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Introduction

Au début de I'évolution, les étres unicellulaires trouvaient leur nourriture dans
I'environnement et absorbaient les nutriments par diffusion passive ou active. En devenant
plus complexes, les étres multicellulaires sont également devenus plus épais, avec des tissus
spécialisés dans des fonctions trés différentes. Toutes les cellules n'étaient plus en contact
avec |'extérieur et devenaient dépendantes de leurs voisines pour se nourrir et survivre : un
systéme complexe de distribution des nutriments et de I'oxygene a été mis en cauvre pour les
apporter [a ou ils sont nécessaires, ce systéme est appelé systéme vasculaire. Composé d'une
pompe, le coaur, d'artéres, de capillaires et de veines, ce systeme assure la distribution du
sang, et donc des éléments qu'il transporte, a |'ensemble des cellules de I'organisme : il sagit
d'un réseau sillonnant les tissus, se divisant en fines artérioles puis en capillaires dont la
structure permet |e passage des éléments nutritifs vers les cellules avoisinantes. Les dernieres

étapes se font par diffusion, comme chez les étres primitifs.

C'est a ce réseau gue nous nous intéresserons ici : mis en place tres précocement lors de
I'embryogenése, il ne cesse de se développer et de se remodeler durant la croissance des
individus. Par contre, une fois parvenu a |'age adulte, ce réseau est relativement peu soumis
aux phénomenes de remaniement. Lorsque ces remaniements existent, ils sont la plupart du
temps liés a un état pathologique : nous essaierons dans ce travail de décrire I'ensemble des
mécanismes impliqués dans la sortie de I'éat quiescent vers I'état activé, ains que leurs

conséquences.

Dans un premier temps, nous décrirons les acteurs de |’angiogenese et les moyens
dinvestigation qui ont été développés pour en comprendre e fonctionnement. Ensuite, nous
aborderons les principales molécules de dialogue intercellulaire qui participent ala régulation
du phénomene. Enfin, nous évoquerons les situations dans lesquelles un déréglement se
produit, les conséquences qui en découlent, ainsi que les interventions thérapeutiques
envisageables dans ce domaine et qui sont actuellement en cours d'évaluation, pré-clinique ou

clinique.






|. Etude de lI'angiogenese

Apres avoir précisé la définition de I'angiogenése, nous aborderons les cellules impliquées
dans ce phénomene, les modéeles d'étude et les méthodes de recherche qui ont permis de

progresser dans la connai ssance de son fonctionnement.

A. Définitions

1. Angiogenese

L'angiogenese, phénomeéne consistant a générer de nouveaux capillaires sanguins a partir de
vaissealx pré-existants, intervient pendant le développement embryonnaire ainsi que dans de
nombreux phénomenes physiologiques comme par exemple l'ovulation, ainsi que dans des
phénomenes d'adaptation ou de réponse a une anomalie ou une agression : elle peut intervenir
suite a une obstruction vasculaire en générant des capillaires collatéraux, dans le déroulement

de I'inflammation ou dans |e cadre du mécanisme de la cicatrisation. ..

Nous nous limiterons ici a I'étude de ce phénomeéne lorsquil est lié & un phénoméne

inflammatoire ou tumoral en le désignant sous la terme de néoangiogenese.

L'activité des cellules endothéliales, principales actrices de ce phénomeéne, est régulée par un
systeme complexe de médiateurs, pro ou anti-angiogéniques, que nous décrirons un peu plus
tard.

2. Vasculogenese

La vasculogenese consiste en la différenciation in situ de précurseurs des cellules
endothélidles, les angioblastes, et leur association pour former les premiers vaisseaux
sanguins. Principalement observé au cours de I'embryogenése, ce phénoméne a également été
décrit a lI'age adulte. Les angioblastes circulants, issus de la moelle osseuse, sont capables de
sinsérer aux sites d'angiogenese tumoraux ou au niveau des vaisseaux collatéraux induits
suite au phénomene ischémique. lls peuvent étre isolés a partir de la moelle osseuse et
amplifiés in vitro grace au GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor),
d'ou leur possible utilisation en thérapie génique.
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B. Les cellules impliquées

1. Les cellules endothéliales

Ce sont des cellules aplaties qui forment un réseau continu ou discontinu, et sorganisent en
tubules que I'on appelle capillaires sanguins. L'origine supposée des cellules responsables du
phénomeéne de néoangiogenese a varié au cours du temps : issues des vaisseaux préexistants
dans un premier temps, on ne peut actuellement négliger I'existence de cellules précurseurs

circulantes, les angioblastes.

Dans les organes adultes, le renouvellement des cellules endothéliales est un phénoméne
extrémement lent. Ces cellules se réactivent sous |'action de certains signaux, puis, dans les
situations physiologiques, retournent a un état quiescent. Dans l'angiogenese dite
"pathologique”, il existe un déreglement de la balance en faveur des facteurs pro-

angiogénigues et on assiste a leur multiplication anarchique.

2. Les péricytes

Les péricytes sont des cellules primitives, communément considérées comme le dernier
vestige des cellules embryonnaires mésenchymateuses a I'ége adulte. Ce sont des cellules
étroitement accolées aux cellules endothéliales des capillaires, avec lesquelles elles partagent
leur membrane basale. Essentiellement présentes au niveau des capillaires, on en retrouve
guelques unes dans la tunique adventice des arteres ou des veines de petit diamétre. |l a été
suggéré que ces cellules puissent se transformer en fibroblastes ou en cellules musculaires
lisses.

3. Les cellules musculaires lisses

L es vaisseaux matures de plus gros diametre (au niveau artériel et veineux) sont entourés de
cellules musculaires lisses qui sont tres importantes pour assurer le soutien des cellules
endothéliales. Ces cellules assurent également |a vasomotricité et donc la régulation du flux
sanguin parvenant aux tissus. De par leur capacité a produire un certain nombre de

meédiateurs, les cellules musculaires lisses participent activement al'angiogenese.

Il faut noter que certains vaisseaux, en particulier les vaisseaux tumoraux, sont fréguemment
dépourvus de ces cellules, ce qui évoque une dysrégulation au niveau du remodelage

vasculaire.
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4. Etapes de la formation d'un nouveau capillaire

L'initiation du phénomene d'angiogenese nécessite une modification du phénotype des
cellules endothéliales sous I'effet d'une stimulation. Celle-ci peut étre physiologique, comme
I'hypoxie qui entraine la sécrétion d'un facteur mitogénique puissant appelé VEGF (vascular
endothelial growth factor), ou inflammatoire aprés une Iésion ou une infection, ou encore
associée a la présence d'une tumeur invasive. L'hypoxie est souvent le stimulus initial qui
enclenche la production d'une cascade de médiateurs pro et anti-angiogéniques, mais il existe
également des cas ou I'hypoxie est faible et la vascularisation importante.

La formation d'un nouveau vaisseau se décompose en plusieurs phases : les étapes initiales
comprennent la vasodilatation du vaisseau parental ce qui réduit la cohésion entre cellules
endothéliales adjacentes, |a dégradation de la membrane basale et du conjonctif adjacent par
des protéases de type métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 ainsi que par les activateurs du
plasminogene. Les vaisseaux sont ensuite déstabilises sous I'action de |'angiopoiétine-2,
ligand du récepteur Tie-2 et ainsi antagoniste naturel de I'angiopoiétine-1.

Vient ensuite une phase de migration des cellules endothéliales, de prolifération, d'élongation
et de mitose puis celle dassemblage en tubules pour parvenir au bourgeonnement du
capillaire. La derniére étape consiste en la stabilisation des vaisseaux pendant ce qu'on appelle
la phase de maturation : il sagit du recrutement de péricytes et de cellules musculaires lisses,
ains gue la formation d'une nouvelle membrane basale, processus impliquant le platelet-
derived growth factor-BB (PDGF-BB), I'angiopoiétine-1 et le Transforming Growth Factor-3
(TGFB). Certains vaisseaux, une minorité, vont encore évoluer en augmentant leur diametre et
I'épaisseur de leur paroi. A ce stade, ils sont encore tres dépendant de la présence de facteurs
comme le VEGF : le réseau peut encore régresser complétement en son absence. Si le
vaisseal ne régresse pas, il simplante définitivement et la machinerie de |'angiogenése
séteint. Les expériences de Gerber et coll. montrent effectivement que le VEGF n'est plus

nécessaire a la survie des individus adultes alors qu'il est encore strictement indispensable

chez le nouveau-né et jusqu'a 4 semaines de vie [69].
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C. Modeéles d'étude

L'angiogenese est régulée par de nombreux médiateurs intercellulaires : des modeles d'étude
ont été mis au point pour étudier et individualiser les effets de chacun d'entres eux, ainsi que
ceux de molécules synthétiques. La culture de cellules endothéliales in vitro est extrémement
importante pour tester I'activité de composés sur une fonction déterminée et précise, telle que
la capacité de migration, |'activité mitogénique ou la sécrétion de cytokines et autres
médiateurs. L'angiogenese in vivo est bien sir beaucoup plus complexe et les effets observés

in vitro ne sont pas toujours confirmés par les modélesin vivo.

1. Invitro

a) Cellules endothéliales en monocouche

Les cellules endothéliales peuvent étre cultivées in vitro en présence de facteurs de croissance
et on peut tester ainsi I'activité inductrice de la prolifération de molécules candidates. C'est un
test préliminaire, smple et rapide. Il est bien entendu nécessaire de tester cette activité en
paraléle sur des fibroblastes en culture afin de sassurer de la spécificité des composés vis a
vis des cellules endothéliales. Il est également nécessaire de tester I'activité spécifique des

CoOmposés anti-angiogéniques sur la prolifération induite par un facteur de croissance donné.

L'inconvénient de cette technique est sans doute qu'elle ignore totalement d'autres étapes

fondamental es du mécanisme angiogénique, telles que migration, formation de tubules, etc....

b) Matrigel ou gel de collagéne

Les cellules endothéliales sont isolées a partir de prélévements sur I'animal ou sur I'hnomme.
Elles sont placées sur un gel de collagéne dans du milieu de culture contenant 10% de sérum
de veau fodal. Une fois parvenues a confluence, le milieu est appauvri en sérum, ce qui rend
la présence de facteurs de croissance indispensable. Le comportement des cellules est observé
aprés 72 heures de culture. En présence des facteurs adéquats, les cellules vont évoluer versla
formation de tubules, dénombrables au microscope. Toutefois, on remarque une grande

hétérogénéité dans les résultats en fonction de la nature du collagene utilise.
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c) Bourgeonnement a partir d'anneaux aortiques

Des aortes de souris sont disséquées, puis découpées et déposées sur un support nutritif : des
néovaisseaux se forment alors a la périphérie de la coupe suite a la migration des cellules

endothéliales, proportionnellement, en nombre et en longueur, a l'intensité du stimulus

appliqué [135]. 11 sagit d'un essai en trois dimensions qui permet de tester des interactions
plus complexes : il al'avantage de prendre en compte des signaux provenant des cellules non-
endothéliales, comme des cellules musculaires lisses par exemple. Toutefois la quantification
se révele difficile, les besoins de croissance varient entre I'explant et les cellules en migration

et il est tres complexe de réaliser la culture en I'absence de sérum.

Pour pallier ces inconvénients, l'utilisation d'aortes embryonnaires a été développée,
notamment en raison du fait que ces cultures fonctionnent bien en I'absence de sérum et que le
phénotype des cellules endothéliales y est plus proche de ce que I'on retrouve dans la
microvascularisation des réactions angiogéniques pathologiques que lorsqu'on utilise des

aortes dindividus adultes [10].

d) Essai de la membrane chorioallantoidienne (CAM assay)

Les embryons de poulet sont prélevés apres 72 heures d'incubation et maintenus in vitro
pendant 8-12 jours. La membrane chorioallantoidienne est une structure embryologique
externe qui se développe 2 a 3 jours apres e prélévement de I'embryon. Une fois dénudée, on
peut placer le composé a tester a la surface de la membrane et observer I'inhibition de la
croissance des vaisseaux en 48 heures environ. Cet essai prend en compte une beaucoup plus
large part du processus angiogénique, de la prolifération des cellules a la dégradation de la
matrice extracellulaire, et il a 'avantage de permettre un suivi en continu du processus

angiogeénique.

Toutefois, la membrane chorioallantoidienne est elleméme une structure dont la
vascularisation est croissante, ce qui peut parfois masquer I'effet de certaines molécules. De
plus, si la molécule a tester possede des propriétés vasodilatatrices, on risque d'observer des
résultats faussement positifs, tout simplement parce que des vaisseaux de faible diameétre,
invisibles au microscope, vont se dilater et donc devenir visibles, ceci sans qu'il y ait aucune
croissance de néovaisseau. |l arrive également d'observer des faux négatifs, comme, par
exemple, les produits induisant un cedeme qui apparaissent quasi Systématiquement

antiangiogéniques.
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e) Limites des essais in vitro

La pharmacocinétique est ignorée dans ce type d'essai, qu'il sagisse de la dégradation des
produits pendant la durée de I'incubation (48 a 72 heures), ou de la métabolisation possible in
Vivo qui peut tout aussi bien désactiver qu'activer la molécule. |l faut dans tous les cas se
méfier des effets non-spécifiques des composés, des faux négatifs dus a un défaut de
solubilité et des faux positifs liés, par exemple, a des produits irritants qui induisent une

vascul arisation secondaire a l'inflammation.

Une des difficultés majeures pour la culture in vitro réside dans I'obtention d'un nombre
suffisant de cellules primaires. De ce fait, la plupart des tests utilisent des cellules multipliées
in vitro, ce qui expose a des altérations dans le stade d'activation (en état de multiplication au
lieu du stade quiescent observeé in vivo), le caryotype, I'expression d'antigénes de surface et

les capacités de croissance de ces cellules.

L'angiogenese est principalement un phénomene survenant au niveau de la
microvascularisation, or les modéles in vitro utilisent des cellules dérivées des gros vai sseaux.
Ceci pose le probleme de I'extrapolation des résultats obtenus. De plus la nature de ces
vaisseaux implique également une forte hétérogénéité d'ou des résultats parfois difficilement
interprétables : en effet, toutes les cellules endothéliales ne sont pas identiques et leur capacité
de réponse a différents facteurs de croissance ou d'inhibiteurs varie suivant les organes qui en
sont sources. Par exemple, les cellules endothéliales tumorales augmentent fortement
I'expression de leur molécules d'adhésion et autres intégrines, de méme les cellules

endothéliales du cerveau ont une morphologie et un profil enzymatique caractéristiques [10],

2. Invivo

a) Essai de la membrane chorioallantoidienne (CAM assay)

Cet peut également étre pratiqué in ovo, ce qui est plus simple techniguement que la
culture de tissusin vitro, mais qui présente le désavantage d'étre plus difficile a quantifier. Les
caufs sont pré-incubés 72h, une ouverture est pratiquée dans la coquille et la membrane
coquilliere, une greffe de cellules ou d'éponge imbibée de compose est ensuite déposée sur la
membrane chorioallantoidienne. L'ouverture de la coquille doit se faire avec beaucoup de
précautions pour ne pas provoquer dirritation de la membrane. L'ouverture doit ensuite étre
bouchée jusgu'a la fin de I'expérience, ce qui empéche de réaliser un suivi dans le temps : en
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effet, la membrane est extrémement sensible aux variations de tension partielle en oxygene, la

réouverture séquentielle est donc une source de biais important pour I'évaluation finale.

b) Vascularisation cutanée

(1) Matrigel
Le matrigel est un matériau riche en laminine qui a la propriété d'étre liquide a 4°C et semi-
solide a 37°C. Il peut donc servir de support pour des cellules ou des composés qui sont
mélangés au liquide, lui-méme est injecté en sous-cutané aux animaux et il se gélifie in situ.
La mesure de |'action angiogénique des composés se fait par I'évaluation de |'extension des

vaisseaux atravers le matrigel ou par la mesure de I'hémoglobine totale contenue dans le bloc

[143]. comme le matrigel est un matériau avasculaire, il n'existe pas de bruit de fond. Dansla
pratique, il existe une variabilité considérable dans ce test, principalement due a la difficulté
de générer des blocs identiques en trois dimensions, méme si |e volume injecté est constant.
L'analyse histologique est longue et la numération des vaisseaux sanguins est difficile. La
quantification de I'hémoglobine ne permet pas de différencier les capillaires et les gros

vaissealX.

(2) Chambretransparenteintra-cutanée

C'est une technique historique de mesure de I'angiogenése in vivo [4]. Elle consiste a
implanter une chambre transparente contenant des cellules ou des composés adsorbés sur des
éponges au niveau de la peau : ceci permet de visuaiser la cinétique de croissance des
microvaisseaux, car elle permet des observations microscopiques in situ. Elle est également
adaptée a la mesure des événements hémodynamiques comme la perturbation de la pression
artérielle. La pose de la chambre est toutefois difficile et la procédure chirurgicale a des

répercussions sur la vascularisation, parfois non-négligeables comparées au phénomene étudié

[203]. De nombreuses adaptations de cette technicue ont été décrites.

c) Vascularisation de I'ceil

(1) Cornéenne
La cornée est un tissu transparent et avasculaire al'état physiologique. La vascul arisation peut
étre suivie au cours du temps sans sacrifice des animaux comme pour le matrigel : les
vaisseaux apparaissent au niveau du limbe et progressent en direction du centre de la cornée.
Il est donc relativement facile de dénombrer et de mesurer longueur et diamétre des
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neéovaisseaux. Un composé angiogénique est injecté sous anesthésie dans le stroma, entre les
membranes interne et externe de la cornée et face a la pupille. On peut également introduire
un tampon (éthylene-vinyl-acétate ou hydron) imbibé de composé pour lequel |a libération
sera ainsi prolongée, ou méme effectuer des greffes tumorales. L'inconvénient de ce modele
est la régression spontanée des vaisseaux qui intervient entre 8 et 12 jours selon I'espéece,
notamment une fois que la molécule pro-angiogénique utilisée pour induire la vascularisation
est épuisée. Cette régression empéche de généraliser a des modeles tumoraux par exemple ou

il n'existe pas de régression spontanée.

(2) Rétinienne

Il sagit d'un modele de néovascularisation rétinienne liée a I'exposition de I'animal nouveau-
né a l'oxygene (>98%) [72]. Cette exposition entraine I'oblitération des vaisseaux postérieurs
de la rétine. Les animaux sont ensuite placés dans un environnement normoxique ce qui va
entrainer une hypoxie dans la rétine a présent sous-vascularisée, d'ou l'induction d'une
néovascularisation. La meilleure reproductibilité dans ce modele a été obtenue lorsque les
animaux sont gardés 7 jours en normoxie avant I'exposition & I'hyperoxie [175]. La
quantification peut toutefois se révéler difficile.

(3) Choroidienne
La vascularisation choroidienne expérimentale est obtenue par une méthode de

photocoagulation au laser au krypton entrainant une destruction par brllure de la membrane

de Brunch [187],

d) Modéles d'ischémie musculaire

(1 périphérique
Les animaux sont anesthésiés, I'artére fémorale est isolée et ligaturée en 2 points. En ce qui

concerne les lapins, on peut étre amené a les revétir d'une protection destinée a empécher

['automutil ation.

Suite a l'obstruction de |'artere constituant la vascularisation principale des membres, on
assiste a la prolifération in situ de connections préexistantes en véritables artéres collatérales
via un processus appelé arteriogenese. Dans le modéle d'ischémie chirurgicale, on observe la
coexistence de ce phénomene, localisé a la partie proximale du réseau, et du phénomeéne

d'angiogenese, plus localisé au niveau des muscles. Le maximum de prolifération est observé

19



la premiere semaine suivant |'occlusion de I'artere fémorale, suggérant la libération quasi

immédiate des facteurs de croissance [9]. En effet, immédiatement aprés I'occlusion, les

monocytes libérent différents facteurs, dont le Monocyte Chemoattractant Protein (MCP-1) et

le basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) [12].

(2) Cardiaque
L'occlusion de l'artére coronaire circonflexe est rendue possible par I'utilisation d'un
constricteur améroide : ce matériel permet d'induire une ischémie progressive a mesure que
I'anneau se gonfle. L'occlusion est totale en une dizaine de jours. Ce procédé permet le
développement progressif des vaisseaux collatéraux [14]. A I'état physiologique, cest a dire
en |'absence de traitement, le flux sanguin est suffisant pour assurer la fonction cardiaque au
repos, par contre le myocarde est hypoxique lorsque la demande en oxygene augmente

(exercice physique).

e) Modéles tumoraux

(1) Murins
Il existe de nombreux modeles de tumeurs murines. Les cellules sont cultivées in vitro et
injectées a des souris de méme fond génétique : les souris sont alors généralement incapables
de reconnaitre la tumeur injectée comme leur étant étrangere puisqu'elle est génétiquement
identique. Certaines de ces tumeurs étaient spontanées a l'origine, d'autres ont été induites par

des mutagénes.

Il existe des tumeurs spécifiques des cellules endothéliales, ce qui est un modele particulier
dans I'étude de |'angiogenése puisque les cibles de |'anti-angiogenése sont a lafois les cellules
des vaisseaux, mais auss celles de la tumeur elleméme. Le cas des cellules EOMA

(hémangioendothéliome murin) en est un exemple typique.

(2) Xénogreffe chez la sourisimmunodéprimée
La souris nude est une souris athymique et dépourvue de poils. L'absence de thymus a pour
conséquence une absence de maturation des cellules T, d'ou un déficit immunitaire cellulaire
marqué. La souris SCID (Déficit Immunitaire Combiné Sévére) porte quant a elle une
mutation dans le géne rag, d'ou une incapacité de recombinaison somatique et |'absence de
maturation a la fois des cellules effectrices de I'immunité cellulaire et humorale adaptative.
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On recourt parfois a l'irradiation (non-létale) de ces souris pour supprimer toute immunité

résiduelle.

De part leur déficit immunitaire important, ces souris sont incapables de rejeter des greffes
tumorales, méme provenant d'une autre espece : des tumeurs humaines peuvent donc étre
implantées chez ces souris, soit a partir de cellules cultivées in vitro, soir directement a partir
de fragments prélevés lors de biopsie ou d'exérese chirurgicale d'une tumeur chez un patient.

D. Méthodes d'étude

1. Histologie et Immunohistochimie

La procédure pour dénombrer le nombre de vaisseaux sur une coupe histologique est la
suivante : le fragment tumoral est inclus dans un bloc de paraffine ou congelé. Plusieurs
coupes sont colorées en hématoxyline-éosine et une région représentative de la tumeur est
choisie. Des coupes additionnelles de 5um d'épaisseur sont réalisées a proximité de cette
région afin détre révélées en immunohistochimie. Plusieurs marqueurs des cellules
endothéliales peuvent étre utilisés : chez I'nomme, on utilise le Facteur de VVon Villebrand (ou
antigéne du facteur VII11), I'anti-CD31 (anti-PECAM ou encore Anti-Platelet-Endothelial Cell
Adhesion), I'anti-CD34, I'anti-collagéne de type IV (marquant plus précisément la membrane
basale), I'anti-vimentine ; chez la souris, on peut auss utiliser de I'anti-PECAM, |'anti-actine
lisse (qui marque les cellules musculaires lisses entourant |es vaissealx). Tous ces marquages

doivent étre corroborés par |'examen morphologique.

L es tumeurs sont tres rarement vascul arisées de fagon uniforme : il existe ce que I'on appelle
des "hot spot”, c'est a dire des régions tres fortement vascularisées. Ce sont ces régions qui
doivent étre examinées et au niveau desguelles seffectue le dénombrement des vaisseaux.
Plusieurs champs du microscope doivent étre dénombrés de la méme fagon. On peut
remarquer que la distribution de la vascularisation est différente dans les sarcomes et les
carcinomes : homogene dans les sarcomes, €elle est davantage localisée en foyers dans les

carcinomes.

2. Mesure du flux sanguin par microsphéres

Des microbilles de polystyrene (15 pum de diametre), colorées ou radio-marquées, sont

injectées dans I'atrium ou le ventricule gauches des animaux. Apres stabilisation, les animaux
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sont sacrifiés et le nombre de billes présentes dans les zones ischémiques et non ischémiques
des muscles est mesuré : de par leur taille, les billes sont incapables de franchir le réseau

capillaire et restent donc bloquées dans les tissus. Leur nombre a un endroit donné reflete

l'intensité du flux sanguin dans ce tissu [14].

3. Micro-angiographie

Un produit de contraste radio-opague a base d'iode est injecté par cathéter intraveineux. Des
clichés radiographiques sont ensuite réalisés. Le produit apparait en blanc sur les
radiographies. Chez la souris, cette technique est utilisée pour mesurer par exemple la
vascularisation des membres ou celle de tumeurs grace a l'injection du produit de contraste

dans |'aorte dorsale.

L'angiographie permet la visualisation de la morphologie des vaisseaux, allant des variations
de calibre aux ondulations et sinusoides. L 'utilisation de I'angiographie en clinique est limitée
a guelques cas dinterventions chirurgicales a cause du caractére fortement invasif de cette
technique.

4. Echographie et laser doppler

Cette technique permet de mesurer la présence d'un flux dans les vaisseaux, sa vitesse et la
résistance intra-vasculaire (qui reflete la pression interstitielle). Des ultrasons sont envoyés
par la sonde échographique vers les tissus et, suivant la densité de ces tissus, ils sont réfléchis
vers la sonde qui les capte, les analyse et reconstruit le plan de coupe sous forme dimage en 2
dimensions. Lorsgue les ultrasons percutent un corps en mouvement, ici les cellules
sanguines, ils sont réfléchis mais leur longueur d'onde est modifiée. L'appareil est capable
d'interpréter ces variations et d'en déduire la vitesse des ééments en mouvement : cette vitesse
est visualisée par un dégradé de couleur sur |'écran.

Cette technique, peu invasive, ne permet quasiment pas en revanche dexplorer la
morphologie des vaisseaux. De plus, lorsque le flux est trop lent, la sensibilité de la technique
est insuffisante ce qui limite la détection des capillaires sanguins. Il existe toutefois des
produits de contraste échographiques qui diminuent le seuil de sensibilité de la technique :

I'air est un élément qui ne laisse par passer les ultrasons et ces produits de contraste sont donc

constitués de minuscules bulles d'air qui sont injectées en 1V [106].
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L'étude de la pulsatilité et de la résistance vasculaire est possible par cette technique,

toutefois, Delorme et Knopp rapportent que ces mesures dans le cancer du sein n'apportent

pas de bénéfice pour le diagnostic [54]. Pour le diagnostic des mélanomes, une relation a été
démontrée entre la vascularisation visualisée par échographie-doppler et I'indice de pronostic
histologique de Breslow, d'ou la possibilité de planifier la chirurgie pour éviter une deuxiéme

intervention de curage péri-tumoral [107].

Le laser doppler est une technique similaire, mais c'est un faisceau laser qui remplace les
ultrasons. La résolution en surface est beaucoup plus fine mais ne concerne que quelques

dixiemes de millimetre en profondeur.

5. Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)

L'IRM consiste a mesurer point par point un signa physique dont l'intensité varie avec
différents paramétres tissulaires. L'intensité du signal, issu de l'aimantation nucléaire des
noyaux d'hydrogéne, dépend en particulier de la quantité d'eau présente dans les tissus et de
son organisation physico-chimique. Le contraste observé sur une image est la traduction

visuelle des différences relatives dintensité de signaux entre les différents points de I'image

[108]. Les vaisseaux d'un diamétre d'environ 4 mm peuvent étre visualisés,

Une capacité dacquisition des images suffisasmment rapide donne accés a des études
dynamiques des modifications du contraste aprés I'administration d'un traceur qui va, en
fonction de sa nature, diffuser différemment dans I'organisme. Les produits de contraste a
base de gadolinium ont des effets paramagnétiques : ces effets se traduisent par une
diminution du signal RMN (diminution due a des déphasages entre les signaux élémentaires)
aux interfaces entre milieux d'aimantation différentes. Lorsque le produit reste dans le
compartiment vasculaire, on observe la diminution du signal aux interfaces vai sseaux-tissus.
Ladiminution du signal observé dans un volume donné dépend de la concentration de produit
dans le vaisseau, mais est aussi proportionnelle a la densité vasculaire. 1l existe des produits
de contraste qui diffusent dans le milieu extra-cellulaire, entrainant de ce fait une
augmentation du contraste du parenchyme : le parenchyme des tumeurs malignes augmente
de contraste plus rapidement que les tissus adjacents di a I'augmentation de perméabilité de
leurs vaisseaux. Une acquisition rapide et sequentielle des images permet de visualiser la

cinétique de la prise de contraste et donc d'avoir des précisions sur les caractéristiques

tumorales [54].
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Une technique particuliére, I'RM-GRE pour "gradient recalled echo" [180], permet de
visualiser l'augmentation du flux sanguin dans le tissu dintérét et donc la capacité de
vasodilatation des vaisseaux. Les effets paramagnétiques de la déoxyhémoglobine (mais pas
de I'oxyhémoglobine) créent des variations locales du champ magnétique a proximité des
vaisseaux sanguins : l'interprétation se fait en comparant I'image obtenue lorsque I'animal
respire de |'oxygene pur et un mélange oxygene-CO2. Les tumeurs dont le réseau vasculaire
est tres dével oppé réagissent de maniere beaucoup plus importante que les autres.

L'IRM est donc une technique non-invasive permettant de quantifier I'angiogenése tumorale et
de suivre son évolution sous traitement. Elle est en pleine évolution et de nouvelles

technigues sont en cours de développement.

E. Stratégies d'investigation

De fagon non exhaustive, nous allons rappeler les principales stratégies utilisées en recherche

fondamental e pour étudier les fonctions d'une molécule.

1. Protéines recombinantes

L'utilisation de molécules synthétiques est une approche simple qui consiste a cloner le géne
dintérét et & synthétiser la protéine a partir de son ARN messager (Acide Ribonucléique). Le
codage moléculaire est parfaitement connu et les acides aminés peuvent étre assemblés selon
ce code. La difficulté, pour les genes eucaryotes, est de connaitre les séquences codantes
(exons) et non-codantes (introns) de la molécule. De plus, il existe des modifications post-
transcriptionnelles qui peuvent parfois étre essentielles & la fonction de la protéine. Une
parfaite connaissance de sa structure est donc nécessaire avant de produire des molécules
recombinantes. L'introduction d'un plasmide codant pour le géne dintérét dans des bactéries

de type E. Coli ou dans des levures permet ensuite une production a grande échelle.

2. Anticorps monoclonaux neutralisants

L'immunisation d'un animal par la protéine purifiée permet de générer des anticorps
polyclonaux, c'est a dire capable de reconnaitre plusieurs épitopes de la protéine. La fusion
des cellules B sécrétant ces anticorps avec des cellules B tumorales mais dépourvues de
récepteur immunoglobuline permet d'obtenir, par sélection et dilution limite, des clones de

cellules immortalisées secrétant chacun un anticorps mono-spécifique, appelé monoclonal.
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Certains anticorps sont dits "neutralisants" lorsque leur liaison ala protéine inhibe sa fonction

(site actif d'une enzyme ou zone de liaison a un récepteur par exemple).

3. Deoxynucléotides antisens

Il sagit de molécules de synthése constituées de la répligue complémentaire de tout ou d'une
partie d'un transcrit dARN messager : Il'assemblage avec leur complémentaire ARNm

empéche ce dernier d'étre traduit en protéine par la machinerie cellulaire ribosomiale, d'ou

'absence de production de la protéine [176].

4. Souris Knock Out ou transgéniques

Les souris "Knock Out" (KO) sont des souris chez lesquelles le géne codant pour une protéine
donnée a été éiminé du génome par recombinaison homologue, c'est adire que I'ADN (Acide
Désoxyribonucléique) d'une cellule souche embryonnaire a été modifié et le géene dintérét
excisé. La celule souche est ensuite réintroduite dans un embryon de souris, et, si elle se
localise au niveau de lalignée germinale (phénomeéne aléatoire), pourra donner naissance a un
individu portant la délétion (2° génération). Ceci permet principalement d'appréhender la
fonction du géne pendant I'embryogenése, et plus tardivement, si la délétion n'est pas létale.
L es souris transgéniques sont au contraire des souris chez lesguelles un gene a été gjouté ou
modifi€, ou encore dont on a modifié le profil d'expression en changeant tout ou partie de son

promoteur.

5. Transfert de gene et thérapie génique

La thérapie génique permet une expression localisée et soutenue du transgene et limite les
effets indésirables systémiques. Plusieurs vecteurs existent avec chacun des avantages et des
inconvénients, mais ils ont tous en commun une cassette d'expression contenant un promoteur

modulateur, le transgene d'intérét et les signaux stop appropriés pour stabiliser I'ARNmM.

L'ADN peut étre transféré sous forme native par l'intermédiaire d'un plasmide : I'ADN
d'intérét est simplement intégré dans une structure circulaire. Il n'existe aucune limite de taille
du transgene pour cette méthode de transfert. |1 existe en fait trois méthodes d'administration :
la délivrance sous pression du plasmide, le "gene guns' qui est une méthode favorisant la
pénétration membranaire du plasmide par I'utilisation de particules servant de support pour le

plasmide, et I'incorporation a des liposomes, substances détergentes ou encore acides-aminés
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lipophiles (poly-L-Lysine). Le plasmide est capté via les endosomes cellulaires, transporté
vers les lysosomes et dégradé. Une faible proportion de I'ADN arrive jusqu'au noyau et se
localise épichromosomalement, ce qui évite les risques d'atération du génome. L'efficacité de
transfection est tres faible, toutefois I'intérét majeur réside dans son trés faible pouvoir

immunogene.

Au contraire, les vecteurs viraux sont tres efficaces pour transférer leur matériel génétique
vers le noyau des cellules infectées. Plusieurs types de virus sont utilisables pour le transfert

de génes:

e Les adénovirus sont des virus a ADN a double brin de 36 kb, entouré par une capside
protéique. Ces vecteurs peuvent transporter des transgénes de 7,5 kb. Le gene transféré
reste en position épichromosomale. La réponse immunitaire contre le virus limite la durée
d'expression du transgene, ce qui, dans le cas d'une thérapeutique pro-angiogénique, peut

étre un avantage pour éviter les risques d'angiogenése inappropriée.

e Les rérovirus sont des virus a ARN qui contiennent une enzyme appelée reverse
transcriptase qui convertit I'ARN viral en ADN lorsgue le virus est entré dans la cellule.
Cet ADN est intégré de maniere aléatoire au génome de I'héte lors de la réplication
cellulaire (phénoméne rare chez les cellules différenciées comme les cellules
myocardiques). L'intégration au génome pose plusieurs problemes : I'expression du
transgene pendant toute la durée de vie de la cellule héte, et le risque de mutagenese. Ces
problémes limitent pour I'instant I'utilisation des vecteurs rétroviraux aux seuls modéles

ani maux.

e Les virus associés aux adénovirus (AAV) sont en fait membres de la famille des
parvovirus. Ils contiennent de I'ADN simple brin qui peut contenir un transgéne de 5 kb,
suffisant pour la majorité des angiogéenes candidats. Ces virus sont non-pathogénes pour
I'nomme et peu immunogénes. Ils sintégrent de maniere aléatoire au génome mais ne
nécessitent pas des cellules qu'elles soient en phase de division.

La thérapie génique ex vivo consiste a prélever des cellules, a les transfecter en dehors de
I'organisme puis a les rémplanter. En ce qui concerne les thérapies pro-angiogéniques, ce
type de protocole ne se préte pas bien a la revascularisation cardiague ou des membres, par
contre, elle peut senvisager dans le cas de transplantation d'organe ou le coaur est perfusé ex

vivo par |'angiogéne pour éviter sa dissémination dans I'organisme.
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Pour optimiser |'utilisation des molécules pro-angiogéeniques, il est nécessaire de bien
contréler lavoie dadministration et la cinétique de production du transgéne. Les AAV, de par
leur nature peu immunogene et donc leur persistance plus prolongée dans |'organisme,
représentent un espoir de traitement plus efficace que les adénovirus. La combinaison
optimale des facteurs reste a déterminer dans chague situation. Pour la revascularisation
cardiaque, Webster rapporte une synergie entre VEGF et bFGF (basic Fibroblast Growth
Factor), VEGF et angiopoiétine-1, ainsi qu'entre VEGF et HGF (Hepatocyte Growth Factor)
[194]

La sécurité est également une question majeure : la dissémination des molécules pro-
angiogéniques pourrait favoriser la croissance d'une tumeur quiescente ou déclencher une
rétinopathie. Or les patients cibles de cette thérapeutique regroupent des personnes agées et

des diabétiques, ce probléeme ne doit donc pas étre ignoré.

Pour éviter les problemes liés a la dissémination du transgene, I'utilisation d'un promoteur
spécifique de molécules exprimées par les cellules endothéliales, comme par exemple le
promoteur des pré-proendothélines (PPE-1) qui sont des peptides produits par les cellules
endothéliales sous I'effet de I'hypoxie, des médiateurs inflammatoires ou de I'étirement des
vaisseaux par la pression sanguine, pourrait servir a diriger I'expression des genes d'intérét
vers les cellules endothéliales [189]. Webster suggére également I'utilisation d'un AAV, et un
promoteur du géne dintérét comportant des séquences HRE (hypoxia response elements)
activées par des HIF ("hypoxy inducible factors') spécifiques des tissus visés par la thérapie
génique. L'AAV est choisi pour son efficacité et sa capacité d'intégration au génome. Le géne

serait donc latent en conditions normales d'oxygénation, et activé en cas d'ischémie [194]
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Les mediateurs de I'angiogenese

Comme nous |'avons décrit dans la premiére partie, plusieurs types cellulaires interviennent
dans le déroulement du processus angiogénique. Ceci nécessite des moyens de
communication intercellulaire complexes que nous allons décrire. Les facteurs de croissance
sont les médiateurs les plus spécifiques et les plus puissants. Historiquement, ils ont souvent
été décrits comme des mitogénes d'ou leur nom de facteur de croissance. Les cytokines sont
des médiateurs impliqués dans la communication intercellulaire, elles peuvent entrainer des
modifications du phénotype de la cellule destinataire du message autant que sa multiplication
(expression de molécules de surface, sécrétion d'autres cytokines..). Les chémokines associent
aux fonctions des cytokines une capacité dattraction et donc d'orientation de la migration
cellulaire. En réaité, ces distinctions seffacent peu a peu au fur et a mesure que la
connaissance des molécules sapprofondie et que I'on découvre de nouvelles potentialités a
chacune d'entre elles. Enfin, nous aborderons les molécules d'adhésion, présentes a la surface
cellulaire, qui ne sont donc pas libérées comme les facteurs précédents, mais qui jouent un
r6le primordial dans le déroulement de |'angiogenese.

A. Les facteurs de croissance

1. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Le VEGF fut tout dabord décrit en 1989 comme un facteur mitogénique des cellules

endothéliales et un facteur augmentant |a perméabilité vasculaire [45]. Son importance en tant

que régulateur central de la vasculogenese est incontesté, comme en témoigne le phénotype

létal des souris dont le géne du VEGF a été supprimé [38].

Il sagit d'une glycoprotéine homodimérique de 34 a 46 kDa dont la séquence est faiblement
homologue des chaines A et B du Platelet Derived Growth Factor (PDGF). Actuellement,
cing genes de protéines de la famille du VEGF ont été décrits, plus des isoformes d'origine

virale.

Le VEGF est sécrété en réponse au stress hypoxigue ou ischémique, mais également suite ala
stimulation par certains facteurs de croissance (PDGF, Epidermal Growth Factor, TNFa,
TGFB1, IL-1B). Le VEGF est un facteur de survie et de prolifération des cellules

endothéliales microvasculaires humaines.
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Il en existe six isoformes issues d'un épissage aternatif de 'ARN messager : VEGF;2,
VEGF145, VEGF165, VEGF1g3, VEGF189, VEGF206. Les formes 121 et 165 sont prédominantes
mais l'activité du VEGF2; est 50 a 100 fois plus faible que celle du VEGFgs5. Les formes
longues contiennent des séquences de liaison aux heparan sulfate proteoglycans (HSPG) de la

surface cellulaire et de la matrice extra-cellulaire. Le VEGF est produit par les cellules

normales dans les phénoménes inflammatoires chroniques [84]. 11 est également sécrété par
un grand nombre de cellules néoplasiques différentes, dont les sarcomes de kaposi, gliomes,
mélanomes, cancers rénaux, myélomes et cellules leucémiques. Ces dernieres expriment les

récepteurs au VEGF dans 50 % des cas et le VEGF semble aors jouer un rdle autocrine,
comme par exemple pour les cancers d'origine hématopoiétique [19]. 1| a méme été suggeré

quiil puisse intervenir lors du passage du stade bénin au stade malin d'une tumeur [101],

Trois autres molécules de la famille ont été décrites. Le VEGF-B ne présente pas d'activité
mitogénique sur les cellules endothéliales, par contre, il induit I'expression et augmente
I'activité de urokinase Plasminogen Activator (UPA, voir 1l D 2). Ceci suggere que le VEGF-
B joue un réle régulateur de la dégradation de la matrice extra-cellulaire, et donc de la
migration cellulaire. Le VEGF-C est exprimé préférentiellement dans le poumon, le coaur et le
rein ains que dans les veines embryonnaires. Il sagit vraisemblablement d'un facteur de

croissance pour les cellules du réseau lymphatique [191]. Le VEGF-D, exprimé dans le
poumon et l'intestin, semble ére un mitogéne des cellules endothéliales microvasculaires.
Enfin, le Placental Growth Factor (PIGF) dont |'expression, contrairement a ce que son nom
évoque, n'est pas limitée au placenta (thyroide, poumon). Il en existe trois isoformes :
PIGF131, PIGF15; €t PIGF36.

Une protéine virale (VEGF-E ou Orf) de la famille des poxvirus est capable de se lier au
VEGF-R2 et alaneuropiline-1 : I'infection par ce virus provogue des |ésions caractérisees par
une prolifération et une dilatation anarchique de capillaires qui Sexplique par la capacité du
VEGF-E a e lier au VEGF-R2 et ainduire I'angiogenése [122]. La protéine HIV-1/Tat, qui,
elle, ne possede pas d'analogie structurale avec le VEGF, est pourtant capable de se lier au

VEGF-R2, et elle pourrait étre impliquée dans I'émergence du syndrome de Kaposi chez les

mal ades atteints par |e Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) [3].

L'hypoxie induit la production de VEGF et de PIGF mais n'influence pas celle de VEGF-B, C
ou D. Le mécanisme implique une augmentation de la transcription et de la stabilité des ARN
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messagers. En effet, la structure de I'ARN du VEGF le rend particulierement instable

(éléments déstabilisants au niveau des régions non-codantes en 3' et 5' du géene). L'hypoxie

active certains facteurs de transcription appelés "facteurs inductibles par I'hypoxie" (ou HIF).

C'est le cas de HIFo qui se dissocie de HSP90 (protéine de choc thermique), se transloque

dans le noyau et active des genes cibles dont les enzymes glycolytiques, I'érythropoiétine, le

VEGF et ses récepteurs [65]. Plusieurs arguments vont dans le sens d'une induction tissu

spécifique.

Plusieurs structures membranaires reconnaissent les peptides de la famille du VEGF :

L es récepteurs a tyrosine kinase caractérisés par un domaine extracellulaire comportant 7
domaines de type immunoglobuline et un domaine intracellulaire tyrosine kinase. Les 2
premiers domaines extracellulaires interviennent dans la reconnaissance du VEGF, le

troisieme alaliaison de haute affinité et le quatrieme a la dimérisation du récepteur.

0 VEGF-R1 ou Flt-1 : capable de lier VEGF121, VEGFis5, VEGF-B et PIGF,

phénomene induisant une autophosphorylation suivie d'une phosphorylation de
GAP et de la phospholipase-yC, ce qui aboutit a la migration des cellules
endothéliales. La liaison de Flt-1 implique aussi la production d'urokinase-type

Plasminogen Activator (u-PA) et l'activation de la Métaloprotéinase-2 de la

Matrice (MMP-2) [137].

0 VEGF-R2 ou Fk1 ou encore KDR : capable de se lier a tous les membres de la

famille excepté PIGF et VEGF-B. L'activation de FIk1 conduit a une cascade de

transduction du signal passant par |'activation de la protéine kinase C (PKC), de la

phosphoinositol-3 kinase [70], mais également, grace au recrutement de Grb2 et de

SOS al'activation de lavoie ras puis de laMAP kinase, sans oublier I'activation de

la JAK-STAT kinase [191] (voir figure 2). Ceci induit I'expression de nombreux
génes impliqués dans la prolifération. Ce récepteur joue également un réle

important pour la différenciation des hémangioblastes en cellules endothéliales.

VEGF-R3 ou Flt4 qui se lie au VEGF-C et D, et qui est présent au niveau des

angioblastes et des vaisseaux lymphatiques.
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e Les structures sans role de transmission du signal comme les HSPG (heparan sulfate

proteoglycans).

e Ou plus récemment découverte, la neuropiline, qui joue le réle de protéine chaperonne ou
de co-récepteur en augmentant la capacité de liaison du VEGF a son récepteur FIk1/KDR.
La neuropiline-1 se lie au VEGF¢s5, par la région issue de I'exon 7 (absente du VEGF;2,),
au VEGF-B et au PIGF. Les semaphorines, qui sont les autres ligands de la neuropiline et
qui interviennent dans la formation du tissu nerveux, agissent comme des inhibiteurs
competitifs du VEGF sur les cellules endothéliales. La présence de ces molécules et

récepteurs sur certaines cellules tumorales évoque un mécanisme complexe de contrdle de

'angiogenése par latumeur [123].

Le VEGF a été initialement appelé facteur de perméabilité vasculaire et il est le seul facteur
angiogénique a posséder cette caractéristique. Il induit cette perméabilité selon 2 voies
intracellulaires indépendantes : La voie dépendante de ras et des MAP Kinases ou il induit la
phosphorylation de la phospholipase A2 (PLA2), et la voie dépendante de la PLCy puis de la

PKC et aboutissant a la libération du calcium intracellulaire, ainsi qu'a |'activation de PLA2.

Dansles 2 cas, il y a ensuite production d'acide arachidonique et de PAF [172].

Il existe une isoforme naturelle soluble du VEGF-R1 issue d'un épissage alternatif, mais
aucune de VEGF-R2 ou R3. L'hypothése actuellement admise est qu'il pourrait Sagir d'un
récepteur leurre permettant de limiter la biodisponibilité du VEGF : la formation
d'hétérodimeéres, entre un récepteur membranaire et un récepteur soluble, est responsable de
I'incapacité du récepteur membranaire a transmettre le signal. Ceci éviterait la prolifération
des cellules endothéliales dans la lumiere des vaisseaux La surexpression de la forme soluble,

suite a une transfection ou a l'infection par un adénovirus recombinant, a montré sa capacité
diinhibition de I'angiogenése dans des modéles tumoratix ou physiologiques [82].

Il est intéressant de noter que Flt-1 peut également étre sécrété et agir dans ce cas comme un
compétiteur du VEGF en le captant. Comme le rappellent Carmeliet et coll., la délétion de

Flt-1 empéche le développement normal de la vascularisation, pourtant la délétion de son

domaine tyrosine kinase n'entraine pas ce genre d'effet : le récepteur VEGF-R1 pourrait donc
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avoir pour role principa de piéger le VEGF et de le rendre moins disponible pour le VEGF-
R2. La neutralisation du VEGF-R1 par un anticorps aboutit en effet a une potentialisation du
développement vasculaire. Le mécanisme d'action du PIGF pourrait également utiliser cette
propriété des récepteurs du VEGF : en occupant le VEGF-R1, le PIGF déplace le VEGF vers
le récepteur R2, beaucoup plus efficace dans la transduction du signal mitogénique, d'ou une
potentialisation de son effet. L'absence de PIGF se traduit effectivement par une diminution

de l'angiogenese pathologique, dans de multiples modeles in vivo (tumeurs,

néovascul arisation rétinienne, ischémie myocardique...) [39].
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Figure 2 : Différentes voies de signalisation intracellulaire du VEGF (d'aprés les descriptions

de Sirois et coll. [172], Gerber et coll. [70], Veikkolaet coll. [191])
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2. FGF (Fibroblast Growth Factor)

Ce médiateur appartient a la famille des facteurs de croissance liés a I'héparine. Il induit la
prolifération et la migration dirigée des cellules endothéliales ains que la production de

protéases. || est constitué d'une chaine polypeptidique simple d'environ 140 acides aminés.

Parallélement a son effet sur I'angiogenése, le FGF posséde de nombreuses cellules cibles : il
intervient dans I'hématopoiése normale, la différenciation des fibroblastes en adipocytes, c'est
un facteur de survie et un mitogene pour certaines cellules neuronales (oligodendrocytes,
astrocytes et cellules de Schwann), etc. Les FGF interviennent également dans la régénération

du cartilage.

Historiquement, le bFGF ou FGF-2 ou encore FGF basique fut le premier FGF isolé. Il induit
une forte mitogenese des fibroblastes et des cellules endothéliadles. C'est aussi un facteur
fortement chimiotactique pour ces cellules. Un second membre de la famille, le aFGF ou
FGF-1 ou FGF acide, fut isolé peu de temps apres. Il existe des oncogenes dont I'homologie
structurale avec le FGF est trés forte, comme int-2, hst ou FGF-5. Contrairement aux aFGF et
bFGF qui sont séquestrés a la surface cellulaire et dans la matrice adjacente, ces oncogenes
sont sécrétés. On peut noter que ni le aFGF, ni le bFGF ne possédent de peptide-signal

permettant leur exportation et le mécanisme impliqué dans le transfert vers I'extérieur de la
cellule n'est pas ducidé [177], mais il semble sagir d'un mécanisme actif, indépendant du
systéme réticulum endoplasmique/Golgi [62], et lié aux protéines de choc thermique (HSP)
[118]. La faible efficacité de libération de ces facteurs suggere qu'il puisse sagir d'une
cytokine secondaire, relayant le VEGF de maniére autocrine ou méme intracrine [29]. Le

bFGF est largement distribué dans | es tissus normaux et pathologiques alors que le aFGF reste
exprimé dans les tissus neuronaux, osseux et tumoraux. Le aFGF a également été impliqué

dans le mécanisme de néovascularisation des plaques d'athéroscl érose [132],

Plusieurs récepteurs ont été décrits : FGF-R1 ou flg, FGF-R2 ou bek, FGF-R3 et R4 [29]. Ces
récepteurs ont une structure commune, comprenant un domaine tyrosine kinase
intracytoplasmique conservé, un domaine transmembranaire et un domaine extracellulaire de
liaison au FGF dont il existe des variants issus d'épissage alternatif : la présence ou I'absence
de la premiére boucle de type immunoglobuline est responsable des variations d'affinité du
récepteur. Un récepteur a motifs riches en cystéine et dépourvu de propriétés de transmission

de signal a été décrit : sa fonction n'est pas connue actuellement. La liaison du FGF-2 a son
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récepteur induit sa dimérisation et son autophosphorylation. 1l sensuit la cascade classique de
phosphorylation impliquant la Phospholipase-Cy (PLCy) et la protéine ras. Les différentes
voies de transduction impliquées sont indépendantes et conduisent a des effets specifiques
[25]

Il a été suggéré par Roghani et coll. que les HSPG augmentent I'affinité du FGF pour ses
récepteurs, d'ou la potentialisation de son action [154] Les HSPG pourraient également jouer

un réle important de protection du FGF vis a vis des enzymes protéolytiques [25]. Dans le
sang, le FGF-2 sassocie a I'a,-macroglobuline ou a la forme tronquée du FGF-R1, cette
derniére étant également présente au sein de la matrice extracellulaire. Ces interactions avec

différentes molécules interviennent dans la régulation fine de la biodisponibilité du FGF.

Le FGF régule I'expression de nombreuses molécules impliquées dans |'angiogenése, des
collagénases a I'activateur du plasminogéene de type urokinase (UPA), aux intégrines [3; et

a\/B3.

3. HGF (Hepatocyte Growth Factor)
Le HGF est une glycoprotéine hétérodimérique de 82 kDa qui est le ligand du proto-oncogene
c-met, un récepteur a tyrosine kinase transmembranaire présent sur les cellules endothéliales

et les cellules musculaires lisses [133]. |dentique au Scatter Factor, sécrété par les
fibroblastes, il est capable dinduirein vitro lamotilité et I'invasion par les cellules épithéliales

normales ou malignes. Le HGF stimule la prolifération des cellules endothéliales in vitro et

I'angiogenése in vivo [37]. La concentration en HGF augmente dans les muscles sguel ettiques
ainsi que dans le myocarde aprés un stress ischémique. Il augmente secondairement la
production de VEGF par les fibres musculaires lisses et de Platelet Activating Factor (PAF)

par les macrophages [37].

36



4. PAF (Platelet Activating Factor)

C'est une molécule appartenant a la famille des phosphoglycérides alkyl acétylés, produites

par les neutrophiles, les macrophages et les cellules endothéliales [149]. || induit la
perméabilité des cellules endothéliadles cultivées en monocouche : des modifications du
sguelette cellulaire entrainent la rétraction cellulaire et la formation d'espaces intercellulaires
[35]

PAF induit également la migration dirigée des cellules endothéliales in vitro mais, d'aprés
Camussi, reste sans effet sur leur prolifération [36]. 1l stimule I'angiogenése in vivo par un
meécanisme dépendant de I'héparine. Le PAF semble relayer I'activité de HGF et du Tumor
Necrosis Factor o (TNFo) [37]. PAF pourrait également étre le messager responsable de la
perméabilité induite par le VEGF [172], La liaison de ces médiateurs (VEGF, HGF, TNFa)

avec leurs récepteurs respectifs induit I'activation de la PLCy et de la PKA (voir figure 3). La
PLCy induit la formation de diacylglycerol (DAG) qui active la PKC, et la libération du
calcium intracellulaire qui intervient dans la structure du cytosguelette. L'activité de la PKC et
de la PKA conjointement permet la secrétion de PAF. Les FGF ne stimulent pas I'activation
de la PKA, ce qui pourrait expliquer pourguoi ils n'induisent pas PAF. Le récepteur de PAF
interagit avec une protéine G qui active également la PLCy, ce qui correspond & une boucle
d'amplification du signal, boucle qui peut sexercer de maniére autocrine mais aussi paracrine

[172], Récemment, le monoxyde d'azote a également été impliqué comme relais de la

signalisation par PAF [129],
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5. PD-ECGF/TP (Platelet Derived Endothelial Cell Growth
Factor/Thymidine Phosphorylase)

Il sagit d'une protéine dimérique de 90 kDa présente dans les plaquettes sanguines mais
également dans les macrophages (dont les macrophages alvéolaires), les cellules de Kupffer,
les cellules stromales placentaires et les cellules endothéliales du placenta, des ovaires, des
glandes salivaires et du cerveau. Contrairement a la majorité des facteurs angiogéniques, le
PD-ECGF ne se lie pas al'héparine, alors quil aen commun avec les FGF de ne pas posséder
de séquence hydrophobe d'exportation et un mécanisme de sécrétion inconnu. |l stimule la

mitogenese et la migration des cellules endothéliales in vitro et induit I'angiogenése in vivo

[73]. Sa concentration est particulierement élevée dans les tumeurs solides, la synovie des

articulations atteintes de polyarthrite rhumatoide et les |ésions du psoriasis.

Il posséde une activité thymidine phosphorylase, essentielle pour son activité angiogénique
[126]. Elle consiste & déphosphoryler la thymidine en thymine et 2-deoxyribose-1-phosphate,
lui-méme dégradé en 2-deoxy-D-ribose : daprés Griffiths [73], ce dernier produit de
dégradation est responsable de la mitogenése et de I'activité chémotactive du PD-ECGF.

De maniére fortuite, il se trouve que I'activité angiogénique du PD-ECGF est bloquée par
I'utilisation en chimiothérapie du 5-fluorouracil (5-FU utilisé pour sa capacité a stopper la
réplication de I'ADN dans les cellules tumorales) : la thymidine phosphorylase catalyse
I'activation du 5-FU en y liant du 2-deoxyribose-1-phosphate, qui n'est alors plus disponible

pour étre converti en substance pro-angiogénique [73].

6. PDGF (Platelet Derived Growth Factor)

Il induit la croissance et la motilité des fibroblastes et des cellules musculaires lisses, mais
également des cellules endothéliales et des neurones. C'est un mitogene pour les cellules
musculaires périvasculaires. Son récepteur est retrouvé sur une partie des cellules
endothéliales seulement, en particulier les cellules microvasculaires et celles des tubules en
formation, mais il est absent des cellules quiescentes. Ceci va dans e sens d'une augmentation
d'un processus déja initié. Toutefois, lorsque le récepteur de PDGF n'est pas exprimé sur les
cellules endothéliales, il active les cellules musculaires avoisinantes, ce qui suffit & déclencher

la cascade de I'angiogenése [161],
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7. Angiopoiétines
Quatre molécules appelées angiopoiétines ont été décrites dont deux sont les ligands du
récepteur Tie2, ou Tek. Tiel et Tie2 sont des récepteurs exprimés spécifiquement sur les
cellules endothéliadles. Le ligand du récepteur Tiel n'est pas connu actuellement. Les
angiopoiétines sont des protéines glycosylées d'environ 70 kDa. L'angiopoiétine-1 intervient
dans la formation des tubules vasculaires : les souris KO pour Tie-2 possedent des structures
tubulaires mais il n'y a pas d'établissement de connections de type réseau vasculaire. La
liaison du récepteur Tie2 entraine une cascade de phosphorylations aboutissant a un signal de

survie cellulaire lié al'activité de la PI3 kinase. L'inhibition, via un récepteur leurre de Tie2,

de ce signal est efficace pour limiter la croissance tumorale chez la souris [89].

L'angiopoiétine-1 a un role stabilisateur pour les vaisseaux matures, gréace au recrutement des
cellules périendothéliales, et elle est exprimée constitutivement chez I'adulte. Elle n'a pas

d'activité in vitro sur les cellules endothéliales ce qui confirme que son mode d'action passe

par le recrutement des péricytes et des cellules musculaires lisses [24], Par contre,
I'angiopoiétine-2 est préférentiellement exprimeée au niveau des sites d'angiogenese active, ou
elle agit comme un inhibiteur compétitif de I'angiopoiétine-1 : elle inhibe l'interaction entre
les cellules endothéliales et les cellules support périendothéliales pour faciliter leur migration.
En présence de VEGF, cette déstabilisation de la matrice favorise la croissance des vaisseaux,

alors qu'en son absence celainduit plutt leur régression [91],

8. Somatostatine

La somatostatine est une hormone hypothalamique de type tetra-decapeptide. Elle inhibe la
libération par la glande pituitaire d'hormone de croissance et d'hormone stimulatrice de la
thyroide, et la libération d’hormone pancréatique et du tractus gastrointestinal. Elle agit
également comme un neurotransmetteur, immunomodulateur, ainsi que comme inhibiteur de
I'angiogenése et de la prolifération cellulaire. Elle se lie a des récepteurs spécifiques (SSTR)
dont il existe 5 sous-types. Tous ces récepteurs sont fonctionnellement liés a une adénylyl-
cyclase intracellulaire : I'activation des récepteurs aboutit a I'inhibition de I'accumulation
intracellulaire d'adénosine monophosphate cyclique, ce qui interrompt la cascade d'activation
de la protéine kinase A et la prolifération cellulaire qui en résulte. De méme, la somatostatine
stimule I'activité de phosphatases qui interférent avec les cascades de phosphorylation situées

en aval des récepteurs de nombreux facteurs de croissance. L'activité angiostatique de la

40



somatostatine est liée a l'inhibition de la croissance des cellules endothéliales par ces

différents mécanismes [136].

9. Angiogénine

Il sagit d'une protéine d'environ 14 kDa formée d'une chaine protéique unigue comportant
123 acides aminés chez I'hnomme. Les angiogénines de souris, de lapin, de porc et de bovin

ont entre 64 et 75 % d'homologie avec la séquence de |'angi ogénine humaine, |es substitutions

conservatives constituant la majorité des différences [11].

L'angiogénine induit & la fois la prolifération et la migration des cellules endothéliales, mais

auss la formation de tubules vasculaires. L'angiogénine augmente la transcription de

|'urokinase-type plasminogen activator (UPA) et du plasminogen inhibitor 1 (PAI-1) [88].

L'angiogénine est fortement homologue avec la ribonucléase-1 (Rnase-1) pancréatique dont
elle partage I'activité ribonucléasique vis a vis des ARN ribosomiaux et de transfert (mais elle
est beaucoup moins active). Elle se lie a la protéine inhibitrice de la Rnase-1. L'intégrité du
site ribonucléasique est indispensable a son activité angiogénique, mais un domaine de liaison
cellulaire est également requis. En effet, un récepteur de haute-affinité pour |'angiogénine

existe en surface des cellules sub-confluentes (endothéliales et musculaires lisses) et induit
des signaux intracellulaires [11]. L'angiogénine induit faiblement la formation de DAG, mais

aussi |a transcription de c-fos et c-jun [23,88].

La concentration d'angiogénine circulante dans le plasma est relativement importante, de
I'ordre de 110-380 ng/ml chez I'nomme et 100-180 ng/ml chez les bovins. Elle est également
retrouvée dans le lait, les glandes mammaires, la vésicule hiliaire, le foie et |le péritoine. Des

expressions anormalement élevées ont été retrouvees dans plusieurs cancers comme celui du

pancréas, des ovaires et du col de |'utérus [11].
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B. Les cytokines

Les cytokines, protéines solubles non-spécifiques, sont des médiateurs essentiels du
développement et de la régulation de la réponse immune. Elles sont classiquement regroupées
en interleukines (agissant sur les lymphocytes), en facteurs de stimulation de colonie (Colony
Stimulating Factors, dans la régulation de I'hématopoiese), en membres de la famille du
facteur de nécrose tumorale (TNFa), et en facteurs de croissance transformants (TGF).
L'action des cytokines sur I'angiogenéese n'est pas précisément élucidée a I'heure actuelle, on
retrouve des actions qui peuvent sembler opposées pour une méme cytokine, ce qui participe

certainement alafinesse de larégulation du systeme.

1. Pro-angiogéniques

a) TNFa(Tumor Necrosis Factor-a)

L'inflammation, et donc I'activation des macrophages, entraine la production de nombreuses
cytokines comme le TNFa et I'IlL-1B. Le TNFa est responsable de |'adhésion des monocytes
aux cellules endothéliales via la sur-expression des molécules d'adhésion sur les 2 types
cellulaires et I'augmentation de la production de GM-CSF. Arras et coll. ont démontré le

recrutement précoce des monocytes circulants dans un modéle d'ischémie fémoral e aigué chez

le lapin et leur role dans la sécrétion de TNFa. et de bFGF [9].

Il semble que le TNFa agisse par un mécanisme indirect : il induit la production d'IL-8, de
VEGF et de bFGF de maniere autocrine par les cellules endothéliales, via l'activation de

plusieurs facteurs de transcription (NF-kB, Spl, AP-1), ains que l‘augmentation de

'expression de leurs récepteurs & la surface des cellules endothéliales [202].

b) Monoxyde d'azote (NO)

Le monoxyde d'azote n'est pas a proprement parler une cytokine, pourtant il est fortement lié
aux cytokines pro-inflammatoires, en particulier de type TNFa., Interferon y et Interleukine-1.
[l est induit tres rapidement suite a ce type de stimulation et intervient alors comme un second

messager, son action parait donc indissociable de celle des cytokines.

C'est une molécule dérivée de la L-arginine, issue de I'activité d'une enzyme appelée NO
synthase dont il existe plusieurs isoformes : 2 isoformes sont dépendantes du calcium, laNOS
endothéliale et la NOS neuronae, et une est indépendante du calcium et activable par
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différents stimuli pro-inflammatoire, la NOS inductible. Un des réles important du NO est de
provoquer la vasodilatation et il est donc impliqué dans I'augmentation du flux sanguin

porteur de nutriments et d'oxygene vers lestissus. Le role du NO dans |'angiogenése reste trés

controversé comme le décrivent Dachs et Chaplin [48]. Plusieurs arguments vont dans le sens
d'un effet proangiogénique du NO : la dilatation des vaisseaux provoque en effet un étirement
des cellules endothéliales qui est favorable a la sortie du stade quiescent vers un stade activé

et réplicatif, le NO intervient dans la cascade de signalisation du VEGF [207], |e NO favorise

I'expression des métalloprotéinases et inhibe celle des TIMP [140] | et I'hypoxie entraine une
augmentation de I'expression de iNOS car le promoteur du gene de iINOS contient des
seéquences régulatrices de type HRE [48]. Mais plusieurs études, in vitro ou dans un

CAM, ont montré que le NO pouvait inhiber la migration et la croissance des cellules

endothéliales [48].

D'autre part, I'administration systémique d'inhibiteurs des NOS est délicate car elle diminue le

flux sanguin au niveau rénal et risque de provoquer une insuffisance rénale.

c) TGFg(Transforming Growth Factor-p)

Le TGFpB est une molécule homodimérique de 25 kDa sous sa forme active, comportant 3
isoformes (TGF-B1, -B2 et -B3). Il est sécrété sous la forme d'un précurseur de 390 acides
aminés. In vivo, le TGFp augmente |'angiogenése via le recrutement de macrophages activés
et de fibroblastes sécrétant des substances pro-angiogéniques [114]. Ces mémes cellules ont
également un réle stabilisateur et interviennent dans le maintien de l'intégrité des parois

vasculaires. Pourtant, in vitro, le TGFB a un effet antiangiogénique : il inhibe la prolifération

des cellules endothéliales en régulant leur différenciation [160],

Le TGFB inhibe la migration cellulaire et 1a production de protéases induites sous I'action du
bFGF. Or le bFGF augmente I'expression de I'uPA qui en retour active le TGFj latent : il

sagit d'une boucle de rétrocontréle. En fait, in vitro et a faible concentration, le TGF stimule

'action du bFGF alors qu'a concentration plus forte, il Iinhibe [25],



2. Anti-angiogéniques

a) Interleukines 12 et 18 (IL-12, I1L-18)

L'interleukine-12 (IL-12) est une cytokine hétérodimeérique composée d'une chaine légere
(p35) et d'une chaine lourde (p40). Elle est principalement produite par les cellules
présentatrices d'antigénes et se lie a des récepteurs présents sur les cellules T et NK. Elle
induit une forte réponse immunitaire de type cellulaire (Thl). Elle exerce un effet anti-
angiogénique en induisant la production d'Interféron-y (IFNy), phénoméne principalement
observé dans les cellules immunitaires mais également dans les cellules endothéliales [59], et
secondairement celle des chémokines IP-10 (Interferon Inducible Protein-10) et MIG
(Monokine Induced by IFNy). L'utilisation danticorps neutralisants anti-IFNy abroge

totalement I'effet anti-angiogénique de I'lL-12 chez la souris et I'utilisation d'IL-12 n'a aucun

effet sur la prolifération des cellules endothéliales in vitro [166]. Une diminution de
I'expression de VEGF, bFGF, des métalloprotéinases et une augmentation des TIMPs
(Inhibiteurs Tissulaires des MMP) a également été rapportée et pourrait jouer un réle

complémentaire de I'action des chémokines [57,59].

L'interleukine-18 (IL-18) est une cytokine produite par les cellules de Kupffer et les

macrophages activés. Elle est également capable d'induire la production d'lFNy et exerce donc
son activité antiangiogénique de maniére similaire a I'lL-12 [46]. Toutefois, des résultats

récents impliquent I'lL-18 en tant que médiateur pro-angiogénique in vitro et in vivo [142].

b) Interférons
Comme nous venons de I'évoquer, I'TFNy exerce son activité principalement en induisant la

sécrétion d'IP-10 et MIG, et en diminuant la production de VEGF [57].

Les interférons o et B sont 2 cytokines qui agissent en diminuant I'expression du bFGF dans
de nombreux néoplasmes (rein, vessie, prostate, colon) [29]. Toutefois, I'FNo. associé al'lL-2

stimule la croissance des cellules endothédliales in vivo [47].

c) TNFe(Tumor Necrosis Factor-a)

Le TNFa posséde également des propriétés anti-angiogeniques : il a été suggéré gque les effets

antagonistes du TNFo soient le résultat d'une concentration et d'une durée d'exposition



différentes [61]. Selon Defilippi et coll., le TNFo, associé & I'lFNy, entraine une diminution
de I'expression de l'intégrine oB3 de plus de 70 % par un mécanisme de régulation
traductionnel (chaine B3) et ceci de fagon spécifique puisque les récepteurs de la laminine
(chaine B1) ne sont pas altérés [53]. stromblad et coll. suggéerent d'autre part que le TNFo et
I''FNy interrompent le signal de survie lié a o33 et favorisent de ce fait I'activité de la p53,
responsable de lamort apoptotique des cellules endothéliales [179]. Ceci semble confirmé par
Ruegg et coll. qui utilisent en combinaison le TNFa, I'lFNy et le melphalan chez des patients
atteints de mélanomes métastatiques et constatent le détachement et I'apoptose des cellules
endothéliales. Ce phénoméne n'est pasici relié a une diminution de I'expression de o33 mais
plutét & un changement conformationnel des intégrines bloquant la transduction du signal de

survie. L'activation exogene de ce signa (phorbol ester qui restore l'activité de la PKC)

aboutit & la récupération de I'activité de liaison de I'intégrine [157].

d) TGFg (Transforming Growth Factor-f)
Comme il a éé évoqué un peu plus tot, I'activité du TGFB dans I'angiogenése est assez
complexe. Il semble notamment qu'il ait des propriétés angiostatiques dans I'cdl, quil soit
présent a |'éat physiologique dans le vitré, et participe au maintien de |'absence de
vascularisation de I'adl. Le TGFf3 est secrété sous une forme latente qui nécessite un clivage
pour devenir active. Le blocage de I'activité de la plasmine qui clive le pro-TGF peut aboutir
a I'émergence de phénomenes pathologiques tels que des néovascularisations rétiniennes
[146] . |_'utilisation d'un adénovirus recombinant pour le TGF a également montré sa capacité
a inhiber I'opacification cornéenne induite par le nitrate d'argent chez la souris [198]. Une
production de TGFB dans des cancers du sein est corrélée a une diminution de la

vascularisation [96].

C. Les chémokines

Les chémokines se démarquent des cytokines de part leur activité chémotactive, et par un

motif commun de leur structure protéique (CXC, voir plus bas). Certaines d'



1. Pro-angiogéniques

Les chémokines de type CXC sont typiquement des protéines de liaison a I'néparine. Leur
structure comprend 4 résidus cystéine tres conservés, separés au centre par un résidu variable.
L'extréemité N'-terminale de certaines molécules de la famille comporte un motif ELR, c'est a
dire Glycine-Leucine-Arginine. Ces molécules sont des promotrices de |'angiogenése : 1L-8,
Epithelial Activating Protein-78 (ENA-78), Growth Related Genes (GRO-a, -B et -y),
Granulocyte Chemotactic Protein-2 (GCP-2) et la forme tronquée de la Platelet Basic Protein
(PBP).

Elles induisent directement I'activité chémotactive et proliférative des cellules endothélialesin

vitro et I'angiogenese in vivo en |'absence de facteurs inflammatoires préalables [21]. Le
récepteur le plus susceptible de relayer |'activité pro-angiogénique de ces molécules est le

CXCR2 car il selieatoutesles molécules ayant cette activité.

L'IL-8 tient une place importante dans |'angiogenese des tumeurs ovariennes et pulmonaires
(cancer du poumon non a petites cellules). Dans un modéle de xénogreffe, il a é&é montré que
la déplétion en IL-8 provoquait une diminution de plus de 40 % du volume tumoral et une

réduction du nombre de métastases, corrélé quantitativement a la diminution de la

vascularisation de ces tumeurs [6l. Elle est également impliquée dans dautres

dysfonctionnements du systeme vasculaire, comme le psoriasis ou la polyarthrite rhumatoide.

L'ensemble des chémokines CXC ELR+ sont impliqguées dans l'angiogenese et la

ORIV

tumorigénicité de nombreux types tumoraux chez I'homme [21]. Elles sont souvent
redondantes et |'existence d'un récepteur unique pourrait permettre de supprimer leur action en
globalite.

2. Anti-angiogéniques
Les chémokines de type CXC ne possédant pas de domaine ELR se comportent comme des
inhibitrices de I'angiogenese. Seul SDF-1 (Stromal Cell Derived Factor-1) n'a pas d'activité
clairement démontrée a I'heure actuelle : il est ala fois essentiel pour la vascularisation du
tractus gastro-intestinal au moment de I'embryogenése mais atténue |'activité angiogénique

des chémokines CXC ELR, du bFGF et du VEGF.
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inhiber 1a dimérisation du récepteur au bFGF, en présence ou non d'héparine [144]. PF4 ne
forme pas ce type de structure avec le VEGF;21, pourtant il est capable d'inhiber son action,
peut-étre par un signal propre : PF4 semble interagir avec des protéines impliquées dans le
cycle cellulaire mais aucun récepteur capable d'assurer la transduction du signal n'est connu

actuellement [68]. Le clivage de PF4 par la plasmine, aboutissant a un peptide de seulement

53 acides aminés, est capable de multiplier par plus de 50 I'efficacité de son action [79].

D. Les molécules d'adhésion et de structure intercellulaire

1. Les molécules d'adhésion

L'interaction entre les cellules endothéliales et les protéines de la matrice extracellulaire est
fondamentale pour le processus angiogénique. Les cellules vasculaires doivent donc étre
capables de reconnaitre les constituants de la matrice et de percevoir les modifications
structurales de cette derniere afin de répondre de maniére appropriée aux changements du
milieu extra-cellulaire. Les intégrines semblent étre ces senseurs. Leur expression est régulée
dans le temps et |'espace pendant la durée du processus angiogénique. Tout d'abord décrites
uniquement comme des facteurs d'adhésion inter-cellulaire, il est admis aujourd'hui qu'elles
ont un role de transmission du signa vers lintérieur de la cellule. Leur partie

intracytoplasmique est liée au cytosquelette via I'a-actinine et la vinculine (revue de Brooks
[30]). Elles semblent étre capables d'induire des modifications du flux calcique, du pH, des
phosphorylations de protéines et une régulation de I'expression génique [127,184]  Elles

transmettent également un signal de survie en bloguant I'activité de laps3 [179].

Les intégrines sont une famille de molécules d'adhésion cellulaire composées par I'association
non-covalente d'une chaine o et d'une chaine 3. Environ 15 chaines o et 8 chaines 3 ont été
identifiées [30]. L'association des chaines donne une grande variété d'hétérodimeéres ayant des
propriétés variées. Les intégrines facilitent I'adhésion des cellules endothéliales a la matrice

extracellulaire pendant leur migration.

L es intégrines reconnaissent spécifiquement les peptides contenant le motif arginine-glycine-
asparagine (ou RGD), la spécificité pour une intégrine donnée étant liée aux séquences situées
de part et d'autre du motif.



a) Récepteurs de la laminine

Les intégrines du groupe B1 sont communément appelées récepteurs de la laminine, elles
reconnaissent également le collagene et la fibronectine. Elles sont indispensables a la
différenciation des cellules endothéliales et a la formation des tubes capillaires. La laminine
comporte plusieurs parties : le RGD régule principalement I'adhésion cellulaire, le YIGSR la

morphologie cellulaire et le SIKVAYV ladifférenciation et lamigration cellulaire [30],

On a pu observer une forte corrélation entre |'expression de la sous-unité a.2 de lalaminine et

les capacités d'adhésion cellulaire et métastatiques de lignées de fibroblastes transformés par

la protéine ras et méme dans des lignées de mélanomes humains [871.

b) Récepteurs de la vitronectine

De la méme facon, les intégrines possédant la chaine B3 sont appelées récepteurs de la
vitronectine alors qu'elles reconnaissent aussi le facteur de Von Willebrand, |e fibrinogene et
les thrombospondines. Le o, 35 est également regroupé dans cette famille. Les hétérodimeres
o3 et o Ps sont préférentiellement exprimés dans les vaisseaux sanguins pathol ogiques mais
on les retrouve également dans les tissus sains. ofs est exprimée par les cellules
endothéliales, parfois par les fibres musculaires lisses et certains mélanomes hautement
métastatiques [165]. Elle est associée fonctionnellement & MMP-2. s est exprimée sur un

plus large panel de tumeurs.

L'expression de o,p3 est dépendante du bFGF et il semble que le mécanisme d'action du
bFGF passe par son intermédiaire. En effet, 'utilisation d'un anticorps bloquant contre o3
(LM609) stoppe I'angiogenese induite par e bFGF, ceci de maniére spécifique puisgue celle

induite par le VEGF n'est pas affectée, réciprogquement pour o s et VEGF [66].

L es anticorps bloquants ou les peptides cycliques contenant la sequence RGD et spécifiques

de o3 et ayPBs sont capables de bloquer I'angiogenése induite par le bFGF, le TNFa ou de

multiples tumeurs [30]. Les peptides RGD peuvent étre liés & des molécules anti-tumorales ce
qui permet une délivrance localisée de ces substances aux régions les plus riches en

intégrines, donc les néovaisseaux tumoraux [5].
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Stromblad et coll. suggerent que les intégrines puissent transmettre un signal de survie

cellulaire via le blocage de I'activation de la p53, et leur interaction avec les protéines de la

matrice extracellulaire est de ce fait cruciale ala survie des cellules endothéliales [179].

2. Le systeme des protéases de la matrice extracellulaire

a) Les métalloprotéinases

La membrane basale est un support pour certaines structures cellulaires et permet une
compartimentation anatomique. Le tissu interstitiel adjacent se compose de : fibres de
collagéne, de protéoglycanes et de glycoprotéines. Des enzymes protéolytiques sont
directement responsables de la dégradation et de la réorganisation de cette matrice dans les
processus de renouvellement tissulaire : les métalloprotéinases de la matrice (MMP), les
sérines protéases (activatrice du plasminogene), les cystéines protéases (cathepsine B et L) et

les asparty| protéases (cathepsine D).

Les MMP constituent une famille de protéases appartenant a la superfamille des
endoproténases a doigts de zinc. Elles sont capables de dégrader tous les composants de la
matrice extra-cellulaire. Plus de 20 protéines différentes ont été décrites chez I'homme, dont la
plupart sont sécrétées et quelques-unes unes associées a la membrane cellulaire. Les MMP
sont sécrétées sous une forme inactive : le clivage de la cystéine bloquant le site actif

constitué par I'atome de zinc permet I'activation de I'enzyme.

Les collagénases (MMP-1, -3 et -13) coupent les collagénes de typel, Il et 111 sous leur forme
fibrillaire native. Les stromélysines-1 et -2 (MMP-3 et -10) ont un large panel de substrats
contrairement a la stromélysine-3 (MMP-11) dont la fonction se limite a la libération des
facteurs de croissance séquestrés par la matrice. Les gélatinases A (MMP-2) et B (MMP-9)
dégradent le collagene dénaturé et les composants de la membrane basale. La matrilysine
(MMP-7) coupe le collagéne de type |, 11, IV et V, lafibronectine et la pro-collagénase-1. |l
existe 5 protéines de la famille qui restent liées a la membrane cellulaire (MT-MMP). Elles

ont un réle d'activation des pro-MM Ps en méme temps que de remodel age de la matrice.

L'expression de MMP-2 et de MT1-MMP, les MMP les plus généralement impliquées dans
I'angiogenése, corréle avec la progression tumorale de gliomes, tumeurs fortement

vascularisées [104]. La liaison de avB3 a la MMP-2, liaison spécifique, entraine une
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augmentation de I'activité de I'enzyme, elle-méme nécessaire a la néovascularisation. Ceci

pourrait expliquer pourquoi le blocage de av3 inhibe I'activité de bFGF in vitro [30],

L'uPA est une sérine protéase qui catalyse spécifiquement la formation de la plasmine a partir
du plasminogéne. La plasmine est une enzyme a activité trypsine capable de cliver un large
panel de molécules, du fibrinogene en fibrine aux facteurs de la coagulation, en passant par
les formes latentes du TGF-$3, le VEGF et |es autres facteurs sequestrés dans la matrice, ainsi
que les pro-MMP. L'activation de I'uPA résulte de l'action de la plasmine (boucle
d'amplification), ou des trypsines et des cathepsines associées aux cellules tumorales ou
encore de la thrombospondine-1. L'uPA possede un récepteur de haute affinité qui augmente
son efficacité de clivage. Ce récepteur est situé sur les cellules endothéliales, les leucocytes,
les kératinocytes et les cellules musculaires lisses et il agit également comme une molécule

d'adhésion qui transmet un signal de chémoattraction vers la cellule qui le porte. Ce signal

induit également I'expression de la cathepsine B et de MMP-9 [120].

b) Les inhibiteurs des métalloprotéinases

Les inhibiteurs physiologiques des MMP comprennent les TIMPs ains que l'a2-
macroglobuline. L'a.2-macroglobuline est une protéine produite par le foie. C'est un inhibiteur

non-spécifique des 4 classes de protéases et elle agit par capture de ces enzymes.

Les TIMP sont beaucoup plus spécifiques des MMP : il existe 4 membres de cette famille,
synthétisés par les macrophages, les fibroblastes et les ostéoblastes. L'association entre les
MMP et les TIMP semble intervenir aprés sécrétion des protéines : elle aboutit a des
complexes bloquant le site actif des MMP. Toutefois, la liaison progélatinase-A/TIMP-2
permet au complexe de se lier aMT1-MMP qui va aors étre en mesure d'activer la gélatinase

A, ce qui va entrainer une cascade d'activation des MMP : TIMP-2 favorise alors |'activation

desMMP [104],

La MMP-2 est fonctionnellement associée a avp3 : saliaison a ce récepteur est indispensable
pour assurer le fonctionnement correct de I'enzyme. Un fragment de la MMP-2, appelé PEX
pour C-terminal hemopexin-like domain, est naturellement présent dans certaines situations
pathologiques (rétinopathie de prématurité) et il agit comme un inhibiteur compétitif de la
MMP-2 pour laliaison a avf3, d'ou une inhibition de son activité collagénase. Ceci suggere

qu'il puisse sagir d'un inhibiteur naturel de la néovascularisation [31].
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Il faut noter que, parallelement a leur potentialité angiostatique, les TIMP ont également un

effet biologique propre de potentialisation de la prolifération cellulaire et dinhibition de

I'apoptose [188]. Cette double caractéristique limite I'éventualité de leur utilisation

thérapeutique, de concert avec la durée de vie tres limitée de la protéine recombinante in vivo

[26]. Toutefois, on peut noter des situations physiologiques ou les TIMP jouent un réle sans
doute non négligeable, notamment durant la phase d'involution des hémangiomes de I'enfant
[182]

c) L'angiostatine et I'endostatine

L'observation clinique que, dans certains cancers, le retrait de la tumeur primaire entrainait
une flambée des métastases dormantes, incita a rechercher I'existence d'un facteur tumoral
circulant qui inhiberait la croissance des métastases. Le premier facteur de ce type découvert
fut I'angiostatine issue du clivage protéolytique du plasminogene : c'est un fragment interne
du plasminogene de 38 kDa qui inhibe la prolifération des cellules endothéliales et
|'angiogenése dans certaines tumeurs murines in vivo [138]. L'angiostatine est en particulier
capable dinhiber la croissance d'une tumeur primaire d'origine endothéliale (EOMA) et les
complications hématologiques liées a ce type de tumeur (thrombocytopénie, anémie,
coagulopathie) [105]. Cest un facteur de croissance issu de la tumeur, le GM-CSF, qui induit
la MMP-12 ou élastase macrophagique, protéase responsable du clivage du plasminogene

[58]. Drautres molécules telles gue les sérines protéases et d'autres MMP (-2, -3, -7, -9) sont

également capable diinduire ce clivage [151].

L'endostatine est un fragment de 20 kDa du collagene XVIII, proténe localisée autour des
vaisseaux. Tout comme l'angiostatine, elle est capable de faire régresser des tumeurs

primaires et de maintenir des métastases a I'état quiescent [139]. Elle semble affecter le ratio

bcl2/bax et induit I'apoptose spécifique des cellules endothéliales [56]. La protéase
responsabl e du clivage du collagene n'est pas identifiée pour le moment.

Il est intéressant de noter que les MMP, généralement considérées comme pro-angiogéniques,

jouent également un réle majeur dans la génération de ces médiateurs antiangi ogéniques.
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3. Les thrombospondines (TSP)

Il sSagit en réalité d'une famille de glycoprotéines extracellulaires de la matrice, trimériques ou
pentamériques. Cette famille comporte 5 membres, ostéopontine, ténascine C, Sparc, et enfin
les thrombospondines TSP1 et TSP2, qui bloguent la croissance et la migration des cellules
endothéliales. Leur poids moléculaire varie entre 420 et 520 kDa. Comme le rappellent
Bornstein et coll., ces protéines agissent comme des adaptateurs et modulateurs des
interactions avec la matrice extracellulaire : elles sont capables d'interagir avec de nombreux
récepteurs de la surface cellulaire, de lier et d'activer des cytokines, dinhiber les effets de
certains facteurs de croissance et enfin d'agir comme inhibiteurs compétitifs de certaines
protéases. Les TSP1 et TSP2 possedent une forte homologie structurale et leur activité anti-
angiogénigue est limitée a la région centrale de la protéine. On pensait tout d'abord qu'il
n'existait qu'une seule TSP, la TSP-1 : les anticorps utilisés dans les premiers travaux ne
permettaient pas de différencier entre TSP-1 et —2. Elles sont synthétisées par de nombreuses

cellules (macrophages, monocytes, plaguettes, cellules endothéliales, cellules musculaires

lisses, cellules épithéliales, fibroblastes...) [44].

Les TSP sont capables de se lier aux protéoglycanes, aux récepteurs de lipoprotéines de faible
densité ainsi qu'a l'intégrine ayBs. TSP2 inhibe I'activité du bFGF dans un modele de

vascularisation cornéenne et la formation d'un réseau vasculaire a partir de cellules aortiques
bovines [27]. La TSP-1 pourrait également interagir avec le bFGF et empécher laliaison de ce
dernier & son récepteur [192]. || a également été suggéré que la TSP-1 activerait le TGFB

latent, ce qui inhiberait secondairement la prolifération des cellules endothéliales [164]. un
troisieme mécanisme a été proposé ou la TSP-1 induirait directement |'apoptose des cellules
endothéliales [74]. Les souris déficientes pour le gene de TSP2 présentent un phénotype
particulier avec une augmentation de la densité vasculaire au niveau de la peau [102], pe plus,

la transfection de I'ADNc codant pour la thrombospondine dans une lignée de cellules

endothéliales transformées par un polyoma virus oncogéene restaure le phénotype normal des
cellules et empéche laformation de tumeur chez la souris nude [170].

Larégulation de I'expression de TSP-1 passe par |'activité de la protéine p53 : I'expression de
la p53 sauvage régule positivement les séquences promotrices du gene de TSP-1. Lors de la

perte d'hétérozygotie survenant fréquemment dans les tumeurs et aboutissant a une
inactivation de la p53, I'expression de TSP-1 est inhibée, favorisant le passage vers un stade
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tumoral angiogénique [50]. En effet, une diminution de I'expression de TSP-1 est notée dans
le cancer du sein et les observations de Weinstat et coll. indiquent que les fibroblastes du

stroma produisent de la TSP-1 pour circonscrire latumeur et inhiber |'angiogenese [197],



L'angiogenese : insuffisances et exces

Comme nous venons de le voir, |'angiogenése est un mécanisme tres finement régulé a |'état
physiologique. Dés qu'un déséquilibre survient au niveau d'un facteur régulateur (insuffisance
ou exces de production), et Sil n'est pas compensé tres rapidement, I'évolution vers une
situation pathologique est fortement probable. Nous allons décrire maintenant les principales
maladies impliquant des anomalies de l'angiogenése. Nous évogquerons également les
situations ou l'intensité de la vascularisation peut étre considérée comme un facteur

pronostique d'évolution de la maladie.

A. Les anomalies de la cicatrisation

1. Physiologie de la cicatrisation

A la suite d'une plaie, les capillaires qui envahissent le bouchon de fibrine sont une des
composantes majeures du tissu de granulation car ce sont eux qui délivrent a la fois les
nutriments, les cellules inflammatoires et |'oxygene nécessaires ala cicatrisation. De plus, leur
importance est capitale pour permettre I'évacuation des débris nécrotiques, préalable a la

reconstruction cellulaire. Il a été montré par Broadley et coll. que I'utilisation d'anticorps anti-

bFGF diminue fortement la formation du tissu de granulation in vivo [28].

En effet, on retrouve une grande quantité de bFGF in situ pendant les 24 premieéres heures ce
qui est la conséquence de 2 phénomenes : les plaquettes sanguines accumulées dans le
bouchon de fibrine libérent une grande quantité de bFGF et les protéases libérent le bFGF
seéquestré dans la matrice extracellulaire [15]. Initialement l'infiltration par des neutrophiles
est massive : leur fonction principale est la phagocytose des débris, mais ils sécrétent
également des facteurs tels que I1L-1, TNFa et VEGF [67]. Puis dans les 24-48 heures, les
macrophages et les lymphocytes deviennent majoritaires. Les macrophages secrétent des
facteurs pro-angiogéniques sous l'influence du lactate et de I'hypoxie cellulaire, mais

également des facteurs de dégradation de la matrice et des stimulants des fibroblastes et des

kératinocytes [113],

Le bFGF est ensuite relayé par le VEGF, dont le pic est observé a 7 jours. |l provient des

kératinocytes, macrophages, fibroblastes et cellules endothéliales en réponse al'hypoxie.
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2. Anomalies liées au diabete

Dans le modéle des souris mutantes do/db mimant un diabéte a |'age adulte, on constate que
les animaux maades expriment I'angiopoiétine-2 aprés une blessure de maniére

disproportionnée a la fois en quantité et dans le temps, alors que sa concentration decroit

rapidement chez les animaux sains [91]. Dans ce modéle, on constate également une
diminution de l'expression de Tie-2, ce qui ne fait quamplifier le mécanisme. Or ce
déséquilibre saccompagne également d'un défaut de production de VEGF [32]. comme nous
I'avons évoqué auparavant, la sur-expression de I'angiopoiétine-2 associée a une carence en

VEGF aboutit alarégression des vaisseaux et donc a une cicatrisation incompl éte.

3. Les ulcéres

Les ulceres difféerent alafois au niveau de leur localisation anatomique (dermique, gastrique
et intestinal...) et de leur origine étiologique. Pourtant les mécanismes de leur réparation sont
trés similaires : elle est initiée par la sécrétion de facteurs de croissance qui induisent la
formation du tissu de granulation et la dédifférenciation des cellules des marges de l'ulcére ;
puis les cellules épithéliales migrent et |'ul cere se contracte (phase précoce de la cicatrisation).
Enfin, le tissu de granulation est remodelé et infiltré par des néovaisseaux (phase tardive). En
dernier lieu, la ré-épithélialisation est compléte et les glandes sont reconstruites (phase de

reconstruction) [163].

L'étude histologique des ulcéres duodénaux montre, chez I'homme comme chez I'animal, la
présence de débris cellulaires nécrotiques, de cellules inflammatoires et de tissu de
granulation. Ce dernier se compose de vaisseaux sanguins, de monocytes et de fibroblastes.
Lathérapie usuelle de ces ulcéres passe par la neutralisation de |'acidité gastrique, notamment

par la cimétidine, mécanisme efficace surtout pendant |a phase précoce de |a cicatrisation.

La stimulation de I'angiogenese au stade tardif de la cicatrisation est un potentiel majeur
d'accélération du processus. L'administration de bFGF par voie orale chez le rat, sous une
forme modifiée résistante au pH acide, augmente fortement |'angiogenése au niveau de
I'ulcére sans modifier la vascularisation du tissu sain périphérique. L'augmentation de cette

angiogenese est corrélée a une cicatrisation plus rapide de |'ulcere, ceci dans des conditions ou

le pH de I'estomac n'est pas modifié [64,181]. Avec le fait que le bFGF absorbé oralement

n'est pas retrouvé au niveau circulatoire et gu'aucun effet systémique n'a été retrouvé, ceci
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suggere que le bFGF pourrait intervenir dans le traitement de ce type d'ulcere, seul ou en

association avec les anti-acides.

En ce qui concerne les ulceres dermiques, I'application de aFGF, mitogéne pour de
nombreuses cellules impliquées dans la cicatrisation (fibroblastes, cellules endothéliales,
kératinocytes), accélere la guérison d'ulcéres chez la souris mutante db/db de phénotype
diabétiqgue analogue au diabete de type Il chez I'hnomme (surface ulcérée 12 fois moins

importante a 2 semaines comparée au groupe controle) [121]. Dans un autre modéle, chez le
lapin, ou le déficit de cicatrisation est di a une ischémie, I'utilisation de PDGF-BB ou de

TGFB1 plus ou moins associés avec de I'



transendothéliale des cellules T qui serait responsable du défaut d'expression du VEGF. La

réponse de ces animaux au VEGF recombinant est comparable a celle observée chez le jeune.

b) Cardiaque

La maladie des arteres coronaires est une cause majeure de morbidité et de mortalité dans les
pays développés. L'établissement de cette maladie est progressif : a mesure que des plaques
d'athémome se forment dans les arteres, le tissu cardiaque souffre, les cellules meurent par
apoptose ou necrose, et l'atrophie musculaire myocardique sSinstalle, génératrice
d'hyposystolie et dinsuffisance cardiague. La thérapeutique classique se base sur la
prévention, puis une fois les troubles avérés sur une revascularisation meécanique par
angioplastie ou chirurgie. Le succeés des interventions dépend du stade de I'occlusion artérielle

et de |'état général du patient. La fréguence des symptomes résiduels est importante.

Webster rapporte I'efficacité exceptionnelle du HGF lorsgu'il est transfecté par plasmide nu,

dans les expériences d'/Aoki et coll. sur I'infarctus du myocarde chez le rat [194].

2. Athérosclérose

L'athérosclérose est un phénomeéne associé au dépdt de lipides, principalement des
cholestérides, dans la paroi artérielle aboutissant a des plaques appel ées plaques d'athérome.
Ces dépdts entrainent le développement d'une réaction inflammatoire, associée a la
prolifération des vasa vasorum, microvaisseaux de la paroi des artéres de gros diamétre, et a
une fibrose secondaire, d'ou le terme d'athérosclérose. Les régimes hypochol estérolémiants
provoguent une régression des plagues d'athérome, et entrainent parallélement une réduction

importante du flux sanguin atravers les vasa vasorum de l'intima et de la média des vaisseaux

coronaires [198], ce qui confirme le rdle étiologique des dépbts lipidiques dans la
prolifération de ces microvaisseaux. Par ailleurs, on peut remarquer que l'utilisation
d'inhibiteurs de I'angiogenése (endostatine, TNP-470) chez la souris hyperchol estérol émique,
montre une réduction, respectivement de 85 et 70 %, de la surface moyenne des plaques
d'athérome [131]. Ceci suggeére que I'inhibition de I'angiogénése permet de limiter I'extension
des plagues d'athérome méme en présence d'un taux important de lipides circulants, et donc, a
fortiori, on peut supposer l'existence dun probable effet cumulatif entre le régime

hypochol estérol émiant et |a thérapeutique anti-angiogénique dans cette indication.
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L'expression des aFGF et bFGF est augmentée dans les arteres des patients atteints
d'athérosclérose, le aFGF étant plus spécifiquement impliqué au niveau des |ésions établies :
le bFGF interviendrait dans les phases précoces de la maladie contrairement au aFGF dans les
phases tardives [29]. L'administration de aFGF (par l'intermeédiaire du transfert du gene,

légerement modifié pour étre sécrété) au niveau artériel chez le porc a permis de mettre en

évidence |'épaississement de I'intima et la formation en son sein de néocapillaires [132] ce
phénomene laisse penser que le aFGF pourrait donc étre un éément majeur dans le

dével oppement des plagues d'athéroscl érose.

La néovascularisation des plagues d'athérosclérose pourrait étre également le résultat d'une
surexpression de VEGF et d'une hypoxie locale : elle peut contribuer a la croissance et a la
rupture de la plague directement [41] ou indirectement via le désequilibre de la balance
angiogenese/anti-angiogenese qui en résulte. Par exemple, la présence anormale de métallo-
protéinases (MMP-1, -9, et -3 sécrétées par les cellules endothéliales, les cellules musculaires
lisses et les macrophages), a été retrouvee au sein des plagues. Or le collagene de type |,

particulierement sensible a MMP-1, est la forme prédominante au sein de ces mémes plaques
d'oll leur probable fragilisation [89]. De fait, la vascularisation des plagues est fortement
associée a l'importance des hémorragies intra-plagues, a leur instabilité et I'émergence d'une
symptomatologie de la maladie occlusive des arteres [128]. MMP-1 favorise également la

migration des cellules musculaires lisses de la media vers l'intima, initiant ainsi les Iésions de

sténose amplifiant I'effet occlusif des dépdts lipidiques [89].

3. Maladies vasculaires de I'ceil

Le VEGF est produit par de multiples cellules de I'adl : cellules endothéliales rétiniennes, les
péricytes, les cellules gliales, les cellules ganglionnaires, les cellules épithélial es rétiniennes et
les leucocytes infiltrants. La surexpression du VEGF suffit a induire une néovascularisation
mimant les maladies ischémiques de I'cal, et on en retrouve une concentration élevée chez les
patients lors des épisodes actifs de ces maladies [201]. 'utilisation d'oligonucéotides anti-

sens contre le VEGF inhibe la néovascularisation dans le modéle dischémie induite par

'oxygeéne [153].

Le bFGF et I'lL-8 sont également produits dans I'odl par les cellules endothéliales rétiniennes
et lescellules gliales, ainsi que les cellules épithéliales rétiniennes pour le bFGF. Tout comme
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le VEGF, le bFGF et I'lL-8 sont présents dans le vitré des patients atteints de rétinopathie

diabétique et maculaire liée a I'age [201]. Toutefois, des souris KO pour le bFGF présentent

les mémes symptomes que des souris sauvages dans le modele de néovascularisation liée a

l'oxygene [141] ce qui incite & relativiser Iimplication causale de ce facteur dans les

rétinopathies vasculaires.

a) Lanéovascularisation cornéenne

De nombreux stimuli entrainent la néovascularisation de la cornée, de I'hypoxie a la
destruction des cellules souches du limbe. L'inflammation, gu'elle soit stérile (lentilles de
contact, brdlures chimiques) ou d'origine infectieuse (trachome), est fréguemment associée a
cette néovascularisation : I'afflux de cellules inflammatoires entraine une hypoxie dans cet

environnement usuellement acellulaire. Comme le rappellent Adamis et coll., le VEGF

pourrait jouer un role important dans ces phénomenes [2],

Les vaisseaux anormaux sont associés a un épithélium anormal qui ne possede pas les
propriétés optiques de I'épithélium cornéen normal, ce qui aboutit & une perte de vision. La
photo-coagulation des vaisseaux entraine la réversion du phénotype de I'épithélium vers la
normale. D'autre part, il se produit un dépbt de lipides dans le stroma cornéen a partir de ces
treés fragiles néovaisseaux, ce qui obstrue également la vision. Lorsgue le processus est
avancé, on observe également des vaisseaux dirigés vers le centre de la cornée et obstruant

directement le passage de lalumiere vers larétine.

b) La néovascularisation de l'iris

Elle se produit généralement suite a une ischémie rétinienne : elle est associée aux
obstructions des veines rétiniennes, aux rétinopathies diabétiques et aux tumeurs

intraocul aires angiogéniques (du type rétinoblastome).

La partie antérieure de l'iris est avasculaire : I'observation des vaisseaux se fait par
angiographie a la fluorescéine, ce qui révéle des vaisseaux tortueux et fragiles. La
multiplication de ces vaisseaux conduit a l'occlusion du réseau trabéculaire, empéchant
I'évacuation normale du liquide intraoculaire et aboutissant au glaucome. Le VEGF a

bY

clarement é&é éabli comme nécessaire et suffisant a I'éablissement de cette

néovascul arisation dans un modél e de singe, et confirmé chez I'homme [2],
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c) Les rétinopathies

La vascularisation de la rétine peut étre intra- ou extra-rétinienne. Pour cette derniere, les
vaissealx croissent de la face interne de la rétine vers la face en contact avec le vitré. Les
nouveaux Vvaisseaux perdent leur agencement régulier, ils sont tortueux et dilatés. Les
vaisseaux intra-rétiniens n'atteignent pas la surface avasculaire du vitré et sont moins sujets a
des fuites de liquide. Ces vaisseaux sont aussi appelés anomalies microvasculaires intra-
rétiniennes (intra-retinal microvascular abnormalities= IRMA).

Lors de I'évolution de la maladie, du tissu fibreux se dépose a proximité des vaisseaux,
contribuant & la formation d'adhérences exercant des tractions sur la rétine, avec décollements
et hémorragies.

L'hormone de croissance et I'insulin-like growth factor-1 (IGF-1) ont été impliqués par Smith
et coll. dans la néovascularisation rétinienne faisant suite a une période dischémie, ce qui

suggere que I'inhibition de ces deux facteurs puissent étre utile dans la prévention de cette

maladie [174].

(1) rétinopathie de prématurité
Elle se manifeste chez les nouveau-nés prématurés lorsgue la rétine est incomplétement
vascularisée au moment de la naissance. Des vaisseaux anormaux se développent alors a la

jonction entre les parties vasculaire et avasculaire de larétine [129],

(2) rétinopathie diabétique

(a) Physiopathologie des |ésions associées au diabéte [97]
Les complications du diabéte concernent de nombreux tissus, aussi bien le tissu nerveux que
la rétine, les reins ou le coaur. Dans tous les cas, la cause majeure de la lésion est liée a un
défaut touchant leur vascularisation. La normalisation de la glycémie grace al'insuline permet
de prévenir les |ésions microvasculaires et les neuropathies mais pas les altérations des artéres

coronaires ou périphériques.

Un des mécanismes impliqué est la formation de composés appelés AGEs (advanced
glycation endproducts) qui sont des protéines anormaement glycosylées : ils sont
responsables de I'altération du bFGF qui diminue son activité mitogénique de plus de 70 %,
d'une modification de la laminine empéchant sa polymérisation et sa capacité de liaison aux

HSPG, et de la modification de la structure du collagene de type 1V. Ces atérations sont
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responsables d'une diminution d'élasticité des gros vaisseaux et de la perte de leur capacité de

vasodilatation en réponse au NO.

L'hyperglycémie entraine une activation quasi constitutive de la PKC, d' ou la formation de
DAG qui intervient au niveau de |'expression des génes des protéines contractiles, ce qui
atére donc les capacités contractiles et de régulation du flux sanguin par les cellules
musculaires lisses. L'inhibition de la PKC rétablit la perfusion normale de la rétine (mais les
inhibiteurs de la PKC ont un spectre trop large et de nombreux effets secondaires).

(b) Casdelarétine
Les premiéres atérations concernent la structure de la membrane basale des capillaires, qui
Sépaissit et dont la proportion de protéoglycanes diminue, modifiant le métabolisme des
cellules vasculaires et notamment leurs capacités d'adhésion et de migration. Au niveau de la
rétine la diminution du nombre de péricytes est particulierement flagrante, passant d'un
rapport 1:1 avec les cellules endothéliales a un rapport 1:10.

Les microvaisseaux perdent l'apparence de vaisseaux normaux avec l'apparition de
microanévrismes, des vaisseaux tortueux et en boucle, puis des hémorragies. L 'obstruction des
capillaires crée des zones d'ischémie : c'est la phase dite non proliférative. Quand I'occlusion
est plus prononcée ou touche les capillaires centraux, elle induit hémorragies, cedeme,
exsudats suivis de la prolifération de néovaisseaux a partir des veinules existantes (phase

proliférative), puis de la cécité.

En absence de normalisation de la glycémie, on observe une rétinopathie, plus ou moins
prononcee, chez 100% des individus atteints de diabéte aprés une quinzaine d'années

d'évolution.

L'abondance de leucocytes dans les vaisseaux rétiniens (plus nombreux chez les diabétiques
que chez les sujets sains) pourrait contribuer a |'absence de perfusion capillaire aboutissant a
I'ischémie. En effet, plusieurs anomalies chez le sujet diabétique ont été décrites et pourraient
intervenir ici : une diminution de la plasticité des leucocytes, associée a une hyper-expression
de la molécule d'adhésion ICAM-1 dans la microvascularisation rétinienne, et & un nombre

accru de plaguettes, pourraient expliquer I'obstruction des vaisseaux par les leucocytes (2]

Le VEGF est, dans ce cas aussi, le candidat thérapeutique idéal : I'utilisation de récepteurs
solubles neutralisants dans des modéles précliniques a montré une efficacité certaine sur la
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neéovascularisation rétinienne. Le blocage des intégrines a également un avenir prometteur
[51],

Dans le vitré, lafraction active du TGFj3, composé anti-angiogéenique dans I'cal, est fortement

diminuée (de 30 & 70 %) pendant |es épisodes de rétinopathie proliférative [146].

d) Lanéovascularisation choroidienne

Appelée aussi dégenérescence maculaire liée al'age, c'est une des causes majeures de perte de
la vue chez les personnes de plus de 65 ans. La néovascularisation se développe a partir des
vaisseaux choroidiens et sétend vers la macula, zone centrale de la vision. La perméabilité
vasculaire augmente, d'ou I'extravasation de liquide et un cedéme responsable de la perte de
vision suite a la mort des photorécepteurs centraux. La fragilité des néovaisseaux est
également responsable des hémorragies fréquentes dans le vitré et de la rétraction fibrotique

qui peut induire des tractions et le décollement de larétine.

Seulement 15% des patients sont des candidats potentiels pour I'ablation des vaisseaux
choroidiens au laser et cette technique n'obtient que 50% de succes. Cette maladie est mal
connue en raison du caractére assez inadéguat des modeles animaux. Comme le rappellent

Adamis et coll., I'expression du VEGF et des intégrines a3 €t a5 corréle avec la survenue

de la maladie mais aucune expérience de blocage n'a encore été réalisée (2],

L'expression de certains sous-types de récepteurs de la somatostatine a été retrouvée au
niveau de la choroide des individus sains et égaement dans les stades précoces de
dégénérescence maculaire liée a I'age [103]. L'utilisation d'analogues synthétiques de la

somatostatine pourrait donc étre envisagée dans ce type d'affection.

C. Les inflammations chroniques

Il existe une interdépendance entre les phénomenes inflammatoires et angiogéniques. On peut
observer dans de nombreuses maladies inflammatoires chroniques la présence de médiateurs
pro-angiogéniques. L'utilisation des thérapeutiques anti-inflammatoires classiques dans ces
situations inhibe I'angiogenese dans un grand nombre de cas (stéroides, anti-
prostaglandines...).
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1. Polyarthrite rhumatoide
On assiste al'invasion de |'articulation par de nombreux vaisseaux (formation d'un pannus) et
ala dégradation du cartilage par le processus protéolytique impliqué dans la néoangiogenese
[16]. Les macrophages isolés & partir du liquide synovial de patients atteints par cette maladie

produisent des facteurs pro-angiogéniques [99].

2. Psoriasis

Le psoriasis est une maladie de la peau caractérisée par une hyperprolifération des
kératinocytes de I'épiderme, une inflammation et une angiogenese excessive au niveau du
derme. Elle est la conséquence de prédispositions génétiques associées a des facteurs
déclenchant environnementaux. Plusieurs dysrégulations sont impliquées : la surexpression

d'IL-8, localisée au niveau des kératinocytes de I'épiderme, et un défaut de production de

thrombospondin-1, le tout aboutissant & un environnement pro-angiogenique [134]

3. Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

Il sagit des différentes formes de la maladie de Crohn et des colites ulcéreuses, c'est adire des
inflammations chroniques des muqueuses intestinales d'étiologie inconnue, comprenant des
ulcérations et une fibrose plus ou moins profonde. Une microcirculation anormale est un des
éléments suspectés d'intervenir dans la pathogenése de la maladie. Des niveaux anormaux

d'expression de VEGF et de bFGF sérique ont été retrouvés chez des patients atteints par cette
maladie [92], ainsi gu'une production de bFGF in situ fortement accrue par rapport aux

individus sains [186]. Les MMP-1 et -9, provenant des péricytes entourant les veinules, sont

également présentes a proximité des ulcéres et sont suspectées de jouer un role important dans
leur formation [8]. D'autres MM P sont également suspectées diintervenir dans les mécanismes

réparateurs des ulcéres (MMP-1, -3, -7, -10 et —13) [8]. Pour le moment, les mécanismes liés
a |'établissement de cette maladie sont encore mal connus et aucun essai thérapeutique d'anti-

angiogenese n'est a l'étude.

4. Fibrose pulmonaire idiopathique

Il sagit d'un fibroplasie chronique dont I'issue est souvent fatale, 4 a5 ans apres |'apparition
des premiers symptémes. Le mécanisme qui aboutit a la fibrose inclut une néovascularisation
et des remaniements vasculaires incontrélés, suivis par une prolifération fibroblastique avec
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des dépbts de matrice extracellulaire aboutissant a la perte de la fonction pulmonaire. Le

fluide issu de lavage broncho-pulmonaire de patients atteints présente une forte concentration
en IL-8 et une diminution de la quantité d'1L-10 [94]. Un mod&le murin a récemment

confirmé l'implication des chémokines dans cette mal adie [95].

Il existe un déficit de production d1FNy dans cette maladie et des essais cliniques
préliminaires dadministration d'1FNy-1b associés a de la prednisolone ont montré une
amélioration de la fonction pulmonaire chez les patients traités pendant 1 an. Toutefois, on ne
peut pas, au vu des résultats, affirmer que cette amélioration est liée a |'angiogenése puisgque
I''FNy bloque également la synthése du collagéne | et I, du TGFB1 et du facteur de

croissance du tissu conjonctif [208].

D. Les tumeurs

1. Historique et généralités

Folkman a émis I'hypothese en 1971 que la croissance et le processus métastatique des
tumeurs étaient des phénomenes directement dépendants de la vascularisation. Depuis, le
réseau vasculaire tumoral est devenu une cible thérapeutique potentielle dont I'étude a été
privilégiée. L'affirmation de Folkman découle de I'observation quen I'absence de
néovascularisation, la taille des tumeurs reste en deca de quelques millimetres de diameétre.
Chaplin et Dougherty rappellent que I'idée dinterrompre la vascularisation pour traiter les
tumeurs remonte a 1844 quand Walsh écrivit que certaines tumeurs pouvaient étre traitées par

thrombose ou torsion de leur pédicule vasculaire principal [42].

Lorsqu'une tumeur apparait, elle est tout d'abord avasculaire. Parfois, a un certain moment, il
se produit en son sein un changement brutal d'un phénotype non-angiogénique vers un
phénotype angiogénique : le premier correspond & un stade ou la tumeur évolue lentement
avec des cellules endothéliales avoisinantes quasi-quiescentes, alors que le phénotype
angiogénigue comporte une production décupl ée de facteurs de croissance endothéliaux, et se
manifeste par une croissance tumorale rapide et I'initiation du processus métastatique. Le géene
suppresseur de tumeur p53 joue probablement un réle important dans cette évolution : 1a perte

de ce gene (mutation, délétion) saccompagne dune diminution de I'expression de la

thrombospondine-1 [50] et dune augmentation de I'expresson de VEGF, aors que sa
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restauration inhibe I'angiogenése dans de nombreux modéles tumoraux [204]. Drautres
molécules du contrdle de I'homéostasie cellulaire, notamment certains oncogenes cellulaires,
interviennent dans I'expression de facteurs pro-angiogéniques. Les virus peuvent aussi parfois
expliquer le pourquoi du changement phénotypique : par exemple, le Human Kaposi's
Sarcoma Herpes Virus-G Protein-Coupled Receptor (KSHV-GPCR) a éé impliqué dans
I'émergence du sarcome de Kaposi chez I'homme. Il existe en effet une forte homologie de
sequence entre cette molécule virale et le récepteur CXCR2 (récepteur des chémokines pro-
angiogéniques) [34]. Le récepteur viral posséde une activité constitutive capable diinduire la
transformation oncogénique de la lignée NIH 3T3 et de favoriser I'angiogenese in vivo. Une
mutation ponctuelle de CXCR2 ou la présence continue des chémokines stimulatrices de ce
récepteur suffit a reproduire les effets de KSHV-GPCR. Cette molécule est donc susceptible

de dérégler la balance de I'angiogenése en faveur d'un stade pro-angiogénique.

L'utilisation d'une thérapie anti-angiogénique dans le traitement du cancer présente de

nombreux avantages comparés ala chimiothérapie classique :

« Un large spectre dactivité : I'endothélium tumoral semble distinct de I'endothélium

présent dans les tissus normaux mais on constate une forte homologie entre ceux issus de

différentes tumeurs [178].

« Une diminution des risques liés a |'émergence d'une chimiorésistance : |'échappement des
tumeurs aux drogues est lié a leur instabilité génétique qui favorise I'émergence de clones
de cellules résistantes. Les cellules de I'endothélium, qui, & contrario, sont stables

génétiguement, devraient développer une résistance plus lentement ou méme pas du tout.

« Une bonne accessibilité des cellules cibles permettant I'utilisation de traitements par voie
systémique : la pénétration jusgu'aux cellules tumorales peut parfois étre sub-optimale

alors qu'elle est toujours parfaite concernant les cellules endothéliales.

. Des effets secondaires plus limités : en effet, les traitements sont plutbt a visée

cytostatique que cytotoxique.

On pourrait arguer que la diminution de la vascularisation intra-tumorale est susceptible
disoler la tumeur, et de ce fait de diminuer I'acces des drogues chimiothérapeutiques vers
leurs cibles. Or, paradoxalement, il a été montré que c'est la néovascularisation elle-méme qui
réduit graduellement |'accessibilité des drogues vers les cellules tumorales. En effet, les
néovaisseaux sont peu résistants et le plasma passe facilement la barriere endothéliale : ceci
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aboutit a une pression interstitielle tres augmentée dans le tissu tumoral, et donc a
I'écrasement des vaisseaux. Certaines thérapeutiques anti-angiogéniques sont donc favorables

a la délivrance des drogues et peuvent étre envisagées comme un traitement paralléle

synergique de celles-ci [63].

2. Indices de vascularisation, médiateurs et pronostic

Les différentes études menées jusqu'a maintenant se révelent souvent contradictoires sur
I'aspect pronostique d'une vascularisation plus ou moins importante. Certains auteurs
retrouvent une corréation forte entre la densité microvasculaire (IMD, intra-tumoral
microvascular density, mesuré par immunohistochimie) et le pronostic de la tumeur
(agressivité locale et surtout phénoméne métastatique), notamment dans le cancer du sein,

cancer du poumon non a petites cellules, mélanome et cancer de la prostate, mais d'autres

auteurs ne retrouvent pas de telle corréation [195] La variabilité inter-individuelle des
expérimentateurs dans le dénombrement des vaisseaux, ains que la variété des anticorps
révélateurs utilisés, jouent un réle certainement non-négligeable.

Concernant le phénomeéene métastatique, la présence de vaisseaux au sein de la tumeur
favorise |'extravasation des cellules tumorales et augmente donc le risque de dissémination, ce
qui intervient dans le pronostic des tumeurs. La nature des vaisseaux intra-tumoraux, de par
leur immaturité et leur fragilité, les rend plus perméables au passage de cellules tumorales: la
simple pression interstitielle due a la croissance de la tumeur peut étre suffisante. De plus, la
secrétion de protéases permettant la migration des cellules endothéliales favorise également
celle des cellules tumorales. Certains agents anti-angiogéniques peuvent donc prévenir a la
fois la vascularisation de la tumeur primaire et inhiber le passage de cellules invasives

potentiellement métastati ques.

La présence de facteurs pro ou anti-angiogéniques au sein du tissu tumoral peut étre révélée
par immunohistochimie, par Western Blot, par Reverse Transcriptase et Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR transcription réverse et réaction de polymérisation en chaine), ou par
hybridation in situ des ARN messagers. Poon et coll. ont résumeé un grand nombre d'études de
la littérature (environ 200) [147] : ils ont retrouvé une association forte entre I'expression
élevée du VEGF au sein de la tumeur et un grade tumoral avancé (ou une survie de courte
durée). Les études concernant le bFGF sont moins concluantes avec quelques contre-

exemples, comme I'éude de Colomer et coll. dans le cancer du sein : les effets du bFGF sur
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des cellules non-endothéliales sont responsables de cet illogisme (induction d'une réponse

fibroblastique autour de la tumeur, ce qui limite ses capacités d'invasion). Aucune conclusion

formelle n'étant actuellement admise, nous N'entrerons pas dans les détails [147],

L'évaluation des facteurs circulants vis a vis du pronostic est également d'une importance
majeure : en effet, une simple prise de sang peut permettre cette évaluation par test ELISA, ce
qui est beaucoup moins invasif que I'exérese chirurgicale ou la biopsie. Ceci peut permettre
un suivi de I'évolution tumorale, et une estimation préopératoire de la gravité de la tumeur
(d'ou la modification possible de la prise en charge du patient). C'est une technique
quantitative et reproductible, ce qui est incontestablement avantageux comparé a I'évaluation
semi-quantitative par immunohistochimie. La grande majorité des études sur ce sujet ont
retrouvé la corréation positive entre la présence de VEGF circulant et la gravité de la

maladie, les variations étant principalement liées au type histologique du cancer et a la

puissance de I'étude [147].

Il est important de noter que le niveau de médiateurs pro-angiogéniques, Sil est important aux
stades avanceés de latumeur, n'est que tres faible au début de sa croissance : ce type de mesure

n'est donc a priori pas utile pour la détection tumoral e précoce. De méme, son utilisation pour

discriminer les tumeurs bénignes et malignes ne semble par appropriée [147]. Par contre,
étant donné la diminution du VEGF circulant généralement observée apres |'exérese
chirurgicale (la tumeur en étant la principale source), une persistance du facteur circulant ou

une ré-augmentation apres une chute initiale peut indiquer la récurrence du cancer. Ceci

nécessite encore d'étre éudié [147].

a) Carcinomes du poumon

Dans le cancer du poumon, les ééments permettant de définir le pronostic d'une tumeur sont
assez rares. || sagit principalement du stade histologique, maisil existe une grande variabilité
au sein dun méme stade : certaines tumeurs multicentriques et pourtant peu agressives,
pourraient bénéficier d'un traitement chirurgical si on disposait d'un moyen de prévoir leur

faible agressivité.

Le poumon est alafois le site de tumeurs primaires (SCLC carcinomes pulmonaires a petites
cellules, et NSCLC carcinomes pulmonaires non a petites cellules qui regroupent plusieurs
types histologiques), et le site de nombreuses métastases, provenant notamment des cancers

mammaires, gastro-intestinaux, urogénitaux, etc.... Aucun lien entre I''MD dans les
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adénocarcinomes pulmonaires et la survie n'a pu étre mis en évidence, contrairement a ce qui

est visible lorsqu'on observe les NSCLC dans leur ensemble [145]. Aucune corrélation ferme

ne peut non plus étre affirmeée entre la présence de VEGF intra-tumoral et le pronostic, étant

donné la variabilité des résultats publiés [147].

Certaines tumeurs, faiblement angiogéniques, peuvent également profiter du réseau vasculaire
pulmonaire pré-existant et sinsérer au niveau avéolaire : cette organisation, peu

néovascul arisee, est pourtant associée a un mauvais pronostic de survie [145],

Pour les métastases cliniquement détectables, Pezzella et coll. ont retrouvé un IMD éleve,
maisils signalent aussi I'existence de métastases dormantes, non-angiogéniques, qui trouvent

dans le tissu pulmonaire le lieu idéal pour simplanter : elles sappuient sur la vascularisation

normale et colonisent la place aisément accessible que représentent les alvéoles [145] | es
auteurs suggerent que ce type de métastases puisse devenir de plus en plus fréguentes avec
I'apparition des thérapeutiques anti-angiogéniques.

b) Carcinomes du tractus gastro-intestinal
Les études concernant les carcinomes du colon relient positivement I'|MD, la quantité de
VEGF intra-tumoral et circulant a un pronostic défavorable. Les mémes résultats sont

retrouveés pour les tumeurs gastriques et les hépatocarcinomes [147], par exemple, Chung et
coll. décrivent une récurrence hépatique des cancers du colon chez 66,7% des patients de leur

étude présentant un marquage VEGF intra-tumoral positif, comparé a 16,7% seulement chez

les patients négatifs (p<0,05) [43].

c) Carcinomes du tractus urogénital et carcinomes
mammaires

Weidner rapporte une série d'études concernant |e pronostic des tumeurs du tractus urogeénital

[196]. Pour les carcinomes prostatiques, I'ensemble des études convergent pour conclure a un
lien entre I''MD et la gravité de la maladie (extension métastatique, grade tumoral, pronostic

de survie). Mais pour l'instant, aucune corrélation n'a été établie formellement entre la

présence de VEGF circulant et le grade tumoral [147]. |es carcinomes des testicules ont été
peu étudiés et il n'a pas été mis en évidence non plus de lien entre vascularisation et pronostic
[196]
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En ce qui concerne les carcinomes de la vessie, I'lMD est un facteur de pronostic de survie

indépendant du stade de |a tumeur évalué par histologie [196]. Une diminution de la présence
de thrombospondine-1 est un facteur prédictif des risques de rechute et de la survie globale, et

une étude montre que la présence de VEGF circulant est un facteur pronostique de rechute

post-chirurgie [147].

L'IMD dans le cancer du rein est significativement plus élevé chez les patients portant des
métastases comparativement a ceux en rémission trois ans post-chirurgie. L'IMD est un
facteur pronostic considéré comme majeur par la plupart des auteurs : pour Yoshino et coll.,
la survie est significativement plus élevée chez les patients présentant moins de 30

microvaisseaux par champs microscopique (p=0,004). Toutefois, MacLennan et coll. n‘ont

pas retrouvé cette corrélation chez les 97 patients de leur éude [196]. De méme, le VEGF

circulant n'a pas été démontré comme étant un facteur pronostique dans ce type de cancer

[147],

L'implication pronostique du VEGF séique pour les cancers ovariens n'a pas été
formellement établie [147]. Par contre, dans les cancers du col de I'utérus, une corrélation

forte existe entre I''MD, l'invasion métastatique locale et la survie [196]. Ni le VEGF, ni le
bFGF circulants n'ont été formellement reconnus comme des facteurs pronostiques de la

survie dans les cancers mammaires [147], alors gue I''MD dans ces mémes cancers était un

facteur pronostique de meilleure qualité que le grade ou lataille de la tumeur [195],

d) Cancers hématologiques

Contrairement a ce que l'on pourrait penser, |'angiogenése est fortement impliguée dans la
progression des cancers d'origine hématologique. Le nombre de microvaisseaux dans la
moelle osseuse augmente chez les patients atteints de leucémie et, lors de leucémie aigué

myéloide, le niveau élevé de VEGF circulant est un facteur pronostique défavorable sur la
survie [147].

e) Sarcomes

De nombreux médiateurs pro-angiogéniques ont été décelés dans les sarcomes des tissus
mous, dont les principaux représentants sont le VEGF, le aFGF et le bFGF. Une corrélation
entre la densité microvasculaire au sein de la tumeur et I'expression de ces médiateurs aussi

bien au site tumoral que dans le sang circulant a parfois été trouvée mais de facon non
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V. Essais thérapeutiques

La meilleure connaissance des mécanismes de |'angiogenése pathologique incite aujourd'hui a
des tentatives thérapeutiques dans ce domaine. Certaines difficultés, notamment liées a
I'équilibre fragile existant au niveau des tissus sains et qui ne doit pas étre perturbé,

ralentissent |'expérimentation chez I'homme.

Pourtant, des essais thérapeutiques sont en cours : hous détaillerons tout d'abord les molécules
candidates déja physiologiguement impliquées dans la régulation de |'angiogenése. Puis nous
décrirons les inhibiteurs de ces médiateurs au niveau précoce (bloquant les interactions de
type médiateur-récepteur, ou les signaux intracellulaires précoces), et au niveau tardif
(altération au niveau de la transcription génique). Enfin, nous aborderons les molécules

modifiant les caractéristiques de la matrice extra-cellulaire.

A. Difficultés méthodologiques des essais

1. Pro-angiogenese

Il est relativement aisé techniguement de mettre en oauvre des essais de promotion de
I'angiogenése, méme s la possibilité deffets secondaires graves doit étre prise en
considération. Lorsgue le risque encouru est important, les patients choisis dans les phases |
des essais thérapeutiques sont alors souvent a des stades avanceés de leur maladie. Dans le cas
des molécules pro-angiogéniques, les risques d'athérosclérose accélérée, de génération de
rétinopathies ou de réveil de tumeurs dormantes rendent ces traitements potentiellement
dangereux. Les premiers patients inclus ont donc été ceux ayant une espérance de vie tres

limitée ou une qualité de vie extrémement détériorée.

2. Anti-angiogenése

La difficulté de ces études provient de la méthodologie employée dans les évaluations des
drogues anticancéreuses : les critéres de jugement classiquement employés ne sadaptent que
mal a ce nouveau type thérapeutique. En effet, le critére principal en phase Il repose sur la
réduction tumorale alors que ce qui est observe avec les traitements anti-angiogéniques reléve
plus de la stabilisation tumorale que de sa diminution. La comparaison a un traitement
chimiothérapeutique de référence a peu de chances d'étre concluant dans ces conditions.
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En effet, les inhibiteurs de |'angiogenése ont une activité cytostatique plutdt que cytolytique et
donc trés peu de réponses objectives sont observables dans des essais cliniques. La mesure de
marqueurs tumoraux dans le sérum des patients a été suggérée mais la signification de ces
résultats est difficilement extrapolable. De nombreux autres critéres de substitution ont été
proposés, le suivi de la densité vasculaire (impossible au vu du nombre de biopsies
nécessaires au suivi), le dosage de facteurs de croissance circulants (pas toujours représentatif
de la situation au site tumoral). Seuls des facteurs comme le temps avant rechute, la vitesse de

croissance tumorale ou la survie sont véritablement signifiants.

L'idéal serait sans doute d'étudier des combinaisons thérapeutiques associant une
chimiothérapie classique a un traitement anti-angiogénique pour observer une éventuelle
synergie. Les essais devraient associer soit en méme temps, soit a la suite, les thérapeutiques

classiques et les inhibiteurs d'angiogenese.

B. Composés physiologiques

1. Pro-angiogéniques

a) Protéines recombinantes

Dans le cas des ischémies myocardiques, plusieurs essais cliniques d'administration de
protéines angiogéniques recombinantes (bFGF et VEGF) sont en cours avec des résultats
mitigés. Le probleme de la voie et de la cinétique d'administration est crucia : Les injections
se font directement dans le myocarde ischémique, de maniére intra-coronaire ou
intraveineuse, ou par l'intermédiaire de microcapsules a libération prolongée implantées

chirurgicalement, en association ou non avec les thérapeutiques chirurgicales habituelles.

b) Thérapie génique
Le transfert du géne du VEGF 45 €t son expression intramusculaire favorise le développement
de vaisseaux collatéraux chez des patients atteints d'ischémie sévére des membres et a permis
de préserver plusieurs patients promis a une amputation [17]. Webster confirme gue des essais
récents réalisés par Holliman sur 55 patients vont dans le méme sens [194].

Losordo et coll. ont utilisé l'injection intramyocardique isolée dADN nu codant pour

VEGF65 €t pour les 5 patients traités, une amélioration de la vascularisation collatérale
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mesurée par angiographie a été rapportée. De plus, la diminution de la fréquence des épisodes

angineux, correspondant a une diminution de I'utilisation de nitroglycérine, a été constante
[117]. Le méme type de résultats a été obtenu gréace a lI'utilisation d'un adénovirus
recombinant pour VEGFy,; [156]. L'étude d'Holliman a également confirmé ces bons résultats

pour I'ischémie myocardique (30 patients) [194].

Dans une revue récente sur les risques de la thérapie génique, Isner et coll. rapportent une trés
importante augmentation de la proportion des essais de thérapie génique qui concernent les

mal adies cardiovasculaires. Les effets secondaires redoutés n'ont pas été mis en évidence pour

l'instant [86]. Malgreé lI'implication de la microcirculation dans le développement des plaques
d'athérosclérose, de trés nombreux essais in vivo, y compris chez I'homme, réfutent
I'nypothése selon laguelle le VEGF ou le FGF-4 accéléreraient ce processus. De méme, les
concentrations et la durée d'expression des genes des facteurs de croissance apres thérapie
génique semblent insuffisants pour entrainer |'apparition d'hémangiomes ou I'émergence de
tumeurs dormantes. Pour I'instant, le suivi de ces patients peut encore étre considéré comme a
relativement court terme (environ 3 ans), mais aucun risgue majeur de réveil tumoral n'a été
mis en évidence a ce jour. En ce qui concerne les rétinopathies, il semble que les
concentrations sérigues des composés angiogéniques soient trop faibles pour entrainer des
conséquences, la proportion de substance passant la barriere hémato-oculaire étant tres faible.
Dans un essai prospectif de suivi de patients diabétiques, ayant plus ou moins d'antécédents
de rétinopathie proliférative, aucune augmentation de la récurrence de cette maladie n'a été

observée par comparaison au groupe contréle non-diabétique.

2. Anti-angiogéniques

a) IFN yet TNFa

Laforte toxicité de ces molécules limite leur utilisation : le protocole de perfusion de membre
isolé est destiné a limiter les effets secondaires graves de ces cytokines en utilisation
systémique. |l a été utilise avec succés dans de nombreuses études préliminaires chez

I'animal. L'association du TNFo, de I'IFNy et du melphalan est utilisée chez les patients

atteints de mélanomes localement métastatiques [157]. On observe un taux de réponse

important a ces traitements, de I'ordre de 78 % de réponses compléetes, compareé a 52 % avec
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le melphalan seul [112], Chez I'animal, I'utilisation dinhibiteurs de NOS en parallédle de ces

drogues potentialise leur effet anti-tumoral [52].

b) IL-12
L'IL-12 recombinante a apporté une preuve de son efficacité dans de nombreux modéles
murins [33] mais les premiers essais cliniques chez I'homme ont révélé une toxicite forte et
inattendue [109]. Bien que I'activité de I'lL-12 passe par la sécrétion endogéne dFNy,
I'administration de I'lFNy seul, outre sa forte toxicité, ne produit pas les effets bénéfiques de

I'lL-12 car cette derniere cytokine possede également la capacité de stimuler fortement

I'immunité cellulaire (cellules T, NK, macrophages et cellules présentatrices d'antigenes).

Certains essais d'administration d'IL-12 recombinante ont été décevants, comme pour le

cancer du rein [130]. Par contre, un essai de phase I de thérapie génique, consistant en
I'injection péritumorale de fibroblastes transfectés par le gene de I'lL-12, montre une faible

toxicité et une réponse clinique encourageante chez 4 patients sur les 9 traités dont un

mélanome métastatique [93].

c) PF4

Une seule étude en phase | sur des patients atteints de cancer du colon a été publiée en 1996
avec une administration de PF4 recombinant de maniére trés limitée dans le temps. Les
résultats étaient satisfaisants en matiere de tolérance mais aucune efficacité thérapeutique

n'est suggérée par cette étude [20].

C. Inhibition des interactions et des signaux intracellulaires
précoces

1. Blocage du VEGF

a) Oligodeoxynucléotides anti-sens
Les oligodeoxynucléotides (ODNs) anti-sens sont une nouvelle approche technologique
visant a inhiber I'expression de genes cibles avec une haute spécificité : ils inhibent
I'expression des genes cibles en altérant I'épissage, la stabilité ou la trandation des ARNmM

gréce a une séquence anti-sens complémentaire. Latechnologie permet aujourd'hui d'avoir des
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ODNs stables pendant plusieurs jours. Robinson et coll. rapportent une inhibition de la

vascularisation dans un modéle de vascularisation rétinienne par I'administration dODNs

anti-VEGF de 21 nucléotides dans le vitré [153]. De méme, cette approche pourrait ére

utilisable pour limiter la production de VEGF dans les kératinocytes dans des désordres de

type psoriasis (étude in vitro) [176],

b) Anticorps monoclonaux anti-VEGF

Les anticorps recherchés sont des anticorps de haute affinité (Kp 10° & 10%?), capables
d'empécher la liaison du VEGF a son récepteur ou la dimérisation de ce récepteur, et, dun
point de vue fonctionnel, qui empéchent la phosphorylation du récepteur et donc la
mitogenése induite par le VEGF. Les anticorps présélectionnés pour ces caractéristiques in
vitro sont ensuite testés sur des modéles tumoraux in vivo. Des éudes sur des modéles

animaux ont montré une stabilisation de la taille des tumeurs voire une diminution aux plus

hautes doses utilisées lors de I'utilisation d'un anticorps anti-Flk-1 (DC-101) [199]. Cet
anticorps ne reconnait pas KDR, I'homologue humain de Flk-1 et n'est de ce fait pas utilisable
directement en thérapeutique, toutefois son efficacité chez I'animal incite poursuivre dans

cettevoie.

c) Inhibiteurs des tyrosines kinases

Pour comprendre le mécanisme d'action de ces molécules, il est nécessaire de faire un bref
rappel sur la structure des récepteurs a tyrosine kinase (RTKS) : il sagit d'une large famille
qui regroupe les récepteurs de nombreux facteurs de croissance et qui est caractérisée par un
domaine extracellulaire spécifique d'une molécule (VEGF, FGF ou autre), un domaine trans-
membranaire et un domaine intracellulaire dont I'activité enzymatique transmet le signal. Les
RTKs existent a I'état monomérique a la surface cellulaire et la liaison de leur ligand
spécifique induit leur dimérisation. Ce changement de conformation induit une auto-
phosphorylation de la chaine intracytoplasmique, qui devient attractive pour des molécules
substrat qui sont a leur tour phosphorylées (PLCy ou Shc). Ces molécules interviennent, apres
relais par de multiples messagers secondaires, dans la libération du calcium intracellulaire et

l'activation de la cascade de la MAP kinase et findement a des modifications de la

transcription de nombreux génes et ala prolifération de la cellule [169].

Le récepteur FIk-1 ou VEGF-R2 est un membre de cette famille, tout comme de nombreux
récepteurs impliqués dans I'angiogenese : EGF-R, PDGF-Rf, FGF-R1, MET, ECK, Flt-1, Ft-
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4, Tie et Tek. Toutefois, tous ne sont pas spécifiquement exprimés sur les cellules

endothéliales (seuls lafamille de FIk-1 et celle de Tie sont spécifiques).

L'utilisation de dominants négatifs de FIk-1 (récepteurs dont la partie intracytoplasmique est
tronquée, transférés par I'intermédiaire d'un virus recombinant) a démontré le potentiel anti-

angiogenigque du blocage de I'activité tyrosine kinase de ce récepteur dans plusieurs modeles

tumoraux murins [124]

Plusieurs approches pour blogquer ces récepteurs sont envisageables, comme |'utilisation
d'anticorps bloquants, de récepteurs solubles, d'oligonucléotides anti-sens, mais également le
blocage de I'activité enzymatique par des petites molécules spécifiques de la tyrosine kinase
ciblée. La société SUGEN a choisi cette derniere méthode et certains composés sont en cours
d'étude, comme le SU5416 (inhibiteur spécifique de I'activité tyrosine kinase de Flk-1, en
cours de phase 1) et le SU6668 (inhibiteur de spectre plus large incluant RTKs du VEGF, du
FGF et du PDGF).

2. Blocage du bFGF

a) Tecogalan sodium

Il sagit d'un polysaccharide sulfaté qui fut isolé a partir d'une bactérie : Arthrobacter. Son
effet anti-angiogénique passe via l'inhibition de la liaison du bFGF a ses récepteurs. La dose
recommandée en phase Il est de 390 mg/m2 sur 24 heures toutes les 3 semaines dans des
sarcomes de Kaposi. Les effets secondaires sont une élévation du temps de "thromplastin” et

delafievre.

b) Carboxyamidotriazole

Il sagit d'un inhibiteur synthétique de la transduction du signal via les flux calciques : il
bloque les canaux calciques non-excitables. L'inhibition de I'angiogenese est un de ses effets :
il sagit d'une diminution des phosphorylations suivant la liaison du bFGF a son récepteur,

entrainant secondairement une réduction de I'expression de MMP-2. Les effets secondaires

sont des nauisées, beauicoup de fatigue, voire de I'anorexie [22]. 11 inhibe de maniére réversible
I'invasion, la croissance et |'angiogenése tumorale. La stabilisation de 49% des patients ayant
des maladies évolutives (cancers du rein, pancréas, ovaire, mélanome et poumon non a petites

cellules), traités sur 7 mois, a permis de poursuivre |'évaluation thérapeutique en phase Il ala

dose de 100 & 150 mg/m2/jour selon laformulation [100].
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3. Thalidomide

Préecisément il sagit de I'a-N-[phthalimido]glutarimide. Aprés absorption orae, la
thalidomide est mgjoritairement et non-enzymatiquement dégradée en une vingtaine de
métabolites. La métabolisation hépatique par e cytochrome P450 est faible, toutefois c'est elle
qui semble aboutir au composé anti-angiogénique [60]. Son mécanisme d'action est mal
connu. Il sagirait de la dégradation de 'ARNm et donc de la production de TNFa [7]. Ssands
et Podolsky rappellent que la thalidomide modifie d'autres paramétres tels que le profil

d'expression de I'lL-12 et celui des intégrines, et qu'elle diminue la migration des leucocytes

via une inhibition de laPK C [159],

D'Amato et coll. suggerent, dans un modéle de vascularisation cornéenne, que les propriétés
anti-angiogénigues de la thalidomide soient liées au blocage de I'activité du bFGF. Ce sont
ces propriétés qui sont responsables des effets tératogénes graves qui avaient été al'origine du
retrait du marché de la thalidomide au tout début des années 1960 [49]. De nombreux modéles
in vitro et in vivo convergent dans ce sens. On ne peut toutefois pas négliger I'action
immunomodulatrice de la thalidomide (inhibition du TNFa) qui pourrait intervenir dans les
rémissions observées dans des cas de myéomes récidivants [150]. De méme, c'est sa faculté
dinhibition du TNFa, et non ses propriétés anti-angiogéniques, qui est probablement le
mécanisme impliqué dans l'activité bénéfique de la thalidomide sur la maladie de Crohn
[190].

L es effets secondaires les plus courants sont fatigue, constipation, hypotension orthostatique
et éruptions cutanées. Toutefois quelques cas de neuropathie périphérique comportant des

paresthésies douloureuses ou associées a une perte de sensibilité ont été rapportés, et peuvent

parfois devenir permanents [150].

4. Blocage des intégrines

a) Vitaxine

Il sagit d'un anticorps monoclona humanisé dirigé contre l'intégrine o, B3. L'anticorps murin
LM609 est capable dinduire une régression tumorale et daméliorer des arthrites expérimen-
tales : son mécanisme d'action semble passer par une apoptose des cellules endothéliales. Son

homologue humanisé a été testé pour évaluer sa sécurité chez des patients. La tolérance est
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excellente : aucun arrét prématuré du traitement, aucune toxicité cardiaque, hépatique ou
rénale ni hématologique. Ceci est tres favorable puisgue I'administration des molécules anti-
angiogénigues doit vraisemblablement se faire sur une longue période. Cet anticorps n'a pas
non plus déclenché de réponse immunitaire. L'éude n'a pas montré de réponse clinique

véritable mais a lieu sur des tumeurs avanceées, dans lesguelles les vaisseaux sont dgja établis

et moins susceptibles parce qu'exprimant moins les intégrines [76,148]. |_a faible toxicité de
cette molécule devrait lui permettre d'étre testée a plus grande échelle.

b) Triflavine

C'est un peptide contenant la séquence RGD spécifique des intégrines avp et obtenu a partir
du venin d'un serpent trimeresurus flavoviridis. Il est beaucoup plus efficace (30 fois plus)

que la Vitaxine in vitro pour inhiber la migration des cellules endothéliales induite par la

fibronectine et la vitronectine, et pour bloguer I'angiogenése induite par le TNFo [171].

Aucune étude n'atoutefois confirmé ces résultats depuis.

D. Inhibition des signaux intracellulaires tardifs

1. Rétinoides
Il sagit des dérivés naturels ou synthétiques de la vitamine A. 1ls exercent plusieurs fonctions
anti-tumorales : induction de la différenciation cellulaire, inhibition de la sécrétion d'u-PA
ainsi que suppression de la synthése de MMP. Ils sont utilisés dans le traitement de certains
cancers épithéliaux et de la leucémie a promyélocytes. Ils entrainent de nombreux effets
secondaires par un mécanisme mal connu. |l existe 2 types de récepteurs nucléaires : les RAR
(retinoic acid receptors) et les RXR (retinoid X receptors). Ces récepteurs sont impliqués dans
I'inhibition du facteur de transcription AP-1, lui-méme intervenant dans l'expression de
mol écules pro-angiogeéniques comme les collagénases et les stromélysines. Les recherches se

poursuivent pour isoler des rétinoides ayant spécifiquement cette activité anti-AP1 de maniére

adiminuer les effets secondaires [111]

2. Bryostatin-1

Il sagit d'un composé de type lactone macrocyclique isolé & partir d'une algue marine, la
bryosoan. Il interagit avec la cascade d'activation de la PKC, elleeméme impliquée dans
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I'expression des MMP via son interaction avec les séquences promotrices dAP-1. La
Bryostatin —1 est capable d'inhiber le processus métastatique et angiogénique dans plusieurs
modéles tumoraux murins [83]. Toutefois, les nombreux réles de la PK C dans les mécanismes
de mort et de survie cellulaire, qui touchent les cellules tumorales aussi bien que les
endothéliales, rendent les résultats tres variables in vivo et leur interprétation tres difficile
[80],

3. Inhibiteurs des cyclo-oxygénases (COX)

Les enzymes de la famille des COX catalysent la conversion de |'acide arachidonique en
prostaglandine PGE;. Les inhibiteurs des COX sont les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS). Il a été constate que les utilisateurs fréguents dAINS comme les patients arthritiques
ont une incidence diminuée de cancers digestifs, en comparaison avec la population générale.
En effet, COX-2 est fréguemment surexprimée dans les adénocarcinomes de colon et de
cancers gastriques comparé a l'expression dans les tissus sains adjacents des tumeurs (80%). |1
adonc été suggéré que cette isoforme puisse étre impliquée dans |e dével oppement de certains
néoplasmes. L'utilisation d'un inhibiteur spécifique de cette enzyme (NS-398) a montré sa
capacité a induire I'apoptose des cellules tumorales in vivo mais pas in vitro, ce qui suggere

un effet indirect. L'inhibition de COX-2, dans les tumeurs qui la surexpriment a |'état basal,
supprime |'expression de bFGF et VEGF par la tumeur in vivo [162] ; PGE2 interviendrait
donc au niveau de larégulation de I'expression des génes des médiateurs pro-angiogéniques.

Les tumeurs n'exprimant pas COX-2 mais COX-1 sont également sensibles a I'action d'un

inhibiteur mais par un mécanisme indépendant de bFGF et VEGF [162].

D'autre part, Masferrer a montré que |'angiogenése induite artificiellement par des implants de
bFGF pouvait étre inhibée grace a l'utilisation d'un inhibiteur sélectif de COX-2 (SC-560) et
pas de par celui inhibant COX-1 (SC-236) [119] : ceci suggére que PGE; interviendrait en

aval de |la cascade proangiogénique de bFGF.

4. Combretastatine A4

Cest un membre de la famille de la vinblastine et de la vincristing, agent
chimiothérapeutiques se liant a la tubuline. Contrairement aux autres membres de la famille,
la combretastatine A4 exerce un effet sur les cellules endothéliales en prolifération

uniquement et surtout a une dose non-toxique. Cette action se traduit par une interruption du
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flux sanguin suite & une unique administration [18]. En effet, la combretastatine A4 modifie la
forme des cellules endothéliales en interagissant avec le cytosquelette : ceci atere le flux
sanguin, expose la membrane basale et induit des hémorragies associées a une coagulation
intra-vasculaire. Plusieurs études sur des modeles de tumeurs humaines métastatiques sont

actuellement en cours.

E. Inhibition des molécules de la matrice extra-cellulaire

1. Inhibiteurs des protéases

Les métalloprotéinases (collagénases, gélatinases, métall oélastase, stromélysine, matrilysine)
sont impliquées dans |e remodel age de la matrice extracellulaire. Leurs inhibiteurs ont montré

une efficacité en diminuant le potentiel invasif de cellules endothéliales transformées dans un
matrigel [185] ¢t le recrutement de cellules endothéiales normales dans la xénogreffe

tumorale chez la souris nude [173].

Les inhibiteurs des MMP vont de simples agents chélateurs comme I'EDTA
(Ethylenediaminatetraacetic Acid) a des peptides synthétiques dessinés en fonction de la
structure connue du site actif des MMP, et adaptés pour une meilleure spécificité, sans oublier
les molécules naturelles (TIMPs). La premiere génération de composés comportait le
Batimastat (BB94 de British Biotech) qui a été testé in vivo ala dose de 30 mg/kg. Toutefois
sa tres faible solubilité le limite aux utilisations par voie intra-péritonéale ce qui n'est pas
compatible avec une utilisation a long terme en traitement d'entretien. 1l inhibe la pénétration
des cellules endothéliales a travers du matrigel, la croissance dans un modéle de tumeur

vasculaire murin et le phénoméne métastatique dans un modele de tumeur mammaire chez le
rat avec résection chirurgicale de la tumeur primaire [185], ce type dinhibiteur peut

également altérer la motricité des cellules tumorales [193]. Talbot et Brown rapportent que le
Batimastat a été utilisé avec succes chez des patientes atteintes de cancer ovarien associé a
une ascite, toutefois la toxicité intestinale aigué présente lors dadministration intra-
péritonéale a blogué le développement de ce médicament. Son administration intra-pleurale
chez des patients présentant une effusion pleurale ne met pas en évidence une telle toxicité et

des évaluations a plus large échelle sont en cours [183].
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La deuxiéme génération d'inhibiteurs de protéases comportait le Marimastat (BB2516), le Ro
31-90 (de Roche) et le CGS 27023A (de Ciba-Geigy). L'efficacité du Marimastat n'a pu étre
démontrée dans les carcinomes pancréatiques par rapport a une chimiothérapie classique,
maisil en actuellement en cours d'évaluation de phase Il pour le cancer del'ovaire et phase |1

pour le cancer du poumon a petites cellules ou non, le glioblastome, le cancer du sein

métastatique et celui du colon (NCI) [200]. | es effets secondaires principaux des inhibiteurs
de MMP sont une inflammation et des douleurs musculo-squelettiques de type tendinites
[151]

L'AG3340, ou Prinomastat, est un inhibiteur spécifique des gélatinases (MMP-2 et -8) de la
MT1-MMP et de la collagénase-3. L'AG3340 induit un retard important de la croissance
tumorale dans certains modeles de xénogreffe chez la souris (glioblastome, cancer du sein) de
facon non ubiquitaire. Le mécanisme d'action passe par une inhibition de I'angiogenese dans
tous les modéles, parfois associé a des effets pro-apoptotiques et pro-nécrotiques. L'utilisation
de I'AG3340 en combinaison avec le taxol ou le carboplatin a donné des résultats tres
prometteurs comparés a la chimiothérapie seule. L'AG3340 est bien toléré par voie intra-

péritonéale ou orale, et sa spécificite limite les effets secondaires (pas d'action sur MMP-1)

[168]. |1 est en cours d'évaluation en phase 111 pour le cancer de poumon non a petites cellules

et le cancer de la prostate, ainsi que dans la dégénérescence maculaire liée al'age.

D'autres molécules du méme type sont également au stade des essais cliniques, comme le
Néovastat (AE941), le BAY 12-9566, le Trocade™ (Ro 32-3555) pour la polyarthrite

rhumatoide et e Ro 113-830 pour I'ostéoarthrite [200],

L'uPA est essentiel a l'activation des protéases impliquées dans la dégradation de la matrice,
des inhibiteurs ont donc été testés avec succes chez I'animal. Toutefois, I'irréversibilité de ces
agents ou leur manque de spécificité ne permet pas a I'heure actuelle de les tester chez

I'nomme [120].

2. TNP-470

La fumagilline est un produit d'origine fongique (Aspergillus Fumigatus fresenius) qui,
malgré des caractéristiques intéressantes in vitro, possede une forte toxicité in vivo. Plusieurs
analogues structuraux semi-synthétiques ont été produits, dont I'’AGM-1470 ou TNP-470 qui

possede une activité angiostatique notable (50 fois plus puissante que la fumagilline) et une

83



toxicité moindre [13]. L'effet anti-angiogénique se produit a faible dose alors quune
inhibition de la prolifération des cellules tumorales elles-mémes a lieu a forte dose (3 log de
différence). La demi-vie plasmatique du produit est courte car certains groupements

responsabl es de sa spécificité sont trés labiles.

Le TNP-470 se fixe de maniére covalente a une métalloprotéinase : la méthionine
aminopeptidase de type 2 (MetAp2) et ce de maniere hautement spécifique (nombreuses
interactions moléculaires secondaires avec liaisons hydrophobes et hydrogene). Les protéines
cibles de cette enzyme sont mal connues. Son activation aboutit, sans doute de maniére
indirecte, a la suppression de I'expression des ARNm codant pour certaines cyclines

impliquées dans le déroulement du cycle cellulaire des cellules endothéliales (cdc2 ou cycline
A) [1]. Zhang et coll. ont récemment démontré I'implication de p53 et surtout de p21 dans le

mécanisme d'action du TNP-470, aboutissant & I'arrét du cycle cellulaire en phase G1 [205].
Les molécules cibles du TNP-470 ne sont donc pas spécifiques des cellules endothéliales,
encore moins pathologiques : son action n'est pas limitée a I'angiogenese pathologique, il

interfére également avec les fonctions reproductrices chez la femelle [98].

L'inhibition de la croissance des tumeurs primaires ou secondaires par le TNP-470 est
importante dans de nombreux modéles animaux (plus de 80 % d'inhibition de croissance, et

une survie augmentée de 56 a 100%) [13]. Des essais d'associations avec des drogues
chimiothérapeutiques (adriamycine, cisplatine) montrent un effet additif pour un mélanome,

un cancer prostatique et un carcinome pulmonaire. L'activité du TNP-470 est en revanche

minime sur les tumeurs de la sphére ORL [71].

Le TNP-470 a également été testé dans un modéle d'arthrite induite par le collagéne ou par
I'adjuvant de Freund chez le rat, modeles se rapprochent de la polyarthrite rhumatoide : la
sevérité et l'incidence des arthrites étaient significativement diminuées, et la thérapie
combinée avec la cyclosporine A ou le paclitaxel (drogues usuellement utilisées dans cette

maladie) montre un effet additif [40].

Le TNP-470 peut avoir un effet immunosuppresseur paradoxal : il augmente l'incidence et la

croissance de métastases lymphatiques dans un modele de sarcome chez le rat entrainant une
hypoplasie du tissu lymphoide [81]. D'autres auteurs ont montré qu'au contraire il favoriserait

'activation des cellules T en augmentant la production d'lL-2 [113].



Une trentaine de patients atteints de cancers avances prétraités par chimiothérapie ont été
inclus dans un essai de phase |. La dose maximale tolérée est de 235 mg/m? pour un
traitement hebdomadaire et 60 mg/m® pour un traitement journalier. Quelques cas de
stabilisation de cancer du col utérin métastatique, d'un mélanome métastatique et d'un

histiocytome ont été rapportés, la durée des stabilisations étant corrélée a la dose regue [13],
La dose retenue pour les essais de phase |1 est de 60 mg/m? trois fois par semaine en continu.

Des essais encourageants de phase | sont également en cours dans des sarcomes de Kaposi
liés au sida (18% de réponses partielles) [59].

Il existe une toxicité neurologique cérébelleuse du TNP-470 sous forme de vertiges, ataxie,
photophobie et troubles cognitifs et psychiques. Ces signes disparaissent aprés arrét du

traitement. D'autres effets secondaires sans gravité tels que nausées, thrombopénies, fatigue,
ont été rapportés. C'est le métabolite inactif qui est responsable de ces effets.
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Conclusion

L'angiogenese apparait aujourd’hui comme un mécanisme fondamental de I'homéostasie de
I'organisme. Encore ignorée il y a a peine 30 ans, son étude est actuellement une discipline
au centre des investigations de milliers de chercheurs de par le monde. Témoignant de ce
travail, les méthodes de quantification de I'angiogenese se perfectionnent de plus en plus,
avec actuellement des technol ogies totalement non-invasives comme |'échographie-doppler
ou l'imagerie par résonance magnétique, qui sont aisement utilisables pour le suivi des
patients. Les progrés dans la compréhension des mécanismes en jeu et de la thérapeutique

sont proportionnels a l'enthousiasme du monde scientifique et médical.

Judah Folkman a été le premier ainsister sur le role de I'angiogenése dans I'émergence des
tumeurs. L'implication potentielle de ces déreglements dans dautres anomalies de
I'organisme s'est ensuite rapidement fait jour. Comme nous I'avons souligné dans ce travail,
la régulation de I'angiogenése résulte d'un équilibre fragile et complexe entre des
médiateurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques, organisés en réseau et soumis a de
multiples boucles de rétrocontréle. Toute perturbation de cette balance peut aboutir a une
situation pathologique, les exemples les plus marquants étant représentés par les tumeurs,

les rétinopathies, les défauts de cicatrisation dans | e diabéte et autres ulceres.

Pourtant, la connaissance augmente assez inégalement dans le domaine clinique : certaines
maladies, dans lesquelles le rble de I'angiogenése est pourtant incontestable, ne semblent
pas bénéficier des acquis de la recherche. 1l s agit souvent de situations ou |’ angiogenéese
anormale ne représente qu'une partie du processus pathol ogique (inflammations chroniques,
anomalies de la cicatrisation, dégénérescence maculaire liée a I'ége), ce qui complique la
mise en place des évaluations thérapeutiques. Le manque de modeles d études animaux
reproduisant la maladie humaine et la possible survenue d’ effets secondaires graves sont
auss desfreins al’ expérimentation.
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D’autres domaines progressent a grande vitesse, comme ceux de la cancérologie et de la
pathologie cardio-vasculaire. En effet, malgré les obstacles méthodologiques rencontrés
dans le domaine du cancer (drogues cytostatiques comparées a des drogues de référence
cytotoxiques), I'évaluation de nombreuses molécules est en cours, et la découverte de
nouvelles candidates ne cesse de se poursuivre. Dans les maadies musculaires
ischémiques, I'application de protocoles de thérapie génique est en plein essor et les
résultats sont extrémement encourageants. Les difficultés liées a la spécificité de ces
techniques ont, apparemment, été surmontées méme si I’ on doit encore rester prudent, étant
donné le faible recul de ces études. Ces protocoles ne pourrons que bénéficier des progres a

venir dans |'élaboration de vecteurs de thérapie génique plus maniables et plus siirs.

L’ angiogenése et ses mécanismes régulateurs sont encore loin d étre maitrisés, mais les
applications thérapeutiques des connaissances déa acquises permettent d’ étre optimiste. |l
faut juste espérer gque I’ enthousiasme manifesté pour cette nouvelle discipline ne va pas

décroitre et que les obstacles, résultants de la complexité de ce systeme, seront surmontés.
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BIBLIOGRAPHICAL STUDY OF REACTIONAL ANGIOGENESIS
DYSFUNCTIONSAND THERAPEUTIC PROSPECTS

SURNAME : BLESSON

Given name : Séverine

SUMMARY :

Reactional angiogenesis is a mechanism of vascular remodelling and neovessel growth. It
involves endothelial cells, pericytes, perivascular smooth muscle cells, extracellular matrix, as
well as a complex network of regulation mediators. Different study models have been
elaborated from cells in vitro culture to surgical induced ischemia or tumor transplantation,
each being associated with a specific way of quantification aimed at following the
angiogenetic phenomenon, in vitro and in vivo. Many strategies of investigation are used to
decipher each protagonist part (recombinant proteins, blocking antibodies, gene therapy...),
strategies used as well later in therapeutic models.

The regulation elements of angiogenesis are growth factors (like VEGF and FGF), cytokines,
chemokines and adhesion molecules. Each of these substance family has pro-angiogenic and
anti-angiogenic members : the balance between these mediators allows the system to stay
between the physiological limits.

Any disturbance of this balance is susceptible to induce a pathologica state. A lack of
angiogenesis can lead to cicatrisation defects, ulcers and ischemic muscular diseases.
Conversely, any excess can cause retinopathies and accelerated development of cancers. The
therapeutic attempts are numerous, especialy in the cancer domain, and in the domain of
ischemic tissues revascul arisation where the results are very encouraging.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DE L'ANGIOGENESE REACTIONNELLE
DYSFONCTIONNEMENTS ET PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES

NOM : BLESSON
Prénom : Séverine
RESUME :

L’ angiogenese réactionnelle est un mécanisme de remaniement du réseau vasculaire, qui
concerne la croissance des néovaisseaux. Elle met en jeu les cellules endothéliales, les
péricytes, les cellules musculaires lisses périvasculaires et la matrice extracellulaire, ainsi que
tout un ensemble de médiateurs qui assurent la régulation du processus. Différents modéles
d étude ont été mis au point, de la culture de cellules in vitro a des modéles d’'ischémie
chirurgicalle ou des greffes de tumeurs, chacun étant associé a une technologie de
quantification destinée a suivre |’ évolution du phénomene angiogénétique in vitro et in vivo.
De nombreuses stratégies sont utilisées pour décrypter le réle de chague protagoniste du
systeme (protéines recombinantes, anticorps bloguants, thérapie génique...), stratégies
utilisées par la suite dans les model es thérapeutiques.

L es éléments de régulation de ce phénomeéne sont constitués de facteurs de croissance (dont le
VEGEF et le FGF), de cytokines, de chémokines, et de molécules d’ adhésion. Chacun de ces
groupes de substances comporte des membres pro-angiogéniques et anti-angiogéniques : ¢ est
I’ équilibre entre ces différents médiateurs qui permet au systeme de se maintenir dans les
limites physiologiques.

Toute perturbation de cet équilibre est susceptible d’engendrer un état pathologique. Un
déficit d’angiogenese peut aboutir a des anomalies de la cicatrisation, a des ulcéres et aux
maladies musculaires ischémiques ; al’inverse, un exces peut conduire a des rétinopathies et
au développement accéléré de cancers. Les tentatives thérapeutiques sont nombreuses,
notamment dans le domaine du cancer, ainsi que dans le domaine de la revascularisation de
tissus ischémiques ou les résultats sont trés encourageants.

MOTS CLES : angiogenése - néovaissealx - ischémie — tumeur - facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF) - cytokines
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