1378

II]/S SYNTHESE

médecine/sciences 2000; 16: 1378-86

Michael S. Pepper

M.S. Pepper: Département de morpholo-
gie, Centre médical universitaire, 1, rue
ichel-Servet, 1211 Genéve, Suisse.

Angiogenese

et morphogenese

de I'arbre vasculaire :
de la biologie cellulaire
a la clinique

L’angiogenese, c’est-a-dire la formation de nouveaux vais-
seaux sanguins, est essentielle pour la croissance et
I’homéostasie. Ce processus implique le mouvement et la
différenciation de cellules endothéliales et non endothé-
liales (péricytes, cellules musculaires lisses), dont le résultat
final est la morphogenese d’un arbre vasculaire complexe
et multifonctionnel. La compréhension des mécanismes de
base de ce processus au niveau moléculaire a permis de
réévaluer leur role dans la pathogénie de plusieurs mala-
dies, par exemple la croissance tumorale, les rétinopathies
et les malformations vasculaires telles que les angiomes.
Par ailleurs, la compréhension de phénomenes physiolo-
giques, tels que la réparation tissulaire, la fertilité (modifi-
cation de la muqueuse utérine, ovulation, croissance du
corps jaune) et la formation de vaisseaux collatéraux en cas
d’ischémie, a aussi bénéficié de ces nouvelles connais-
sances. Ainsi, I’angiogenese représente, par excellence, un
domaine de transfert rapide de connaissances entre science
fondamentale et médecine clinique.

‘angiogeneése est essentielle
dans la vie pré- et post-natale
pour la croissance et
I’homéostasie. Au cours de
I’embryogenése, aussi bien
que chez I’adulte, des nouveaux vais-
seaux prennent naissance initiale-
ment comme de simples tubes de cel-
lules endothéliales. Certains
deviennent ensuite des capillaires
apres différenciation et apposition de

péricytes; d’autres se transforment
en vaisseaux de plus grand calibre
(arteéres, veines) apres la mise en
place d’une paroi constituée de plu-
sieurs couches de cellules muscu-
laires lisses disposées de maniere
concentrique ou longitudinale, selon
les besoins fonctionnels.

Au cours du développement
embryonnaire, la formation du sys-
teme cardiovasculaire débute par la
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vasculogenese, processus qui donne
naissance a un réseau primitif de
structures vasculaires (comme le tube
endocardique et les rudiments de
l'aorte dorsale) par différenciation de
cellules endothéliales in situ a partir
de précurseurs mésenchymateux, les
angioblastes [1] (figure 1), eux-mémes
dérivés de cellules souches plus primi-
tives, les hémangioblastes (m/s 1998,
n°5, p. 662). La vascularisation de cer-
tains organes (par exemple, les pou-
mons) est également effectuée par
vasculogenese, tandis que d’autres
(par exemple, le systéme nerveux
central) sont vascularisés par un pro-
cessus d’angiogenese (figure 2A), c’est-
a-dire la formation de nouveaux vais-
seaux a partir de cellules endothéliales
préexistantes (figure 1). Au cours de la
vie adulte, la néovascularisation est
principalement effectuée par angio-
genese. Néanmoins, il a récemment
été démontré que le sang contient
des angioblastes, qui contribuent a la
formation de nouveaux vaisseaux
sanguins, aussi bien lors de I’embryo-
genese que dans la vie postnatale [2-
4] (Tableaux I et II).

& &

Mésoderme Capillaire

P 2

Cellule endothéliale Bourgeon capillaire

Vasculogenese Angiogenése

Figure 1. Vasculogenése et angioge-
nése. Les nouveaux vaisseaux san-
guins se forment par deux processus
distincts: (1) la vasculogenése, c’est-
a-dire la différenciation in situ de
précurseurs mésenchymateux
(angioblastes) en cellules endothé-
liales et la formation d’un réseau pri-
mitif de structures vasculaires; (2)
I'angiogenése, c’est-a-dire le bour-
geonnement de nouveaux vaisseaux
a partir de capillaires préexistants. Le
sang contient des angioblastes circu-
lants également capables de contri-
buer a la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins.
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Figure 2. Angiogeneése in vivo et in vitro. A. Angiogenése embryonnaire. Au
niveau du neurectoderme d’un embryon de souris de 11,5 jours, un nouveau
bourgeon capillaire (fleche) est en train de se former a partir du plexus capil-
laire péri-neural (noter la présence d’érythrocytes nucléés dans les vaisseaux
primitifs). B. Angiogenése in vitro. Un bourgeon capillaire s’est formé a l'inté-
rieur d’'une matrice tridimensionnelle de collagéne sous l'influence du VEGF
et du FGF basique. Les cellules endothéliales sont marquées par immunohis-
tochimie avec un anticorps anti-cellule endothéliale (couleur jaune) et avec
une contre-coloration de Bleu d’Evans (couleur rouge) (panneau B préparé
avec l'assistance du Dr D. Baetens) (A et B: x 320).

Chez I’adulte, la croissance de nou-
veaux vaisseaux sanguins s’observe
physiologiquement lors du remode-
lage tissulaire cyclique dans le sys-
teme génital féminin (dans I'ovaire
avant l'ovulation et pendant la for-
mation du corps jaune; dans le pla-
centa et la glande mammaire pen-

dant la gestation [5]), ou au cours de
I’inflammation (aigué et chronique)
et lors des processus de réparation
tissulaire (Tableau I). L’angiogenese
est également induite lors de I'isché-
mie tissulaire (coeur, membres, cer-
veau) et peut étre observée dans la

rétinopathie diabétique, ’arthrite m—
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Tableau |

ANGIOGENESE

Développement

. Systeme cardiovasculaire
. Vascularisation des organes
Physiologie
. Cycle menstruel chez la femme
(ovaire, utérus)
. Grossesse : placenta et glande mammaire
. Réparation tissulaire
. Inflammation
. Formation de vaisseaux collatéraux

(coeur, extrémités, cerveau)

Pathologie
. Croissance tumorale et métastase
. Néovascularisation oculaire
(rétinopathie diabétique, dégénérescence maculaire liée a I'age)
. Hémangiome
. Polyarthrite rhumatoide

Tableau Il

VAISSEAUX SANGUINS : MECANISMES DE FORMATION

Développement

. Différenciation d’angioblastes/hémangioblastes
. Différenciation de cellules endothéliales
(plexus capillaire primaire)
. Bourgeonnement, régression
. Différenciation de péricytes et de cellules musculaires lisses
. Assemblage de la paroi vasculaire
. Différenciation organotypique des cellules endothéliales
* barriere hémato-encéphalique
» endothélium fenétré
» veinules «a haut endothélium »
» endothélium des sinusoides

N —

o0k W

Vie postnatale

1. « Désassemblage » de la paroi vasculaire
2. Activation de cellules endothéliales
(perméabilité, protéolyse, migration, mitose)
3. Formation de tubules capillaires primitifs
4. Différenciation de péricytes et de cellules musculaires lisses
5. Assemblage de la paroi vasculaire

rhumatoide, I’hémangiome juvénile
et, en particulier, au cours de la
croissance tumorale. L’intérét scienti-
fique et médiatique suscité par
I’angiogenése est dii en grande par-

mmssssm tie 2 la relation entre croissance
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tumorale et néovascularisation. La
progression tumorale débute par une
phase prévasculaire, et, a partir
d’une certaine taille de la tumeur, on
observe une transition vers une phase
vasculaire, transition appelée angioge-

nic switch (figure 3). Ce phénomene
est néfaste pour ’organisme car il
permet la croissance de la tumeur, la
dissémination des cellules tumorales
et la formation de métastases [6, 7].
Les cellules inflammatoires consti-
tuent un stimulus d’importance capi-
tale pour la néovascularisation aussi
bien lors de la réparation tissulaire
qu'au cours la croissance tumorale
[8].

Les tumeurs peuvent emprunter
quatre voies de propagation: (1)
I'invasion tissulaire locale; (2) la voie
lymphatique; (3) la voie sanguine et
(4) 'ensemencement direct des cavi-
tés ou des surfaces corporelles. Le
moyen de dissémination initial le
plus courant se fait par les vaisseaux
lymphatiques. Dans le systéme lym-
phatique, on observe un processus
analogue a l’angiogeneése, la lym-
phangiogenese. La lymphangioge-
nese est habituellement sous-estimée
dans la dissémination tumorale par
rapport a la dissémination vasculaire
sanguine. Néanmoins, les observa-
tions cliniques et pathologiques indi-
quent que la colonisation des gan-
glions lymphatiques, que les cellules
tumorales atteignent via les vaisseaux
lymphatiques afférents, est un des
premiers signes d’une dissémination
métastatique. La contribution précise
du systeme lymphatique a la néovas-
cularisation tumorale et a la forma-
tion des métastases reste pour le
moment un champ d’investigation
tres peu étudié. La découverte
récente de marqueurs capables de
distinguer I’endothélium des vais-
seaux sanguins de celui des vaisseaux
lymphatiques [9, 10] va trés certaine-
ment accélérer les recherches dans
ce domaine.

La vasculogenese, I'angiogeneése et la
lymphangiogenese sont des processus
complexes dans lesquels de multiples
fonctions cellulaires sont impliquées
(Tableaw II). Ces fonctions compren-
nent: (1) une activation, puis une
réduction de la mobilité des cellules
endothéliales, ce qui leur permet de
migrer vers le stimulus angiogénique
puis de s’arréter des qu’elles ont
atteint leur destination; (2) une pro-
lifération cellulaire endothéliale
réversible fournissant de nouvelles
cellules pour la croissance et I’élonga-
tion du vaisseau, puis un retour a
I’état quiescent des que le vaisseau est
formé; (3) des interactions avec la
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Figure 3. Les phases prévasculaire et vasculaire de la tumorigenése. Une des
caractéristiques de la tumorigenése est la transition d’une phase prévascu-
laire (image a gauche) a une phase vasculaire (image a droite), c’est-a-dire
I'induction de l’'angiogenese (ou angiogenic switch). Utilisée initialement
dans le contexte de la progression tumorale, la notion d’angiogenic switch
s’applique maintenant d’une fagon plus générale pour expliquer la transition
des cellules endothéliales de la phase de quiescence a la phase d’activation
angiogénique. L’angiogenic switch concerne donc également I'angiogenése
embryonnaire, physiologique et pathologique. (lllustration préparée par M.
Pierre-André Magnin, sur la base d’un dessin du Dr Judah Folkman publié

dans [46].)

matrice extracellulaire environnante.
Ces dernieres impliquent la présence
de protéines transmembranaires, en
particulier les intégrines, qui mettent
en connexion le cytosquelette avec les
molécules de la matrice extracellu-
laire, ainsi que des protéases extracel-
lulaires (et leurs inhibiteurs), respon-
sables de la dégradation focale de la
matrice extracellulaire lors de 'inva-
sion cellulaire (m/s 1999, n°1, p. 117
et n°10, p. 1148).

Il n’est donc pas surprenant que des
moyens de mesurer ces interactions
et ces facteurs aient été développés,
afin de mieux comprendre leurs
roles respectifs et de mettre en évi-
dence de nouveaux médiateurs. Des
modeles de culture de cellules endo-
théliales en trois dimensions [11],
qui miment bien la configuration
spatiale de la morphogenése des vais-
seaux in vivo, se sont révélés particu-
lierement précieux dans ce contexte
(figure 2B).

Dans la vie adulte normale, les cellules
endothéliales ont un taux de renou-
vellement trés lent, 'arbre vasculaire
étant en général quiescent. Le main-
tien de la quiescence endothéliale est
probablement da a la dominance de
régulateurs endogénes négatifs. En
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effet, dans les tissus adultes ot il n’y a
apparemment pas d’angiogenése, on
détecte aussi bien des régulateurs
positifs que négatifs. Ces observations
ont conduit a la notion citée précé-
demment d’angiogenic switch: dans
I'endothélium activé (angiogénique),
les régulateurs positifs prédominent,
alors que la quiescence endothéliale
est maintenue par une prédominance
de régulateurs négatifs [12]. Ainsi, la
notion d’ angiogenic switch utilisée ini-
tialement dans un contexte de pro-
gression tumorale pour décrire le pas-
sage de la phase prévasculaire a la
phase vasculaire, peut aussi s’appli-
quer a l'angiogenese embryonnaire,
physiologique et pathologique. Bien
que cela reste @ démontrer de facon
définitive in vivo, I'angiogenése serait
donc due a T'induction d’un régula-
teur positif, ou a la perte d’un régula-
teur négatif, ou encore aux deux com-
binés.

La recherche de molécules impli-
quées dans la régulation de I’angio-
genese a conduit a I'identification de
plusieurs familles aux fonctions diffé-
rentes, comprenant des facteurs de
croissance polypeptidiques (cyto-
kines), des molécules d’adhérence et
des enzymes protéolytiques. II est

important de souligner qu'un role
dans la régulation endogene (in
vivo) de I’angiogenése n’a pu étre
démontré que pour un nombre tres
restreint de ces molécules, méme si
d’autres sont capables de stimuler
ou d’inhiber I’angiogenése dans
divers modeles expérimentaux in
vitro.

Les facteurs
angiogéniques

Les facteurs de croissance polypepti-
diques, ou cytokines, modulant le
comportement des cellules endothé-
liales (prolifération, différenciation,
migration), de facon positive ou
négative, sont produites par des cel-
lules épithéliales ou conjonctives nor-
males, ou par des cellules tumorales.
Les cytokines peuvent étre stockées
dans la matrice extracellulaire. Leur
effet sur les fonctions cellulaires
s’observe a des concentrations pico-
molaires ou nanomolaires.

En se fondant sur 1’observation
qu'un environnement tissulaire spé-
cifique peut influencer de maniere
décisive la réponse de ses compo-
sants cellulaires a une cytokine don-
née, ces facteurs ont été considérés
comme des éléments du langage de
communication cellulaire, sur lequel
le «contexte» exerce un controle
[13]. Le contexte est déterminé par
au moins quatre parameétres: (1) la
présence et la concentration d’autres
cytokines dans I’environnement péri-
cellulaire de la cellule cible; 2) les
interactions entre les cellules cibles,
les cytokines et la matrice extracellu-
laire; (8) la configuration géomé-
trique des cellules ainsi que I’organi-
sation de leur cytosquelette; et (4)
particulierement pour les cellules
endothéliales, les forces bioméca-
niques imposées par la circulation
sanguine.

Parmi les cytokines impliquées dans
la régulation positive de ’angioge-
nese, les mieux étudiées appartien-
nent aux familles du vascular endothe-
lial growth factor (VEGF) et du
fibroblast growth factor (FGF). Alors
que le role régulateur de VEGF dans
I’angiogenése au cours du développe-
ment — de méme que dans ’angioge-
nese physiologique et pathologique —
est clairement établi [14-16] (m/s
1999, n°1, p. 115), il n’en est pas de

méme pour les FGF. Les études géné-
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tiques (y compris la délétion de
genes FGF) suggeérent qu’ils n’exer-
cent aucun role durant le développe-
ment du systéeme cardiovasculaire ; en
revanche, leur contribution dans
I’angiogenéese inflammatoire et
tumorale ne peut étre complétement
exclue [17, 18]. Trois autres familles
de cytokines ont été impliquées dans
la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins, notamment pour l'assem-
blage de leur paroi et le maintien de
I’intégrité vasculaire. Ces trois
familles comprennent le platelet-deri-
ved growth factor (PDGF), en particu-
lier le PDGF-BB [19], le transforming
growth factor-B (TGF-B) [20] et les
angiopoiétines [21]. Récemment,
une quatriéme famille a été identi-
fiée, celle des éphrines, dont certains
membres sont impliqués dans
I'angiogenese et dans la spécification
des lits vasculaires artériels ou vei-
neux [22]. Le VEGF et I’angiopoié-
tine sont les deux seuls représentants
des facteurs angiogéniques connus
qui soient capables d’agir sélective-
ment sur les cellules endothéliales.

Le VEGF se lie a deux récepteurs a
activité tyrosine kinase exprimés par
les cellules endothéliales et hémato-
poiétiques: le récepteur de type 1
(VEGF receptor-1 ou VEGFR-1) et le
récepteur de type -2 (VEGFR-2).
Apres liaison avec le VEGF, le
VEGFR-2 transmet des signaux mito-
géniques, alors que le VEGFR-1 et le
VEGFR-2 induisent des signaux
migratoires. In vitro, le VEGF stimule
la prolifération des cellules endothé-
liales, la production d’enzymes pro-
téolytiques extracellulaires et la for-
mation de structures multicellulaires
pourvues de lumiéres ressemblant a
des capillaires sanguins (angiogenése
en culture). L’expression du VEGF
est fortement augmentée dans plu-
sieurs types cellulaires par I’hypoxie,
un stimulus angiogénique de pre-
miere importance. Le VEGF joue
donc un réle important dans les pre-
mieres phases de 'angiogenése [14,
15]. II faut cependant souligner que
le VEGF est nécessaire, mais proba-
blement pas suffisant a lui seul, pour
induire I’angiogeneése, et que la pré-
sence d’autres régulateurs positifs de
I’angiogenése, et/ou la perte de
régulateurs négatifs, est requise pour
le déclenchement d’une réponse
néovasculaire complete. Par exemple,

msssmm un effet de synergie entre VEGF et

1382

FGF basique a été observé dans
I'induction de I’angiogeneése in vitro
[23].

La famille des VEGF, qui compte des
membres nouveaux et récents, est
impliquée non seulement dans
I’angiogeneése, mais également dans
la régulation de la lymphangiogenése
[24]. Ainsi, le VEGF-C, qui se lie aux
VEGFR-2 et -3, est capable d’induire
la formation de néovaisseaux de type
vasculaire ou lymphatique, selon le
contexte biologique. L’identification
de médiateurs moléculaires de la
lymphangiogenése va certainement
ouvrir de nouvelles perspectives thé-
rapeutiques contre la dissémination
de cellules tumorales et la formation
de métastases.

Les angiopoiétines représentent une
famille de cytokines récemment iden-
tifiés, dont la connaissance a contri-
bué de maniere importante a la com-
préhension des mécanismes
moléculaires qui reglent la matura-
tion des vaisseaux sanguins au cours
de I'angiogenése [22]. L’angiopoié-
tine-1 (Angl) est un agoniste du
récepteur a activité tyrosine kinase
Tie2, dont 'expression est restreinte
aux cellules endothéliales et hémato-
poiétiques. Au cours de I'embryoge-
neése, Angl est exprimée dans le
mésoderme entourant les vaisseaux
en voie de formation. L’étude géné-
tique de la fonction de Angl chez la
souris a montré son importance dans
le remodelage du plexus vasculaire
primitif, dans le bourgeonnement de
nouveaux vaisseaux et dans le recru-
tement de cellules périvasculaires.
L’angiopoiétine-2 (Ang2), un
deuxieme ligand de Tie2, se lie avec
une affinité semblable a celle de
I’Angl, mais inhibe la phosphoryla-
tion de Tie2 induite par Angl. Ang2
est donc un antagoniste de Angl. Sur
la base de ces résultats, il a été pro-
posé que Ang2 est un facteur pro-
angiogénique qui, en antagonisant la
fonction stabilisatrice de Angl, ren-
drait I’endothélium vasculaire plus
susceptible de répondre a des fac-
teurs angiogéniques comme le VEGF.
Des travaux récents ont montré que
le VEGF, le FGF basique et I'hypoxie
induisent, dans les cellules endothé-
liales, ’expression de Ang2 [25].
Cela suggere: (1) qu’'une augmenta-
tion de Ang2 pourrait représenter
une composante importante de
I’angiogeneése, indépendamment de

la nature du stimulus angiogénique,
et (2) qu'une augmentation de
I’expression d’Ang2 pourrait consti-
tuer une partie du mécanisme
d’action des facteurs angiogéniques.
L’induction de I’expression de Ang2,
en inhibant le signal stabilisateur de
Angl, aurait pour but de faciliter le
bourgeonnement de nouveaux vais-
seaux dans les premieres phases
d’activation de I’angiogenése. En
revanche, dans la phase de matura-
tion des bourgeons vasculaires nou-
vellement formés, des facteurs stabili-
sateurs comme TGF-B pourraient
diminuer, dans les cellules endothé-
liales, I’expression de Ang2, permet-
tant ainsi le rétablissement du signal
stabilisateur de Angl.

La compréhension de l'activité inté-
grée (spatiale et temporelle) des cyto-
kines est devenue un objectif primor-
dial de la recherche actuelle sur
I’angiogenese. Les informations a ce
sujet s’accumulent trés rapidement.
Ainsi, dans les conditions d’homéo-
stasie normale, le renouvellement des
cellules endothéliales chez ’homme
adulte en bonne santé est tres lent.
Cela serait di en partie a I’activation
du TGF-B lors du contact entre les
cellules endothéliales et les cellules
périvasculaires, étant donné que le
TGF-B est un inhibiteur puissant de la
mitose des cellules endothéliales
[26]. Le TGF-B inhibe aussi la migra-
tion de ces cellules, il réduit I’expres-
sion de VEGFR-2 et stimule la syn-
thése d’intégrines et de composants
de la matrice extracellulaire [20].
L’interaction des cellules périvascu-
laires avec les cellules endothéliales et
le maintien des phénotypes péricyte
ou cellule musculaire lisse se fait par
Iintermédiaire d’Angl, qui se lie au
récepteur Tie2 situé sur les cellules
endothéliales. On ne connait pas
encore les altérations qui surviennent
au niveau de I'expression génique ou
au niveau des médiateurs libérés par
les cellules endothéliales en réponse
a Angl. Une des premicéres étapes de
I’angiogenése (phase d’activation)
consiste en un détachement des cel-
lules périvasculaires des cellules endo-
théliales, faisant suite a I'induction de
Ang?2 par I'hypoxie [27]. Cela inac-
tive 'effet stabilisateur d’Angl et
conduit au désassemblage de la paroi
vasculaire, permettant ainsi aux cel-
lules endothéliales de répondre aux
signaux angiogéniques activateurs
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[28]. Les cellules endothéliales acti-
vées dégradent ensuite leur lame
basale sous-jacente a 'aide d’enzymes
protéolytiques, et migrent dans le
stroma environnant, formant des
bourgeons vasculaires initialement
dépourvus de lumiéere (cordons cellu-
laires) (figure 4). Dans un deuxiéme
temps (phase de maturation), les cel-
lules endothéliales de ces bourgeons
cessent de proliférer et de migrer,
forment une lumiere, déposent une
nouvelle lame basale, et recrutent des
cellules périvasculaires. Un flux san-
guin peut des lors s’établir dans les
vaisseaux néoformés. Ces événements
sont la conséquence d’une diminu-
tion locale de I'expression/activité de
VEGF et d’Ang2, probablement due a
une augmentation de l'activité de
TGF- [25], ou a la réduction de
I’hypoxie, ce qui rétablit le signal de
Angl. Angl, a I'inverse de Ang2, est
exprimé de maniére constitutive dans
de nombreux organes et favorise le
recrutement des cellules périvascu-
laires ainsi que la maturation des vais-
seaux nouvellement formés. Le recru-
tement des cellules périvasculaires se
fait aussi par I'intermédiaire de cyto-
kines produites par les cellules endo-
théliales, comme le TGF-B et le
PDGF-BB. Le role précis des éphrines
et de leurs récepteurs dans la forma-
tion et la morphogenése vasculaire
reste a établir. Les observations résu-
mées ci-dessus annoncent une

période de recherche intense qui va
certainement conduire a d’autres
découvertes importantes pour la com-
préhension de la physiologie et de la
pathologie de I’arbre vasculaire.

Interactions
cellule-matrice
extracellulaire:
la protéolyse

et les intégrines

La matrice extracellulaire est un
réseau complexe de macromolécules
capable d’influencer profondément
la fonction cellulaire et I’architecture
tissulaire. Plusieurs processus biolo-
giques, tels que la migration et la dif-
férenciation cellulaires, ainsi que la
morphogeneése et le remodelage tis-
sulaire, sont étroitement dépendants
d’interactions avec la matrice extra-
cellulaire. Parmi ces interactions,
deux facteurs principaux semblent
essentiels pour I'angiogenése : I’adhé-
rence cellules-matrice extracellulaire
via les intégrines, et la protéolyse
extracellulaire réalisée par les métal-
loprotéinases matricielles (matrix
metalloproteinases ou MMP) et les acti-
vateurs du plasminogene [29-31].

Les intégrines sont des glycopro-
téines transmembranaires hétérodi-
mériques Of3 capables de se lier aux
composants de la matrice par leur
domaine extracellulaire, et au cytos-
quelette par leur domaine cytoplas-

mique (m/s 1999, n°5, p.721). Au
moins 15 sous-unités o et 8 sous-uni-
tés B sont connues aujourd’hui. Les
intégrines ne sont pas seulement
impliquées dans l’adhérence cellu-
laire, mais peuvent également activer
des voies de signalisation intracellu-
laire. Plusieurs intégrines sont expri-
mées par les cellules endothéliales.
L’intégrine o34 est d’'une impor-
tance particuliere pour ’angiogenese
[32]. a,B; est capable de se lier aux
protéines extracellulaires portant le
tripeptide Arg-Gly-Asp (RGD), qui
existent dans la vitronectine, la fibro-
nectine, le fibrinogeéne, la laminine,
la thrombospondine, I’ostéopontine
et le facteur de von Willebrand. In
vivo, O,f5 est peu exprimée par les
cellules au repos. En revanche, cette
intégrine est induite au niveau des
cellules endothéliales activées lors de
I’angiogenese. Elle est également
exprimée sur les cellules musculaires
lisses lors de leur migration (resté-
nose post-angioplastie, plaques
d’athérosclérose). Bien que I'inacti-
vation du géne de la sous-unité a,
soit sans conséquence apparente
pour le systeme vasculaire embryon-
naire [33], les antagonistes anti-a, 35
(anticorps, peptides cycliques RGD)
inhibent I'angiogenése de la cicatri-
sation, de la néovascularisation réti-
nienne et de la croissance tumorale.
La protéolyse extracellulaire est
nécessaire pour I’angiogenese car elle

®

i

Figure 4. Représentation schématique de I'angiogenése. A. Activation des cellules endothéliales suite a I'induction
d’un régulateur positif (ou a la perte d’un régulateur négatif, ou aux deux). L’activation est suivie par la dégradation
de la lame basale et par I'extension de fins processus cytoplasmiques en direction de la source du stimulus. B.
Migration des cellules endothéliales dans la matrice et formation d’un bourgeon capillaire. Prolifération des cellules
situées en arriere du front migratoire. Formation d’une lumiére dans la région proximale du bourgeon capillaire. C.
Maturation du bourgeon capillaire, impliquant la reconstitution de la lame basale. L’anastomose avec un bourgeon
contigu va engendrer un réseau capillaire fonctionnel.
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permet la dégradation de la lame
basale sous-endothéliale, I'invasion de
la matrice extracellulaire et la forma-
tion d’une lumiere au sein d’un capil-
laire néoformé. La protéolyse extra-
cellulaire est également impliquée
dans la régulation de ’activité de cer-
taines cytokines, soit en activant des
formes latentes (par exemple TGF-f3),
soit en permettant le relargage des
cytokines liées a la matrice extracellu-
laire (par exemple, FGF basique).
Une autre conséquence de la protéo-
lyse extracellulaire est la formation de
fragments protéiques ayant eux-
mémes une activité biologique (par
exemple, 'endostatine, formée a par-
tir du collagene XVIII [34]).

La protéolyse extracellulaire est réali-
sée par les métalloprotéinases de la
matrice (MMP), qui représentent
une famille d’enzymes capables de
dégrader la plupart des composants
de la matrice [35], dont les collagé-
nases, les gélatinases et les stromély-
sines font partie. Ces enzymes sont
principalement sécrétées sous forme
latente, mais il existe également des
MMP transmembranaires appelées
membrane-type MMP ou MT-MMP.
L’existence d’inhibiteurs spécifiques
(tissue inhibitors of metalloproteinases,
TIMP), de méme que la sécrétion
sous forme latente des MMP, consti-
tuent des éléments cruciaux de la
régulation de l'activité des MMP.
Compte tenu du role bien établi des
MMP dans I’angiogenese, la
recherche d’inhibiteurs synthétiques
de ces enzymes [36] est devenue un
objectif prioritaire de 'industrie
pharmaceutique, pour la thérapie
anti-tumorale par exemple.

Une autre molécule impliquée dans la
dégradation matricielle est le plasmi-
nogéne, une pro-enzyme présente
dans les liquides corporels [37]. Sa
forme active, la plasmine, est impli-
quée principalement dans la fibrino-
lyse. La plasmine peut cependant
dégrader d’autres composants de la
matrice extracellulaire en activant cer-
taines MMP. La transformation du
plasminogene en plasmine se fait par
I'intermédiaire des activateurs du plas-
minogene (plasminogen activator, PA).
Ces derniers sont des sérine-protéases
dont on connait deux types: le type tis-
sulaire (tPA) et le type urokinase
(uPA). Des inhibiteurs spécifiques (PA
inhibitors, PAI) et un récepteur cellu-
laire pour 'uPA (uPA receptor, uPAR)

représentent des facteurs importants
de la régulation de l'activité des activa-
teurs du plasminogeéne. uPAR est une
protéine liée a la surface cellulaire par
un domaine de glycosyl-phosphatidyl-
inositol qui a pour fonction de délimi-
ter la formation de plasmine a la sur-
face cellulaire. Des études récentes ont
montré que uPA, uPAR et PAI-1
jouent un role non seulement dans la
dégradation matricielle, mais aussi
dans 'adhérence cellulaire en inter-
agissant avec la vitronectine et I'inté-
grine 0vB3. De facon surprenante, il
semble que la fibrinolyse lors de
I’angiogenese soit effectuée par MT1-
MMP et non pas par les activateurs du
plasminogene [38].

De Ia biologie cellulaire
aux applications cliniques

Nous abordons actuellement un
stade auquel, pour progresser dans la
compréhension de la pathogénie des
désordres vasculaires, une approche
moléculaire et génétique des récep-
teurs a activité tyrosine kinase et de
leurs ligands au niveau des cellules
endothéliales est nécessaire. On
s’attend, par exemple, a ce que des
mutations ou des polymorphismes de
ces récepteurs soient déterminants
dans la pathogénie de malformations
vasculaires, et dans le développement
des maladies vasoprolifératives chro-
niques comme l’arthrite ou la rétino-
pathie. On peut aussi envisager

qu’une prédisposition ou une suscep-
tibilité a certaines de ces affections
résultent d’'un état pro-angiogénique
d’origine génétique qui conduirait a
une expression augmentée des régu-
lateurs positifs (facteurs et récepteurs
angiogéniques), ou a une réduction
de P’activité des inhibiteurs.

Concernant la pathogénie des mal-
formations vasculaires, il a été
démontré récemment qu'une muta-
tion activant le récepteur a activité
tyrosine kinase Tie2 de la cellule
endothéliale est associée a une forme
autosomique dominante de malfor-
mation veineuse [39]. Un geéne pro-
voquant des anomalies veineuses
cutanées héréditaires (les gloman-
giomes) a été localisé sur le chromo-
some lp [40]. Par ailleurs, on sait
que le syndrome de Klippel-Trenau-
nay-Weber est associé a une translo-
cation chromosomique 5:11 [37], et
qu‘un locus candidat pour des mal-
formations caverneuses cérébrales est
situé sur le chromosome 7q [42-44].
A Theure actuelle, la compréhension
des mécanismes de ’angiogenése et
de la formation de la paroi vasculaire
ouvre des voies thérapeutiques pro-
metteuses pour des avancées cli-
niques rapides dans la modulation
positive ou négative de I’angiogenése
(Tableau III). La stimulation de
I’angiogeneése (angiogenese théra-
peutique ou « pontage moléculaire »)
est bénéfique dans le traitement de
I’ischémie consécutive a une maladie

Tableau Il

MODULATION DE L’ANGIOGENESE AU NIVEAU CLINIQUE

Stimulation de I'angiogenése

. Réparation tissulaire

Inhibition de I'angiogenéese

. Induction de vaisseaux collatéraux:
— ischémie du myocarde (occlusion des artéres coronaires)
— ischémie périphérique (occlusion des arteres périphériques)
— ischémie cérébrale (maladies cérébrovasculaires)

. Chirurgie reconstructrice: lambeaux cutanés

. Croissance tumorale

. Néovascularisation oculaire

. Hémangiome

. Arthrite rhumatoide

. Néovascularisation des plaques d’athérosclérose
. Contraception ?
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occlusive artérielle périphérique ou
coronarienne. L‘objectif thérapeu-
tique de réduire I’hypoxie tissulaire
dans les aires d’hypovascularisation
est atteint par néoangiogeneése ou
par recrutement de canaux vascu-
laires préexistants, principalement a
partir des artérioles [45]. A I'inverse
de l'angiogenése thérapeutique,
I’anti-angiogenese est souhaitable
dans le but de freiner la croissance
tumorale et la formation de méta-
stases. L‘anti-angiogenése semble
également souhaitable dans I’héman-
giome juvénile, I'arthrite rhumatoide
ou la rétinopathie proliférative.
Considérant enfin le role de I’angio-
genese au niveau de l'ovaire et de
I'utérus durant le cycle menstruel,
ainsi que pendant I'implantation et
pour le développement et la forma-
tion précoce du placenta, on peut
aussi envisager des interventions pro-
ou anti-angiogéniques dans le
contexte du controle de la fertilité.
Les recherches de thérapie génique
et de pharmacologie doivent étre
poursuivies pour affiner le controle
de I’angiogenese et perfectionner les
stratégies thérapeutiques. L’activité
actuelle de la recherche dans le
champ de I'angiogenése et de la
morphogeneése vasculaire indique
que nombre d’objectifs développés
dans cet article pourraient rapide-
ment étre atteints ®
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Summary

Vascular angiogenesis

and morphogenesis

of the vascular tree :

from cell biology to clinical findings

Angiogenesis is a necessary requi-
rement for the growth of normal
and neoplastic tissues. Immature
endothelial-lined tubes which arise
during angiogenesis differentiate
into capillaries or larger vessels
such as arteries and veins. Interest
in these processes has gained
impetus recently with the identifi-
cation of novel mediators and
their associated receptor tyrosine
kinases. The early phase of angio-
genesis includes endothelial cell
migration, proliferation and extra-
cellular proteolysis, and is media-
ted in part by the vascular endo-
thelial growth factor (VEGF)
family. Reciprocal interactions
then occur between pluripotent
mesenchyma and endothelium,
resulting in the differentiation of
pericytes and smooth muscle cells.
These interactions are mediated b
the transforming growth factor-g
(TGF-B), platelet-derived growth
factor (PDGF) and angiopoietin
families. Fibroblast growth factors
(FGF) have long been implicated
in the regulation of angiogenesis.
Although a large body of evidence
gained principally from gene dele-
tion studies questions their role
during development, a role during
inflammatory and tumor angioge-
nesis cannot be excluded. A novel
role in angiogenesis as well as spe-
cification of arterial and venous
vascular segments has recently
been attributed to certain mem-
bers of the Ephrin family.
Advances in our understanding of
the mechanisms of angiogenesis,
together with the accumulation of
information on processes as
diverse as postnatal growth, wound
healing and tissue repair, tumori-
genesis, diabetic retinopathy, ferti-
lity/sterility and vascular malfor-
mations, has provided new hope
for novel therapeutic strategies.
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