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La morphogenese
de I'arbre vasculaire

De la compréhension
des mecanismes moleéeculaires
aux perspectives therapeutiques

La morphogenese de I’arbre vasculaire commence par la for-
mation massive des ébauches de capillaires, suivie du déve-
loppement et de la maturation de certaines branches et la
régression des autres. C’est ’observation directe et la mani-
pulation de modeles in vivo, et récemment une série d’expé-
riences de recombinaison homologue, qui ont permis de
décrire les mécanismes qui contrdlent ces processus et
d’identifier des facteurs qui participent a la formation d’un
capillaire miir, entouré d’une lame basale et de péricytes. De
nouveaux inhibiteurs ont été purifiés en étudiant des situa-
tions ou ’angiogenese est naturellement bloquée. Ces molé-
cules sont capables non seulement d’empécher la croissance
tumorale, mais aussi de provoquer la régression de tumeurs
établies en bloquant leur irrigation. Chez la souris, il est pos-
sible d’éviter le réveil de ces tumeurs par une chimiothérapie
conventionnelle ou par plusieurs cycles de traitement anti-
angiogénique, puisque les cellules endothéliales ne dévelop-
pent pas de résistance aux inhibiteurs de I’angiogenese.

1y a quelques années, I’étude des
mécanismes moléculaires de

tubes. Des expériences in vivo ont
permis d’explorer plus avant la mor-

I’angiogenése se limitait aux pre-
mieres étapes du bourgeonne-
ment d’un capillaire a partir d’'un
vaisseau préexistant: la dégradation
de la matrice extracellulaire, la
migration, la prolifération des cel-
lules endothéliales et la formation de

phogenese de I'arbre vasculaire et de
proposer, avec une étude parallele
de modeles in vitro, les mécanismes
moléculaires qui la controlent. De
nouvelles activités ont ainsi été mises
en évidence pour les facteurs qui
avaient été purifiés grace a leur capa-
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cité de controdler la prolifération ou
la morphogenéese des cellules endo-
théliales in vitro. Des nouveaux fac-
teurs ont été identifiés qui partici-
pent a des étapes plus tardives du
développement vasculaire en «stabili-
sant» les interactions entre les cel-
lules endothéliales et la matrice
extracellulaire ou les péricytes.

La morphogenése

de I'arbre vasculaire:

du bourgeonnement

a l'élagage
L’étude du développement embryon-
naire a permis de distinguer deux
mécanismes différents qui président
a la formation des vaisseaux san-
guins: la vasculogenése, qui consiste
en la différenciation in situ des pré-
curseurs des cellules endothéliales et
leur association pour former sur
place les premiers vaisseaux san-
guins, et 'angiogenése qui corres-
pond a I’extension de I'arbre vascu-
laire a partir des vaisseaux
préexistants [1, 2]. Les cellules endo-

théliales stimulées a I’endroit ou va
bourgeonner le futur vaisseau san-
guin migrent, proliferent et s’organi-
sent pour former la paroi vasculaire.
Cependant, dans I’embryon, les pré-
curseurs des cellules endothéliales ou
angioblastes sont aussi capables de
migrer sur de grandes distances et de
participer a la formation de capil-
laires éloignés de ’endroit ou ils se
sont différenciés [3].

Chez I'adulte, des angioblastes circu-
lant dans le sang periphérique,
capables de se différencier en cellules
endothéliales in wvitro, et de contri-
buer a I'angiogenése in vivo [4], ont
été récemment isolés. Ces cellules ont
été isolées a I'aide de billes magné-
tiques recouvertes d’anticorps dirigés
contre CD34 ou Flk-1 (VEGFR-2, vas-
cular endothelial growth factor receptor-2).
Elles forment des structures ressem-
blant a des capillaires sur la fibronec-
tine ou le collagene in vitro. Elles sont
capables de s’intégrer in vivo dans les
parois des vaisseaux aux sites d’angio-
genése et de constituer jusqu’a 50 %
de la population endothéliale dans

les vaisseaux qui irriguent des
tumeurs ou dans les vaisseaux collaté-
raux qui se développent aprés une
ischémie sévere provoquée dans la
patte de souris ou de lapin. Ces angio-
blastes sont issus de la moelle osseuse
et leur nombre dans la circulation
augmente apreés administration de
GM-CSF (granulocyte-macrophage colony
stimulating factor) (Jeffrey Isner, com-
munication personnelle). Ils pour-
raient servir de vecteur dans des pro-
tocoles de thérapie génique.

Le remodelage de I’arbre vasculaire

La progression de la néovascularisa-
tion a été décrite précisément in vivo,
il y a une soixantaine d’années, a
I’aide de chambres constituées de
deux lamelles de mica séparées de 40
a 60 pm, installées dans l'oreille de
lapin [5]. Sept jours aprés 'implanta-
tion de la chambre, de nouveaux
capillaires se forment par un bour-
geonnement massif et établissent
entre eux de nombreuses connexions
(figure 1). Par la suite, le réseau de
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Figure 1. Le remodelage de I'arbre vasculaire au cours de I'angiogenése. (D’aprés [5].) La formation des néovais-
seaux, telle qu’elle est observée dans une chambre implantée dans I'oreille de lapin (au jour JO), commence par un
bourgeonnement massif a partir des vaisseaux préexistants, suivi de séquences de remodelage. (J+ 7). En amont des
zones de progression, dans le réseau de fibrine qui s’est formé, se trouvent des macrophages et des fibroblastes. Le
flux sanguin principal (fleche) ne parcourt pas encore les nouveaux branchements (A, B, C, D et E). (J+8). Les bran-
chements A et D ainsi que B et E ont fusionné. Le flux sanguin est plus intense dans A, B et D que dans E. Les cel-
lules endothéliales font saillie dans la lumiére des dérivations E et C, et leurs noyaux présentent un aspect condensé.
La composition de la matrice extracellulaire change. (J+ 10). Les dérivations C et E ont disparu. La régression s’étend
a toute la dérivation B dans laquelle le flux sanguin est bloqué,; des macrophages sont présents autour de cette déri-
vation. Le flux sanguin s’établit dans un axe vasculaire principal dont les parois se renforcent par des cellules adven-
ticielles issues de la différenciation de «fibroblastes recrutés». (J+ 14). L’axe principal a miri aux dépens de ses

mesmmmmmm ramifications dont certains reliquats sont encore présents.
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«fibrine » qui avait envahi la chambre
est remplacé par un gel semi-solide
limitant le mouvement des cellules
extravasculaires. Des «fibroblastes »
recrutés par les capillaires viennent
ensuite se différencier au contact de
leurs parois et renforcer celles-ci. Ces
«fibroblastes adventiciels » sont impli-
qués dans la production de collagene
de type I de la matrice extracellulaire
[6]; ils correspondent vraisemblable-
ment a des péricytes ou a des cellules
de muscle lisse.

Enfin, la structure de la paroi des
vaisseaux s’adapte au débit et a la
pression du flux sanguin. Lorsque
celui-ci est plus élevé, la structure des
nouveaux vaisseaux se stabilise, tan-
dis que les vaisseaux non retenus
dans la progression de I’arbre vascu-
laire rétrécissent et régressent rapide-
ment, notamment dans les zones
recevant un flux sanguin réduit
(figure 1). Des cellules endothéliales,
caractérisées par un noyau irrégulier
et condensé, font saillie dans la
lumieére de ces vaisseaux [5]. La dimi-
nution du flux sanguin ou de la
quantité d’oxygeéne peut effective-
ment induire I'apoptose des cellules
endothéliales in vitro [7]. Dans la
membrane pupillaire, 1’observation
directe chez des rats nouveau-nés
suggeére que les macrophages peu-
vent aussi déclencher la régression
de la vascularisation [8]. Le blocage
du débit sanguin entraine ensuite
une cascade d’apoptoses secondaires
et I'atrophie du vaisseau. L’architec-
ture de l’arbre vasculaire est donc
modelée et stabilisée par le débit san-
guin, par les interactions entre les
cellules endothéliales, les péricytes,
les cellules de muscle lisse et la
matrice extracellulaire.

Les différences morphologiques
des vaisseaux qui irriguent les tumeurs

Les vaisseaux qui irriguent les
tumeurs présentent des caractéris-
tiques structurales et fonctionnelles
différentes de celles de vaisseaux nor-
maux (figure 2). La membrane basale
qui les entoure est interrompue ou
absente et les cellules endothéliales
sont parfois manquantes. Il en
résulte une augmentation de la per-
méabilité vasculaire et I’extravasation
d’hématies. La vascularisation au sein
des tumeurs solides présente des
ramifications tortueuses qui rappel-
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lent la morphologie des capillaires
aux étapes précoces de I'angiogenese
physiologique, lorsque l’orientation
et la sélection des troncs vasculaires
définitifs n’a pas encore été réalisée.
Le réseau vasculaire qui irrigue les
tumeurs oppose bien souvent une
résistance importante au flux san-
guin et assure une perfusion inadé-
quate en raison de I’absence de struc-
ture hiérarchisée, de la présence de
shunts artério-veineux et d’extrémités
aveugles, de circonvolutions des vais-
seaux et d’irrégularité de leurs
contours, de l'adhérence des lym-
phocytes aux parois et de l'agréga-
tion des plaquettes [9].

Il est vraisemblable que les caractéris-
tiques morphologiques des vaisseaux
qui irriguent les tumeurs sont le
résultat du micro-environnement
spécifique dans lequel ils se sont

développés, notamment de 1’absence
de péricytes, qui empéche le remode-
lage et I’élagage de I'arbre vasculaire.

Des nouvelles activités
pour les facteurs
angiogéniques connus

On connait aujourd’hui une ving-
taine de facteurs angiogéniques
(pour revue, voir [10]). La comparai-
son de l'expression de sept de ces
facteurs dans des cancers du sein et
deux études de cancers du colon
montrent que c’est 'expression du
platelet-derived endothelial cell growth fac-
tor (PD-ECGF) qui est corrélée a la
densité vasculaire [11]. Ce facteur est
identique a la thymidine phosphory-
lase [12]. Le 2-désoxy-D-ribose, un
des produits de la voie métabolique
dans laquelle intervient cette
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Figure 2. Morphologie des capillaires irriguant la peau (A) et un muscle
squelettique (B), des sinusoides dans une xénogreffe d’'un sarcome humain
(C) et des vaisseaux dans une isogreffe de sarcome DS de rat (D). Sur le cli-
ché A, les fléches indiquent I'empreinte des noyaux des cellules endothé-
liales et la téte de fleche une limite entre deux de ces cellules (avec I’'aimable
autorisation de M.A. Konerding, Université de Mayence, Allemagne).
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enzyme, a une activité angiogénique
sur la membrane chorio-allantoide
de poulet [13]; il pourrait étre res-
ponsable de l’activité biologique du
PD-ECGF. 1l est intéressant de noter
que d’autres facteurs qui stimulent la
motilité cellulaire ont aussi une acti-
vité enzymatique essentielle pour
leur activité biologique: c’est le cas
du tumor cell autocrine motility factor
(AMF) avec son activité phospho-
hexose isomérase, de 1’autotaxine
(ATX) avec son activité phosphodies-
térase/nucléotide pyrophosphatase.
Plus de 200 publications rapportent
Iexpression du VEGF (vascular endo-
thelial growth factor) et de ses récep-
teurs au voisinage de néovaisseaux
pathologiques. Le VEGF stimule la
prolifération des cellules endothé-
liales et leur migration. Il induit aussi
la migration des macrophages [14]
par l'intermédiaire de 'un de ses
récepteurs Flt-1 (VEGFR-1, vascular
endothelial growth factor receptor-1). En
stimulant la perméabilité des capil-
laires, il induit 1’extravasation du
fibrinogéne, de la fibronectine ou de
la vitronectine qui vont modifier la
composition de la matrice extracellu-
laire et faciliter 'angiogeneése [15,
16]. L’activité du VEGF s’étend au-
dela de I’étape de bourgeonnement
des capillaires puisqu’une stimula-
tion constante par le VEGF semble
nécessaire pour stabiliser les vaisseaux
nouvellement formés. Lorsque des rats
nouveau-nés sont soumis a des condi-
tions d’hyperoxie, ’apoptose des cel-
lules endothéliales et la régression
des capillaires est précédée par
Iextinction de 'expression du VEGF
par les cellules gliales de la rétine.
Cette régression est empéchée par
I'injection de VEGF dans I'ceil, ce qui
suggere que le VEGF est un facteur
de survie pour les cellules endothé-
liales [17]. L’observation directe de
la vascularisation d’'une tumeur a tra-
vers une fenétre transparente a per-
mis de montrer que I'injection d’un
anticorps neutralisant I’activité du
VEGF diminue la perméabilité vascu-
laire et modifie la morphologie des
vaisseaux sanguins, qui deviennent
plus étroits et moins tortueux avant
de régresser [18].

Chez I'adulte, le VEGF et son récep-
teur ont été détectés dans les glomé-
rules du rein et dans le plexus cho-
roide et leur expression n’est pas

s associée a la prolifération endothé-
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liale; I'urine, la salive, le lait et les
larmes contiennent des quantités
significatives de VEGF. Dans ces tis-
sus, il pourrait jouer un role dans la
différenciation, notamment dans la
fenestration de ’endothélium (Wer-
ner Risau, communication person-
nelle).

Le VEGF est le membre fondateur
d’une famille de facteurs qui com-
prend le VEGF-B, le VEGF-C et le pla-
centa growth factor (PIGF) qui ont été
isolés récemment. Le VEGF-B stimule
la prolifération des cellules endothé-
liales tandis que le VEGF-C participe
a la formation des vaisseaux lympha-
tiques. Le PIGF, qui forme des hété-
rodimeéres avec le VEGF, a aussi des
activités chimiotactiques, mitogénes
et angiogéniques, mais son expres-
sion semble restreinte au placenta.

Une nouvelle génération
de facteurs

qui participent

a l'angiogeneéese

La technique de recombinaison
homologue a permis de mettre en
évidence le role essentiel que jouent
des facteurs angiogéniques connus,
leurs récepteurs, des molécules
d’adhérence ou des facteurs de trans-
cription a différentes étapes de la
morphogenése de l'arbre vasculaire
chez I'embryon (Tableau I). Cette
technique a aussi permis de révéler
une nouvelle activité pour des fac-
teurs étudiés dans un autre domaine.
Ainsi lorsque le géne codant le fac-
teur tissulaire (TF) est inactivé, le
plexus vasculaire dans l'aire extra-
embryonnaire est anormal, le
nombre de cellules interstitielles
faible et les embryons meurent vers E
9,5; le role du facteur tissulaire dans
la vasculogenése semble indépendant
de son activité dans la coagulation
puisque I'absence de facteur VII ne
perturbe pas le développement
embryonnaire (Tableau I).

L’angiopoiétine-1

La recombinaison homologue a aussi
apporté des informations impor-
tantes dans I’étude de nouveaux fac-
teurs, comme les ligands de Tie-2
(Tek). Le gene codant pour Tie-2,
tout comme les génes codant pour
Flt-1, Flk-1 et Tie-1 (Tie), a été
découvert a I'aide d’expériences de

PCR (polymerase chain reaction), avec
des oligonucléotides correspondant a
des séquences conservées dans les
récepteurs a activité tyrosine-kinase.
L’expression de ce geéne a été détec-
tée dans les ilots sanguins du sac
vitellin, la ou se trouvent les précur-
seurs communs aux cellules endothé-
liales et aux premiers érythroblastes
[19]. Elle est ensuite observée dans
I’endocarde et dans les cellules endo-
théliales, aussi bien a l'intérieur de
I’embryon que dans les annexes
extra-embryonnaires. Cette expres-
sion persiste chez 1’adulte a un
niveau plus faible, alors que les cel-
lules endothéliales ne proliférent
plus. Les embryons Tie-27- ne dépas-
sent pas le stade E 10,5 [20]; ils pré-
sentent un développement limité de
leur systeme vasculaire, surtout au
niveau de la téte et du cceur. A I'inté-
rieur de I’embryon et dans le sac
vitellin, les vaisseaux sont dilatés.
Leur taille est homogéne: on ne dis-
tingue pas de gros et petits vaisseaux.
Les capillaires ne bourgeonnent pas
dans le neurectoderme.

Alors que tres rapidement Flt-1 et Flk-
1 ont été identifiés comme des récep-
teurs a forte affinité pour le VEGF,
Tie-2 est resté un récepteur orphelin
pendant plusieurs années. Le géne
codant pour l'angiopoiétine-1 (Ang-
1), premier ligand de Tie-2, a été
identifié dans une banque d’expres-
sion. Une molécule de récepteur Tie-
2 marquée a permis de repérer les
cellules exprimant ce ligand dans une
population de cellules COS transfec-
tées [21]. Le facteur Ang-1 induit la
phosphorylation de Tie-2 en se fixant
a la surface des cellules endothéliales,
mais il n’induit pas leur prolifération,
ni la formation de pseudocapillaires
dans des gels de collagene. Cepen-
dant son expression a proximité des
vaisseaux sanguins en formation et le
phénotype des embryons Ang-17~ sug-
gerent qu’il est impliqué dans 'angio-
genese. Ces embryons ne dépassent
pas le stade E 12; a ce stade, la com-
plexité du réseau vasculaire est
réduite alors que le nombre total de
cellules endothéliales n’est pas
affecté. Les vaisseaux ont une taille
relativement homogene et ils forment
un genre de syncytium. Ce phénotype
est particulierement visible dans le
sac vitellin qui reste constitué dun
réseau de petits capillaires et ne pré-
sente pas de gros vaisseaux, contraire-
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Tableau |

PHENOTYPES RESULTANT DU KNOCK-OUT DE QUELQUES ACTEURS MOLECULAIRES
ASSOCIES A L’ANGIOGENESE

Facteurs Fonctions Génotype Létalité Phénotype lié a I'angiogenése

VEGFR-1 Récepteur du VEGF —/- E8,5-9,5 Cellules endothéliales présentes. Le
réseau vasculaire est perturbé: vais-
seaux fusionnés et désorganisés

VEGFR-2 Récepteur du VEGF —/- E8,5-9,5 Les ilots sanguins sont absents. Pas de
cellules endothéliales différenciées, pas
de vaisseaux sanguins organisés dans
I'embryon ou le sac vitellin

VCAM-1 Ligand —/- E9,5-11,5 La placentation est anormale, du fait
transmembranaire d'un défaut de fusion du chorion avec
de a4p1 et a4p7 I"allantoide

Tissue Factor Récepteur du facteur  —/- E9,5-11,5 Les vaisseaux vitellins sont anormaux,
Vil/VIla les capillaires fusionnés. Peu de cellules

musculaires lisses et de péricytes

Intégrine a5  Récepteur —/- E10-11 Défaut d’accolement du mésoderme
d’adhérence cellulaire avec l'endoderme dans le sac vitellin
qui provoque un défaut partiel de vas-

culogenese.
TGF B-1 Facteur de croissance —/- E1,5 Défauts de vasculogenese et d’hémato-
et de différenciation dans 50% poiése essentiellement dans le sac vitel-
des cas lin. Les cellules endothéliales sont pré-

sentes mais les capillaires sont peu
différenciés. Contacts cellulaires affectés

TGFBR-II Récepteur du TGF( —/- E10,5 Défaut de vasculogenese et d’hémato-
poiese dans le sac vitellin
Tie2 (Tek) Récepteur de —/- E10,5 Le réseau vasculaire est peu hiérar-
I'angiopoiétine-1 et -2 chisé, avec une absence de branche-
ments secondaires. Dilatation des vais-
seaux
G-a 13 Protéine G —/- E10,5 Pas de vaisseaux dans le sac vitellin.

Les cellules endothéliales sont pré-
sentes mais non organisées en capil-
laires. Les vaisseaux de I'embryon sont
élargis avec un endothélium parfois

absent
P120 RasGAP Régulateur négatif —/- E10,5 Le réseau vasculaire du sac vitellin est
de Ras peu hiérarchisé. Les vaisseaux de

I'embryon sont localement rompus

ARNT Facteur de —/- E10,5 Défaut d’angiogenése dans le sac vitel-
transcription, acteur lin et arcs branchiaux, aprés une vascu-
de la réponse a I'"hypoxie logenése normale

TEL Protéine nucléaire —/- E10,5-11,5 Régression des vaisseaux primordiaux
de la famille Ets du sac vitellin aprés une vasculogenese

normale

m/s n°4, vol. 14, avril 98
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Tableau | (suite)
Facteurs Fonctions Génotype Létalité Phénotype lié a I'angiogenése
VEGF Facteur de croissance +/- E11-12 Défaut d'angiogenése dans le sac vitel-
et de différenciation lin, le placenta et tout I'embryon
Angiopoiétine-1 Ligand de Tie-2 —/- E11-12,5 Le réseau vasculaire est peu hiérar-
chisé. Il n'y a pas de cellules périendo-
théliales mais I'endothélium est normal
LKLF Facteur —/- E12,5-14,5 Hémorragies; réduction du nombre de
de transcription péricytes et de cellules musculaires
lisses, matrice extracellulaire réduite
PDGF-B Facteur de —/- naissance Hémorragies; absence de péricytes
croissance associés aux capillaires
Tie-1 Récepteur orphelin -/~ naissance Edemes et hémorragies. Les cellules
endothéliales sont anormalement « per-
meéables »
Facteur VII Facteur de —/- naissance Hémorragies; la structure des vais-
coagulation seaux est normale
Collagéne Il Composant de —/- Adulte Réduction du nombre de fibrilles de
la matrice collagéne dans la paroi des vaisseaux.
extracellulaire Rupture des gros vaisseaux
tPA Activateur du —/- non Aucun
plasminogene
uPA Activateur du —/- non Aucun
plasminogene
PAI-1 Inhibiteur de I'uPA —/- non Aucun

Les références afférentes a ce tableau sont a la disposition des lecteurs qui les demanderont en s’adressant au laboratoire ou a vdbunder@infobio-
gen.fr. Les différents niveaux de trame pour chaque ligne correspondent aux différentes classes de molécules étudiées; la trame grise devient de plus
en plus foncée en allant de I'extérieur vers l'intérieur de la cellule.

ment a 'embryon normal. L’analyse
ultrastructurale des embryons Ang-17~
montre un défaut d’étalement et
d’apposition des cellules endothé-
liales sur la matrice sous-jacente ainsi
qu'un déficit de cellules péri-endo-
théliales dans les zones de bourgeon-
nement de nouveaux vaisseaux [22].
Ce phénotype, tres proche du phéno-
type des embryons Tie-27-, suggére un
role du couple angiopoiétine-1/Tie-2
dans la stabilisation des interactions
des cellules endothéliales avec la
matrice extracellulaire et les péricytes
pendant la mise en place des vais-
seaux sanguins.

L’angiopoiétine-2

C’est en recherchant des génes

messsmms homologues de Ang-1 qu’a été identi-
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fié le géne codant pour I'angiopoié-
tine-2 (Ang-2), par hybridation d’une
banque d’ADNc avec une sonde Ang-
1 [23]. Les séquences en acides ami-
nés de Ang-2 et Ang-1 présentent
85 % d’identité. Comme Ang-1, Ang-
2 est un ligand pour le récepteur Tie-
2, mais non pour Tie-1. Dans les cel-
lules endothéliales, Ang-2 bloque la
phosphorylation de Tie-2 induite par
Ang-1; elle se comporte donc comme
un antagoniste de Ang-1. L’expres-
sion des transcrits codant pour Ang-2
dans les cellules endothéliales ou les
péricytes des vaisseaux de I’embryon
se superpose en partie a I’expression
des transcrits Ang-I, ce qui suggere
que Ang-2 pourrait contrdler I’acti-
vité de Ang-1 dans certains sites et a
certains stades du développement
vasculaire. Chez l’adulte, alors que

les transcrits Ang-I s’expriment dans
de nombreux tissus, les transcrits
Ang-2 sont détectés dans des tissus ou
se produit une angiogeneése impor-
tante, dans I'ovaire, I'utérus et le pla-
centa. Dans I’ovaire, I’expression de
Ang-2, comme celle du VEGF, pré-
céde puis accompagne l’expression
de Ang-1 et la formation des vais-
seaux; lorsque ces vaisseaux régres-
sent, les transcrits Ang-2 s’accumu-
lent. L’expression de Ang-2, ciblée
dans les cellules endothéliales par
transgeneése avec le promoteur de
Tie-2, induit des défauts vasculaires
identiques ou parfois plus séveres
que ceux qui sont observés chez les
souris Tie-27~ ou Ang-I7~. Ces résul-
tats suggerent que Ang-2 est un anta-
goniste naturel de Ang-1. Ang-2
coopérerait avec le VEGF pour
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induire I’angiogenese en empéchant
qu’Ang-1 maintienne l'intégrité de
I’endothélium et sa quiescence
(figure 3). En revanche, en I’absence
de VEGF, I'inhibition de I’activité de
Ang-1 par Ang-2 conduirait a un déta-
chement des cellules endothéliales
de la matrice et des péricytes, a leur
mort et a la régression des vaisseaux.

Les molécules
d’adhérence .
au cours de I'angiogenése

L’activité des facteurs angiogéniques
dépend du contexte dans lequel ils
agissent, des forces de cisaillement qui
s’exercent sur les cellules, des autres
facteurs présents et des composants de
la matrice extracellulaire [24]. Les
signaux en provenance de cette
matrice sont en grande partie relayés
par les intégrines, constituées de deux
sous-unités, o et 3. L’expression de ces

||  Cellule mésenchymateuse

\b PDGF-R
PDGF-B

Angiopoiétine-1
<= TIE-2 é
PN S

sous-unités est rarement spécifique
d’un tissu, et une dizaine d’entre elles
ont été détectées dans les cellules
endothéliales [25]. Ainsi I'inactivation
du géne codant pour a5 provoque de
nombreux défauts dans les vaisseaux
sanguins du sac vitellin, mais aussi
dans tous les autres tissus dérivés du
mésoderme, et les embryons homozy-
gotes meurent entre E10 et E11
(Tableau I).

L’intégrine ov3 est un récepteur
pour la vitronectine, la fibronectine,
le fibrinogeéne, la laminine, le fac-
teur de von Willebrand, le collagene
ou la thrombospondine. Sa synthése
peut étre induite par le FGF-2 (fibro-
blast growth factor-2) dans des cellules
endothéliales de capillaires et elle est
détectée notamment dans les nou-
veaux capillaires qui envahissent le
tissu de granulation au cours de la
cicatrisation de blessures [26]. Un
peptide cyclique qui bloque préfé-

Endothélium
\ %

Matrice
extracellulaire

Figure 3. Un scénario pour la maturation des capillaires, élaboré a partir des
résultats de recombinaison homologue et de I'étude de modeéles in vitro.
(D’apres [50].) (I). L’angiopoiétine-2 serait associée au bourgeonnement pré-
coce de nouveaux vaisseaux en contribuant au relachement des interactions
entre cellules endothéliales, la matrice extracellulaire et les péricytes, ce qui
rendrait les cellules endothéliales sensibles a I’action du VEGF. (ll). L’angio-
poiétine-1, comme le PDGF-B, participerait au recrutement des cellules
mésenchymateuses voisines qui migrent vers le capillaire. TGF-, activé
lorsque cellules endothéliales et mésenchymateuses se contactent, induit la
différenciation de ces derniéres en péricytes, inhibe la prolifération vascu-
laire et stimule la production de matrice extracellulaire. L’angiopoiétine-1
stabilise ensuite des interactions entre les différents types cellulaires et la
matrice extracellulaire.
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rentiellement I'adhérence relayée
par avB3 et un anticorps dirigé
contre cette intégrine inhibent
I’angiogenése dans le modele de la
membrane chorioallantoide du pou-
let et provoquent la régression
rapide de tumeurs [27]. Ces antago-
nistes de avB3 provoquent 1’apop-
tose des cellules endothéliales des
vaisseaux en cours de développe-
ment, et non pas des vaisseaux éta-
blis.

Les intégrines sont aussi impliquées
dans la localisation des activités pro-
téolytiques qui dégradent la matrice
extracellulaire sur le front d’inva-
sion. Au cours de I’angiogeneése
induite par le FGF-2 dans la mem-
brane chorioallantoide du poulet,
Iintégrine av3 et la métalloprotéi-
nase MMP-2 (gélatinase A) sont
détectées ensemble dans les nou-
veaux vaisseaux [28]. In vitro, la
MMP-2 est capable d’interagir par
I'intermédiaire de sa partie carboxy-
terminale avec le récepteur ovf3
exprimé a la surface de cellules de
mélanome CS-1. Cette interaction
n’inhibe pas I'activité catalytique de
la MMP2, mais elle empéche 1’adhé-
rence des cellules sur la vitronec-
tine. Une interaction entre 'inté-
grine B1 et le récepteur de I'uPA
(activateur du plasminogeéne) a été
mise en évidence dans les cellules
embryonnaires de rein humain. Elle
entraine une perte de ’adhérence a
la fibronectine relayée par cette
intégrine et une stimulation de
I’adhérence a la vitronectine relayée
par le récepteur de I'uPA [29].
Cette interaction n’a pas été démon-
trée pour les cellules endothéliales,
mais a la fois le récepteur de I'uPA
et I'intégrine 1 sont présents au
cours de I’angiogeneése.

Au cours de I'angiogeneése, les inter-
actions des cellules endothéliales
entre elles ou avec d’autres cellules
sont remaniées. La VE-cadhérine par-
ticipe a ce processus puisque les cel-
lules souches embryonnaires (ES)
déficientes en VE-cadhérine ne sont
plus capables de se différencier vers
la lignée endothéliale [30]. D’autres
molécules d’adhérence présentes a la
surface des cellules endothéliales
activées au cours de l’angiogeneése
permettent la fixation de monocytes
qui produisent sur place des facteurs
angiogéniques, ou de lymphocytes
cytotoxiques [31].
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Les inhibiteurs naturels
de I'angiogenése

C’est dans les tissus non vascularisés
qu’ont d’abord été recherchés des
inhibiteurs de I’angiogenése. Ainsi le
produit d’un transcrit alternatif de
TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloprotei-
nases-1) [32] a été purifié comme un
inhibiteur dans des extraits de carti-
lage. Si la stimulation de I’angioge-
nese au début de la progression tumo-
rale est due a une diminution de la
synthese locale d’inhibiteurs, on peut
aussi rechercher ces inhibiteurs dans
le surnageant de cellules non transfor-
mées. C’est ainsi qu’a été identifiée
Pactivité du fragment de 140kDa de la
thrombospondine [33]. Un inhibiteur
de l’angiogeneése sécrété apres
Iinduction de l'expression de P53
normale dans des cellules de glioblas-
tome [34] est en cours de purifica-
tion. Enfin, plus récemment, des nou-
veaux inhibiteurs de I’angiogenese
ont été identifiés dans des modeles
murins de carcinogeneése caractérisés
par 'existence de nombreuses micro-
métastases qui ne se développent pas
en présence de la tumeur primitive.
Ainsi, dans le sang des souris qui por-
tent sous la peau des tumeurs dérivées
de cellules de carcinome du poumon
(8LL) a été purifiée I’angiostatine, un
inhibiteur de l’angiogenése qui
bloque le développement des micro-
métastases dans le poumon (m/s n°2,
vol. 11, p.284). Un autre inhibiteur,
I'endostatine a été purifié a partir du
surnageant d’une lignée cellulaire
(EOMA) dont I'injection provoque
des hémangiomes et de nombreuses
micrométastases [35].

On trouve dans la liste des inhibi-
teurs de I'angiogenese des fragments
protéolytiques de protéines qui par-
fois n’ont pas d’activité dans I'angio-
genese lorsqu’elles ne sont pas cli-
vées. C’est le cas de I'angiostatine,
fragment du plasminogeéne, de
I’endostatine, fragment du collagene
XVIII qui est principalement localisé
a la périphérie des vaisseaux sanguins
ou du fragment 16 kDa de la prolac-
tine [36] dont on trouve des quanti-
tés importantes dans le plasma. La
coupure protéolytique du platelet fac-
tor 4 (PF-4) engendre un fragment
qui inhibe beaucoup plus efficace-
ment la prolifération des cellules
endothéliales que PF-4 entier [37].
Ces résultats suggerent que l'inhibi-

tion des activités protéolytiques qui
induisent la maturation de ces fac-
teurs risque de provoquer une aug-
mentation de 'angiogeneése.

Les mécanismes d’action
de ces inhibiteurs

Les cibles moléculaires de ces fac-
teurs anti-angiogéniques sont encore
mal connues. Le fragment 16 kDa de
la prolactine inhibe la MAPK (mitogen
activated protein kinase) activée par le
VEGF et le FGF-2 [38], mais le récep-
teur de ce fragment n’a pas été iden-
tifié. Le fragment 140 kDa de la
thrombospondine fixe le FGF-2 avec
une affinité de I'ordre du nanomo-
laire et c’est cette propriété qui a été
invoquée pour expliquer sa capacité
d’inhiber la prolifération des cellules
endothéliales induite par le FGF-2 in
vitro. In vivo, ce fragment exerce son
activité anti-angiogénique par l'inter-
médiaire de I'un de ses récepteurs, la
molécule CD36, comme le montrent
des tests d’angiogenese in vivo dans
des souris CD367~ (cité dans [39]) et
des expériences in vitro avec des anti-
corps dirigés contre CD36 ou des
protéines CD36 solubles [39].
L’angiostatine pourrait entrer en
compétition avec le plasminogéne
pour la fixation a la vitronectine, et
bloquer par cet intermédiaire
I’angiogenése relayée par 'intégrine
ovp3. Récemment, deux groupes ont
montré que la fumagilline ou son
analogue, 'AGM 1470, se fixent de
facon covalente sur la méthionine
aminopeptidase et inhibent son acti-
vité [40]. L’activité de cette enzyme
pourrait controler la stabilité des pro-
téines du cycle cellulaire ou la locali-
sation subcellulaire des protéines des
voies de signalisation.

Il est vraisemblable que des inhibi-
teurs de ’angiogenése participent au
remodelage de l'arbre vasculaire au
cours du développement normal.
Cependant, 'inactivation des genes
codant pour le collagene XVIII et
pour le plasminogéne ne provoque
pas de perturbation majeure dans le
développement des vaisseaux san-
guins, ce qui suggere que l'endosta-
tine et I’angiostatine ne sont pas
essentielles pour le contréle de
I’angiogeneése au cours du développe-
ment. Il est d’ailleurs possible que
ces inhibiteurs ne soient pas capables
d’affecter I’angiogenése normale,

puisque des souris soumises a un trai-
tement par I'angiostatine ou ’endo-
statine pendant la moitié de leur vie
normale ne présentent pas d’effets
secondaires [41]. Les souris thrombo-
spondine”’~ se développent normale-
ment; cependant, la régression du
réseau vasculaire au cours de l'invo-
lution de la glande mammaire apres
lactation est retardée (Luisa Iruela-
Arispe, communication personnelle).

Le blocage

de I'angiogeneése
peut provoquer
I'assoupissement
des tumeurs

L’importance de I’angiogenése pour
le développement tumoral est suggé-
rée par l'observation du comporte-
ment d’un fragment de tumeur
implanté dans un site avasculaire
comme la cornée. Quelques jours
apres I'implantation, des nouveaux
capillaires se forment par bourgeon-
nement a partir des vaisseaux qui
entourent la cornée; le volume de la
tumeur augmente de facon exponen-
tielle a partir du moment ou les arté-
rioles et les veinules vont I'atteindre,
se connecter entre elles par anasto-
mose et véhiculer le sang [42].

Si la croissance, et aussi la dissémina-
tion, d’'une tumeur dépendent de
I'angiogenese, il doit étre possible de
bloquer la progression tumorale en
inhibant la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins [43]. Effective-
ment, des résultats remarquables ont
été obtenus chez la souris en ciblant
les facteurs angiogéniques, leurs
récepteurs, la signalisation qui conduit
a Dactivation des cellules endothé-
liales, les molécules d’adhérence, les
protéases dégradant la matrice extra-
cellulaire, ou en utilisant des facteurs
anti-angiogéniques (figure 4).

Le plus souvent, les expériences
publiées sont réalisées avec des cel-
lules cancéreuses qui proliférent
rapidement, et le traitement anti-
angiogénique commence des l'injec-
tion de ces cellules sous la peau de la
souris. Cependant, la régression de
tumeurs établies, dont le diameétre
dépasse 1 cm, a été obtenue avec cer-
tains traitements, comme des immu-
notoxines ciblées contre les cellules
endothéliales des vaisseaux irriguant
ces tumeurs [44] ; cette régression est
cependant suivie d’une nouvelle
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Figure 4. Chacune des étapes de I'activation des cellules endothéliales est
susceptible d’offrir un créneau pour empécher I'angiogenése. C’est ainsi
qu’ont été utilisés: (1) des immunotoxines [44]; (2) des anticorps bloquant
I'activité de facteurs angiogéniques comme le FGF2, le VEGF ou I'angiogé-
nine [51]; (3) des formes solubles des récepteurs du VEGF [52]; (4) des
mutants du VEGFR-2 qui s’associent a une sous-unité du VEGFR-2 normal et
inhibent son activité [563]; (5) des inhibiteurs de I'angiogenése comme
I’'angiostatine [46], I'interféron a et I’analogue de la fumagilline 'AGM 1470
[54],; (6) des oligonucléotides antisens; (7) des antagonistes des intégrines,
comme des anticorps bloquant I'a,[3;, qui induisent I'apoptose des vaisseaux
sanguins qui se développent [27]; (8) des peptides bloquant I'adhérence; (9)
le domaine amino-terminal de I'uPA qui se comporte comme un antagoniste
de son récepteur [54] ou (10) des inhibiteurs des protéases (MMP) comme le
Marimastat.

croissance 7 a 10 jours apres le début
du traitement. Lorsqu’une forme
tronquée du facteur tissulaire (tTF)
est dirigée vers I’endothélium tumo-

diametre, qui se réveillent quelques
semaines apres l'arrét du traitement.

ral, I'occlusion des vaisseaux pro-
voque une régression complete de
tumeurs établies chez 38 % des souris
traitées [45]; pour 24 % des souris
qui présentent une régression par-
tielle, la croissance des tumeurs
reprend a partir de leur périphérie
(figure 5). De la méme facon, I’angio-
statine [46] ou l’endostatine [35]
provoquent, chez des souris immuno-
déficientes, un assoupissement de
« tumeurs humaines» de 4 a 7 mm de
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Comment éviter le réveil
des tumeurs ?
Il serait donc indispensable d’envisa-
ger avec ces facteurs anti-angiogé-
niques des traitements a long terme,
comme cela a été proposé pour blo-
quer le développement de métastases
aprés résection de la tumeur primi-
tive. On peut craindre alors qu’une
injection systémique d’inhibiteurs de
la prolifération des cellules endothé-
liales ait des effets secondaires impor-

tants sur la cicatrisation des blessures,
sur la capacité de ’endothélium arté-
riel de se renouveler aux bifurcations
de T'arbre vasculaire ou le flux san-
guin est turbulent, ou sur le cycle
menstruel [47]. Cependant, comme
il est vraisemblable que les méca-
nismes qui contrdlent 'angiogenese
normale et I’angiogenése tumorale
different, il est possible d’envisager
des molécules qui bloquent spécifi-
quement le développement des vais-
seaux sanguins dans les tumeurs.
Une facon d’éviter le réveil des
tumeurs immédiatement apres I’arrét
d’un traitement anti-angiogénique
serait de lui associer un traitement
dirigé vers les cellules cancéreuses
ellesmémes, une chimiothérapie ou
une radiothérapie conventionnelles.
Cette suggestion peut sembler para-
doxale puisqu'une démarche théra-
peutique ciblée sur I'endothélium
empéche la délivrance des médica-
ments et I'oxygénation des cellules
cancéreuses, et donc diminue I'effi-
cacité de la chimiothérapie ou de la
radiothérapie [48]. Cependant, une
publication rapporte les effets syner-
giques obtenus chez la souris en
ciblant simultanément ’angiogenése
et la prolifération des cellules cancé-
reuses par chimiothérapie [49]. Les
cellules cancéreuses qui ont échappé
a la nécrose apres 'occlusion des
vaisseaux par le facteur tissulaire se
trouvent a la périphérie de la tumeur
(figure 5); elles sont donc accessibles
aux médicaments anticancéreux.
Récemment, I’équipe de Judah Folk-
man (Boston, MA, USA) a montré
que les cellules endothéliales ne déve-
loppent pas de résistance a ’endosta-
tine [41]. Si la tumeur se réveille
apres 'arrét du traitement par I'endo-
statine, il est possible d’obtenir une
nouvelle régression par un nouveau
traitement. De plus, apres plusieurs
cycles de réveil et d’assoupissement,
les tumeurs ne sont plus capables de
se réveiller. Ce résultat encourageant
a été obtenu avec différents types de
cellules cancéreuses, cellules de méla-
nome B16, de fibrosarcome T421, ou
de carcinome pulmonaire (Lewis lung
carcinoma). Cette expérience a été réa-
lisée avec environ un gramme d’endo-
statine recombinante purifiée.

Une des questions majeures
concerne le succes de stratégies simi-
laires chez ’homme. Le passage de la
souris 2 ’homme pose des problémes
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Figure 5. L’occlusion des vaisseaux par le facteur tissulaire provoque la régression de tumeurs établies. A. Les cel-
lules tumorales ont été transfectées pour produire de I'interféron y qui induit dans les cellules endothéliales voisines
I’'expression des antigénes du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe Il. B. La forme tronquée du fac-
teur tissulaire (tTF) n’est pas capable de mettre en route la thrombose quand elle est en solution. Sa fixation a la sur-
face de ces cellules endothéliales, grace a un anticorps bispécifique, qui reconnait a la fois un de ses épitopes non
inhibiteurs et un des antigenes du CMH de classe I, déclenche la cascade de coagulation. C. Les cellules cancéreuses
qui survivent a ce traitement sont situées a la périphérie des tumeurs.

d’échelle (avant d’envisager le traite-
ment de tumeurs humaines par
I’endostatine, il faudrait produire ce
facteur en grande quantité!), et de
validité des modeles murins. Dans les
tumeurs aggressives se développant
en quelques semaines chez la souris,
la structure des vaisseaux et leur
réponse aux inhibiteurs n’est sans
doute pas la méme que dans des
tumeurs présentes depuis plusieurs
années chez 'homme. Il faudra aussi
déterminer dans quelle mesure la
physiologie des tumeurs qui ont été
traitées avec succes chez la souris res-
semble a la physiologie des tumeurs
humaines qu’on cherchera a guérir.
La microcirculation est tres hétéro-
gene a l'intérieur d’'une tumeur et le
flux sanguin peut varier de facon
considérable dans des tumeurs
humaines de méme grade au méme
site [9]. Ces variations influencent la
réponse des tumeurs aux traitements,
qu’ils soient ciblés vers les cellules
cancéreuses ou vers ’endothélium =
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Summary
Morphogenesis of the vascular tree

During morphogenesis of the vas-
cular tree, the massive outgrowth
of primitive capillaries is followed
by the development and the matu-
ration of some capillary branches
whereas others regress. The direct
observation and the manipulation
of in vivo models, including a
series of recent knock-out experi-
ments, allow to delineate the
mechanisms controlling this pro-
cess, and to identify factors invol-
ved in the formation of a mature
capillary, surrounded with a basal
lamina and pericytes. Simulta-
neously new inhibitors have been
purified from the study of tissues
or micrometastases in which angio-
genesis is blocked. Upon anti-
angiogenic therapy tumors stop
growing and can also shrink dra-
matically. They will eventually
disappear following a conventional
chemotherapeutic treatment or
several cycles of anti-angiogenic
treatment since endothelial cells
do not develop drug resistance.
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