cancer du pancréas, l'irradiation a forte dose est
problématique car I'organe a une localisation profonde et il n’est pas toujours possible d’utiliser
de fortes doses a cause du risque d’atteinte des tissus sains et des organes a risque (duodénum
particulierement). Elle est surtout utilisée pour traiter les cancers exocrines, car les tumeurs
neuroendocrines répondent mal aux radiations. La radiothérapie est toujours associée a la
chimiothérapie (tres peu efficace seule, 10% de survie a 1 an contre 40% avec I'association au
5-FU en traitement adjuvant (22)) et peut étre utilisée en traitement adjuvant, c’est-a-dire
apres la chirurgie, pour cibler les cellules cancéreuses pouvant persister dans la zone opérée.

Les résultats sur I'efficacité sont ambigus : une étude sur 237 patients a montré que la survie
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moyenne a 5 ans passait de 20 a 10% lorsqu’on associait la radiothérapie a la chimiothérapie
(23). Une autre étude de 2009 montre également que I'association chimio-radiothérapie est
bénéfique par rapport a la chirurgie seule (survie moyenne de 20 contre 14,5 mois). Cet effet
est significativement meilleur chez les patients ayant une atteinte des ganglions lymphatiques
(24). En traitement néo-adjuvant, elle est utilisée avant la chirurgie pour faciliter I'opération et
détruire les cellules cancéreuses disséminées localement. Les données existantes et les études
réalisées ne permettent pas de conclure vraiment sur I'efficacité de la radiothérapie adjuvante.
Les données sont contradictoires et ne permettent pas non plus de conclusion sur son
utilisation en association avec la chimiothérapie dans les cancers non-opérables. Un
ralentissement de la progression, une légére augmentation de la survie et une prévention des
symptomes ont été montrés, mais une plus faible efficacité de la radio-chimiothérapie par
rapport a la gemcitabine seule a été retrouvée dans une étude de 2008 (survie moyenne de 8,6

mois contre 13 mois en moyenne) (25).

2- Traitements systémiques : Chimiothérapie

a) Chimiothérapies utilisées
La chimiothérapie peut étre utilisée dans trois buts distincts : un but néo-adjuvant, un but
adjuvant et un but palliatif. Dans chaque cas, trois protocoles différents sont principalement
utilisés : la gemcitabine, le 5-fluorouracile et le FOLFIRINOX (association de 5-fluorouracile,
acide folinique, Irinotecan et Oxaliplatine). La gemcitabine est un analogue fluoré synthétique
de la déoxycytidine, une base de I’ADN, qui exerce une action anti-métabolite aprés avoir été
phosphorylée dans la cellule. Elle va s’incorporer dans les brins d’ADN qui se répliquent par

compétition avec les déoxycytidines triphosphate naturelles, ce qui inhibe la synthése de I’ADN.
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Le 5-fluorouracile, ou 5-FU, est également un anti-métabolite analogue d’une base de I'ARN,
I"'uracile. Il est le précurseur du FUTP qui va s’incorporer dans I’ARN et inhiber ses fonctions.
Plus récemment, le protocole FOLFIRINOX a montré une efficacité supérieure a la gemcitabine,
mais avec des effets indésirables toxiques plus importants et donc une altération importante de
la qualité de vie. Ce protocole associe le 5-FU ; I'acide folinique (modulateur de I'activité du 5-
FU); lirinotécan, un agent antinéoplasique dérivé de la camptothécine qui agit comme
inhibiteur de topoisomérase ; et enfin I'oxaliplatine, un sel de platine complexé avec un
diaminocyclohexane et un groupe oxalate, qui va interagir avec I’ADN en formant des ponts
intra et inter-brins entrainant une interruption de la synthese de ’ADN. De nombreuses études
cliniques ont évalué les efficacités de ces médicaments, en association ou non avec la

radiothérapie.

b) Chimiothérapie néo-adjuvante

La chimiothérapie néo-adjuvante, c’est-a-dire avant la chirurgie, n’est pour I'instant utilisée
gque dans le cadre d’essais thérapeutiques pour les tumeurs résécables pour comparer
I’évolution et la survie par rapport a I'exérése seule. Entre 2010 et 2012, plusieurs méta-
analyses ont montré que la fréquence de résection et la survie des patients présentant une
tumeur résécable d’entrée était la méme avec un traitement néo-adjuvant et avec une exérése
suivie d’un traitement adjuvant. Ces études suggerent I'absence d’intérét d’'une chimiothérapie
néo-adjuvante pour les patients avec une tumeur directement opérable (26,27). Pour les
tumeurs localement avancées et irrésécables, on parle de chimiothérapies d’induction, qui vont
réduire le volume et I'extension de la tumeur, et ainsi permettre une résection. Dans ce cas, la

chimiothérapie a montré un intérét important, avec 30% des tumeurs initialement non-
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opérables qui deviennent résécables apres la chimiothérapie, avec une survie comparable aux
patients opérables d’entrée. Le traitement de référence en néo-adjuvant est la gemcitabine

seule, qui peut étre associée a la radiothérapie dans les cancers controlés (28).

¢) Chimiothérapie adjuvante

La chimiothérapie adjuvante est utilisée en complément de la chirurgie, et augmente
significativement la survie des patients. L'utilisation de gemcitabine augmente I'espérance de
vie apres exérése compléte de la tumeur et chez les patients dont la tumeur s’est étendue aux
tissus environnants. Une étude randomisée de 2008 a montré une meilleure survie moyenne
(20,5 mois) et a 3 ans (31%) de la gemcitabine par rapport au 5-FU (16,9 mois ; 22%) (15,29,30).
En 2013, I’étude LAPQO7 a évalué I'utilisation de la radiothérapie associée a la chimiothérapie par
gemcitabine par rapport a la gemcitabine seule et n’a pas démontré d’efficacité supérieure

concluante (15,2 contre 16,4 mois).

d) Chimiothérapie palliative
Dans le cas des cancers du pancréas avancés, avec métastases, les traitements a visée
curative ne sont pas une option et les traitements utilisés visent a soulager les symptémes de la
maladie. La chimiothérapie peut permettre de réduire la taille du cancer, de soulager les
symptomes, d'améliorer la qualité de vie et les capacités fonctionnelles du patient et de
permettre au patient de vivre plus longtemps. Les patients doivent étre suivis pour les effets
secondaires et I'évaluation de la réponse a la chimiothérapie. La gemcitabine seule est toujours

la chimiothérapie standard pour les patients atteints d’un cancer du pancréas métastatique
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(30). De nombreuses combinaisons de gemcitabine et d'autres médicaments ont déja été
essayées, mais aucune n’a jusqu'a présent montré d’avantages évidents quant a l'allongement
de l'espérance de vie des patients. Récemment, la combinaison de gemcitabine et de nab-
paclitaxel (paclitaxel lié¢ a I'albumine, qui permet une amélioration de la pharmacocinétique)
s’est montrée supérieure au traitement par gemcitabine seule (8,5 mois contre 6,7 mois de
survie), mais avec une toxicité supérieure. Par conséquent, cette combinaison peut maintenant
étre recommandée pour les patients atteints d’'un cancer du pancréas métastatique (31). Enfin,
une étude a montré des résultats intéressants sur ['utilisation du FOLFIRINOX sur la
prolongation de la survie (11,6 mois contre 6,8 mois avec la gemcitabine) et le retardement de
la détérioration de la qualité de vie (31,6% contre 66% de patients avec une dégradation
définitive de la qualité de vie a 6 mois) (32). Grace a I'amélioration des résultats du traitement,
ce protocole peut étre considéré comme une option thérapeutique pour les patients de 75 ans
ou moins, qui sont en bon état général et ont une fonction hépatique adéquate, car les effets

indésirables sont lourds et difficiles a supporter (33).

3- Thérapies ciblées

Les thérapies ciblées sont des médicaments qui ciblent spécifiquement une protéine ou
mécanisme impliqué dans le développement de la tumeur. Ce ciblage réduit ainsi les effets
indésirables qui sont consécutifs a I'action sur les cellules saines, comme dans les
chimiothérapies classiques. Bien qu’elles soient un des plus grands espoirs d’amélioration, les
associations de chimiothérapies et de thérapies ciblées dans le traitement du cancer du

pancréas ont pour I'instant été décevantes.
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Seule I'association gemcitabine-erlotinib, un inhibiteur de la tyrosine kinase du récepteur
du facteur de croissance épidermique humain de type 1 (Epidermal Growth Factor Receptor :
EGFR ou HER1, surexprimé dans le cancer du pancréas) a pour l'instant été autorisée en
Europe, avec des résultats peu concluants, et un co(t trés largement supérieur. En effet, pour
les tumeurs localement avancées, I'essai clinigue LAPO7 a démontré en 2013, a postériori,
I'absence d’efficacité de [I'association gemcitabine-erlotinib. Les patients traités par
gemcitabine seule ont montré une survie moyenne de 13,6 mois contre 11,9 mois pour
I'association a l'erlotinib (9,34). Notre compréhension de la pathogenése moléculaire de
I'adénocarcinome du pancréas continue a se développer ; avec l'identification des différentes
voies moléculaires de la tumorigenése du cancer du pancréas, des cibles potentielles pour le
développement de médicaments ont été isolées et pourraient permettre |'utilisation
d'anticorps monoclonaux et les inhibiteurs de petites molécules. Les inhibiteurs des farnésyl
transférases comme le tipifarnib permettent d’inhiber 'action pro-tumorale de la protéine K-
ras mutée et activée dans le cancer du pancréas (35). En effet, la farnésyl transférase catalyse
I'addition d’un résidu farnésyl isoprenoide, la premiéere modification post-traductionnelle de K-
ras, indispensable a son activité biologique. Des essais cliniques de phase | et Il ont montré une
bonne tolérance, mais une récente étude randomisée de phase Il n'a pas montré
d’amélioration de la survie moyenne, de la survie sans progression, du taux de réponse et de la
gualité de vie par rapport a la gemcitabine seule. Les inhibiteurs de COX-2 (surexprimée dans
de nombreux cancers dont celui du pancréas) comme le celecoxib ont montré un
ralentissement de la progression des lésions PanIN sur des modéles animaux (10% des animaux
traités présentaient des PanINs de type 2 ou 3, contre 40% chez les animaux contréles)
probablement via une action sur l'angiogénése (36). Une étude de phase 2 associant le

Celecoxib a la gemcitabine n’a cependant pas montré d’efficacité supérieure par rapport a la
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gemcitabine seule (9). Le ciblage de 'EGFR par les anticorps monoclonaux comme le cetuximab
avait initialement donné des résultats prometteurs, mais des études récentes ont démontré
I'absence d’efficacité de I’association gemcitabine-cetuximab, associée a des effets indésirables
plus graves (toxicité cutanée) (34). Les inhibiteurs du facteur de croissance de I'endothélium
vasculaire ou VEGF ont également été testés, en association, avec des résultats moyens et sont
encore a I'étude (37). D’autres voies de signalisation activées et cibles moléculaires ont été
découvertes, comme la voie PI3K/Akt et sont susceptibles d’étre utilisées dans le

développement de nouveaux agents thérapeutiques.

Enfin, I'agressivité de ce cancer et le manque d’efficacité des thérapies existantes peut en
partie étre expliqué par la présence d’'un microenvironnement dense et actif autour de la
tumeur, qui accélere le développement tumoral et empéche 'accés des médicaments (38,39).
Les traitements ciblant ce microenvironnement tumoral seront abordés dans la troisieme partie

de ce travail.
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1) MICROENVIRONNEMENT DU CANCER DU PANCREAS

1) Origine du microenvironnement

Le microenvironnement tumoral, ou stroma, est une structure complexe et dynamique
caractérisée par une matrice extracellulaire dense et par une composante cellulaire,
comprenant des cellules endothéliales, des cellules immunitaires, et des fibroblastes modifiés
associés au cancer (ou CAFs) (40). Dans I'adénocarcinome du pancréas, ce stroma représente
entre 70 et 90% du volume tumoral (10). Il se développe parallélement au cancer, et est
présent en petite quantité dans les Iésions PanIN de niveau I. En revanche, les PanIN de niveau
lll, équivalentes au carcinome in situ, sont associées a une forte augmentation du stroma. Ce
stroma activé est aussi appelé réaction desmoplasique, définie par une forte production de
tissu fibreux et une activation des composantes cellulaires du microenvironnement (Figure 8)
(41). En retour, les composants du microenvironnement, par des actions mécaniques et
biologiques complexes, induisent sur les cellules cancéreuses une augmentation de la
prolifération, de la croissance, de la résistance a l'apoptose, permettent un échappement
immunitaire, une modulation de I'angiogenése, favorisent I'apparition de métastases et la

résistance aux chimiothérapies (Figure 9) (42).
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Figure 8: Interactions entre tumeur et microenvironnement (Whatcott et al, 2013)(41).

Ce stroma est activé par les cellules épithéliales mutées qui deviennent cancéreuses, et qui
secrétent différentes molécules pour modifier son environnement et le rendre plus propice a sa
propre survie et croissance (Figure 9). Particulierement, I'expression du « Transforming growth
factor » TGFB est augmentée et corrélée a des cancers de stades avancés et de mauvais
pronostics. Chez I'individu sain, il a plutot un réle suppresseur de tumeur, mais un composant
majeur de sa voie de signalisation, le géne Smad4, est muté dans les cancers pancréatiques. Il
stimule I'activation des fibroblastes en CAFs, augmente I’expression du facteur de croissance du
tissu conjonctif (« Connective tissue growth factor » ou CTGF), ce qui va stimuler la production
et la modification de la matrice extracellulaire pro-tumorale. Le TGFB va également inhiber
I'expression de métalloprotéases et activer I'expression des inhibiteurs de métalloprotéases,
induisant ainsi I'inhibition de la dégradation de la matrice. Le « Platelet-derived growth factor »
PDGF et le « Fibroblast growth factor » FGF-2 jouent également un rdle sur I'activation et la

prolifération des CAFs, ainsi qu’un effet positif sur la synthése de la matrice extracellulaire (43).
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Figure 9: Communication réciproque tumeur-stroma. Cellules bleues : cellules cancéreuses ; cellules oranges :
CAFs ; fibres violettes : matrice extracellulaire (adapté de Neesse et al, 2011)(44).

Les cellules cancéreuses secretent également des métalloprotéases particulieres qui vont
permettre le remodelage de la matrice extracellulaire et notamment la destruction de la
membrane basale, ce qui va favoriser la migration et I'invasion par les cellules cancéreuses, et
donc la transition entre carcinome in situ et adénocarcinome. De plus, la dégradation de
molécules de la matrice par ces enzymes protéolytiques va permettre la libération d’autres
facteurs de croissance séquestrés dans le réseau matriciel. Enfin, la voie Hedgehog est une voie
de signalisation activée dans plusieurs tumeurs solides, normalement impliquée dans le
développement embryonnaire. Les patients présentant un adénocarcinome du pancréas ont
des hauts niveaux d’activation de cette voie Hedgehog, a la fois sur les cellules épithéliales
cancéreuses et sur les cellules du microenvironnement. Les ligands de cette voie sont secrétés
par les cellules cancéreuses et vont stimuler leur prolifération via l'activation de génes
particuliers (45). lls vont aussi agir de fagon paracrine sur les cellules du stroma qui expriment
largement le récepteur « Patched » et la protéine transmembranaire Smo a |'origine de la
signalisation Hedgehog, Ces protéines sont particulierement exprimées sur les fibroblastes, et

vont activer leur prolifération et activation, ainsi que leurs effets sur le développement de la
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réaction fibreuse. Ces effets sont provoqués par I'activation de la protéine transmembranaire
Smo, normalement inhibée par le récepteur « Patched ». La fixation des ligands de la voie
Hedgehog libérés par les cellules cancéreuses va libérer SMO qui va activer des facteurs de

transcriptions, et provoquer ainsi I’expression de génes spécifiques (Figure 10) (45).
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Figure 10: Activation de la vioe Hedgehog apres fixation d'un ligand SHH (Watson et al, 2010)(45).

2) Fibroblastes associés au cancer

Les fibroblastes associés au cancer, ou CAFs, sont un composant majeur du stroma tumoral.
Les CAFs résultent la plupart du temps de I'activation de cellules pancréatiques étoilées
(quiescentes dans le pancréas sain) suite a la libération de différents facteurs (46). Les CAFs
peuvent aussi avoir pour origine le recrutement de cellules souches mésenchymateuses de la
moelle osseuse qui seraient mobilisées en cas de lésions, ou encore provenir de la

dédifférenciation de cellules épithéliales (transition épithélio-mésenchymateuse) ou
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endothéliales. Différentes molécules sont libérées en réponse a un stress, par les cellules
épithéliales pancréatiques principalement, et également par les cellules immunitaires et
endothéliales, notamment lors de I'apparition de Iésions cancéreuses, au cours d’inflammation
chronique pancréatique (pancréatite) ou en cas de fibrose et vont activer les cellules
guiescentes. D’autres stimuli comme les espéces réactives de I'oxygene peuvent aussi activer
les cellules étoilées. Ces molécules sont en particulier des cytokines, comme les interleukines 1,
6 et 8, et des facteurs de croissance, notamment TGFB, FGF-2 et PDGF, qui vont provoquer un
changement de la morphologie, des capacités fonctionnelles, du taux de prolifération et de la
sensibilité aux facteurs mitogenes des cellules étoilées (Figure 12) (47). En situation non
cancéreuse d’inflammation ou de cicatrisation, les CAFs finissent par se désactiver. En
revanche, ils sont perpétuellement activés dans les cancers. Les CAFs sont phénotypiquement
et fonctionnellement différents des fibroblastes classiques. lls perdent les gouttelettes
lipidigues normalement présentes dans les cellules étoilées pancréatiques et expriment le

marqueur d’activation a-SMA (smooth muscle actin) (Figure 11).

Figure 11: Evolution des CAFs au cours du développement du cancer. mPDA : PDAC murin ; hPDA : PDAC
humain ; Marquage a-SMA : CAFs (marron) (adapté de Provenzano et al, 2012)3).

Morphologiquement, ce sont des grandes cellules en fuseau, avec un noyau dentelé, un

réticulum endoplasmique rugueux et un appareil de Golgi proéminent. lls présentent un taux
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de prolifération plus important que les cellules étoilées. IIs sécrétent massivement des facteurs
solubles et insolubles : des protéines, telles que facteurs solubles de croissance, angiogéniques,

cytokines / chimiokines, et des composants de la matrice extracellulaire qui se voit remodelée.
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Inhibition of apoptosis

EMT
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Figure 12: Interactions entre CAFs et cellules tumorales (adapté de Li et al, 2012)(49).

Par l'intermédiaire de ces différentes molécules, les CAFs vont favoriser la croissance
tumorale en activant différentes voies de signalisation dans les cellules cancéreuses, favorisant
leur prolifération, migration, invasion, et inhibant leur apoptose face notamment a des
thérapies, favorisant ainsi la résistance des tumeurs aux chimiothérapies et aux thérapies
ciblées (Figure 12) (50). Parallelement, ils vont également agir sur les différents composants du
microenvironnement, cellulaire ou non, et jouer un réle crucial sur leur développement. Enfin,
leurs sécrétions vont aussi avoir une action autocrine, et stimuler ainsi le maintien de leur

activation et leur prolifération (Figure 13).
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Figure 13: Interactions entre CAFs et microenvironnement (Kleeff et al, 2007)(11).

Plus précisément, ils secretent des facteurs de croissance comme le HGF, « Hepatocyte
growth factor », le IGF, « insulin-like growth factor », le NGF, « nerve growth factor », le EGF,
« epithelial growth factor », et le FGF-2. Ces facteurs induisent des signaux de prolifération sur
les cellules épithéliales adjacentes avec notamment la libération de protéines anti-
apoptotiques, comme la survivine, et des effets sur les voies de prolifération, de survie, et de
différenciation comme I’activation de la voie MAPK et I'inhibition de la voie PI3K/AKT (46). Ils
vont aussi avoir un role sur la migration et la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM),
caractérisée par une modification de I'adhésion des cellules cancéreuses a I'épithélium, un
changement de polarité et une perte des jonctions cellule-cellule ou matrice-cellule. Elle se
manifeste par une réduction de I'expression des marqueurs épithéliaux dans les cellules
cancéreuses exposées aux CAFs, comme |'E-cadhérine, une glycoprotéine transmembranaire

impliquée dans les liaisons entre cellules épithéliales. La transition implique aussi I'expression
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de marqueurs a tendance mésenchymateuse, comme la vimentine, ainsi que la N-cadhérine

(Figure 14).
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Figure 14: Transition épithélio-mésenchymateuse (Chidgey et Dawson, 2007).

Les CAFs ont aussi un important réle de modulation de la réponse immunitaire (Figure 15),
avec la sécrétion de cytokines comme les interleukines 1, 6, 8, 15, le « tumor necrosis factor »
ou TNF, de chimiokines, comme le « monocyte chemotactic protein 1 » ou MCP1, ou de
lymphocytes T normaux ou régulateurs. Des études ont aussi montré que les CAFs pouvaient
participer a I'’échappement immunitaire, en séquestrant les lymphocytes cytotoxiques CD8+ et
en diminuant ainsi la réponse immunitaire anti-tumorale (51). lls modifient aussi les fonctions
de cellules immunitaires, en induisant la différenciation des cellules dérivées de la moelle en
cellules myéloides suppressives, ou MDSC, par la sécrétion de cytokines (IL-6 principalement),
de chimiokines (SDF-1), et par une activation du facteur de transcription STAT3 (52). Au niveau
de la vascularisation, les CAFs vont également avoir un impact via différents mécanismes. lls

expriment des facteurs angiogéniques, comme le VEGF (Figure 15), I'angiopoiétine-1 ou I'IGF
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(« Insulin growth factor »). De plus, I’hypoxie retrouvée dans les PDAC stimule la production de
HIF-1 ou « hypoxia-inductible factor-1», par les CAFs, qui joue un rble de facteur de
transcription dans les tissus hypoxiques, et provoque entre autres des réponses pro-

angiogéniques.

Invasive carcinoma

0 —%&—— Epithelial cells

Coflagen |, Hll
MCP1

IL-1

Figure 15: Secrétions des CAFs et action sur la tumeur (Kalluri and Zeisberg, 2006)(46).

De plus, les fibroblastes activés secretent des protéases qui vont dégrader la matrice
extracellulaire, comme les métalloprotéases matricielles MMP2, MMP3, et MMP9 qui
dégradent le collagéne de type 4 qui compose la membrane basale, facilitant ainsi le
renouvellement et la modification de la composition de la matrice. Ces protéases sont
associées a l'inflammation, la fibrose, I'angiogenése et I'invasion tumorale. Les CAFs vont aussi
secréter en quantité excessive des protéines qui vont composer la matrice, particulierement le
collagéne fibrillaire de type 1 et 3, la fibronectine, une glycoprotéine jouant un réle dans

I’adhésion cellule-matrice, et la laminine, protéine de la lame basale épithéliale (53).
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3) Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire a initialement été considérée comme une barriere contre
I'invasion tumorale. Il est ensuite devenu évident qu’elle pouvait en fait modifier, et méme
induire la cancérogenése. La matrice influence la croissance, la différenciation, la survie et la
mobilité des cellules cancéreuses, a la fois en apportant une structure physique et en étant un
réservoir pour différents facteurs solubles qui seront libérés lors de la dégradation de la
matrice. La matrice extracellulaire est composée de plusieurs protéines qui jouent des roles

différents dans le développement du cancer (Figure 16, 18) (39).

Figure 16: Représentation de la matrice extracellulaire (Li et al, 2012)(49).

Le collagene est un composant principal de la matrice extracellulaire (Figure 17). La
surexpression du collagéne de type 1, majoritaire dans la réaction desmoplasique du cancer du
pancréas, facilite linvasion des cellules cancéreuses ainsi que leur résistance a la
chimiothérapie. Il a été montré que des cellules cancéreuses traitées par 5-FU en présence de
collagéne augmentaient leur survie de 62%, en augmentant leur prolifération (incorporation de

thymidine radioactive 2,8 fois supérieure pour la culture sur collagéne par rapport a la culture
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sur plastique) (54). Les cellules cancéreuses qui poussaient sur un gel tridimensionnel de
collagéne ont aussi montré une acétylation augmentée des histones, avec un effet sur la
résistance a la gemcitabine (55). Son action sur le phénotype malin des cellules cancéreuses
passe par |'activation de I'intégrine a21 (56), qui peut accélérer la prolifération et la migration
des cellules cancéreuses. Il a aussi été montré que ce collagéne de type 1 pouvait réguler
positivement I'expression de la N-cadhérine, une glycoprotéine transmembranaire retrouvée
plutét dans les phénotypes mésenchymateux et donc migratoires ou métastasiques (57). Il peut
aussi moduler I'expression de I'E-cadhérine et de la protéine Snail, deux protéines impliquées
dans la transition épithélio-mésenchymateuse a |'origine de I'apparition des métastases. Une
étude a montré une réduction de moitié de I'expression de I'E-cadhérine dans les cellules en
culture sur collagene de type | par rapport a une culture sur fibronectine, corrélée a une
augmentation de la protéine Snail (58).

La fibronectine et la laminine peuvent stimuler la production des espéces réactives de
I'oxygene et augmenter la survie des cellules cancéreuses. Il a aussi été montré que la laminine
induisait via la phosphorylation de FAK une augmentation de la chimiorésistance a la
gemcitabine (59), et que la liaison de la laminine-1 a une intégrine stimulerait I'expression de
CXCR4 (d’un facteur 2) et de I'lL-8, protéines inflammatoires, dans les cellules cancéreuses (60).
De plus, I'expression d’'une protéine d’activation des fibroblastes (FAP) entrainerait un
changement de |'orientation des fibres de fibronectine, ce qui conduirait a une augmentation
de la diffusion et de la mobilité des cellules cancéreuses pancréatiques.

L’acide hyaluronique est un glycosaminoglycane, trés abondant dans la matrice des cancers
pancréatiques (Figure 17), qui se lie au récepteur CD44 et augmente la survie cellulaire en
affectant des voies de signalisation comme PI3K/Akt (48). Il limite aussi la perfusion vasculaire,

et limite I'accés des médicaments a la tumeur (61).
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Figure 17: Evolution de la matrice extracellulaire au cours du développement du cancer. mPDA : PDAC murin ;
hPDA : PDAC humain ; Coloration trichrome de Masson : marquage du collagéne (bleu) ; HABP : marquage de
I'acide hyaluronique (marron). Adapté de Provenzano et al, 2012(48).

Les métalloprotéases sont des protéinases zinc-dépendantes qui jouent un réle important
dans la dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire, avant le
développement de l'invasion tumorale et I'apparition de métastases. L'utilisation d’'un ARN
interférence pour bloquer la MMP-2 inhibe l'invasion et I'adhésion des cellules cancéreuses
pancréatiques (62). Elles sont secrétées par les CAFs et les cellules cancéreuses et influencent la
croissance tumorale. Elles sont corrélées a un mauvais pronostic et une courte durée de survie
dans le PDAC, ainsi qu’a la présence de métastases. Les tissus inhibiteurs de métalloprotéases
TIMP ont aussi un réle limitant sur I'invasion et la croissance tumorale et sont sous-exprimés
dans les cellules pancréatiques cancéreuses (63).

La périostine, lorsqu’elle est surexprimée, augmente la migration des cellules cancéreuses
et est corrélée a une invasion profonde, a des métastases et a un mauvais pronostic (64).

La tenascine C, synthétisée en excés par les CAFs dans les tumeurs pancréatiques, accélére
également la progression tumorale et augmente la mobilité des cellules via une augmentation

de I'activité des métalloprotéases et une diminution des interactions avec les intégrines (65,66).
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Les protéoglycanes comme le versicane sont présents abondamment dans les tissus
cancéreux (27 fois plus que dans un tissu pancréatique sain) (67) et peuvent réguler I'adhésion,
la survie, la prolifération et la migration des cellules cancéreuses pancréatiques en modulant
des effets paracrines de facteurs de croissance (68).

Enfin, la thrombospondine, secrétée par les CAFs (69), peut augmenter I'expression de
I'activateur de I'urokinase plasminogene et de son récepteur (70), impliqués dans des cascades

de protéolyses et dans la dégradation de la matrice (71), et promouvoir I'invasion et la diffusion

tumorale.
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Figure 18: Composition de la matrice dans le PDAC (liste non exhaustive). Adapté de Lunardi et al, 2013(72).

L'accumulation de ces différents composants de la matrice extracellulaire modifie donc

I'architecture du tissu pancréatique autour de la tumeur et induit une configuration anormale

des vaisseaux lymphatiques et sanguins (72). Cette configuration, associée a la compression des
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vaisseaux est en partie responsable de la résistance du PDAC aux traitements systémiques, en

induisant une diminution de la perfusion de la tumeur.

4) Cellules immunitaires

Les relations entre cellules immunitaires et tumeurs ont été précisées récemment. Il
apparait que dans certains cancers, l'inflammation est un constituant important du
microenvironnement tumoral. Apres une adaptation, un échappement immunitaire survient et
la réponse inflammatoire joue un réle important dans la cancérogenése, la prolifération,
I’'angiogenese, les métastases et la chimiorésistance (73,74). Dans le cas du PDAC, la réponse
immunitaire, initialement anti-tumorale impliquant notamment des lymphocytes CD8+ ciblant
les cellules cancéreuses, évolue clairement pour devenir pro-tumorale et favoriser le
développement du cancer (Figure 20). Cette réponse est principalement constituée par les
cytokines anti-inflammatoires comme IL-10 et le TGFB, qui sont produites par les cellules
cancéreuses, les CAFs et par les cellules immunitaires du microenvironnement (75). Les cellules
cancéreuses parviennent a échapper au systéme immunitaire, soit en échappant a sa détection,

soit en y devenant résistantes (Figure 19).
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Figure 19: Interactions entre cellules immunitaires et tumeur (Kleeff et al, 2007). Les cellules cancéreuses et les
CAFs provoque 'immunosuppression via la sécrétion de protéines (IL-10, TGF-B, Fas-L) qui vont agir sur les
cellules dendritiques et sur les lymphocytes et inhiber leur action cytotoxique(11).

Au niveau de la réponse innée, les macrophages associés aux tumeurs ou TAMs sont les
composants les plus importants. Les macrophages sont recrutés et passent d’un phénotype M1
(pro-inflammatoire) a un phénotype M2 (anti-inflammatoire) sous I'action de cytokines du
microenvironnement comme l'interleukine-10, le TGF-B, le SDF-1, la TSP-1 et le CSF-1 (« colony
stimulating factor-1 ») (76). Ces cellules sont capables d’inhiber la réponse par les lymphocytes
T via plusieurs mécanismes comme la production d’espéces réactives de I'oxygéne ou la
production de cytokines immunosuppressives comme l'interleukine-10 et le TGF-B. Ils jouent
aussi un role important dans linvasion en influencant le remodelage de la matrice
extracellulaire et en produisant des stimuli chimiotactiques comme le EGF et l'interleukine-1b.
Les TAMs sont aussi impliquées dans la transition épithélio-mésenchymateuse ; en co-culture

avec des TAMs, les cellules cancéreuses pancréatiques acquierent un phénotype plus
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mésenchymateux avec I'expression de marqueurs comme la vimentine ou une expression

réduite de I'E-cadhérine (77).

Les cellules myéloides suppressives, ou MDSCs sont des cellules immunitaires d’origine
myéloide a propriétés immunosuppressives. Elles sont retrouvées en plus grandes quantités
dans la moelle osseuse et dans le sang périphérique des tumeurs pancréatiques (78). Ce sont
des cellules immatures et de précurseurs de cellules dendritiques, de macrophages ou de
granulocytes, qui affectent a la fois la réponse innée et adaptative. Leur action passe par
plusieurs facteurs, dont la séquestration de cystéine, un acide aminé essentiel a I'activation des
lymphocytes T ; par I'expression de hauts niveaux d’arginase, ce qui conduit a un manque de L-
arginine nécessaire a la synthése de protéines par les lymphocytes T; par la production
d’espéces réactives de I'oxygéne ou de TGF-B. Ces différents facteurs inhibent les fonctions des
lymphocytes T et des cellules « Natural Killer » NK. De plus, les MDSCs peuvent induire le

développement de lymphocytes T régulateurs immunosuppresseurs (79).

Les lymphocytes T régulateurs appartiennent a la réponse inflammatoire adaptative.
Initialement, les cellules cancéreuses pancréatiques expriment des antigenes spécifiques
cancéreux qui sont reconnus par les cellules immunitaires T. Les lymphocytes T CD4+ et CD8+
spécifiques de ces antigénes sont retrouvés dans toutes les moelles osseuses des patients
présentant un PDAC, et sont retrouvés dans le sang et en infiltration dans la tumeur d’environ
la moitié des patients. Ces cellules T effectrices sont associées a un bon pronostic. Cependant,
les cellules cancéreuses peuvent induire I'apoptose des lymphocytes T notamment en secrétant
le ligand Fas-L, qui va lier la protéine Fas des membranes des lymphocytes et ainsi provoquer
leur apoptose. De plus, I'accumulation de Lymphocytes T régulateurs ou LTreg chez les patients

présentant un PDAC (environ 13% des cellules CD4+ totales contre 8% chez le sujet sain) réduit
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fortement la réponse immunitaire anti-tumorale. Cette inhibition passe par I'expression de
CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), une protéine qui régule négativement la réponse
immunitaire, et par la sécrétion d’IL-10 et de TGF-B qui bloquent les réponses T antigene-
spécifique (80). Les LTreg produisent ainsi un environnement idéal pour le développement de la

tumeur. La présence de ces lymphocytes régulateurs est ainsi corrélée a un mauvais pronostic.
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Figure 20: Echappement immunitaire au cours de la progression tumorale (Sideras et al, 2013)(76).

5) Cellules endothéliales

Pendant le développement tumoral, la synthése de nouveaux vaisseaux sanguins est

nécessaire pour apporter les nutriments et I'oxygéne nécessaires a la croissance. Cette
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formation est initiée par le mécanisme de I'angiogenése, qui contrairement a la vasculogeneése,
consiste en la formation de vaisseaux par remodelage de la vascularisation préexistante. Dans
les tissus sains, on trouve un équilibre entre facteurs pro- et anti-angiogéniques qui régule la
formation de vaisseaux dans certaines conditions (cicatrisation par exemple). Dans les tumeurs,
cet équilibre est rompu, et on observe une augmentation des facteurs pro-angiogéniques
(VEGF, « Insulin growth factor-1 ») et une diminution des facteurs anti-angiogéniques (Figure
21) (11,81). Ce « swich angiogénique » permet la néovascularisation de la tumeur (9).
L'expression accrue du VEGF est corrélée a un mauvais pronostic et a des métastases

hépatiques dans le PDAC.
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Figure 21: Interactions entre cellules endothéliales et tumeur (Kleeff et al, 2007)(11).

Paradoxalement, le cancer du pancréas est associé a une hypoxie qui résulte du stroma
dense qui entoure la tumeur, du manque de vascularisation et a la grande quantité d’apports
métaboliques (Figure 22). Elle implique une pression partielle en oxygene entre 2 et 5 mmHg,

soit dix fois moins que dans le pancréas sain. La densité des microvaisseaux est hétérogene
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dans le PDAC, avec une densité faible et une hypovascularisation dans les zones ou la réaction

desmoplasique est dense.

s i e

Figure 22: Marquage immunohistochimique des vaisseaux sanguins (anticorps CD31) d’un tissu pancréatique
sain (A) et cancéreux (B) (adapté de van der Zee et al, 2011)(82).

Des analyses histologiques et des mesures de densité de microvaisseaux montrent
également des niveaux de vascularisation plus élevés a la périphérie des tumeurs, dans les
zones adjacentes aux tissus néoplasiques. A 'intérieur de la tumeur, les contacts entre cellules
cancéreuses et vaisseaux sanguins sont relativement rares (83). Il semble que les cellules
cancéreuses pancréatiques s’adaptent aux conditions hypoxiques, avec des changements
génétiques et métaboliques (82). De nombreuses études ont montré que les cellules
hypoxiques devenaient plus résistantes aux chimiothérapies, et qu’elles présentaient un plus
grand potentiel a développer des métastases, ce qui conduit a un cancer beaucoup plus
agressif. Cette adaptation aux conditions hypoxiques résulte de la stimulation de différentes
voies de signalisation, dont la principale est la voie du « Hypoxia-inductible factor-1 » ou HIF-1
(Figure 23). Cette voie est capable d’induire une large gamme d’expression de génes qui
contrélent les besoins métaboliques de la cellule, ainsi que leur survie et leur migration (81). Le

systeme « Heame Oxygenase-1» ou HO-1 apporte une protection contre I"hypoxie via la
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production de biliverdine qui a une activité de liaison aux radicaux libres. HO-1 a aussi montré
un réle dans I'induction de I'angiogenése (84). Enfin, I'anhydrase carbonique-IX est une enzyme
qui catalyse la conversion du dioxyde de carbone en acide carbonique et qui est impliqué dans
plusieurs mécanismes dont la régulation de I'équilibre acido-basique. Cette enzyme a été
retrouvée surexprimée dans différents cancers a faible vascularisation, et pourrait jouer un réle

dans la prolifération cellulaire (Figure 23) (85).
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Figure 23: Adaptation tumorale a I’hypoxie et stimulation de I'angiogenése dans le PDAC (Garcea et al,
2006)(81).

Ce paradoxe entre hypoxie et hypovascularisation de la tumeur et activation de
I’'angiogenese par les cellules cancéreuses et les cellules du stroma conduit au développement
d’un cancer extrémement agressif, chimiorésistant et a forte tendance a l'invasion et aux

métastases.

L’agressivité et la résistance aux traitements existants de I'adénocarcinome du pancréas est

largement favorisée par son microenvironnement. Le ciblage de celui-ci semble donc étre un
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axe majeur pour le développement de nouvelles thérapies. La troisieme partie de ce travail
aura donc pour but de décrire les récentes stratégies thérapeutiques qui ciblent les différents

composants du microenvironnement.
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I1l) TRAITEMENTS CIBLANT LE MICROENVIRONNEMENT

1) Ciblage des fibroblastes associés au cancer

Les angiotensines | et II sont des peptides impliqués dans la régulation de la pression
artérielle. Via le systeme rénine-angiotensine-aldostérone, ils peuvent provoquer une
vasoconstriction et donc une augmentation de la pression artérielle. Cet effet est
classiquement ciblé par des médicaments antihypertenseurs, les inhibiteurs de I'enzyme de
conversion de l'angiotensine | en angiotensine I, et les antagonistes des récepteurs de
I’angiotensine Il (ARAII ou sartans). Au niveau du microenvironnement, I’angiotensine Il favorise
I'activation des cellules étoilées pancréatiques en CAFs en stimulant I'expression de a-SMA et
de TGFB, avec une implication de la MAP kinase p38. Elle est aussi essentielle a la production de
collagéne de type | (86). L'utilisation de bloqueurs du récepteur de l'angiotensine et
d’inhibiteurs de I'enzyme de conversion de 'angiotensine en association avec la gemcitabine
affecte significativement la survie moyenne des patients avec un cancer du pancréas (15,1 mois
contre 8,9 avec la gemcitabine seule) (87). L'utilisation d’olmesartan, un antagoniste des
récepteurs a I'angiotensine Il (ARAII) a montré une inhibition de la croissance tumorale sur des
modeéles murins avec co-xénogreffe CAFs-cellules cancéreuses. Cette inhibition était corrélée a
une diminution de la viabilité des CAFs et de la production de collagéne par les CAFs (88). Il a
également été montré que le traitement par losartan, un autre ARAII, améliorait fortement
(environ 50%) la concentration de 5-FU au sein de la tumeur en augmentant fortement la
vascularisation et la perfusion par une forte diminution du collagéne et de I'acide hyaluronique

stromal et en diminuant I'expression de signaux pro-stroma (TGFB) (Figure 24).
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Figure 24: Effets du losartan sur le collagéne et la perfusion au sein de la tumeur (Chauhan et al, 2013)(89).

lls ont également montré que les CAFs exprimaient des hauts niveaux de récepteurs a
I'angiotensine | et Il et donc que les CAFs étaient des importants médiateurs de cet effet
thérapeutique (89). Un essai clinique de phase Il en cours associe le losartan au FOLFIRINOX

dans le PDAC, avec des résultats attendus en 2015.

L'acide rétinoique, une petite molécule dérivée de la vitamine A, a récemment montré
sur des cultures cellulaires un effet inhibiteur sur la migration des cellules cancéreuses
pancréatiques et sur la transition épithélio-mésenchymateuse (diminution d’expression de N-
cadhérine, vimentine et Snail). Cet effet passe par une diminution des composants et des
secrétions caractéristiques des CAFs (a-SMA, FAP, IL-6), et de la production de matrice
extracellulaire, ainsi que par une diminution de la transdifférenciation des cellules étoilées en

CAFs (90).
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Le ciblage de la voie SDF-1-CXCR4 est un axe thérapeutique intéressant. Le récepteur de
chimiokine CXCR4 est surexprimé dans l'adénocarcinome du pancréas et est corrélé a un
mauvais pronostic (91). Le ligand SDF-1 ou CXCL12 est exprimé par les CAFs, et I'activation du
récepteur CXCR4 influence fortement la prolifération, I'invasion, la chimiorésistance des cellules
cancéreuses, ainsi que le développement de métastases. L'utilisation d’un antagoniste de
CXCR4, le AMD1300, permet de réduire de moitié la survie des cellules cancéreuses
pancréatiques traitées par gemcitabine via 'inhibition de I'activation des voies de signalisation

par le CXCL12, et de réduire le volume tumoral de 15% en 48h (92,93).

Enfin, le TGFB joue un role majeur sur les CAFs, a la fois sur leur activation et sur leur fort
effet pro-tumoral. Il joue en plus un role important sur la réponse immunitaire pro-tumorale
dans les cancers avancés. Il régule la prolifération, la différenciation et la survie des
lymphocytes T, et régule aussi la chimiotaxie et [Iactivation des leucocytes, cellules
dendritiqgues, macrophages, mastocytes et granulocytes (94). L’inhibition de cette protéine
semble donc étre une voie intéressante dans le développement de nouvelles thérapies. Le
LY2157299, un inhibiteur du récepteur au TGFB1 qui a montré une amélioration de I'efficacité
de la chimiothérapie dans le cancer du sein (95), est actuellement testé en association a la
gemcitabine dans le cancer du pancréas, dans un essai clinique de phase Il (NCT01373164). Un
oligodéoxynucléotide anti-sens, le Trabedersen ou AP 12009, a été développé pour inhiber le
TGFB2. Il a montré des résultats intéressants dans des essais cliniques de phase Il sur des
tumeurs gliales connues pour présenter des taux élevés de TGFj, avec une forte augmentation
de la survie moyenne (78 semaines contre 47 avec le traitement conventionnel), et pourrait

également étre utilisé dans le PDAC.
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2- Ciblage de la réponse stromale

La voie de signalisation Hedgehog est fortement activée dans les cellules stromales,
notamment dans les CAFs, et conduit a I'augmentation du développement de la réaction
fibreuse desmoplasique. Elle favorise aussi le développement de métastases via la stimulation
de l'expression de la protéine Snail. L'utilisation d’inhibiteur de Smo, une protéine
transmembranaire responsable de I'activation de la voie Hedgehog, a montré in vitro et in vivo
des résultats trés intéressants dans le traitement du PDAC. Le Saridegib ou IP1-926 a montré en
association avec la gemcitabine une augmentation significative de la survie moyenne (de 11 a
25 jours) des souris triple transgéniques KPC (mutation K-ras et p53 dans le pancréas),
présentant un PDAC avec une forte réaction stromale (96). La gemcitabine seule n’est pas
efficace sur ces souris, majoritairement a cause de la mauvaise perfusion et de
I’hypovascularisation des tumeurs (96). La combinaison gemcitabine-IPI926 augmente
I'apoptose des cellules cancéreuses, la survie des souris, et diminue le développement de
métastases (20% des souris contre 60% des souris traitées a la gemcitabine) (Figure 25). Cet
effet thérapeutique important passe par une forte augmentation de la vascularisation et une
forte augmentation (60%) de la concentration en gemcitabine au sein de la tumeur, grace a une

destruction du stroma (83).
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Figure 25: Effet du IPI-296 sur I'apoptose (CC3+), la survie et les métastases hépatiques (Olive et al, 2009)(83).

Cependant, un essai clinique de phase 2 a été suspendu a cause d’une meilleure survie dans
le bras traité a la gemcitabine seule. Une autre étude avec le Vismodegib ou GDC-0449, un
autre inhibiteur de Smo, a montré in vitro une forte diminution de la viabilité des cellules
cancéreuses en inhibant la voie Hedgehog (97). Une derniere étude utilisant le AZD8542, un
nouvel inhibiteur de la voie Hedgehog, a montré une forte réduction (79%) du volume tumorale
dose dépendant et une diminution des métastases via une action sur les CAFs (98). De
nombreux essais cliniques associant le GDC-0449 et le LDE225 (un autre inhibiteur de SMO) a
différentes chimiothérapies sont actuellement en cours (NCT01694589; NCT01431794;

NCT01064622; ...).

L'acide hyaluronique ou hyaluronane est un composant de la matrice extracellulaire qui
joue un réle majeur dans la forte réduction de la perfusion tumorale, conduisant a l'inefficacité
des chimiothérapies (48). Plusieurs études ont montré que I'utilisation d’une hyaluronidase, le
PEGPH20 (« PEGylated human recombinant PH20 hyaluronidase ») provoquait une rapide

réduction de I'acide hyaluronique, de méme que du collagéne et des CAFs (Figure 26).
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Figure 26: Effet de I'aasociation PEGPH20-gemcitabine sur les CAFs (marquage SMA) et sur le collagéne (SMG)
(Provenzano et al, 2012)(48).

Cette diminution induit une rapide expansion vasculaire au sein de la tumeur et augmente
donc la distribution des médicaments (48,99). L’association PEGPH20-gemcitabine a montré
une augmentation significative de la survie sur des souris KPC triple transgéniques, un modéle
proche du PDAC humain (survie apres le début du traitement de 28,5 jours contre 15 jours avec
la gemcitabine seule, et 10,5 jours sans traitement) (99). Une augmentation de I'apoptose (15%
contre 10% des cellules avec capspases-3 clivées), une diminution de la prolifération (10%
contre 20% des cellules Ki-67+) et une diminution du développement de métastases ont
également été retrouvées sur un modeéle animal (souris transgéniques KPC) avec cette

association par rapport a la gemcitabine seule (Figure 27) (48).
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Figure 27: Effet de I'aasociation PEGPH20-gemcitabine sur la prolifération (Ki-67), I'apoptose (CC3+), la survie et
les métastases (Provenzano et al, 2012)(48).

Deux essais cliniques de phase I/ll comparant I'association PEGPH20-Gemcitabine ou
PEGPH20-FOLFIRINOX aux chimiothérapies seules ont commencé récemment (NCT01453153)
ou sont sur le point de débuter (NCT01959139), et devraient donner des résultats tres

intéressants.

La « Focal adhésion kinase » ou FAK est largement activée dans le PDAC, et est impliquée
dans la prolifération et la migration des cellules cancéreuses et des cellules stromales (CAFs,
macrophages). L'utilisation d’un inhibiteur de FAK, le PF-562271 a montré une diminution
significative de la quantité de collagéne de type |, des macrophages, des CAFs in vitro et in vivo,

ainsi qu’une diminution du volume tumoral (Figure 28) (100).
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Figure 28: Effet du PF-562271 sur la croissance tumorale (Stokes et al, 2011)(100).

Les inhibiteurs de FAK pourraient contribuer a |'amélioration de ['efficacité des
chimiothérapies, par diminution du recrutement et/ou de la prolifération des cellules du

microenvironnement.

Une forme modifiée du paclitaxel, le nab-paclitaxel pour « albumin-bound paclitaxel »
(Abraxane®) est utilisée depuis peu. Cette nouvelle formulation du paclitaxel, un dérivé des
taxanes, permet un meilleur profil pharmacocinétique grace entre autres a une meilleure
utilisation du transport par lI'albumine et une meilleure traversée des cellules endothéliales,
avec un apport dans la tumeur en paclitaxel amélioré de 33% (101). En 2011, un essai clinique
sur 861 patients a comparé |'association de la gemcitabine au nab-paclitaxel sur des patients
avec cancer du pancréas métastatique. La survie moyenne était de 8,5 mois avec |'association,
contre 6,7 mois avec la gemcitabine seule. Aprés un an, 35% des patients traités par
I’association étaient toujours en vie, contre 22% avec la gemcitabine seule. La toxicité du
traitement était supérieure pour I'association, mais les effets indésirables (myélosuppression,

neuropathies périphériques) sont réversibles a I'arrét du traitement (31). Une autre étude a
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montré que les tumeurs de patients traités par nab-paclitaxel montraient une plus faible
proportion de CAFs et un réseau de collagéne désorganisé. Cet effet a été retrouvé sur des
modeéles transgéniques murins, avec une diminution de la croissance tumorale, une
augmentation de l'apoptose des cellules cancéreuses, une diminution de la matrice de
collagéne et une forte diminution de la quantité de CAFs (102). Enfin, il a été montré in vivo
gu’en association avec le nab-paclitaxel, la gemcitabine avait une activité potentialisée
(augmentation de I'apoptose et diminution de la viabilité des cellules) par diminution de la
cytidine desaminase (une enzyme impliquée dans la métabolisation de la gemcitabine) et était
retrouvée a des plus hautes concentrations au sein de la tumeur. La survie des souris était
augmentée (71% contre 56% de survie a 8 jours pour la gemcitabine seule) et I'incidence des

métastases diminuée (76 contre 88% avec la gemcitabine seule) (103).

Enfin, il a été montré que le facteur de croissance du tissu conjonctif CTGF était surexprimé
par les cellules du microenvironnement dans le PDAC et qu’il participait largement aux
interactions cellules-stroma et a la réaction desmoplasique (104). L'utilisation d’un anticorps
monoclonal ciblant le CTGF, le FG-3019, permettait de réduire la réaction desmoplasique sur
des souris transgéniques KPC. L’association du FG-3019 a la gemcitabine montre une réduction
du volume tumoral, une augmentation de |'apoptose au sein de la tumeur, et une
augmentation de la survie des souris traitées par |’association (62 jours) par rapport a la
gemcitabine seule (45 jours) (105). Une étude clinique de phase | est en cours et évalue la
tolérance et 'activité du FG-3019 en association avec la gemcitabine dans les cancers avancés
et métastasiques du pancréas, avec des résultats disponibles en décembre 2014
(NCT01181245). La liaison de I'IL-8 a son récepteur CXCR2 entraine I'activation de voies de

signalisation qui jouent un role important dans la progression de nombreux cancers dont le
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PDAC. L'inhibition de ce récepteur induit une diminution de I'expression de CTGF, de
I’'angiogenése et une augmentation de la survie moyenne sur un modele murin transgénique (K-
ras muté, KO pour le récepteur au TGFB) (106). Une autre étude de thérapie génique a utilisé
des AAV-2 (Adeno-associated virus-2) pour infecter les cellules cancéreuses avec une séquence
inhibitrice de CXCR2 (CXCR2-Ctail). L'expression de ce géne provoque une diminution du
volume tumoral dans un modele murin (xénogreffe de tumeur humaine pancréatique chez la

souris immunodéficiente) (107).

3) Ciblage de la réaction immunitaire

Le ciblage de la réponse immunitaire représente un axe prometteur de développement.
Deux possibilités sont envisageables : le renforcement de la réponse anti-tumorale ou la

suppression de la réponse pro-tumorale.

L'activation du CD40, un récepteur de la famille des récepteur TNF, peut permettre de
réduire I'immunosuppression et conduire a une réponse antitumorale lymphocytaire ou par
macrophages. L'efficacité d’une association entre un anticorps monoclonal agoniste de CD40, le
CP-870893, et la gemcitabine a été testée dans un essai clinique de phase | sur une cohorte de
21 patients. Ce traitement a été bien supporté, et a montré une médiane de survie de 7,4 mois,
contre 5,7 pour la gemcitabine seule, et une réduction importante du volume tumoral
pancréatique et métastasique (Figure 29). Ces résultats intéressants doivent étre confirmés

dans une étude de plus grande envergure (108).
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Figure 29: Analyse tomodensitométrique avant et aprés traitement gemcitabine-CP-870893 (Beatty et al,
2011)(108).

Sur le modéle murin transgénique KPC, I'association de I'anticorps monoclonal agoniste
CD40 FGK45 avec la gemcitabine a montré une régression tumorale de 30%. L’anticorps seul a
donné des taux de régression comparables, alors que la gemcitabine seule n’a pas donné de
réponse. Cette réponse a été associée in vivo a une augmentation de la capacité de sécrétion
de cytokines (IFN-y, IL-17 notamment) par les cellules CD4+ et CD8+. Un effet sur les TAMs a
aussi été retrouvé apres traitement par I'agoniste CD40, avec une augmentation de la sécrétion

de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-12, le TNF-a, I'IFN-y (108).

L'immunoglobine « Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 » ou CTLA-4 est un récepteur
impliqué dans la régulation négative du systéeme immunitaire. Il est retrouvé a la surface des
cellules T, et sa stimulation provoque l'inactivation de la cellule. L’utilisation d’antagonistes du
CTLA-4 peut donc permettre d’augmenter la réponse immunitaire dans certains cancers.
L'ipilimumab est un anticorps monoclonal humain, antagoniste du CTLA-4, autorisé depuis 2011
dans le traitement du mélanome métastatique. Il n’a pas encore montré d’efficacité seul dans

le traitement du PDAC, mais des résultats intéressants ont été obtenus en association avec le
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GVAX, un vaccin a base de cellules transfectées par le géne du GM-CSF (« Granulocyte-
macrophage Colony-stimulating Factor ») (109). La survie moyenne était de 5,7 mois pour
I’association ipilimumab-GVAX, contre 3,6 mois pour l'ipilimumab seul (110). Deux études de
phase Il sont actuellement en recrutement pour comparer I'association de l'ipilimumab-GVAX

avec le FOLFIRINOX (NCT01896869) et de I'ipilimumab seul avec la gemcitabine (NCT01473940).

Les cellules dendritiques sont des importants déclencheurs de la réponse immunitaire
adaptative. Une étude clinique a montré une augmentation de la survie moyenne de 6,9 a 8,9
mois en utilisant des injections de cellules dendritiques (LANEX-DC®) par rapport a un
traitement de chimiothérapie classique (111). Sur des souris ayant recu une greffe de cellules
cancéreuses pancréatiques, I'association gemcitabine et injection de cellules dendritiques a
montré une diminution de plus de 50% du volume tumoral et une forte augmentation de la
survie (40 jours avec la gemcitabine seule contre presque 200 pour |'association avec les
cellules dendritiques). Cette augmentation de survie était associée a une forte augmentation
des cellules T CD8+, de la concentration en IFN-y (112). Plusieurs essais cliniques a venir

permettront de confirmer ces résultats encourageants.

La survivine est une protéine inhibitrice de I'apoptose, retrouvée surexprimée dans
plusieurs cancers dont le cancer du pancréas. L’association d’un vaccin dirigé contre la survivine
a 'lFN-y a déja montré une efficacité dans le cancer du c6lon. Dans le cancer du pancréas, un
essai clinique a montré des baisses trés importantes du marqueur Cal9-9 et du volume

tumoral, ce qui suggererait une réponse thérapeutique (113).

Les cellules myéloides suppressives ou MDSC ont un réle trés important dans la réduction

de la réponse immunitaire pro-tumorale. Ce sont des cellules immatures qui bloquent
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I’activation des cellules T au sein du microenvironnement tumoral. Une étude a récemment
montré que l'interleukine-12 (IL-12) pouvait non seulement promouvoir la réponse immunitaire
anti-tumorale, mais également altérer I'activité des MDSC en les modifiant fondamentalement.
Les MDSC traitées par I'lL-12 montrent des marqueurs de surface indiquant une différenciation
en cellules matures, ainsi que la baisse de I’ARNm de NOS (« Nitric oxyde synthase ») et d’IFN-y.
Parallelement, I'lL-12 provoque une diminution du pourcentage de MDSC dans le
microenvironnement, et une augmentation du pourcentage de cellules CD8+ actives. Enfin, le
traitement par IL-12 provoque une augmentation de la survie moyenne associée a une forte

diminution des métastases (114).

Enfin, une étude a montré |'efficacité d’une interleukine IL-2 dirigée contre le domaine
extracellulaire B (ED-B) de la fibronectine, composée d’une chaine Fv d’un anticorps humain
L19, hautement spécifigue du domaine ED-B, et de la cytokine anti-tumorale humaine IL-2. La
fibronectine est largement exprimée dans les tumeurs primaires et les métastases du PDAC,
chez 'Homme et dans les modéles murins (souris nude ayant recu une xénogreffe orthotopique
de tumeur pancréatique humaine). Les auteurs ont comparé la L19-IL-2 ciblée avec I'lL-2 seule,
et avec la gemcitabine seule. La L19-IL-2 a montré des résultats trés intéressants, avec une
diminution du volume tumoral de plus de 80% par rapport aux souris contrdle, et de plus de
50% par rapport aux souris traitées a la gemcitabine. Une diminution des métastases dans les
ganglions lymphatiques a également été retrouvée, ainsi qu’une forte induction de I'apoptose
et une diminution de la prolifération d’un facteur cinq des cellules cancéreuses (Figure 30).
Cette réponse était corrélée a une forte augmentation du nombre de cellules NK dans la

tumeur (115).
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Figure 30: Effets du L19-1L2 sur la nécrose, I'apoptose et la prolifération au sein de la tumeur (Wagner et al,
2008)(115).
Un essai clinique est en cours et étudie I'association du L19-IL-2 a la gemcitabine dans les

cancers avancés du pancréas (NCT01198522).

4) Ciblage des cascades de signalisation microenvironnement-
induites

Enfin, le microenvironnement, via ses composants (notamment les CAFs) ou ses secrétions,
peut induire I'activation ou l'inhibition de différentes voies de signalisation impliquées dans la

survie, la prolifération, I'invasion ou la migration des cellules cancéreuses. Ces voies de
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signalisation peuvent étre inhibées et semblent étre des cibles particulierement intéressantes

dans le traitement du PDAC.

RADOQO1
BEZ235

Tumor progression

Figure 31: Agents thérapeutiques ciblant les principales voies de survie et de prolifération (adapté de Michl et
Gress, 2013)(61).

La voie « Mitogen-activated protein kinase » (MAPK) kinase MEK-ERK est une voie
thérapeutique majeure dans les cancers présentant des mutations KRAS. Plusieurs molécules
inhibitrices de cette voie sont actuellement en développement et ont montré des résultats
prometteurs sur la diminution de la croissance tumorale (Figure 31). Le trametinib
(GSK1120212), un inhibiteur sélectif de MEK, a été associé au lapatinib, un inhibiteur de HER2
(« Human EGFR-2 »). Ce traitement a fortement inhibé la prolifération de plusieurs types de
cellules cancéreuses pancréatiques in vitro. Cet effet passe bien par l'inhibition de la voie
MEK/ERK, car I'inhibition de la phosphorylation d’ERK a été démontrée dans les cellules. In vivo,

des souris immunodéprimées ont été implantées avec des cellules tumorales humaines.
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L’association trametinib-lapatinib a montré des réductions significatives de la masse tumorale,
ainsi qu’une diminution du nombre de métastases (116). Une étude clinique récente sur 80
patients présentant un PDAC métastasique a montré une survie moyenne de 8,3 mois pour

I’'association gemcitabine-trametinib contre 6,7 mois avec la gemcitabine seule (NCT01231581).

La voie PI3K/Akt/mTOR est une voie majeure de croissance et de prolifération cellulaire.
Plusieurs composants de la voie peuvent étre ciblés et de nombreuses études ont montré une
efficacité dans le traitement du PDAC. Particulierement, le buparlisib ou BKM120 est un
inhibiteur de PI13K a montré une forte diminution de la prolifération de cellules cancéreuses in
vitro, corrélée a une inhibition des phosphorylations de la voie PI3K. L'apoptose était
également augmentée avec un effet dose-dépendant. Le BEZ235, un inhibiteur de PI3K et de
mTOR, a montré des résultats identiques (117). L’Everolimus ou RADOO1 est un analogue de
rapamycine qui inhibe mTOR. Deux études multicentriques ont prouvé son efficacité dans les
tumeurs pancréatiques neuroendocrines (études RADIANT1 et RADIANT3) (118). Dans le PDAC,
une étude a récemment montré une forte réduction de I'expression de 4E-BP1, une protéine de
régulation négative de la traduction eucaryote impliquée dans la voie mTOR. Cette extinction
accélere donc la synthése de protéines et facilite la prolifération par résistance a la régulation
par la voie mTOR (119). Ce phénomene pourrait expliquer le manque d’efficacité des
traitements ciblant la voie mTOR dans le PDAC. Différentes études cliniques associant des

inhibiteurs de PI3K a des inhibiteurs de MEK ou a des chimiothérapies classiques sont en cours.
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TITRE

Ciblage thérapeutique du microenvironnement tumoral :
exemple du cancer du pancréas
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CONCLUSION

L'adénacarcinome du pancréas reste le cancer avec le plus sombre pronostic,
Au cours des quarante dernidres années, 1a survie 8 5 ans pour tous les cancers combings
vest significativement étendue, passant de 50 3 65%. le cancer du pancréas n'a
malheureusement pas beénéficié de cotte évolution favarable, et affiche une survie
moyenne 3 S ans toujours inférieure 4 3%

La mortalité dramatique de ce cancer Sexplique par la difficulté 3 e
diagnostiquer précocement, par une agressivité extréme, et par Vinefficacité des
médicaments actuels. Le microenvironnement actif du PDAC est largement impliqué
dans la prolifération rapide et 1a survie des cellules cancéreuses, alnsi que dans leur forte
propansion 3 metastaser. il 3 également un réle majeur dans la chimiorésistance das
tumeurs pancréatiques.

ta mise 3u pomnt de nouveles thérapies contre 'adgénocarcinome du pancréas
‘est donc un axe de recherche essentied, of le ciblage du micraenvironnement semble étre
une soluion de plus en plus considérée et explorée au cours des dernidres anndes. Il 3
déja mantré des résultats trds prometteurs dans différentes études pré-cliniques et
chaiques, et dewrait permettre le développement de traltements plus efficaces des
cancers du pancréas,
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