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Introduction

Parmi les traitements anti-cancéreux actuellement en développement en médecine humaine,
les thérapies ciblées constituent une véritable avancée dans la prise en charge des patients atteints
de tumeurs (Dervisis et Klahn, 2016). L'immunothérapie et les inhibiteurs des tyrosine kinases, dont
deux spécialités vétérinaires comme le mésylate de masitinib (Masivet ND) et le phosphate de
tocéranib (Palladia ND) sont déja commercialisées, constituent des exemples de traitements
d’avenir (Qin et al., 2019). La thérapie ciblée a vocation a agir plus spécifiquement sur les cellules
tumorales en diminuant les effets secondaires des traitements actuellement utilisés comme la
chimiothérapie ou la radiothérapie, que ce soit d’'un point de vue des effets secondaires, des
lourdeurs financiére et réglementaire inhérentes aux procédures ou des risques environnementaux
et biologiques associés.

Les tumeurs nasales sont des tumeurs rares chez le chat mais dont environ 90% revétent
un caractére malin (Cox et al., 1991) (Mukaratirwa et al., 2001). Les carcinomes et les lymphomes
nasaux sont les deux tumeurs des cavités nasales les plus prévalentes chez le chat, avec des
répartitions respectives variables selon les études (Nagata et al., 2014). Alors que la chimiothérapie
peut étre une solution envisagée lors de lymphome nasal, les carcinomes nasaux félins n’y
répondent que peu et seule la radiothérapie externe est actuellement la solution la plus efficace pour
lutter contre la progression tumorale (Malinowski, 2006). Or la radiothérapie externe est actuellement
en médecine vétérinaire peu disponible sur le territoire francgais, avec des colts importants liés
notamment au prix du matériel utilisé et nécessite a chaque séance une anesthésie générale. La
prise en charge des carcinomes nasaux félins constitue ainsi un défi thérapeutique majeur pour un
grand nombre de propriétaires, amenant la nécessité d’explorer de nouvelles options
thérapeutiques.

En 2021, Nicolas Diop a présenté une these vétérinaire sur ['évaluation
immunohistochimique de I'expression de COX-2 dans les carcinomes nasaux de chat (DIOP N.,
2021). L’objectif de cette thése est plus largement de répondre a la problématique : quelles solutions
thérapeutiques alternatives sont efficaces dans la prise en charge des carcinomes nasaux félins ?
L’'idée de prescrire des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) comme traitement des
carcinomes nasaux chez le chat émerge de publications vétérinaires montrant, chez le chien, une
surexpression des cyclooxygénases (COX) dans les carcinomes nasaux canins et justifiant ainsi
l'utilisation des AINS dans la prise en charge de ces derniers (Belshaw et al., 2011) (Impellizeri et
Esplin, 2008) (Kleiter et al., 2004) (KUCA T., 2013). L’étude rétrospective de N. Diop montre une
absence de marquage immunohistochimique a COX-2 sur les biopsies nasales des dix-huit chats
inclus. Ces résultats permettent d’émettre I'hypothése d’une inefficacité des AINS dans le traitement
des carcinomes nasaux chez le chat.

Dans la continuité de cette thése, de nouvelles alternatives thérapeutiques peuvent étre
étudiées. Des spécialités vétérinaires d’inhibiteurs des tyrosine kinases (ITK) sont depuis plus d’'une
dizaine d’année commercialisées sous les noms de Palladia ND (principe actif : tocéranib) et Masivet
ND (principe actif : masitinib). Parmi les récepteurs a activité tyrosine kinase ciblés par ces
spécialités, le choix s’est porté sur I'étude du récepteur au facteur vascular endothelial growth factor
(VEGF) impliqué principalement dans les phénoménes d’angiogenése et de néovascularisation
nécessaires notamment au développement tumoral. Son expression a été mise en évidence par
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immunohistochimie dans de nombreux types de cancers en particulier chez le chien (Kimura et al.,
2022).

Les carcinomes nasaux félins sont des entités rares et dont I'exploration est limitée par
'adhésion des propriétaires a réaliser des examens tomodensitométrique, rhinoscopique,
histologique et immunohistochimique nécessaires au diagnostic de certitude. Cela complique
grandement I'étude de cette maladie a la fois vis-a-vis du nombre de sujets inclus et de la possibilité
de réaliser des études prospectives. La thése qui suit s’inscrit donc dans une volonté d’initier les
recherches sur des traitements alternatifs dans la prise en charge des carcinomes nasaux félins et
non comme réponse compléte a la problématique : quelles solutions thérapeutiques alternatives
sont efficaces dans la prise en charge des carcinomes nasaux félins ? L’étude porte plus
précisément sur I'évaluation de I'expression du récepteur VEGFR-2 sur des biopsies de carcinomes
nasaux de chat, dans une volonté de mieux rationnaliser I'utilisation des ITK ciblant ce récepteur
dans la prise en charge des carcinomes nasaux félins.
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Premiere partie : VEGFR, un récepteur a
activité tyrosine kinase

1. Présentation générale des récepteurs a activité tyrosine kinase

A. Structure du récepteur

La famille des tyrosine kinases (TK) est une famille large comprenant a la fois des TK sous
forme de récepteur, que 'on nommera par la suite récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK),
permettant la transduction intra-cellulaire d’'un signal extérieur a la cellule et les TK non-récepteur
permettant davantage une communication intra-cellulaire et que nous n’aborderons pas ici (Qin et
al., 2019).

La morphologie des RTK est relativement similaire d’'un récepteur a l'autre, comme décrite
dans la Figure 1 : un domaine extra-cellulaire, une hélice trans-membranaire simple et un domaine
cytoplasmique — contenant une région juxta-membranaire régulatrice de son activité, un domaine a
activité tyrosine kinase (DTK) et une extrémité C-terminale (Du et Lovly, 2018). Le domaine extra-
cellulaire a vocation a la liaison du ligand ; ce domaine est souvent glycosylé. Le domaine
cytoplasmique, quant a lui, est le lieu d’autophosphorylation du récepteur, régulé par des séquences
présentes dans ce méme domaine qui inhibent la dimérisation spontanée du récepteur
(Schlessinger, 2000).

Figure 1 - Structure moléculaire du récepteur a activité tyrosine kinase de l'insuline (d'aprés McDonald
et al., 1995).
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Une classification des RTK a initialement été proposée par Ullrich et Schlessinger (1990) —
basée sur des différences structurelles entre récepteurs — et a évolué avec la découverte de
nouveaux récepteurs, comme présenté sur la Figure 2. La classe V comprend VEGFR et est
caractérisée par sept domaines a immunoglobulines sur le domaine extra-cellulaire du récepteur
(Fantl et al., 1993).

Figure 2 - Classification structurelle des récepteurs a activité tyrosine kinase basée sur celle proposée
par Ullrich et Schlessinger (1990) (d'apres Fantl et al., 1993).

Domaine a activité tyrosine kinase (boite en pointillés), domaine trans-membranaire (boite remplie noire), domaine riche en cystéines
(boite rayée), domaine immunoglobuline (boucle), domaine acide (boite vide) et domaine fibronectine de type Il (boite a carreaux) (Fantl

et al., 1993). JM : domaine juxta-membranaire, Kl : insertion de la protéine kinase, TK1 : domaine a activité tyrosine kinase de liaison a
I'adénosine triphosphate (ATP), TK2 : domaine a activité tyrosine kinase a activité phosphotransférase (Lasota et Miettinen, 2006).
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B. Fonctionnement physiologique des récepteurs a activité tyrosine kinase

a. Dimérisation du récepteur

L’activation du récepteur commence par la dimérisation de son domaine extra-cellulaire selon
quatre modalités différentes.

La dimérisation de ce domaine peut étre médiée uniquement par la liaison du ligand a deux
récepteurs, sans contact direct entre les domaines extra-cellulaires des deux récepteurs, comme
pour le récepteur au NGF (nerve growth factor) et au TrkA (tropomyosin receptor kinase A).

La dimérisation peut au contraire étre uniquement médiée par les récepteurs, sans
interaction entre les deux ligands activateurs, comme c’est le cas pour la famille des ErbB.
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La dimérisation peut étre également le résultat de la liaison de ligands homodiméres aux
domaines extra-cellulaires de deux récepteurs différents qui interagissent ensemble, comme c’est
le cas pour le récepteur KIT.

Enfin, il peut s’ajouter a la liaison entre ligands et au contact entre récepteurs des molécules
accessoires qui stabilisent le complexe formé, telles que I'héparine et I'héparane sulfate, comme
pour le récepteur FGFR (fibroblast growth factor receptor) (Du et Lovly, 2018) (Paul et
Mukhopadhyay, 2004).

b. Activation du domaine a activité tyrosine kinase

L’activation du DTK est permise par des interactions moléculaires propres a chaque
récepteur. Le DTK inactif est sous forme cis-autoinhibitrice. La stabilisation de la conformation
inactive peut se faire via la boucle d’activation — comme pour le récepteur FGFR ou pour le récepteur
a l'insuline —, via le domaine juxta-membranaire auto-inhibiteur — pour le récepteur KIT — ou encore
via I'extrémité C-terminale — pour le récepteur MET. L’activation du DTK par relargage de la forme
cis-autoinhibitrice entraine une trans-phosphorylation du résidu tyrosine, permettant d’acquérir sa
conformation active (Du et Lovly, 2018).

c. Transduction intra-cellulaire du message

L’activation du DTK entraine un recrutement de protéines de signalisation en aval,
majoritairement a domaine SH2 (Src homology-2) et PTB (phosphotyrosine-binding). Ce
recrutement peut se faire directement par le récepteur ou indirectement via des protéines-ponts
(docking proteins) qui fonctionnent comme des plateformes d’assemblage de différentes protéines.
La diversité des résidus phosphotyrosines et des protéines-ponts permet I'activation en cascade
d’une grande variété de voies de signalisation en aval (Du et Lovly, 2018).

C. Modification du fonctionnement du récepteur dans le cadre d’un
processus tumoral

Une régulation fine des RTK permet de maintenir un équilibre entre prolifération et mort
cellulaires. Lors de processus tumoral, I'activation spontanée du récepteur engendre une perte de
cet équilibre, participant au développement tumoral. Quatre mécanismes différents sont a I'origine
de cette activation aberrante, comme décrits dans la Figure 3 : une activation par gain de fonction,
une amplification génomique, un réarrangement chromosomique et wune activation
autocrine/paracrine (Paul et Mukhopadhyay, 2004) (Demoulin et Essaghir, 2014).
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Figure 3 - Mécanismes d'activations physiologiques et pathologiques des récepteurs a activité tyrosine
kinase (d’aprés Du et Lovly, 2018).
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a. Activation par gain de fonction

Une mutation gain de fonction dans une séquence génomique codant pour le récepteur peut
étre a l'origine d’une activation aberrante du récepteur. Les mutations somatiques particulierement
intéressantes a identifier sont les mutations pilotes (driver mutations) qui offrent un avantage sélectif
dans la croissance cellulaire. Cela a notamment été mis en évidence sur des résidus génétiquement
conservés dans le temps comme les résidus D, F et G de la boucle d’activation du récepteur,
impliqués dans la liaison de 'ATP avec le site a activité catalytique du RTK, ou au niveau du site de

lisison a I'ATP. Des mutations des domaines extra-cellulaire, transmembranaire ou juxta-
membranaire ont également été rapportées (Du et Lovly, 2018) (Paul et Mukhopadhyay, 2004).

b. Amplification génomique

L’amplification génomique correspond a une augmentation du nombre de copies d'une
région génomique donnée. Différents mécanismes génétiques d’amplification du génome ont été
identifiés dans les processus tumoraux: via la présence de petits fragments d’ADN extra-
chromosomiques (double minute chromosomes) ou par répétition d’unités soit dans un méme locus,
soit dispersées dans le génome. Le niveau d’amplification est différent selon le mécanisme, avec
plus de 25 copies pour les chromosomes minuscules doubles et entre 5 et 25 copies pour les
fragments dispersés dans le génome. Cette amplification génomique conduit a une sur-expression
de RTK a l'origine d’'une concentration locale accrue du récepteur. La signalisation intra-cellulaire
est alors augmentée et la régulation antagoniste submergée.
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Des meécanismes épigénétiques peuvent également entrainer une sur-expression du
récepteur : une augmentation de la transcription du géne codant le récepteur, une altération des
systemes de régulation du récepteur ou encore via I'action de virus oncogénes (Du et Lovly, 2018).

c. Remaniement chromosomique

Un remaniement chromosomique est le résultat de la fusion de deux segments
chromosomiques qui ne sont normalement pas rattachés ensemble (Herrera et Garcia-Bertrand,
2018). De nombreux réarrangements chromosomiques sont a l'origine de protéines de fusion
incluant des tyrosine kinases ; les mécanismes de fusion sont trés divers mais les structures
résultantes revétent de nombreuses similarités. Ces remaniements peuvent ainsi permettre une
activation constitutive des tyrosine kinases et contourner ainsi les mécanismes inhibiteurs
normalement présents.

La duplication partielle du DTK est un exemple de remaniement chromosomique permettant
la formation de nouvelles isoformes et étant a I'origine, dans le cadre du processus tumoral, de
nouveaux moyens d’activation constitutive du récepteur (Du et Lovly, 2018). C’'est le cas en
particulier du récepteur KIT dans les mastocytomes canins, par duplication de son domaine juxta-
membranaire ; cette région permettant physiologiquement une auto-régulation négative du
récepteur, la duplication résultante déstabilise la structure du domaine et favorise indirectement
I'activation constitutive du récepteur et donc la voie de signalisation associée (London, 2009).

d. Boucles d’activation autocrine/paracrine

La communication inter-cellulaire est permise par des messagers, comme des facteurs de
croissance ou des cytokines. Une activation autocrine des RTK par ces messagers est décrite,
résultant en une production conjointe et excessive du RTK et de son ligand par la méme cellule
tumorale et favorisant ainsi sa propre prolifération cellulaire (Du et Lovly, 2018) (Paul et
Mukhopadhyay, 2004). TGF-B et son récepteur EGFR dans les glioblastomes et les carcinomes
épidermoides ou VEGF et VEGFR dans les mélanomes et glioblastomes humains en sont ainsi des
exemples (Ekstrand et al., 1991) (Graeven et al., 1999).

D. Perspectives thérapeutiques des inhibiteurs de tyrosine kinases

Les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) sont une famille de molécules dont 'usage est quasi-
exclusivement anti-cancéreux, bien qu’une utilisation dans d’autres domaines — traitement de la
fibrose pulmonaire idiopathique chez ’lhomme par exemple — soit décrite (Grimminger et al., 2015).
L’importance du réle des RTK dans la genése et la croissance tumorale en font une thérapie ciblée
privilégiée en oncologie.

La leucémie myéloide chronique humaine est caractérisée dans 90% des cas par une
translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22 (Chromosome de Philadelphie). Elle conduit
a la formation de la protéine de fusion BCR-ABL entre la séquence break point cluster region (BCR)
et la séquence de la tyrosine kinase c-ABL (Paul et Mukhopadhyay, 2004). Le premier ITK découvert
en médecine humaine a été le mésylate d’imatinib, de nom déposé Gleevec®, entrant en compétition
avec le site de liaison de I'ATP de la protéine de fusion BCR-ABL mais également des tyrosine
kinases KIT et PDGFR (platelet derived growth factor receptor) ; ce fut un traitement utilisé dans la
leucémie myéloide chronique de par sa facilité d’administration — voie orale — et son action ciblée
contre les cellules tumorales (Paul et Mukhopadhyay, 2004) (London, 2013).
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L'utilisation des ITK s’est par la suite élargie a de nombreux cancers en médecine humaine ;
a titre d’exemples, le sorafenib a montré une efficacité dans le traitement des carcinomes rénaux de
stade avancé, le sunitinib dans les gastrointestinal stromal tumor (GIST) résistants a I'imatinib ou
encore le regorafenib dans les cancers colorectaux métastasés (Qin et al., 2019). Leur recherche
est toujours d’actualité en médecine humaine et en pleine voie de développement en médecine
vétérinaire.
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2. Vascular endothelial growth factor (VEGF) et son récepteur

A. Biochimie de VEGF et de son récepteur

Il existe trois récepteurs a la protéine vascular endothelial growth factor (VEGF) : VEGFR-1
(issu du gene Flt-1) et VEGFR-2 (issu du géne KDR), tous deux localisés préférentiellement au

niveau des vaisseaux sanguins et VEGFR-3 (issu du géne Flt-4) au niveau des vaisseaux
lymphatiques (Figure 4) (lvy et al., 2009).

Figure 4 - Voies d'activation du récepteur au facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR)
(d’apres Olsson et al., 2006).

(a) la fixation de ligands comme VEGF ou PIGF est la principale voie d’activation du récepteur VEGFR, avec des affinités différentes
selon les ligands et leurs isoformes. Voies d’activation alternatives de VEGFR : (b) régulation par des co-récepteurs comme les

protéoglycanes a héparine sulfate et les neuropilines ; (c) activation par un flux sanguin ou un stress important, faisant intervenir le
complexe VEGFR, PECAM-1 et VE-cadherine.
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Les cellules endothéliales sont les principales productrices de VEGFR mais I'expression du
récepteur par des cellules non-endothéliales est également décrite dans la littérature, notamment
par des monocytes, des macrophages, des cellules souches hématopoiétiques, des cellules

épithéliales, des fibroblastes, des cellules musculaires lisses et des cellules précurseurs
myogéniques (Olsson et al., 2006).

Le récepteur VEGFR admet de nombreux ligands dont les membres de la famille du VEGF
(VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C et VEGF-D), le placental growth factor (PLGF), le VEGF-E issu d’'un
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parapoxvirus et le VEGF-F issu de venin de serpent. Le facteur VEGF-A se lie a VEGFR-1 et
VEGFR-2 ; le substrat VEGF-B et PLGF acceptent comme unique récepteur VEGFR-1 ; les VEGF-
C et VEGF-D se lient a VEGFR-3. Le VEGF-F se lie quant a lui a VEGFR-1 et VEGFR-2 et le VEGF-
E a VEGFR-2 (Esteban-Villarrubia et al., 2020).

Le récepteur VEGFR-2 est considéré parmi les trois récepteurs comme le médiateur principal
des effets mitotique, angiogénique et perméabilisant de VEGFR.

Le récepteur VEGFR-1, quant a lui, a une action régulatrice : régulation positive de la migration
des monocytes et macrophages et régulation négative de VEGFR-2 en conditions physiologiques —
expliquée par la plus grande affinité de VEGF-A pour les formes transmembranaires et solubles de
VEGFR-1. Il agit également comme régulateur positif de VEGFR-2 dans certaines conditions
pathologiques : la production de PLGF (Placental Growth Factor) et sa liaison a VEGFR-1 permet
la libération de VEGF-A ; le facteur VEGF-A est a son tour activateur de VEGFR-2. Une inhibition
directe par VEGFR-1 des voies intracellulaires régulatrices de VEGFR-2 est également décrite
(Olsson et al., 2006) (Breen, 2007) (Natoli et al., 2010).

Physiologiquement, le facteur VEGF est stocké dans les plaquettes et relargué lors de
I'activation de ces derniéres au sein du clou plaquettaire (Wergin et Kaser-Hotz, 2004) (Natoli et al.,
2010). L’activation du récepteur VEGFR passe également par la formation de complexes, associée
au flux sanguin ou a un stress important et incluant VEGFR-2, PECAM-1 (platelet endothelial cell
adhesion molecule-1) et la VE-cadherine (vascular endothelial-cadherin) (Olsson et al., 2006).

Un épissage alternatif des différents membres de la famille de VEGF est a I'origine d’isoformes
ayant des activités biologiques différentes et notamment VEGF-165b, une isoforme de VEGF-A, qui
semble, a l'inverse des autres facteurs, inhiber 'activité de VEGFR (Olsson et al., 2006).

Certaines isoformes possédent un domaine de liaison avec les co-récepteurs a VEGFR que
sont la neuropiline-1 et les protéoglycanes a héparane sulfate. Ces co-récepteurs participent au
maintien du facteur VEGF dans un environnement proche de la cellule productrice ; ils régulent
également la qualité de la réponse VEGFR notamment en jouant sur la demi-vie du complexe formé.

La neurolipine-1 est impliquée dans la stabilisation du complexe VEGF/VEGFR et joue ainsi
un role dans le développement tumoral en favorisant les mécanismes d’angiogenése.

Les protéoglycanes a héparine sulfate sont notamment produits par les péricytes et participent
a la mise en place d’'un gradient de VEGFR-A-164 permettant d’orienter spatialement la croissance
vasculaire lors des processus d’angiogenése (Olsson et al., 2006).

B. Rdle physiologique de VEGF

Un acteur clé de la régulation de la vasculogenése dans les stades précoces du
développement embryonnaire est le ligand VEGF qui favorise la différenciation et I'organisation en
un plexus capillaire primaire — sanguin et lymphatique — a partir de progéniteurs des cellules
endothéliales ; son importance est moindre une fois qu’un systéme vasculaire stable s’est mis en
place (Breen, 2007).

Chez l'adulte, le role physiologique de VEGF se rapporte aux mécanismes d’angiogenése
(Figure 5) liés au cycle sexuel féminin, a la formation placentaire et a la réparation tissulaire
(Carmeliet, 2005) (Kajdaniuk et al., 2011).
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Figure 5 - Voies de signalisation du récepteur au facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR)
et activités biologiques associées (d’apres Olsson et al., 2006).
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Une étude de Kamba et al. (2006) sur modéle murin a montré chez I'adulte la dépendance de
certains vaisseaux a VEGF - notamment dans la thyroide, les ilots pancréatiques ou la
corticosurrénale — dont I'endothélium est caractérisé par de nombreuses fenestrations et est le lieu
d’'une expression abondante en VEGFR-2 et VEGFR-3 (Kamba et al., 2006). Néanmoins ces critéres
ne sont pas des prérequis a une dépendance vasculaire a VEGF. Certains organes, comme le rein,
présentent ainsi une expression abondante de VEGFR sans qu’une régression des capillaires ne
soit observée suite au blocage de VEGFR ; cela montre qu’une expression de VEGFR dans un tissu
n’est pas forcément corrélée a une dépendance vasculaire de ce tissu a VEGF.
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Il semble en effet que la régulation de la survie d’'une micro-vascularisation VEGF-dépendante
soit soumise a des interactions complexes entre facteurs pro- et anti-angiogéniques et dont des
variations subtiles temporellement et spatialement modifient la spécialisation endothéliale. Cette
dépendance illustre I'existence d’'une plasticité de la micro-vascularisation mature, régulée par de
nombreux facteurs.

a. Réle au sein du muscle

Le ligand VEGF participe a réguler I'angiogenése associée a un exercice physique ou au
métabolisme ; 'augmentation du flux sanguin ou la vasodilatation chronique au sein du muscle,
I'étirement des fibres musculaires et 'entrainement musculaire sont les trois mécanismes amenant
a un changement du nombre de capillaires au sein du muscle (Breen, 2007).

b. Réle au sein du rein

Le ligand VEGF est également impliqué dans la protection des barriéres spécialisées du rein.
Exprimé par les podocytes, cellules épithéliales spécialisées du rein qui régulent les échanges d’eau
et de macromolécules du filtre glomérulaire, le facteur VEGF permet la survie de ces cellules via
une interaction autocrine entre VEGFR-1 et la neuropiline 1 qui maintient une concentration calcique
adéquate au sein du cytosol des podocytes. Des études sur modeles murins mutés et sur les effets
indésirables des thérapies anti-VEGF suggerent 'importance de VEGF dans le fonctionnement rénal
(Breen, 2007).

c. Réle au sein du poumon

Au sein du parenchyme pulmonaire, le facteur VEGF a un réle différent selon le type cellulaire
exprimant ce facteur de croissance et le lieu de production au sein du poumon. Il est produit a forte
intensité par deux types de cellules spécialisées du parenchyme pulmonaire et des voies
respiratoires de petit calibre : les pneumocytes de type Il et les cellules épithéliales bronchiques.
Une sur-expression de VEGF dans les voies supérieures, induite par un phénomeéne inflammatoire,
entraine une augmentation de la perméabilité endothéliale et favorise la sensibilisation antigénique
et la voie d'inflammation TH2. Au contraire, une diminution de I'expression de VEGF dans le
parenchyme alvéolaire entraine une apoptose des cellules épithéliales et endothéliales des septa
alvéolaires, a I'origine d’une destruction des parois alvéolaires (Breen, 2007).

d. Réle au sein du systéme nerveux

Par ailleurs, le facteur VEGF est exprimé par les neurones et les astrocytes de la moelle
épiniere et cible VEGFR-2 et la neurolipine-1 au niveau des neurones moteurs et des axones des
nerfs périphériques. Deux études in vitro ont montré un réle direct du facteur VEGF sur les neurones
moteurs par une protection contre la toxicité provoquée par I'hypoxie ou des agents oxydants et par
un réle trophique pour les cellules souches neuronales. Les études in vivo menées depuis celles-ci
tendent a montrer I'importance de VEGF dans la survie des cellules neuronales et le recrutement
de leurs progéniteurs (Breen, 2007).

e. Régulation de VEGF

La régulation en amont de I'expression génétique de VEGF passe par de nombreux facteurs
de croissance comme le platelet-derived growth factor (PDGF), le fibroblast growth factor (FGF),
'epidermal growth factor (EGF) ou des cytokines comme les tumor necrosis factors (TNF) et
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l'interleukine-1 (IL-1). Par ailleurs, une hypoxie ou une acidose locale médient I'expression de
'hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) favorisant la production de VEGF-A et VEGFR-1, dans une
logique de mauvaise perfusion tissulaire (Carmeliet, 2005) (Natoli et al., 2010).

En aval de I'expression génique, I'activation du facteur VEGF passe par des transformations
post-transcriptionnelles incluant des métalloprotéases de la matrice extracellulaire ou par des
facteurs extra-cellulaires comme la plasmine ou les lactates (Breen, 2007) (Kumar et al., 2007).
Comme mentionné précédemment, le VEGF admet des co-récepteurs comme des protéoglycanes
a héparine sulfate ou des neuropilines, qui peuvent modifier la liaison de VEGFR avec son ligand
ou qui se lient directement a VEGF pour produire une réponse cellulaire (Breen, 2007).

L’activité¢ du récepteur VEGFR est quant a elle limitée dans le temps via différents
mécanismes : une déphosphorylation rapide par des phosphatases spécifiques aux résidus
tyrosines ; une inhibition directe du récepteur VEGFR-2 par les phosphatases a phosphotyrosine
SHP1 et SHP2 ; une dégradation via la voie du protéasome ou une internalisation avec dégradation
par les lysosomes via la phosphorylation par la protéine kinase C de I'extrémité C-terminale de
VEGFR-2 (Olsson et al., 2006).

C. Relations structurelles et fonctionnelles de PDGF et VEGF

Il existe un domaine homologue entre le facteur de prolifération cellulaire PDGF et le facteur
VEGF d’environ cent acides aminés et incluant notamment un motif nceud de cystéine (cysteine knot
motif) constitué de huit résidus cystéines a ponts disulfures intra- et inter-chaines ; ce domaine est
particulierement conservé au cours du temps et présent dans de nombreuses espéces, de la
Drosophile a différentes espéces de serpents (Fredriksson et al., 2004) (Olsson et al., 2006).

Ball et al. (2007) a montré, dans une étude sur des lignées de cellules souches
mésenchymateuses de moelle osseuse humaine, que VEGF-A, dont le récepteur n’est pas produit
au sein de la moelle osseuse, était capable d’induire la phosphorylation de PDGFR-a et PDGFR-f,
favorisant la migration et la prolifération des cellules, sans que l'interaction entre le facteur VEGF et
le récepteur PDGFR n’ait pour le moment été caractérisée. Par ailleurs, cette étude a montré que
VEGF-A, a faible concentration, inhibe I'effet de PDGF-A et PDGF-B par compétition avec leur
récepteur PDGFR (Ball et al., 2007).

De plus, I'action du facteur PDGF-B sur les cellules de la paroi vasculaire a été décrite,
notamment au cours des phénoménes d’angiogenése. PDGF-B est sécrété par I'endothélium de
maniére localisée et présente un motif de maintien (retention motif) sur son extrémité C-terminale
qui permet une liaison a des protéoglycanes a héparane sulfate et ainsi une attache a la cellule
productrice et a la matrice extracellulaire environnante (Figure 6) ; cela garantit son maintien dans
I'environnement proche de son lieu de production (Abramsson et al., 2007), ce qui lui permet d’agir
comme facteur paracrine a courte distance. Son récepteur PDGFR- est exprimé par les péricytes,
cellules murales des capillaires sanguins. Ces particularités permettent aux péricytes de maintenir
une attache sur les vaisseaux en croissance (Betsholtz, 2004). Une action synergique de PDGF et
VEGF dans les phénoménes d’angiogenése est ainsi mise en évidence.
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Figure 6 — lllustration schématique de I'importance du platelet derived growth factor B (PDGF-B) au cours
de l'angiogenése (Betsholtz, 2004)

Au cours de l'angiogenése, le PDGF-B (points rouges) permet le maintien des péricytes (cellule verte)
aux cellules endothéliales (cellules jaunes) des vaisseaux sanguins. Ce maintien est permis par un motif
de maintien (retention motif) de PDGF-B ; le schéma ci-dessous montre le détachement des péricytes (a
droite) dans le cas de protéines PDGF-B a motif de maintien muté, en comparaison a la situation
physiologique de PDGF-B sauvage (a gauche).

D. Implication de VEGF dans les processus pathologiques

Le role de VEGF dans des processus pathologiques inclut non seulement les processus
tumoraux mais également les phénoménes d’ischémie et d’inflammation comme dans les maladies
cardiaques ischémiques ou les infarctus myocardiques, dans les atteintes pulmonaires, dans les
accidents vasculaires cérébraux ou encore dans les arthropathies (Kajdaniuk et al., 2011).

Le réle de VEGF n’est pas limité a 'angiogenése : il participe a la survie cellulaire via I'induction
de facteurs anti-apoptotiques comme Bcl-2 et la survivine. Le facteur VEGF est également impliqué
dans la migration cellulaire en médiant la sécrétion et I'activation d’enzymes de dégradation de la
matrice extra-cellulaire comme I'activateur de plasminogéne ou des métalloprotéinases du collagéne
interstitiel (lvy et al., 2009) (Carmeliet, 2005).

Le facteur VEGF augmente également la perméabilité vasculaire, favorisant ainsi la migration
extra-vasculaire de protéines plasmatiques et le développement d’'une matrice extracellulaire, tout
en faisant varier la pression hydrostatique interstitielle : ce phénoméne est favorable dans un
contexte de réparation tissulaire ou une sortie rapide de macrophages et neutrophiles permet une
protection efficace a court terme par une réponse immune innée. Un mauvais équilibre entre VEGF,
PIGF, VEGFR-1 et VEGFR-2 est a l'origine d’'une angiogenése inflammatoire incontrélée qui est
retrouvée dans le psoriasis, les arthrites rhumatoides, I'athérosclérose, les rétinopathies
secondaires a un diabéte, les dégénérescences musculaires liées a I'adge et les processus tumoraux
(Breen, 2007).
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Au cours de son développement, la tumeur passe initialement par un stade de dormance au
sein d’une phase avasculaire, ou un équilibre entre prolifération cellulaire et apoptose est maintenu.
Un switch angiogénique, di a une altération de I'équilibre entre facteurs inhibiteurs et stimulateurs
de la croissance, permet d’initier 'angiogenése ; le VEGF est le médiateur central de 'angiogenése
tumorale, en permettant la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de capillaires déja
existants et en favorisant ainsi I'apport d’oxygéne et de nutriments aux cellules tumorales. L’intensité
d’expression de VEGF a I'échelle régionale dépend ainsi du degré de nécrose et de densité
vasculaire initiale. L’expression de VEGF est ainsi maximale dans les régions présentant une
nécrose et une absence de vascularisation, soit dans des régions hypoxiques (Carmeliet, 2005).

Au sein de la tumeur, I'architecture des vaisseaux sanguins néoformés est altérée (Figure 7,
(Jain, 2001)) : la vascularisation présente une forme irréguliere, tortueuse et dilatée, avec de
nombreux cul-de-sac, une absence d’organisation générale et une perméabilité augmentée. Ceci ne
permet pas un apport sanguin homogene entre cellules tumorales, favorisant I'hypoxie cellulaire
dans certaines régions et entretenant ainsi les phénoménes locaux d’angiogenése (Carmeliet,
2005).

Figure 7 - Evolution de I'organisation vasculaire sous l'influence du récepteur au facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGFR) (Jain, 2001).

A gauche, schéma d’un réseau vasculaire correctement formé. A droite, schéma d’un réseau vasculaire dont
l'architecture est altérée, comme au sein des tumeurs.

Normale Anormale
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3. Importance thérapeutique des inhibiteurs de VEGFR

A. En médecine humaine

La majorité des ITK agissent par liaison compétitive — réversible ou non — au site de liaison
de 'ATP, présent dans le domaine kinase du récepteur. C’est I'étude approfondie de ce site de
liasison a I'ATP qui a permis le développement d’inhibiteurs ayant une action restreinte a certaines
kinases (Bogoyevitch et al., 2005). Néanmoins, les ITK existant sur le marché n’ont pas une
spécificité parfaite et les cascades de signalisation peuvent étre communes entre différents
récepteurs comme le montre la Figure 8 (Esteban-Villarrubia et al., 2020).

Figure 8 - Cascade de signalisation de différents récepteurs a activité tyrosine kinase (d’aprés Esteban-
Villarrubia et al., 2020)
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Au regard des mécanismes d’action connus de VEGF, il a été supposé dans un premier
temps que les ITK présentaient une action cytostatique plutét que cytotoxique, par inhibition de
'angiogenése locale empéchant I'apport en oxygéne et nutriments aux cellules. Cette hypothése a
récemment été remise en cause par des études pré-cliniques et cliniques montrant qu’un blocage
de VEGF ou VEGFR-2 était également a l'origine d’effets cytotoxiques sur les vaisseaux sanguins
et particulierement les vaisseaux immatures présentant une absence de cellules de soutien de type
péricytes et donc une dépendance accrue a VEGF (Cardones et Banez, 2006).

Trois modalités d’inhibition de VEGF sont actuellement en recherche : les anticorps
monoclonaux contre VEGF, des petites molécules inhibitrices de VEGF et des récepteurs solubles
de VEGFR (Cardones et Banez, 2006).
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B. En pratique vétérinaire

a. Mastocytomes

Dans I'espéce canine, l'utilisation d'ITK est courante, en particulier dans le traitement des
mastocytomes cutanés.

Le masitinib est un inhibiteur de tyrosine kinase sélectif des phénylaminothiazole et ciblant
principalement KIT, PDGFR-a/B, Fibroblast growth factor receptor-3 (FGFR-3), Lymphocyte-specific
kinase (Lck), Focal adhesion kinase (FAK) et Lck/Yes-related protein (LYn) (Marech et al., 2014).
Arrivé sur le marché en 2008, il est le premier ITK commercialisé dans le traitement des
mastocytomes cutanés canins en médecine vétérinaire (European Medicines Agency, 2009a). Il est
reconnu par la European Medicines Agency (EMA) comme le traitement des mastocytomes cutanés
non résécables de grade 2 ou 3 selon I'échelle de Patnaik avec confirmation de la mutation du
récepteur tyrosine kinase KIT, a la dose de 12,5 mg/kg par jour par voie orale (Marech et al., 2014).
L’efficacité du masitinib a été montrée dans une étude randomisée en double-aveugle avec groupe
placebo incluant 202 chiens atteints de mastocytomes cutanés (Figure 9), par une augmentation
significative de la durée entre la premiére prise de I'I'TK et les premiers signes de progression
tumorale (Hahn et al., 2008).

Figure 9 - Courbes de Kaplan-Meier de délai des premiers signes de progression tumorale suite a la
premiere prise de l'inhibiteur de tyrosine kinases entre les chiens recevant du masitinib comme premiére
ligne thérapeutique et les chiens recevant un placebo (d’aprés Hahn et al., 2008)
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Le tocéranib est un inhibiteur de tyrosine kinase a réle antitumoral et anti-angiogénique en
ciblant principalement KIT, VEGFR et PDGFR (European Medicines Agency, 2009b). Obtenant une
autorisation de mise sur le marché en 2009, il est reconnu également par la European Medicines
Agency (EMA) comme le traitement des mastocytomes cutanés récurrents, non résécables, de
grade 2 ou 3 selon Patnaik chez le chien a la dose de 3,25 mg/kg un jour sur deux par voie orale.
Néanmoins la dose préférentiellement utilisée en clinique vétérinaire est de 2,7 mg/kg trois fois par
jour par voie orale. L’efficacité du tocéranib a été mise en évidence dans une étude randomisée en
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double-aveugle avec groupe placebo incluant 153 chiens atteints de mastocytomes cutanés, par
une réponse compléte ou partielle au traitement et significative par rapport au placebo (London et
al., 2009).

b. Autres utilisations chez le chien

L’intérét de I'utilisation du tocéranib a été discutée chez le chien dans une étude rétrospective
sur 85 chiens atteints de divers types de tumeur solide et dans I'objectif de donner une premiéere
approche de Il'utilisation du tocéranib en oncologie canine. Le tocéranib semble prometteur dans la
prise en charge des adénocarcinomes des glandes apocrines des sacs anaux, des ostéosarcomes
métastasés, des carcinomes thyroidiens, des carcinomes épidermoides, des adénocarcinomes des
glandes cérumineuses et des carcinomes nasaux (London et al., 2012).

Une publication plus récente fait la synthése de 28 études (18 études rétrospectives, 1 étude
prospective et 9 rapports ou séries de cas) ayant utilisé le tocéranib comme agent thérapeutique
principal chez des chiens atteints de tumeurs autres qu’'un mastocytome (Frezoulis et Harper, 2022).
L’état des preuves est limité par le caractére rétrospectif et non randomisé des études publiées sur
le sujet et par le nombre souvent limité d’études, dans lesquelles plusieurs types tumoraux sont
souvent étudiés.

L’ensemble des informations mentionnées dans les sous-parties suivantes est résumé dans
le Tableau 1.

e GIST

En médecine humaine, la chirurgie peut étre couplée a un ITK (imatinib ou sunitinib) chez les
patients a haut risque métastatique.

Une étude rétrospective sur 3 chiens traités au tocéranib lors de récurrence de tumeur ou
lors de métastases met en évidence qu’un seul des trois chiens a présenté une réponse compléte
(Berger et al., 2018).

Un rapport de cas sur un chien atteint de GIST caecal, métastasé aux nceuds lymphatiques,
foie, mésentéres et poumons a montré une réponse clinique compléte aprés 9 mois de traitement
(Elliott et al., 2017).

e Adénocarcinome des sacs anaux (ASAC)

Deux études rétrospectives incluant au total 61 chiens atteints de ASAC ont montré une
réponse partielle chez 20-25% des chiens et une stabilisation de la maladie chez 48-62% des chiens
(London et al., 2012) (Heaton et al., 2020).

Une étude rétrospective incluant 15 chiens atteints de ASAC de stade IV a montré que 13
chiens ont présenté une amélioration des signes cliniques mais que chez aucun n’a été observé de
réponse compléte ou partielle au traitement (Yamazaki et al., 2020).
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Une étude incluant au total 15 chiens traités au tocéranib apres excision chirurgicale de la
tumeur en comparaison a un groupe témoin n’ayant pas regu de traitement adjuvant a I'excision
chirurgicale a montré qu’il n'y avait aucune différence significative de durée de survie sans
progression tumorale entre les deux groupes (Elliott, 2019).

Un rapport de cas sur un chien présentant une hypercalcémie secondaire a un ASAC
métastasé et traité par du tocéranib et par du clodronate a montré une réponse partielle aux nceuds
lymphatiques métastasés suite a la mise en place du traitement, suivie d’'une progression tumorale
deux mois apres le début du traitement (Giuliano et al., 2015).

e Ostéosarcome métastasé

L’étude de London et al. mentionnée précédemment avait mis en évidence une évolution
stable chez 10 des 23 chiens atteints d’ostéosarcomes métastasés traités au tocéranib, soit dans
43% des cas (London et al., 2012).

Trois études plus récentes (une étude prospective et deux études rétrospectives) ont inclus
un total de 45 chiens atteints d’'ostéosarcomes métastasés et traités au tocéranib. Une stabilisation
de la maladie a été observée dans maximum 17,6% des cas (Kim et al., 2017) (Laver et al., 2018)
(Parachini-Winter et al., 2019).

e Tumeurs neuro-endocrines

Deux études rétrospectives se sont intéressées a l'utilisation du tocéranib comme traitement
des chémodectomes, incluant au total 54 chiens atteints.

La premiéere étude incluant 27 chiens a montré une amélioration des signes cliniques dans
90% des cas, avec comme biais 'administration de pré-traitements précédemment au tocéranib
chez certains chiens. Le bénéfice clinique (réponse compléte, partielle ou maladie stable) était faible
avec seulement 10% de réponse partielle (Lew et al., 2019).

La deuxiéme étude incluant 27 chiens a montré quant a elle un bénéfice clinique de 89%
avec une médiane de survie de 478 jours, non significativement différente entre les chiens traités
au tocéranib seul et ceux ayant recu des traitements adjuvants au tocéranib (Coto et al., 2021).

Une étude rétrospective sur 12 chiens atteints d’insulinomes métastasés ou récurrents a été
menée avec 7 chiens traités uniquement par soins palliatifs (groupe témoin) et 5 chiens traités par
soins palliatifs et 'administration de tocéranib (groupe traité). Cette étude a montré une médiane de
survie significativement supérieure dans le groupe traité par rapport au groupe témoin, de
respectivement 399 et 67 jours. Des biais de sélection et un manque d’'information sur le suivi des
animaux étaient néanmoins présents (Alonso-Miguel et al., 2021).

Une série de cas sur 5 chiens atteints de phéochromocytomes inopérables, métastasés et/ou
récurrents et traités au tocéranib, a montré un bénéfice clinique chez 'ensemble des chiens, dont 4
présentant une stabilisation de la progression tumorale et 1 chien présentant une réponse partielle
(Musser et al., 2018).
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Deux études se sont intéressées a I'efficacité du tocéranib comme traitement des carcinomes
thyroidiens.

L’étude de London et al. précédemment mentionnée incluant 15 chiens traités au tocéranib
a montré un bénéfice clinique dans 80% des cas, dont 26,7% de réponse partielle et 53,3% de
stabilisation de la maladie (London et al., 2012).

Une deuxieme étude a inclus 42 chiens, dont 26 traités uniquement au tocéranib (groupe
naif) et 16 chiens ayant regu des traitements antérieurement a I'administration de tocéranib (groupe
pré-traité). Cette étude a montré que 90% des chiens du groupe naif ont présenté un bénéfice
clinique du traitement a base de tocéranib, contre 75% dans le groupe pré-traité (Sheppard-Olivares
et al., 2020).

o Lymphome
Une étude prospective incluant 5 chiens atteints de lymphomes de haut grade, résistants a
la chimiothérapie précédemment réalisée et traités au tocéranib, a montré une réponse clinique chez
3 chiens : réponse partielle chez 2 chiens et maladie stable chez 1 chien. Le faible nombre de chiens
inclus et la diversité des types de lymphomes ne permet néanmoins pas de justifier I'utilisation du
tocéranib comme traitement des lymphomes résistants a la chimiothérapie (Yamazaki et al., 2017).

e Carcinomes rénaux

Une étude rétrospective a été réalisée sur 10 chiens atteints de carcinomes rénaux pris en
charge chirurgicalement (groupe témoin) et 8 chiens atteints de carcinomes rénaux dont la chirurgie
était couplée a un traitement adjuvant a base de tocéranib (groupe traité). Cette étude a montré une
différence significative de la médiane de durée avant progression tumorale, de respectivement 182
jours et 256 jours. Cette étude justifie I'utilisation du tocéranib comme traitement adjuvant pour ce
type de tumeur (Yamazaki et al., 2020).

e Adénocarcinomes

Une étude rétrospective a étudié I'efficacité du tocéranib dans des adénocarcinomes canins
a différentes localisations. Un bénéfice significatif du tocéranib comme traitement adjuvant a la
chirurgie comparé a une prise en charge chirurgicale seule, vis-a-vis de la médiane de durée avant
progression tumorale a été établi dans les adénocarcinomes pulmonaires et de l'intestin gréle
(Yamazaki et al., 2020).

L’utilisation du tocéranib comme traitement anti-cancéreux chez le chien semble
prometteuse et en particulier dans les tumeurs ne répondant pas a la chimiothérapie, comme les
carcinomes thyroidiens, les phéochromocytomes ou les ASAC, ou comme traitement adjuvant a la
prise en charge chirurgicale recommandée dans certaines tumeurs.
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Tableau 1 — Synthése bibliographique de I'utilisation du tocéranib comme traitement anti-cancéreux chez
le chien (d’apres Frezoulis et Harper, 2022)
GIST : gastrointestinal stromal tumor ; ASAC : adénocarcinomes des glandes apocrines des sacs anaux ;

ITK : inhibiteur de tyrosine kinase.

TYPE DE TUMEUR ETAT DES PREUVES

GIST

ASAC

Ostéosarcome métastasé

Tumeurs neuro-endocrines

Lymphome

Carcinomes rénaux

Adénocarcinomes

Peu d’évidence sur l'efficacité du tocéranib comme traitement principal
des GIST. Néanmoins, compte tenu de I'utilisation d’'ITK dans les GIST
présentant une mutation de KIT en médecine humaine et de
l'identification de mutations de KIT chez le chien, ['utilisation du
tocéranib reste une solution d’avenir a explorer dans ce type tumoral.

L'efficacité du tocéranib semble limitée a un traitement adjuvant
(notamment a 'excision chirurgicale).

Le tocéranib ne semble pas étre un traitement & recommander en cas
d’ostéosarcome métastasé.

* Le tocéranib peut étre un traitement de choix des chémodectomes en
absence d’autre option thérapeutique.

» Lefficacité du tocéranib dans le traitement des insulinomes
métastasés ou récurrents est encore a explorer.

* Le tocéranib pourrait étre considéré comme une option intéressante
dans les phaeochromocytomes.

* Les études publiées semblent prometteuses quant a l'efficacité du
tocéranib comme traitement des carcinomes thyroidiens.

Les preuves manquent quant a [lefficacit¢ du tocéranib comme
traitement des lymphomes, et en particulier ceux résistants a la
chimiothérapie.

L’efficacité du tocéranib comme traitement adjuvant a la prise en charge
chirurgicale a été démontrée dans une unique étude.

L’utilisation du tocéranib comme traitement adjuvant a la prise en charge
chirurgicale semble prometteuse dans les adénocarcinomes, avec une
efficacité démontrée dans les adénocarcinomes pulmonaires et de
l'intestin gréle.

c. Utilisations chez le chat

Chez le chat, une étude in vitro sur des cellules primaires et de métastases pulmonaires de
fibrosarcomes sur des sites d’injection a montré l'efficacité du masitinib sur linhibition de la
prolifération cellulaire et de l'autophosphorylation de PDGFR suite a la liaison de son ligand
(Lawrence et al., 2012). Une autre étude in vitro sur lignées cellulaires de fibrosarcomes sur des
sites d’injection félins et in vivo sur souris nude ayant subi une inoculation de cellules tumorales de
fibrosarcome post-injection a montré I'efficacité de I'imatinib a deux échelles : 'imatinib empéche les
effets stimulateurs de la prolifération cellulaire par PDGF, en inhibant I'auto-phosphorylation de
PDGFR suite a la liaison de son ligand ; I'étude montre également que l'imatinib agit en synergie
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avec une chimiothérapie a base de doxorubicine et carboplatine, en supprimant I'effet protecteur de
PDGFR sur les cellules tumorales vis-a-vis de ces molécules cytotoxiques (Katayama et al., 2004).

Une étude in vivo sur dix-huit chats atteints de fibrosarcomes sur des sites d’injection non
résécables ne parvient pourtant pas a montrer une réponse clinique lors de I'utilisation du tocéranib.
Aucune autre étude in vivo sur une population de chat atteints de fibrosarcome sur site d’injection
n’a montré a I'’heure actuelle une efficacité thérapeutique d’'un ITK (Holtermann et al., 2017).

A ce jour, aucune étude in vivo sur le chat n’a évalué I'effet de la monothérapie a base d’'ITK
sur toute tumeur confondue. L’expression de VEGF a été démontrée dans une étude rétrospective
sur 72 chats atteints de carcinomes mammaires : 77,8% des chats inclus ont présenté un
immunomarquage positif a VEGF (Chen et al., 2020). Néanmoins, des études sur I'expression de
VEGF ou VEGFR dans du tissu tumoral chez le chat manquent actuellement.

Deux études in vivo ont montré chez le chat un lien entre la concentration sérique de VEGF et
VEGFR solubles et la présence de carcinomes mammaires ou de péritonite infectieuse féline. La
premiére étude prospective sur cinquante chats atteints de carcinomes mammaires montre une
corrélation positive entre la concentration sérique de VEGF-A, VEGFR-1 et VEGFR-2 avec la
présence d’une forme agressive de carcinome mammaire félin. L'étude démontre ainsi l'intérét du
dosage de ces trois paramétres dans un diagnostic non invasif de carcinome mammaire félin
(Nascimento et al., 2021). La deuxiéme étude montre, chez les chats atteints de la péritonite
infectieuse féline, une augmentation plasmatique du facteur VEGF produit par des macrophages et
monocytes infectés par le coronavirus, a I'origine d’'une augmentation de la perméabilité vasculaire
et favorisant I'apparition d’épanchement (Takano et al., 2011).

d. Utilisation dans les carcinomes nasaux chez le chien

Une étude rétrospective sur 187 chiens atteints de carcinomes nasaux malins cherche a
raisonner l'utilisation des inhibiteurs de tyrosine kinase dans la prise en charge de cette tumeur.
Cette étude évalue I'expression de VEGFR et PDGFR par immunohistochimie au sein de biopsies
nasales de chiens atteints de carcinomes nasaux (majoritairement carcinomes transitionnels,
carcinomes épidermoides et carcinomes peu différenciés) et montre une expression de VEGFR
chez 84% des chiens de I'échantillon, de PDGFR-a dans 71% et de PDGFR-B dans 39% des cas
(Gramer et al., 2017).

Une étude rétrospective sur 24 chiens atteints de tumeur épithéliale nasale maligne (11
adénocarcinomes pancréatiques, 6 carcinomes nasaux, 3 carcinomes épidermoides et 4
carcinomes transitionnels) montre une expression de VEGF par immunohistochimie dans 91,7% des
cas (Shiomitsu et al., 2009).

Ces deux études amenent a justifier I'utilisation d’ITK ciblant VEGF/VEGFR dans la prise en
charge des carcinomes nasaux chez le chien.

Deux études plus récentes ont exploré l'efficacité du tocéranib comme traitement des
carcinomes nasaux chez le chien.

La premiére est une étude rétrospective sur 23 chiens atteints de carcinomes nasaux de stade
tomodensitométrique Ill et IV selon le systéme modifié de Adams et traités au tocéranib. L’absence
de groupe témoin dans cette étude ne permet pas de conclure quant a I'efficacité du traitement mais
suggére une amélioration clinique subjective transitoire chez la majorité des chiens de I'étude, suivie
d’une progression de la maladie. La médiane de survie était de 139 jours. Cette étude préliminaire
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se présente comme une premiére approche de l'utilisation du tocéranib comme traitement des
carcinomes nasaux chez le chien (Merino-Gutierrez et al., 2021).

La deuxiéme est une étude rétrospective sur 63 chiens atteints de carcinomes nasaux par
diagnostic histologique et traités soit par radiothérapie externe seule a raison 10 séances de 4,2 Gy,
soit par radiothérapie externe et tocéranib, soit par tocéranib seul. L’étude montre un bénéfice
clinique significatif de I'association radiothérapie externe et tocéranib par rapport a la radiothérapie
externe seule ou par rapport au tocéranib seul. Les médianes de survie ne sont néanmoins pas
significativement différentes entre les trois groupes (Ehling et al., 2022).

Ces deux études ne donnent qu'un apercu de l'intérét du tocéranib dans le traitement des
carcinomes nasaux chez le chien et aucune étude n’a encore permis d’en démontrer I'efficacité.

C. Résistances aux inhibiteurs de tyrosine kinases

Plusieurs études s’intéressant aux GIST humains montrent la présence de mutations
principalement gain de fonction de PDGFRa dans environ 30% des GIST sans mutation de KIT,
particulierement dans les formes épithélioides ; ces mutations sont localisées dans les domaines
régulateurs (extra-cellulaire et juxta-membranaire) et enzymatiques (a activité tyrosine kinase)
(Corless et al., 2005) (Heinrich et al., 2003) (Lasota et Miettinen, 2006) (Morini et al., 2022).

Certaines mutations sont a l'origine d’'une sensibilité variable a I'imatinib, traitement utilisé
sur les GIST cliniguement avancés, non résécables et métastasés ; la substitution D842V située
dans la boucle d’activation du domaine extra-cellulaire, est la mutation de PDGFR-A la plus
fréquente dans les GIST humains et est associée a une résistance significative a I'imatinib (Corless
et al., 2005). Des mutations secondaires a linitiation d'un traitement a base d’imatinib et
principalement de type non-sens, sont associées a une résistance de la tumeur au médicament
(Heinrich et al., 2003) (Lasota et Miettinen, 2006).

Des résistances par mutation des cellules tumorales n’ont pas encore été décrites pour
VEGFR mais il est néanmoins a considérer I'importance que celles-ci peuvent potentiellement avoir
en thérapie ciblée.

En humaine, les études pré-cliniques sur modéle murin ont montré une efficacité
satisfaisante des anti-VEGFR comme traitement anti-cancéreux. Les résultats sur ’homme ont été
beaucoup plus décevants que ce qui était espéré : le bevacizumab par exemple, un anticorps anti-
VEGF-A humanisé, permettrait une augmentation significative de I'espérance de vie de 4 a 5 mois
en moyenne chez les patients atteints de cancer du cdlon, mais seulement en combinaison avec
une triple chimiothérapie (Hurwitz et al., 2004). Des recherches sur la présence de résistances au
traitement anti-VEGFR en médecine humaine s’intéressent a la compensation de l'inhibition de
VEGF par d’autres facteurs de croissance et cytokines favorisant la croissance vasculaire ou le
recrutement de progéniteurs vasculaires et de myélocytes pro-angiogéniques agissant comme
facteurs de croissance (Sitohy et al., 2012).
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Deuxiéme partie: Carcinomes nasaux:
état des connaissances chez le chat

1. Epidémiologie

Les carcinomes sensu largo constituent la deuxiéme tumeur nasale du chat aprées les
lymphomes. En termes de proportions, les adénocarcinomes sont par ailleurs majoritaires par
rapport aux autres types de carcinomes. Selon une étude rétrospective de Henderson et al. (2004)
sur 77 cas d’affections nasales chez le chat dont 30 cas de tumeurs, les carcinomes touchent des
animaux agés, entre 4 et 19 ans, avec une moyenne entre 10 et 11 ans (Mukaratirwa et al., 2001)
(Henderson et al., 2004). Une prédisposition des males est discutée dans deux études mais un

manque d’analyse statistique empéche l'inférence (Mukaratirwa et al., 2001) (Henderson et al.,
2004).

2. Signes cliniques

Les principaux signes cliniques associés a la présence d’une tumeur nasale chez le chat sont
des éternuements, un stertor et des signes d’obstruction nasale a I'inspiration, du jetage plus ou
moins associé a de I'épistaxis, une dyspnée inspiratoire, une déformation faciale, une enophtalmie
ou a l'inverse une exophtalmie et de I'épiphora chronique, chaque signe étant observé dans des
proportions variables selon les études. Des crises épileptiformes sont exceptionnellement
rapportées lorsque la tumeur s’étend au travers de la lame criblée, associées a des signes moins
spécifiques d’anorexie, amaigrissement, Iéthargie et déshydratation. Méme si peu spécifique, il
semble qu’une épistaxis soit davantage associée aux tumeurs épithéliales (Mukaratirwa et al., 2001)
et il a été montré que les sécrétions nasales unilatérales et hémorragiques sont significativement
plus associées a une tumeur nasale par rapport a une rhinite chronique (Henderson et al., 2004).
Alors que cela n’avait pas été décrit dans I'étude précédente, I'étude de Tromblee de 2006 montre
la spécificité de I'épiphora unilatéral aux tumeurs nasales par rapport aux rhinites chroniques
(Tromblee et al., 2006).

D’aprés I'étude de Henderson et al. (2004), les signes cliniques associés a une tumeur
apparaissent entre 28 et 540 jours avant présentation en consultation, avec une moyenne de 60
jours.

3. Démarche diagnostique

Les signes cliniques étant relativement similaires, il est souvent difficile de différencier les
tumeurs nasales des rhinites chroniques sans la réalisation d’examens complémentaires qui
permettront de préciser I'approche thérapeutique et le pronostic.

Les analyses sanguines apportent peu d’intérét dans le diagnostic des carcinomes nasaux.
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A. Cytologie a I'aiguille fine des nceuds lymphatiques régionaux

Associée a la palpation des nceuds lymphatiques régionaux et en particulier des nceuds
lymphatiques mandibulaires, la réalisation d’'un examen cytologique a la recherche de métastases
doit étre systématisée, méme si une adénopathie n’est pas observée. Une étude de Mukaratirwa de
2001 sur 123 chats présentant une tumeur nasale ou des sinus paranasaux montre que 17% des
chats présentent une adénopathie régionale et aucun ne présente de métastase associée
(Mukaratirwa et al., 2001) : cela est en faveur d’une adénopathie réactionnelle et non de métastases
aux nceuds lymphatiques régionaux.

B. Imagerie

La réalisation de clichés radiographiques des cavités nasales permet d’avoir une premiére
approche des lésions mais du fait de la superposition des structures avec cet examen, la
radiographie est aujourd’hui abandonnée au profit d’'un examen tomodensitométrique afin de gagner
en sensibilité et de délimiter précisément les Iésions. Les anomalies radiographiques
significativement plus observées dans les cas de tumeurs nasales par rapport aux cas de rhinite
chronique sont la destruction des cornets nasaux, des anomalies du septum nasal ainsi que des
anomalies des tissus mous, notamment la visualisation de masses (Henderson et al., 2004)
(Malinowski, 2006).

A 'examen tomodensitométrique (Figure 10), la présence d’une lyse osseuse paranasale — et
plus spécifiquement de I'os maxillaire ventral ou des os maxillaires dorsal et latéral de maniére
unilatérale —, d’'une lyse des cornets de I'ethmoide ainsi que la présence anormale de tissus mous
dans I'espace rétrobulbaire a été rapportée comme associée préférentiellement a un processus
tumoral dans plusieurs études (Schoenborn et al., 2003) (Tromblee et al., 2006). Une lyse de 'os
vomer ou de la lame orbitaire et une opacification unilatérale des sinus frontaux et sphénoides sont
également décrites comme significativement en faveur d’'un processus tumoral dans 'étude de
Tromblee et al. (2006).

Figure 10 - Images tomodensitométriques des cavités nasales d’un chat atteint de lymphome nasal
(Tromblee et al., 2006).

(A) Accumulation bilatérale et en patch de tissu mou/fluide dans la partie rostrale des cavités nasales avec discrets amincissements
dorsal et latéral de I'os maxillaire droite (fleches bleues). (B,C) Accumulation bilatérale de tissu mou/fluide dans la partie ventrale des
cavités nasales avec discréte destruction unilatérale des cornets maxillaires et discontinuité de la lamina orbitaire du c6té droit (fleche
verte). (D) Présence bilatérale de tissu mou/fluide dans les cavités nasales avec destruction des cornets maxillaires.
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Une étude rétrospective de Bouyssou et al. de 2021 sur 35 chats s’est intéressée aux
différences a I'examen tomodensitométrique entre lymphome, tumeur nasale non lymphoide et
masse inflammatoire (Bouyssou et al., 2021). Le lymphome était plus favorablement associé a une
prolifération extensive et mixte (perméable, extensive et/ou destructive) et une adénopathie
régionale. Les tumeurs non lymphoides (Figure 11) étaient plus favorablement associées a des
altérations unilatérales avec des aires de calcification au sein de la Iésion et une extension de la
masse dans le sinus frontal. Les processus inflammatoires quant a eux étaient significativement
associés a une absence d’atteinte osseuse des cavités nasales.

Figure 11 - Images tomodensitométriques d'adénocarcinomes nasaux chez des chats (Bouyssou et al.,
2021)

(a) Images tomodensitométriques en coupe transversale a hauteur de la deuxieme prémolaire maxillaire montrant une
prolifération destructive : la masse (fleches vertes) induit une destruction quasi-complete des os maxillaire gauche et
lacrymal et s’étend a l'orbite gauche. Une extension dorsale et ventrale de la masse au sein de la cavité nasale droite
est permise par la destruction de deux septaux nasaux (fleches bleues) (b) Images tomodensitométriques en coupe
transversale a hauteur de la deuxieme prémolaire maxillaire montrant une masse (fleches vertes) dans la cavité nasale
droite, s’étendant modérément dans la région de l'orbite droite et envahissant discretement la portion dorsale de la cavité
nasale gauche.
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C. Biopsies nasales

Le diagnostic de confirmation passe par la réalisation de biopsies nasales pour analyse
histologique. Malgré la possibilité de réaliser des biopsies via le canal opérateur d’'un endoscope
dont la pince a endoscopie limite les prélévements aux couches superficielles de la muqueuse
nasale, il est préféré de réaliser des biopsies « a I'aveugle » via notamment une pince a biopsie
rigide et plus large afin de gagner en sensibilité. La pince est alors guidée d’aprés les images
tomodensitométriques (Malinowski, 2006). Une étude rétrospective sur 117 chiens présentant une
tumeur nasale a néanmoins montré qu'un diagnostic de tumeur sur biopsies (toute technique
confondue) n’a été obtenu que dans 56% des cas. La technique de prélévement n’avait pas d’'impact
sur les proportions de biopsie diagnostique (Harris et al., 2014). Cette étude donne un apergu des
limites de sensibilité que la biopsie nasale peut présenter.

Une étude de 2007 est réalisée sur 30 chats présentant une masse nasopharyngée a
I'endoscopie ; cette étude cherche a montrer I'intérét d’'un examen cytologique sur calque de biopsie
en comparaison avec un examen histologique afin de différencier un processus inflammatoire d’une
tumeur (distinguant lymphome, carcinome et sarcome) (De Lorenzi et al., 2008). Une corrélation
positive entre les examens cytologiques et histologiques est décrite dans 90% des cas, avec une
sensibilité de 94%, une spécificité de 81%, une valeur prédictive positive de 90% et une valeur
prédictive négative de 90%. L’examen cytologique sur calque de biopsie peut donc apporter une
réponse fiable, plus précoce aux biopsies réalisées, méme si 'examen histologique reste 'examen
de choix dans le diagnostic d’'une masse nasale.

L’'immunohistochimie sur biopsies nasales a montré son intérét, notamment pour spécifier le
type tumoral. Une étude rétrospective sur 114 biopsies nasales de chat sur lesquelles est réalisé un
examen immunohistochimique de marqueurs épithéliaux et lymphoides a été réalisée. Le taux
d’erreur total était de 8,6%. Sur les 15 cas suscitant un doute de diagnostic entre deux
anatomopathologistes, cette étude a montré que le diagnostic histologique initial était incorrect (soit
modifié par les deux anatomopathologistes) dans 67% des cas et correct (validé par les deux
anatomopathologistes) dans 20% des cas. Cette étude met ainsi en exergue la plus-value du
diagnostic immunohistochimique en comparaison a un diagnostic histologique, en particulier lorsque
ce dernier est douteux (Nagata et al., 2014).

4. Prise en charge thérapeutique

A. Thérapies actuelles

Peu d’études explorent I'efficacité comparée de la rhinotomie, la chimiothérapie et de
'immunothérapie, seules ou en association ; sur les quelques études publiées, le faible nombre de
cas inclus ne permet pas linférence. La radiothérapie externe est néanmoins le traitement
actuellement recommandé par les ouvrages de référence, dans la gestion des carcinomes nasaux
chez le chat.

Trois études publiées entre 1994 et 2014 ont évalué l'efficacité de la radiothérapie externe
comme traitement de tumeurs nasales sensu largo ou de tumeurs nasales non-lymphoprolifératives,
comme décrites dans le Tableau 2 (Théon et al., 1994) (Mellanby et al., 2002) (Fujiwara-lgarashi et
al., 2014). La médiane de survie observée est d’environ un an. Les médianes de survie a 1 et 2 ans
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post-traitement sont relativement variables entre les études. Ces études restent néanmoins
difficilement comparables au vu de la variabilité des protocoles et du matériel de radiothérapie
utilisés, des cohortes de patients incluses et de la variabilité des prises en charge suite a I'évolution
post-irradiation.

Une étude plus récente de Stiborova et al. (2020) incluant 27 chats provenant de trois
universités différentes (Suisse, Etats-Unis et Canada) atteints de carcinome sino-nasal et traités par
radiothérapie externe basée sur un protocole curatif (10 fractions de 4,2 Gy) a apporté de nouveaux
éléments de réponse (Stiborova et al., 2020). La médiane de survie, en considérant toutes les
causes de mortalité, était comparable voire discrétement supérieure aux études précédemment
décrites, soit 452 jours (IC 95% = [334 ;571] jours). Une mort secondaire a la tumeur était rapportée
dans 71,5% des cas (versus 23,8% de mort sans lien avec la tumeur) et le suivi des animaux post-
traitement laissait suspecter une progression locale de la tumeur dans 85,2% voire une progression
aux nceuds lymphatiques régionaux dans 7,4% des cas, soulignant I'importance des récidives
tumorales dans une thérapie a base de radiothérapie externe. En lien avec cela, 'amélioration des
signes cliniques a été rapportée par une réponse compléte dans 11,1% des cas, une réponse
partielle dans 63% des cas et une maladie stable dans 11,1% des cas. Un contrble par scanner ou
IRM a été réalisé chez 17 chats, montrant une réponse partielle chez 4 chats et des lésions stables
chez 6 chats. Les pourcentages de survie a 1 et 2 ans étaient de respectivement 57% (IC 95% =
[37 ;771%) et 27% (IC 95% = [25 ;29]%).

Trois études plus récentes sont venues conforter les résultats de I'étude précédemment
décrite. La médiane de survie variait selon les études entre 342 et 591 jours et une amélioration des
signes cliniques était notée dans 85 a 92% des cas. Les résultats de ces trois études viennent
apporter de nouveaux preuves de l'intérét de la radiothérapie externe comme traitement des
carcinomes nasaux chez le chat (Giuliano et Dobson, 2020) (Yoshikawa et al., 2021) (Frezoulis et
al., 2022).

La radiothérapie externe est donc l'indication premiére dans la gestion des carcinomes nasaux
chez le chat mais reste une technique peu ciblée aux cellules tumorales, lourde en temps, en colt
et en effets secondaires et peu accessible sur le territoire frangais.
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Tableau 2 - Synthese des études publiées sur l'efficacité de la radiothérapie externe dans la gestion des tumeurs nasales chez le chat.

Médiane de non
progression
(IC 95%)

Médiane de survie  Survie post-traitement

REFERENCES DE L’ETUDE
CES Y (IC 95%)

Type de tumeur Réponse clinique

(IC 95%)

Theon et al. (1994)
16 chats dont 13 traités par

radiothérapie mégavoltage et 3 par lympho-prolifératives (345 jours) * Aprés 2 ans : 16,7 10,8 mois NR

radiothérapie orthovoltage (28 séances ([12,8 :20,6])

de 4 Gy)

Mellanby et al. (2002)

8 chats traités par radiothérapie Tumeurs nasales non g, o (NR) . Aprés 1an:62,5% (NR) | NR NR

mégavoltage (6 séances de 6 Gy ou4 | lympho-prolifératives

séances de 8 Gy)

Fujiwara-lgarashi et al. (2014) Tumeurs nasales 432 jours ([204 ;714]) » Amélioration clinique : 83,3%
65 chats traités par radiothérapie T e e dont tumeur's’nor? 0 Apr«zes 1an:54,2% (NR) 229 jours 0 ,SUIVI scanner s:ur 19 chats :
hypofractionnée palliative (2-6 séances ., o) lympho-prolifératives : * Aprés 2 ans : 33,4% (NR) réponses compléte (3/19) et
de 6,0-8,1 Gy) 450 ([205 ;714]) partielle (13/19)

. * Aprés 1an:57% « Amélioration clinique : 74,1%
Stiborova .e,t al. (2020) . . . ([37 ;77]) . * Suivi scanner sur 17 chats :
27 chats traités par protocole curatif de | Carcinomes nasaux 452 jours ([334 ;571]) « Aprés 2 ans : 27% 9 mois réponse partielle (4/17), Iésions
radiothérapie (10 séances de 4,2 Gy) (125 :29]) ’ stables (6/17) ’
Giuliano et Dobson (2020)

A9 ci'1ats fraltes (PRI RIS Carcinomes nasaux 342 jours (NR) NR NR Ameélioration clinique : 92%
fractionnée (dose totale de 34 Gy en 4

ou 6 séances)

Yoshikawa et al. (2021) . Aprés 1 an : 60.1% 459 jours Amélioration clinique : 91,8%

42 chats traités par radiothérapie Carcinomes nasaux 591 jours ([315 ;867]) . Aorés 2 ans. ) 2’9 0% (1292 :626)) (sur 37 chats suivis

externe (protocoles trés variables) P CeSER ’ cliniquement)

Frezoulis et al. (2022) « Amélioration clinique : 6/7

7 chats traités par radiothérapie Carcinomes nasaux - Aprés 1 an : 80% chats

hypofractionnée cyclique (cycle de 4 460 jours i NR » Amélioration ou stabilisation de

séances de 4 Gy répété 2 fois, dose
totale de 48 Gy)
*NR : non renseigné
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scanner : 4/5 chats



B. Perspectives thérapeutiques

Les études manquent quant a l'efficacité d’un traitement a base d'ITK dans les tumeurs
nasales chez le chat et sur les options thérapeutiques d’avenir. Quelques études se sont intéressées
aux perspectives thérapeutiques dans le cas de tumeurs nasales chez le chien et sont détaillées ci-
dessous.

Une étude de London et al. de 2012 propose une premiére vision quant a I'intérét de I'utilisation
d’un traitement ciblé, ici le tocéranib de nom déposé Palladia ND, dans différentes tumeurs solides
(London et al., 2012). Elle s’intéresse notamment a une cohorte de sept chiens diagnostiqués par
examens cytologique ou histologique pour des carcinomes nasaux et observe un pourcentage
d’amélioration clinique de 71,4% aprés mis en place du traitement. Cette étude comporte de
nombreux biais (historique des traitements, diversité des protocoles) et n’a pas vocation a
l'inférence, mais apporte une piste de développement dans le domaine des traitements anti-
cancéreux. Les perspectives sont prometteuses notamment dans des tumeurs comme les
carcinomes nasaux ou les options thérapeutiques sont limitées parfois a la seule radiothérapie
externe et alors que I'efficacité du tocéranib dans différentes tumeurs a été démontrée chez le chien,
comme mentionné dans la sous-partie précédente.

En médecine humaine ou la prévalence des carcinomes est forte dans les tumeurs
nasopharyngeées, 'immunothérapie est une option thérapeutique a grand potentiel, notamment en
cas de métastases ou de récidive suite au traitement de chimio-radiothérapie mis en place (Wang
et al., 2022). En restaurant les réponses immunitaires inhibées par la tumeur, 'immunothérapie
permet au systéme immunitaire de lindividu de reconnaitre et détruire les cellules tumorales
spécifiquement. Les recherches en médecine humaine sont d’actualité et pourraient se généraliser
a l'avenir a la médecine vétérinaire.

La photothérapie dynamique a également été décrite dans une série de cas comprenant trois
chiens et un chat atteints de tumeurs nasales. Cette étude a montré une amélioration des signes
cliniques a court terme dés 72 heures aprés le traitement chez les quatre animaux, alors que la
réponse a long terme était comparable a celle de la radiothérapie externe chez deux animaux
(Lucroy et al., 2003). Cette étude offre une perspective de I'utilisation de la photothérapie dynamique
comme nouvelle option thérapeutique des tumeurs nasales chez le chien et le chat.
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Troisiéme partie — Etude expérimentale :
expression de VEGFR-2 dans Iles
carcinomes nasaux chez le chat

1. Introduction et objectifs

La synthése bibliographique des deux premiéres parties met en évidence le réle clé de VEGF
dans les processus d’angiogenése et notamment dans la néovascularisation tumorale.

L’expression de VEGF a été démontrée dans de nombreux types tumoraux chez le chien et
en particulier dans les carcinomes nasaux. L'utilisation de molécules anti-VEGFR, comme le
tocéranib, semble prometteuse dans la prise en charge des carcinomes nasaux chez le chien.

Chez le chat, I'utilisation de marqueurs immunohistochimiques ciblant VEGFR n’a pas été
décrite et les études sur I'évaluation de I'expression de VEGFR dans les carcinomes nasaux
manquent. C’est en ce sens qu’il a été choisi de mener une étude rétrospective sur l'isoforme
majoritairement impliquée dans I'angiogenése, VEGFR-2, dans les carcinomes nasaux chez le chat.

L’objectif premier de cette étude rétrospective était de mettre au point un protocole
d’immunohistochimie sur du tissu de chat a partir de marqueurs anti-VEGFR-2. Le second objectif
est d’évaluer semi-quantitativement I'expression de VEGFR-2 et qualitativement sa distribution
cellulaire dans les carcinomes nasaux chez le chat.

2. Matériels et méthodes

A. Caractéristiques de I’échantillon

Les chats regus au Centre hospitalier universitaire vétérinaire d’Alfort (ChuvA, Maisons-Alfort)
entre 2007 et 2022 et atteints de carcinome et adénocarcinome nasaux diagnostiqués par examen
histologique ont constitué la population d’étude. Ont été exclus les chats ayant regu une
chimiothérapie ou un traitement a base d’ITK précédemment a la réalisation des biopsies nasales.

Les dossiers médicaux disponibles sur le logiciel Clovis® utilisé par le ChuvA ont été consultés.
L’identification des patients a été réalisée selon le numéro de dossier utilisé par le ChuvA.

Les données collectées comprenaient le signalement (age, race, sexe), 'anamnése (signes
cliniques, durée des signes cliniques et traitements mis en place), les signes cliniques a 'examen
par le clinicien responsable (écoulements nasal et oculaire, leur latéralité et leur aspect,
éternuements, dyspnée, toux, stridor, stertor, reverse sneezing, dysphagie, épistaxis et sa latéralité,
anorexie/dysorexie, abattement et hyperthermie).

Ont également été repris les résultats d’examens complémentaires sanguins (biochimie,
hémogramme, ionogramme et mesure de T4), tomodensitométrique (latéralité, symétrie, lyse
osseuse ou cartilagineuse, sécrétions, effets de masse, atteintes sinusales et leur latéralité, atteintes
des nceuds lymphatiques régionaux, atteinte oculaire ou auriculaire), rhinoscopique (latéralité, lyse,
friabilité de la muqueuse, obstruction des choanes, sécrétions et leur aspect, sténose) et le résultat
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du bilan d’extension (présence de métastases et localisation). Les intervalles de référence des
parameétres sanguins utilisés ont été fournis par le laboratoire ayant réalisé les analyses (Biopéle de
'EnvA). Les interprétations des examens complémentaires d’imagerie ont été élaborées par des
spécialistes ECVDI pour les examens tomodensitométriques et les radiographies de bilan
d’extension et par des spécialistes ECVIM ou résidents éligibles pour la rhinoscopie et la réalisation
des biopsies. L’interprétation des cytologies des nceuds lymphatiques a été réalisée par le service
d’anatomo-pathologie du Biopéle de 'EnvA.

Le diagnostic de confirmation a consisté en un examen histologique sur préléevements de
biopsies nasales de chat a la pince a biopsie rigide, fixées au formol 10% puis incluses peu de temps
apres la fixation dans un bloc de paraffine et coupés sur lame avec coloration a ’'hématoxyline-
éosine-safran. La lecture des lames (diagnostic, index mitotique et emboles) a été réalisée par un
anatomo-pathologiste du Biopéle de 'EnvA.

Un groupe témoin était constitué de cing chats sains (absence d’atteinte nasale et mort
secondaire a une affection n’affectant pas les voies respiratoires hautes) sur lesquels des biopsies
nasales en phase post-mortem immédiate ont été réalisées par N. Diop, ancien éléve de 'EnvA. Le
traitement des prélévements était le méme que décrit dans le paragraphe précédent et une lecture
des lames par un anatomo-pathologiste du Biopdle de 'EnvA a permis d’exclure la présence de
processus tumoral.

B. Evaluation immunohistochimique de I'expression de VEGFR-2

a. Réactifs d’immunohistochimie

Pour la réalisation du marquage immunohistochimique, a été choisi comme anticorps
primaire un anticorps polyclonal anti-VEGFR-2 de lapin commercialisé par Abcam® et référencé
ab2349 validé chez le chien, 'lhomme et la souris (ABCAM, 2021). Il n’existe en réalité aucun
anticorps anti-VEGFR-2 commercialisé dont la réactivité chez le chat a été décrite dans la littérature.
Le choix de l'anticorps s’est donc fondé sur ’lhomologie des séquences VEGFR-2 entre I'espéce
cible et le chat, la nécessité d'utiliser des anticorps adaptés a des blocs de paraffine ainsi que la
facilité d’acces du produit commercialisé.

La comparaison entre les séquences VEGFR-2 (autrement appelé KDR) montrent une
homologie de 93,22% entre le 'lhomme et le chat (référence de séquences homme / chat : P35968
/ M3WBW?2), de 96,90% entre le chien et le chat (référence de séquences chien : Q2XPT7) et de
86,52% entre la souris et le chat (référence de séquences souris : P35918) (UNIPROT, s. d.). La
proximité d’homologie des séquences de VEGFR-2 justifie 'utilisation de I'anticorps ab2349 dans
cette étude, en I'absence d’anticorps anti-VEGFR-2 disponible validé chez le chat.

b. Technique d’immunohistochimie

Des coupes de 5 um a partir des blocs de paraffine précédemment utilisés pour le diagnostic
histologique ont été réalisées par une ingénieure du Biopble de 'ENVA et ont permis d’obtenir les
lames utilisées pour le marquage immunohistochimique. L’ensemble des étapes décrites ci-aprés
ont été réalisées par I'automate Discovery XT de la marque Ventana®. Le protocole choisi était basé
sur celui proposé par Abcam® pour I'anticorps ab2349 choisi.
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Les lames ont subi un déparaffinage et une réhydratation. Un démasquage de I'antigéne était
réalisé par incubation dans une solution de citrate a pH 6 pendant 36 minutes. L’anticorps primaire
dilué a 1 :100 était incubé pendant 60 minutes a température ambiante. L'anticorps secondaire était
incubé pendant 16 minutes avant de réaliser une contre-coloration a ’hématoxyline sur 4 minutes
suivie d’un traitement post-coloration au bluing reagent pendant 4 minutes.

c. Témoins positifs

Des témoins positifs correspondaient a du tissu de granulation de chien et de chat. Ce choix
s’est basé premieérement sur une étude sur les carcinomes a cellules transitionnelles canins, utilisant
un anticorps anti-VEGFR2 de lapin différent de celui utilisé dans notre expérimentation et dont le
témoin positif était du tissu de granulation d’hémangiosarcome cutané (Walters et al., 2018). Par
ailleurs, la fixation de I'anticorps ab2349 utilisé dans cette expérimentation, a été validée en 2015
sur du tissu de granulation de chien par le vétérinaire pathologiste Francisco Fernandez Flores sur
le site de abcam (ABCAM, 2021).

Aucune étude n’a montré I'expression de VEGFR-2 dans du tissu de granulation de chat ;
néanmoins, compte tenu des processus de néovascularisation décrits dans le développement d’'un
tissu de granulation et de I'expression de VEGFR-2 dans le tissu de granulation de chien, nous
étions confiants dans la possibilité que du tissu de granulation félin exprime le récepteur VEGFR-2.

d. Méthode d’évaluation qualitative et semi-quantitative de I’expression de
VEGFR-2

Il a été choisi d’évaluer I'expression de VEGFR-2 par une méthode de scoring semi-
quantitative appelée immunoreactivity score (IRS) utilisée dans plusieurs études (Kabak et al., 2020)
(Liu et al., 2014). Le pourcentage de cellules marquées était enregistré sur dix champs présentant
un marquage, au grossissement x 400 ; en paralléle, un score qualitatif d’intensité du marquage était
déterminé pour chaque champ, selon une échelle allant de 0 pour une absence de marquage a 3
pour un marquage intense. Le score IRS est obtenu en multipliant le pourcentage moyen de cellules
marquées par I'intensité moyenne des cellules marquées comme précédemment décrite ; le score
s’échelonnait ainsi de 0 a 300.

En parallele, était déterminée la distribution préférentielle du marquage dans la cellule selon
trois localisations : nucléaire, cytoplasmique et membranaire.

La détermination de I'IRS et I'évaluation de la distribution cellulaire du marquage était
réalisée par deux personnes a I'aveugle, soit sans distinction entre les lames des chats malades et
témoins : le premier était moi-méme, étudiant vétérinaire de derniére année et le deuxiéme était un
anatomo-pathologiste spécialiste EBVS en pathologie vétérinaire du service d’anatomo-pathologie
du Biopble de 'EnvA.
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3. Résultats

A. Caractéristiques de I’échantillon

Dix-neuf chats ont été recrutés dans cette étude : dix-huit ont été inclus et un chat ayant recu
une chimiothérapie précédemment a la réalisation des biopsies a été exclu. L'étude a inclus ainsi 9
chats males dont 8 castrés et 9 chats femelles dont 7 stérilisés. La race européenne était majoritaire
(n=14) ; 'age variait de 5,5 a 23 ans avec une moyenne a 14 ans ; le poids variait de 2,2 a 7,5 kg
avec une moyenne a 4,3 kg. Le détail de signalement est disponible en Annexe 1.

Dans cet échantillon, 'dge au moment de la déclaration des signes cliniques était en moyenne
de 13,6 ans et leur durée avant présentation en consultation était en moyenne de 3,6 mois. La
présentation clinique majoritaire était un jetage (n=13 ; 72,2%), préférentiellement unilatéral (n=10 ;
55,6%) et d’aspect macroscopique variable, des éternuements (n=12 ; 66,7%), une dyspnée (n=10 ;
55,6%) et une épistaxis (n=10 ; 55,6%) qui semblerait préférentiellement unilatérale — les données
étant manquantes pour quatre des dix chats présentant une épistaxis (Annexe 2).

Les analyses sanguines ont révélé une augmentation discréte & modérée de la concentration
plasmatique en créatinine sur 4 des 11 chats testés. Une anémie discréte a modérée normocytaire
normochrome était présente chez 2 des 10 testés et une thrombocytose chez 3 des 10 chats testés.
Une leucopénie était observée chez 2 des 10 chats testés et une leucocytose chez 2 des 10 chats
testés, neutrophilique chez 1 chat. Une hypocalcémie ionisée a été identifiée chez 2 des 4 chats
testés. Une hyperthyroxinémie était présente chez 1 des 3 chats testés (Annexe 3).

Figure 12 - Modification des paramétres sanguins parmi les chats inclus dans I'étude ayant eu des analyses
sanguines (source : Biopdle de 'EnvA)

Nombre de chats ayant, pour chaque paramétre mesuré, un résultat dans l'intervalle de référence de I'espéece (colonne grise), un résultat
supérieur a la valeur supérieure de l'intervalle de référence (colonne rouge) ou un résultat inférieur a la valeur inférieure de l'intervalle de
référence (colonne bleu).
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Un examen tomodensitométrique a été réalisé sur treize chats. L’atteinte était unilatérale (n=7 ;
53,8%) ou bilatérale (n=6; 46,2%) et I'ensemble des |ésions bilatérales était asymétrique. Les
Iésions majoritairement observées étaient une lyse osseuse (n=9 ; 69,2%), une extension aux sinus
(n=11; 84,6%), la présence de sécrétions dans les cavités nasales (n=7 ; 53,8%) et une atteinte des
nceuds lymphatiques régionaux (n=7 ; 53,8%) (Annexe 4).

Une rhinoscopie a été réalisée sur neuf chats. L'atteinte était unilatérale (n=5; 55,6%) ou
bilatérale (n=4 ; 44,4%). Les Iésions majoritairement observées étaient la présence d’'une sténose
des cavités nasales (n=7 ; 77,8%) et une obstruction des choanes (n=5 ; 55,6%) (Annexe 5).

Au bilan d’extension, des métastases ont été mises en évidence chez 4 des 16 chats dont le
bilan a été réalisé, dont 1 chat présentant des métastases pulmonaires et 3 chats au nceuds
lymphatiques loco-régionaux (mandibulaire et pré-scapulaire) (Annexe 6).

Un examen histologique était réalisé sur les dix-huit chats inclus dans 'étude. Les lames sur
biopsies nasales mettaient en évidence 9 adénocarcinomes nasaux, 3 carcinomes nasaux et 2
carcinomes peu différenciés. Les autres types tumoraux comprenaient 1 carcinome transitionnel, 1
carcinome nasal mucineux, 1 carcinome épidermoide et 1 adénocarcinome du nasopharynx.

Figure 13 - Répatrtition des types de tumeurs des chats inclus dans I'étude selon les résultats de I'examen
histologique (source Biopdle de 'EnvA)
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B. Evaluation immunohistochimique de I'expression de VEGFR-2

a. Mise au point du protocole d’immunohistochimie

La realisation d’immunohistochimie sur tissu de granulation de chien et chat comme décrite
précédemment ne mettait en évidence aucun marquage. L'expérience était réalisée une deuxiéme
fois avec le méme protocole en incluant les tissus de granulation initialement testés et de nouveaux
tissus de granulation de la biobanque du biopéle de 'EnvA, ce qui ne permettait pas d’obtenir un
marquage (Figure 14).

Figure 14 - Coupes immunohistochimiques au microscope (grossissement x 200) de tissus de granulation
de chat (a gauche) et de chien (a droite) selon le protocole initialement établi

b. Hypothéses

Abcam assurant une réactivité de son anticorps chez le chien, les témoins positifs utilisant du
tissu de chien devraient en théorie marquer pour I'anticorps choisi.

Une remise en question de I'ensemble de la procédure étiat alors initiée afin d’optimiser les
changements de protocole expérimental. L’origine d’'une absence de marquage peut étre vue selon
quatre angles, listés ci-dessous (Figure 15).

- L’anticorps a subi des dégradations lors de la conservation ou son transport.

- Le tissu choisi comme témoin positif n’exprimait pas ou alors de maniére insuffisante le
récepteur VEGFR-2.

- Le protocole proposé par abcam® ne permettait pas le marquage du récepteur VEGFR-2.

- L’anticorps choisi n’était pas adapté au marquage de VEGFR-2 chez le chien et le chat.
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Figure 15 - Angles de discussion pour expliquer I'absence de marquage des témoins positifs
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Une vérification des conditions de transport et de stockage auprés de abcam® et du biopdle
permettait d’exclure un possible défaut de dégradation de I'anticorps depuis son envoi jusqu’a son
utilisation pour les manipulations.

Ayant plusieurs sources confirmant la pertinence du tissu de granulation de chien comme
témoin positif d’'un marquage de VEGFR-2, les premiers changements ont porté sur le protocole
d’immunohistochimie préconisé par abcam® via la notice d’utilisation du produit.

c. Deuxiéme mise au point du protocole d’immunohistochimie

Le protocole initialement utilisé a été décrit dans trois études utilisant I'anticorps ab2349 :
une étude sur modéle murin (Ziegler et al., 2019), une sur modeéle humain (lbrahim et al., 2011) et
une sur modéle canin (Kimura et al., 2022). Le protocole complet d'immunohistochimie n’est pas
détaillé dans la publication de Ibrahim et al. ; une prise de contact n’a pas été fructueuse. L’étude
de Ziegler et al., quant a elle, décrit une technique d'immunohistochimie sur lame congelée et non
paraffinée comme utilisée dans notre expérimentation. Ainsi, seule I'étude de Kimura et al
s’intéressant a I'expression de VEGFR-2 dans diverses tumeurs a servi de modele pour adapter le
protocole utilisé, aprés confirmation par email que le protocole décrit sur la publication correspondait
de maniére exacte a ce qui avait été réalisé en pratique.

Le démasquage de I'antigéne a été modifié par I'utilisation d’'une solution tampon basique
(pH=8) a 'EDTA auquel a été ajoutée une protéase comme décrit dans I'étude de Kimura et al.. Le
reste du protocole d'immunohistochimie étant relativement similaire a celui décrit par I'étude de
Kimura et al, aucun autre changement du protocole n’a été realisé. Le nouveau protocole
d’immunohistochimie ne permettait a nouveau pas d’obtenir un marquage (Figure 16).
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Figure 16 - Coupes immunohistochimiques au microscope (grossissement x 200) de tissus de granulation de
chat (a gauche) et de chien (a droite) aprés modification du protocole d’immunohistochimie

En 'absence de marquage malgre les deux changements de protocole réalisés, il est décidé
de considérer notre deuxiéme hypothése a savoir le choix du tissu utilisé comme témoin positif
comme non adéquat.

d. Evaluation de tissus comme témoin positif

Les études décrites dans le paragraphe précédent et utilisant le méme anticorps ab2349
n’ont pas utilisé de témoin positif, ce qui a été confirmé par échange email avec les laboratoires. La
recherche bibliographique a donc été élargie a des études cherchant a évaluer I'expression de
VEGFR-2 sur du tissu animal sans que I'anticorps utilisé ne soit I'anticorps ab2349.

L’étude de Kimura et al. précédemment citée s’intéresse a diverses tumeurs canines sur
lesquelles a été évaluée I'expression de VEGFR-2 (Kimura et al., 2022). Cette étude révéle un
marquage plus important sur les cellules tumorales comparées aux cellules stromales et sur les
tumeurs épithéliales comparées aux tumeurs mésenchymateuses. Le choix des tissus comme
témoins positifs s’est donc centré sur des tumeurs épithéliales.

L’expression de VEGFR-2 a été démontrée dans les adénocarcinomes mammaires de chien.
L’étude de Song et al. de 2020 utilise ainsi ce tissu comme témoin positif dans I'évaluation de
VEGFR-2 dans les encéphalites dysimmunitaires du chien (Song et al., 2020).

Deux études rétrospectives ont étudié I'expression de VEGFR-2 par immunohistochimie
dans les carcinomes urothéliaux chez le chien.

La premiére étude utilisait des anticorps anti-VEGFR-2 sur dix-sept biopsies de carcinomes
urothéliaux en comparaison a dix-sept biopsies vésicales de chien atteints de cystite et a huit
biopsies vésicales d’animaux sains. L’ensemble des dix-sept échantillons de carcinomes urothéliaux
présentait un marquage a VEGFR-2 (Setyo et al., 2023).

La deuxieme étude utilisait des anticorps anti-VEGFR-2 sur trente biopsies de carcinomes
urothéliaux en comparaison a dix biopsies vésicales de chien atteints de cystite et a dix biopsies
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vésicales d’animaux sains. A nouveau, 'ensemble des trente échantillons de carcinomes urothéliaux
présentait un marquage a VEGFR-2 dont 80% montrait un marquage modéré a intense selon
I'échelle d’intensité définie dans I'étude (Walters et al., 2018).

Au regard de la bibliographie précédemment citée, les tissus sélectionnés comme témoins
positifs pour la mise au point du protocole d'immunohistochimie ont été des biopsies de carcinomes
urothéliaux de chien et une biopsie de carcinome urothélial sur piéce d’autopsie de chat et une
biopsie d’adénocarcinome mammaire de chien. De nouvelles expériences ont été réalisées selon le
protocole proposé par Abcam® et le protocole adapté détaillé dans la sous-partie précédente et n'ont
pas permis de mettre en évidence un marquage (Figure 17).

Figure 17 - Coupes immunohistochimiques au microscope (grossissement x 200) de carcinomes urothéliaux
de chat (a gauche) et de chien (a droite)

4. Discussion : limites et perspectives

Les carcinomes nasaux restent des tumeurs rares chez le chat, méme en centre de référé
recevant de nombreux chats présentant une atteinte des voies respiratoires supérieures comme le
ChuvA. Les études disponibles sur le sujet restent peu nombreuses et incluent pour la quasi-totalité
un nombre restreint de cas. Néanmoins, les résultats obtenus, en termes de données
épidémiologiques et d’examens d’imagerie, endoscopique et histologique, sont semblables a ce qui
a été décrit dans les précédentes études et détaillés dans la deuxiéme partie de ce rapport
(Henderson et al., 2004 ; Mukaratirwa et al., 2001 ; Tromblee et al., 2006).

La réalisation des marquages immunohistochimiques sur I'’échantillon a été compromise par
un échec dans la mise au point du protocole sur témoins positifs. Une modification du protocole
proposé par la société Abcam® commercialisant I'anticorps puis un changement des tissus choisis
comme témoins positifs n’ont pas permis de résoudre 'absence de marquage.
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Plusieurs hypothéses sont a envisager pour expliquer cette absence de marquage.

En premier lieu, un défaut du flacon d’anticorps regu peut étre envisagé : une demande
d’échange auprés de Abcam® pourrait étre réalisée en s’assurant que les conditions de transport et
stockage sont assurées, en vue de renouveler les expériences.

En second lieu, un renouvellement des expériences pourrait étre envisagé en incluant d’autres
tissus de chien comme témoin positif que les carcinomes urothéliaux et mammaires testés.

Enfin, I'anticorps choisi pourrait ne pas réagir avec les récepteurs VEGFR-2 chez le chien
comme indiqué par le fabricant et chez le chat pour lequel aucune étude n’a montré de marquage
immunohistochimique de I'anticorps ab2349 dans cette espéce. |l pourrait alors étre envisagé de
changer de type d’anticorps anti-VEGFR-2, notamment en utilisant un autre anticorps anti-VEGFR-
2 commercialisé par Abcam®.

Il pourrait également étre envisagé d’étudier un autre récepteur a activité tyrosine kinase ciblé
par les ITK actuellement commercialisés en médecine vétérinaire. Le récepteur PDGFR (platelet
derived growth factor receptor) est étroitement lié a VEGFR et fonctionne notamment en synergie
dans les phénoménes d’angiogenése comme mentionné dans la premiére partie.

Le facteur PDGF (platelet derived growth factor) est considéré comme un facteur de
croissance paracrine en conditions physiologiques. L’expression de PDGF et de son récepteur est
régulée spatio-temporellement pendant le développement embryonnaire et dans certaines réponses
hypertrophiques physiologiques. Ainsi, la production de PDGF est restreinte a un nombre limité de
populations cellulaires, avec une action plutét locale.

Les profils d’expression de PDGF et de son récepteur au sein de l'organisme sont
complexes ; il est néanmoins possible de distinguer des profils généraux selon les sous-types. Le
facteur PDGF-B est préférentiellement exprimé par les cellules endothéliales vasculaires, les
mégacaryocytes et les cellules neuronales. Les facteurs PDGF-A et PDGF-C sont exprimés dans
les cellules épithéliales, les cellules musculaires et les progéniteurs neuronaux. L’'expression de
PDGF-D est moins bien caractérisée : ce facteur est retrouvé dans les fibroblastes et certaines
cellules musculaires lisses. En ce qui concerne les récepteurs a PDGF : PDGFR-a est exprimé par
les cellules mésenchymateuses et particulierement par les progéniteurs mésenchymateux du
poumon, de la peau, de l'intestin et par les progéniteurs des oligodendrocytes ; PDGFR- est
exprimé en particulier par les cellules musculaires lisses des vaisseaux et par les péricytes (Andrae
et al., 2008).

Le récepteur PDGFR est certes un proto-oncogéne mais est également impliqué dans d’autres
processus pathologiques qu’ils soient vasculaires — athérosclérose, hypertension pulmonaire,
rétinopathies vasculaires — ou fibrotiques — fibroses pulmonaire, hépatiques, dermiques, rénale,
cardiaque. |l serait également impliqué dans les maladies liées aux greffes (chronic graft-versus-
host disease) et dans des maladies infectieuses, notamment par liaison aux protéines virales de
papillomavirus bovin E5 (Andrae et al., 2008) (Demoulin et Essaghir, 2014).
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Le facteur PDGF est impliqué dans différentes voies dans le développement tumoral. La
signalisation autocrine de PDGF favoriserait la croissance auto-suffisante de la tumeur par la
prolifération de clones de cellules pré-tumorales ou de cellules génétiquement instables qui
deviendront malignes par des altérations génétiques ultérieures. Le facteur PDGF serait également
impliqué dans I'angiogenése du stroma tumoral et dans linvasion et le développement de
métastases de certaines tumeurs épithéliales en favorisant la croissance du cellules vasculaires et
non vasculaires du stroma tumoral. Le facteur PDGF limiterait enfin la distribution des traitements
anti-cancéreux aux cellules tumorales en agissant sur la pression hydrostatique interstitielle au sein
du stroma tumoral (Ostman, 2004) (Andrae et al., 2008).

La pertinence d’évaluer le récepteur PDGFR dans les carcinomes nasaux chez le chat repose
sur deux points : le facteur PDGF est impliqué dans la prolifération cellulaire et en particulier dans
le développement tumoral. De plus, des spécialités vétérinaires ciblant PDGFR sont actuellement
disponibles en médecine vétérinaire, comme Masivet ND et Palladia ND précédemment
mentionnées.
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Conclusion

Les carcinomes sensu largo constituent en termes de prévalence la deuxiéme tumeur nasale
chez le chat aprés les lymphomes, avec une majorité d’adénocarcinomes nasaux. Les chats atteints
de carcinome nasal sont préférentiellement des animaux agés, sans prédisposition de race ou de
sexe. Les signes cliniques spécifiques principalement rencontrés sont un jetage plus ou moins
associé a une eépistaxis, des éternuements, une dyspnée et de maniére plus occasionnelle une
déformation faciale et de I'épiphora. Les examens d’orientation privilégiés sont des examens
tomodensitométrique et rhinoscopique. Le diagnostic de certitude passe par un examen histologique
sur biopsies nasales.

Les options thérapeutiques des carcinomes nasaux sont actuellement limitées chez le chat
et privilégient la radiothérapie externe, technique peu ciblée aux cellules tumorales, lourde en temps,
en co(t et en effets secondaires et peu disponible sur le territoire frangais. De nouvelles voies de
traitement sont actuellement en recherche, particulierement en médecine humaine : les thérapies
ciblées ont pour avantages d’agir préférentiellement sur les cellules tumorales, de diminuer les effets
secondaires et de faciliter la disponibilité et 'administration du médicament.

Les ITK sont une famille de molécules de thérapie ciblée en plein essor depuis le début du
siécle et arrivés sur le marché vétérinaire depuis plus de dix ans. Leur utilisation est particulierement
décrite dans le traitement de certaines tumeurs, en médecine humaine comme en médecine
vétérinaire, en alternative aux traitements de chimiothérapie et radiothérapie.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés en particulier au récepteur VEGFR
participant aux phénomenes d’angiogenése nécessaires a la croissance tumorale. Son expression
a été décrite chez le chien et notamment dans les carcinomes nasaux mais aucune étude concluante
n’a mis en évidence I'expression de VEGFR dans des tumeurs chez le chat.

Notre étude n’a pu étre menée a terme du fait d’'une difficulté a mettre au point le protocole
expérimental sur témoins positifs. L’évaluation de VEGFR dans les carcinomes nasaux de chat et
donc encore a déterminer afin de pouvoir justifier I'utilisation des ITK dans le traitement de ces
tumeurs chez le chat.

A l'issue de nos manipulations, il est donc proposé de renouveler les expériences menées
en changeant d’anticorps anti-VEGFR-2 utilisé par un autre anticorps anti-VEGFR et en s’assurant
de la qualité du flacon utilisé. Il pourrait également étre envisagé I'étude d’'un autre RTK tel que le
récepteur PDGFR, impliqué dans la prolifération et survie cellulaires et dont I'activité est liée a celle
de VEGFR dans les phénoménes d’angiogenése.
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Annexes

Annexe 1 - Signalement des chats inclus dans I'étude

Légende des races : 1 = Européen ; 2 = Maine Coon ; 3 = Ragdoll ; 4 = Sacré de Birmanie.

N° de dossier Nom Race Age Poids Maile Femelle Castré Stérilisée

1 A13-882 Satine 1 17 4.4 0 1 0 1
2 A09-3275 Galinette 1 23 7.5 0 1 0 1
3 A14-13496 Mimi 1 19 3.5 0 1 0 1
4 Al16-3764 Bettyblue 4 13 2.2 0 1 0 1
5 A10-2534 Savana 1 21 3.2 0 1 0 0
6 Al11-2608 Casimir 1 17 6.65 1 0 1 0
7 A18-10733 Simba 2 11 4.75 1 0 1 0
8 Al11-7437 Flamme 1 10 5.5 0 1 0 0
9 A07-322 Venus Star 3 16 5.4 0 1 0 1
10 A19-7736 Pépére 1 10 4.45 1 0 1 0
11 A08-3843 Kiki 1 11 3 0 1 0 1
12 A12-1781 Poum 1 13 5 1 0 0 0
13 A19-1668 Gribouille 1 10 6.345 1 0 1 0
14 A16-9611 Canelle 1 14 3.3 0 1 0 1
15 A20-10153 Moki 1 5.5 3.2 1 0 1 0
16 A20-10439 Flocon 1 15 3.4 1 0 1 0
17 A09-11776 Eccio 4 11 3 1 0 1 0
18 A21-1219 Rubi 1 NR 3 1 0 1 0

Total : 9 9 8 7

Moyenne : 13.91 4.32
Médiane : 13 3.95

Annexe 2 - Caractéristiques épidémiologiques des chats inclus dans I'étude

NR = non renseighé

Age de Latéralité Aspect
N° de dossier <10 ans déclaration Jetage
symptomes Unilatéral Bilatéral Sanguinolent Purulent Mucopurulent
A13-882 0 17 1 1 0 1 0 0
A 09-3275 0 21 1 1 0 1 0 0
A14-13496 0 18.7 1 0 1 1 0 0
A16-3764 0 12.8 1 0 1 0 1 0
A10-2534 0 21 1 0 1 1 0 0
A11-2608 0 16.5 1 1 0 0 1 0
A18-10733 0 10.9 1 1 0 1 0 0
Al11-7437 0 10 0 0 0 0 0 0
A07-322 0 15.9 1 1 0 0 0 1
A19-7736 0 10 0 0 0 0 0 0
A08-3843 0 10.8 1 1 0 1 1 0
A12-1781 0 12.8 1 1 0 0 1 0
A19-1668 1 9.3 0 0 0 0 0 0
A16-9611 0 13.9 0 0 0 0 0 0
A20-10153 1 5.4 0 0 0 0 0 0
A20-10439 0 14.9 1 1 0 0 1 1
A09-11776 0 10.8 1 1 0 0 0 1
A21-1219 NR NR 1 1 0 0 0 1
Total 2 13 10 3 6 5 4
% 11.1% 72.2% 55.6% 16.7% 33.3% 27.8% 22.2%
Moyenne 13.6
Médiane 12.8
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Latéralité Aspect
Ecoulements

N° de dossier Muco- Eternuements Dyspnée Respiration sifflante  Toux  Stertor

oculaires Unilatéral Bilatéral Séreux
purulent

A13-882
A 09-3275
A14-13496
A16-3764
A10-2534
A11-2608
A18-10733
A11-7437

A07-322
A19-7736
A08-3843
A12-1781
A19-1668
A16-9611
A20-10153
A20-10439
A09-11776
A21-1219

Total
% 33.3% 27.8% 5.6% 33.3% 0.0% 66.7% 55.6% 27.8% 38.9% 27.8%
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Latéralité :
5 . . S Anorexie / )
N° de dossier Reverse Sneezing Dysphagie Epistaxis i Hyperthermie Abattement
Unilatéral  Bilatéral Dysorexie
A13-882 0 0 1 1 0 0 0 0
A 09-3275 0 0 1 1 0 0 0 1
A14-13496 1 0 1 0 0 0
A16-3764 0 1 0 0 0 1 1 0
A10-2534 0 0 1 NR NR 0 0 1
A11-2608 0 0 0 0 0 0 0 0
A18-10733 0 0 1 NR NR 1 0 1
A11-7437 0 0 0 0 0 0 0 0
A07-322 0 1 0 0 0 0 0 0
A19-7736 0 1 0 0 0 1 0 0
A08-3843 1 1 1 1 0 1 0 1
A12-1781 0 0 1 NR NR 0 0 0
A19-1668 0 0 0 0 0 0 0 0
A16-9611 0 0 0 0 0 0 0 0
A20-10153 0 0 0 0 0 1 0 0
A20-10439 0 0 0 0 0 1 1 1
A09-11776 0 0 1 NR NR 0 0 0
A21-1219 1 0 1 1 0 1 0 0
Total 2 4 9 4 1 7 2 5
% 11.1% 22.2% 50.0% 22.2% 5.6% 38.9% 11.1% 27.8%
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Annexe 3 - Analyses sanguines des chats inclus dans I'étude

. . BIOCHIMIE
N° de dossier — - -
Glucose Urée Créatinine PT Albumine  Globulines ALAT
Unité g/L g/L g/L g/L g/L g/L uI/L
A13-882 2.01 0.65 11 81 33 68
A09-3275 1.47 0.75 29 77 33 56
A14-13496
A16-3764 75
A10-2534 0.8 0.5 12 58
A11-2608
A18-10733 1.4 0.609 22.9 64 41
A11-7437 1.04 0.5 18 82 34 47
A07-322 1.6 0.43 14 88 36 38
A19-7736 1.88 0.537 13.4 84 34 132
A08-3843
A12-1781 13 72
A19-1668 1.74 0.43 14 91 33 58 32
A16-9611 1.33 0.64 14 75 32 44 33
A20-10153 1.11 0.312 12.5 72 32 56
A20-10439 0.97 0.546 16.5 75 30 64
A09-11776 0.62 19.8
A21-1219 16 68
Moyenne 1.40 0.54 16.15 77.23 33.00 47.67 56.82

o . HEMATOLOGIE
N° de dossier
GR Hb TCMH  CCMH IDG Plaquettes VPM GB Lymphocytes Monocytes
Unité 10712/L - g/dL - 1079/L fL 1079/L 1079/L 1079/L
A13-882 9.73 14 39.9 41 14.4 35.1 73.9 97000 15270 1680 310
A09-3275 6.67 9.8 27.8 41.7 14.7 35.3 148.7 | 378000 4870 330 210
A14-13496
A16-3764
A10-2534
A11-2608
A18-10733 9.08 13.8 41.6 45.8 15.2 33.2 13.6 129000 8600 1700 390
A11-7437 8.01 12 334 41.7 15 35.9 465000 22300 1560 890
A07-322 10.33 16.3 42 40.7 15.8 38.8 170000 6990 1260 350
A19-7736 6.26 8.7 26.3 42 13.9 33 28.5 102000 14.5 23300 2200 540
A08-3843
A12-1781 49
A19-1668 5.47 6.7 20.3 37.1 12.2 33 539000 9170 1780 540
A16-9611 9.53 13 35.7 37.5 13.6 36.4 315000 6140 3193 246
A20-10153 8.52 12.5 34.4 40.4 14.7 36.3 176000 6760 2430 330
A20-10439 9.21 13.4 38 46.6 14.5 14.5 576000 16960
A09-11776
A21-1219 30
Moyenne 8.28 12.02 | 34.87 41.45 14.40 33.15 66.18 294700 | 14.50 [12036.00f 1792.56 422.89
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N° de dossier

IONOGRAMME

ENDOCRINOLOGIE

Neutrophiles Potassium Calcium ionisé Phosphore Thyroxine
10°9/L Unité mmol/L mmol/L mmol/L nmol/L
12220 A13-882

4160 A09-3275
A14-13496
A16-3764 161 3.7
A10-2534
A11-2608
5860 A18-10733 159 4
18730 A11-7437
5170 A07-322
A19-7736 152.9 3.94 1.08
A08-3843
A12-1781
6680 A19-1668 0.98 53 41.2
2088 A16-9611 40 34.4
3410 A20-10153 151.4 4.58 1.27
A20-10439 156.2 4.11 1.25 64
A09-11776 49.48
A21-1219
7289.75 Moyenne 156.10 4.07 1.15 47.49 46.53

Annexe 4 - Résultats de I'examen tomodensitométrique des chats inclus dans I'étude

Latéralité Symeéstrie si bilatérale Lyse osseuse . Effets Atteintes
N° dossier Scanner - - - - .. Sécrétions X
Unilatéral Bilatérale Symétrique Asymétrique cartilagineuse masses sinusales
A13-882 1 0 1 0 1 1 1 1
A09-3275 1 0 1 0 1 1 1 0 1
A14-13496 0
A16-3764 0
A10-2534 1 1 0 0 0 1 0 0 1
A 11-2608 0
A18-10733 1 0 1 0 1 0 1 0 1
A11-7437 1 0 1 0 1 1 1 1 1
A07-322 1 0 1 0 1 1 0 1 0
A19-7736 1 0 1 0 1 1 1 1 1
A08-3843 0
A12-1781 1 1 0 0 0 0 0 1
A19-1668 1 1 0 0 0 0 0 0 0
A16-9611 0
A20-10153 1 1 0 0 0 1 1 0 1
A20-10439 1 1 0 0 0 1 1 1 1
A09-11776 1 1 0 0 0 0 1 0 1
A21-1219 1 1 0 0 0 1 0 1 1
Total 13 7 6 0 6 9 7 6 11
% 72.2% 53.8% 46.2% 0.0% 46.2% 69.2% 53.8% 46.2% 84.6%
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N° dossier - Latéralit‘é Adénopathie el AERRISECeS Réhaussement
Unilatérale Bilatérale I'espace bulles
A13-882 0 1 0 1 0 0
A09-3275 0 1 1 0 0
A14-13496
A16-3764
A10-2534 1 0 0
A 11-2608
A18-10733 0 1 1 1
A11-7437 0 1 1 1 0 1
A07-322 0 0 1 0 0
A19-7736 1 0 0 0
A08-3843
A12-1781 1 0 0 1 0 0
A19-1668 0 0 0 0 0
A16-9611
A20-10153 1 0 1
A20-10439 0 1 1
A09-11776 1 0 0 1
A21-1219 1 0 1 1 1
Total 5 6 7 3 1 4
% 38.5% 46.2% 53.8% 23.1% 7.7% 30.8%

Annexe 5 - Résultats d'endoscopie des chats inclus dans I'étude

NR = non renseignhé

N° de dossier

A13-882

Endoscopie

o
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Annexe 6 - Bilan d'extension des chats inclus dans l'étude

NR = non renseignhé

N° de dossier Métastases Pulmonaire Nceuds lymphatiques Autres
A13-882 1 1 0 0
A09-3275 1 0 1
A14-13496 0 0 0 0
A16-3764 0 0 0 0
A10-2534 0 0 0 0
A11-2608 0 0 0 0
A18-10733 1 0 1 0
Al11-7437 0 0 0 0
A07-322 0 0 0 0
A19-7736 NR NR NR NR
A08-3843 0 0 0 0
A12-1781 0 0 0 0
A19-1668 0 0 0 0
A16-9611 0 0 0 0
A20-10153 0 0 0 0
A20-10439 NR NR NR NR
A09-11776 0 0 0 0
A21-1219 1 0 1 0
Total 4 1 3 0
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MISE AU POINT D’UN PROTOCOLE D’EVALUATION DE L’EXPRESSION
DE VEGFR-2 DANS LES CARCINOMES NASAUX FELINS PAR
IMMUNOHISTOCHIMIE

AUTEUR : Florian GUEGANOU

RESUME :

Les carcinomes nasaux sont la deuxiéme tumeur nasale la plus représentée chez le chat
derriére les lymphomes nasaux, avec une majorité d’adénocarcinomes. La prise en charge
actuellement recommandée est la radiothérapie externe, dont les études montrent une efficacité
satisfaisante mais qui reste un traitement peu ciblé aux cellules tumorales, lourde en temps, en codt
et en effets secondaires et peu disponible sur le territoire frangais. De nouvelles voies thérapeutiques
sont en recherche en médecines humaine et vétérinaire et les thérapies ciblées semblent
prometteuses comme traitement anti-cancéreux ciblé aux cellules tumorales, présentant peu d’effets
secondaires avec une bonne disponibilité et une facilité d’administration. Les inhibiteurs des tyrosine
kinases sont une famille de molécules de thérapie ciblée particulierement en développement comme
traitement anti-cancéreux.

Le facteur de croissance endothélial vasculaire VEGF est une protéine impliquée dans la
vasculogenése au cours de I'embryogenése et dans l'angiogenése au cours de phénoménes
physiologiques. L’'implication de VEGF a également été montrée dans les processus tumoraux, en
favorisant une angiogenése excessive au sein de la tumeur permettant ainsi sa croissance. Son
récepteur VEGFR est en particulier la cible d’inhibiteur des tyrosine kinases dont une spécialité
vétérinaire est actuellement disponible sur le marché vétérinaire : le tocéranib, de nom déposé
Palladia ND. Son efficacité a été démontrée chez le chien en particulier sur les adénocarcinomes
des sacs anaux et des tumeurs neuro-endocrines et des premiers résultats prometteurs ont été
publiés notamment sur les tumeurs gastro-intestinales stromales et les carcinomes nasaux.

Une étude rétrospective a été réalisée sur 18 chats atteints de carcinomes nasaux. La mise
au point du protocole d'immunohistochimie n’a pas donné de résultats satisfaisants et I'étude n’a
pas pu apporter de réponse quant a I'expression du récepteur VEGFR dans les carcinomes nasaux
chez le chat en comparaison a du tissu nasal sain. Un changement d’anticorps anti-VEGFR pourrait
étre envisagé dans un premier temps et I'étude d’autres récepteurs a activité tyrosine kinase tel que
PDGFR pourrait également étre intéressante.
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DEVELOPMENT OF A PROTOCOL FOR THE EVALUATION OF VEGFR-2
EXPRESSION IN FELINE NASAL CARCINOMAS BY
IMMUNOHISTOCHEMISTRY

AUTHOR: Florian GUEGANOU

SUMMARY:

Nasal carcinoma is the second most common nasal tumour in cats after nasal lymphoma,
with a majority of adenocarcinomas. The currently recommended treatment is external radiotherapy,
which studies show to be satisfactorily effective but which remains a treatment that is not very
targeted at the tumour cells, is time-consuming and costly, has high side effects and is not widely
available in France. New therapeutic issues are being explored in human and veterinary medicine
and targeted therapies seem promising as anti-cancer treatments targeted at tumour cells, with few
side effects, good availability and ease of administration. Tyrosine kinase inhibitors are a family of
targeted therapy molecules that are particularly under development as anti-cancer treatments.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a protein involved in vasculogenesis during
embryogenesis and in angiogenesis during physiological phenomena. VEGF has also been shown
to be involved in tumour processes, promoting excessive angiogenesis within the tumour and thus
enabling its growth. Its receptor VEGFR is in particular the target of tyrosine kinase inhibitors, of
which a veterinary speciality is currently available on the veterinary market: toceranib (Palladia ND).
Its efficacy has been demonstrated in dogs, particularly in anal sac adenocarcinomas and
neuroendocrine tumours, and initial promising results have been published, particularly in
gastrointestinal stromal tumours and nasal carcinomas.

A retrospective study was carried out on 18 cats with nasal carcinomas. The development of
the immunohistochemistry protocol did not give satisfactory results and the study could not provide
an answer to the expression of the VEGFR receptor in nasal carcinomas in cats compared to healthy
nasal tissue. A change of anti-VEGFR antibody could be considered as a first step and the study of
other tyrosine kinases receptors such as PDGFR could also be interesting.
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