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Malgré les progrés réalisés ces vingt derniéres années
en cancérologie, 1l n'est pas toujours possible de combattre ef-
ficacement 1'évolution de la maladie : la radiothérapie n'est ef-

ficace que sur les tumeurs superficielles.

La chirurgie, souvent invalidante, n'élimine pas toutes

les métastases.

Les drogues anticancéreuses ont un index thérapeutique
faible qui ne permet pas d'enrayer la prolifération des tumeurs

résistantes.

Face a la nécessité de disposer de traitements plus effi-
caces, de nouvelles approches thérapeutiques ont été développées.
Celleg—cl consistent & :

- augmenter les défenses immunitaires vis 3 vis des cellules
cancéreuses,
- inhiber 1'expression et le produit des oncogeénes,

— inhiber la néovascularisation des tumeurs.

C'est cette derniére stratégle que nous avons choisi d'é-
tudier. Elle nous semble particuliérement intéressante car il a

été prouvé expérimentalement que, d'une part, la croissance de

toute tumeur solide est dépendante de la néovascularisation qu'el-

les provoquent par la secrétion de facteurs solubles, et que,

d'autre part, la vascularisation est indispensable a la dissémi-

Y




nation des cellules tumorales qui permet le développement des

métastases.

Dans ces conditions, il est raisonnable de développer une
recherche permettant la conception d'un inhibiteur de la néovas-

cularisation. Celui-ci aura & la fois pour effet de bloquer la

croissance tumorale et d'emp&cher la formation de métastases.

La conception d'une telle molécule ne peut &tre entreprise
qu'aprés avoir évalué la possibilité d'inhiber spécifiquement la

néovascularisation tumorale. Pour que cette évaluation soit la

plus juste possible, il est nécessaire de faire le point sur les

connaissances bibliographiques concernant ce sujet.

La premiére partie de ce travall est une description de la
cellule endothéliale, de son environnement et des modifications

phénotypiques de ces cellules au cours de la néovascularisation.

Dans une deuxiéme partie, nous décrirons les principales

techniques utilisables en laboratoire, qui permettent de mieux
comprendre le phénoméne d'angiogenése et d'apprécier 1'efficaci-

té€ de tel ou tel inhibiteur.

Dans la troisiéme partie, nous faisons le point sur les

connaissances actuelles concernant les effecteurs impliqués dans

1'angiogenese et qui constituent la cible privilégiée pour un in-

hibiteur.

En conclusion, nous proposerons quelques axes de recherches

qui, selon nous, permettraient d'aboutir & la conception d'un in-

hibiteur efficace de l'angiogen&se tumorale.

R AN



1.1.1. DEFINITION

L'angiogenése (gr. angeion = vaisscaux; genesis = nais-—
sance, formation) est l'ensemble des phénoménes aboutissant & la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins consécutifs 2 la migra-
tion et & la prolifération des cellules endothéliales des capil-

laires préexistants.

Si le terme angiogenése a été introduit pour la premidre
fois par Hertig en 1935, c'est dés le milieu du XVIILI2me siécle
que 1'on commence i décrire les étapes de ce phénoméne au cours

de la cicatrisation (Hudlicka, 1984),

Les premiéres observations concernant la vascularisation
abondante et anarchique des tumeurs sont attribuées & Virchows
(Warren 1979). Et c'est la poursuite des études sur i'angiogené"
se associée aux tumeurs qui a permis de montrer que la croissance
tumorale est dépendante de sa vascularisation (Folkman 1972),
qu'elle provoque par la secrétion de facteurs solubles (Green,

Blatt et Shubick 1968}.

1.1.2. EVENEMENTS PHYSTOLOGIQUES ET PATHOLOGIQUES

DANS LESQUELS L'ANGIOGENESE EST IMPLIQUEE

Bien que le but de ce travail soit 1'étude. de 1'angioge-
nése tumorale, il nous a semblé intéressant de résumer dans les
tableaux ci-apres l'ensemble des phénoménes physiologiques et pa-—

thologiques dans lesquels est impliquée l'angiogenése.



Si l'on considére que la cancérisation est une déviation
des processus normaux de croissance et de reparation tissulaire,
on admet que 1'étude de ces mécanismes permet de mieux compren-

dre 1l'angiogenése tumorale.

OPHTALMOLOGIE
Rétinopathie diabétique
Néovascularisation de la greffe de la cornée
Glaucome néovasculaire
Trachome

Fibroplastie rétrolentale

DERMATOLOGIE
Psoriasis

Granulome pyogénique

CARDIOLOGIE

Plaque d'athérosclérose

PEDTATRIE
Hémangiome
Angiofibrome

. Articulation hémophyle

CHIRURGIE
Adhésion vasculaire

Cicatrisation hypertrophique

CANCEROLOGIE

Toute tumeur scolide




1.2, -

couches

TABLEAU I (page précédente) - Phénoménes pathologiques
associés & une activation de 1'angiogenése '

Fracture non consolidée
Cicatrisation retardée

Sclérodermie

TABLEAU II - Phénomeénes pathologiques asso-—
ciés a une déficience de 1'angiogenése

Embryogenese ou se mélent vasculogenése et angiogenése
Croissance tissulaire

Cicatrisation

Maturation du corps jaune

Vascularisation de 1'endométre

Vascularisation des follicules du cuir chevelu

Adaptation musculaire & 1l'exercice intensif et & la
haute altitude

TABLEAU III - Phénoménes physiologiques dans lesquels
1'angiogenése est impliquée

RAPPELS SUR LA STRUCTURE DES CAPILLAIRES
5 o e s o o s o e o o e o e i ) o e e o i ol o e i o e o o s sl o o ok o

La paroi des vaisseaux capillaires est organisée en trois

+
.

L'endothélium



- La membrane basale

- Les tissus conjonctifs péricapillaires

1.2.1. L'ENDOTHELIUM

L'endothélium est constitué d'une monocouche continue
de cellules reliées par des jonctions intercellulaires. La surfa-
ce apicale des cellules endothéliales est recouverte d'une enve-
loppe riche en protéoglycans. Ces cellules se distinguent par la
présence dans le cytoplasme d'une structure connue sous le nom de

Weibel Palade qui est un lieu de stockage du facteur Willebrand.

Les cellules endothéliales régulent le transport des méta-
bolites et des cellules immunitaires entre la lumiére vasculaire
et les tissus. De plus, elles jouent un r8le essentiel dans le

contrSle de 1'hémostase,

Il est important de noter que les cellules endothéliales
ne forment pas une population strictement homogéne tant au niveau
structurel que fonctionnel. Ainsi, les jonctions intercellulaires
peuvent &tre tres étroites pour les capillaires des muscles sque-

lettiques ou trés lidches pour les capillaires hépatiques.

On connait aussi des structures capillaires beaucoup plus
différenciées :
- Cellules endothéliales des capillaires et des veinules du sys-
téme nerveux central formant la barriére hématoencéphalique.

= Cellules endothéliales des veinules, localisées dans les gan-—



glions lymphatiques et les tissus lymphoides, dans les poumons

et le tractus digestif, trés perméables aux lymphocytes.

Dans les deux cas cités, la différenciation est socus le
contrdle des tissus environnants (Jauzer et Raff 1987; Kraal et

al. 1987).

D'autres auteurs ont pu montrer, grice i des sondes immu—
~nologiques ou a des lectines, que les cellules endothéliales a-
vaient des propriétés caractéristiques suivant les organes et
qu'in vitro les cellules isolées d'une tumeur fixaient préféren-
tiellement les cellules endothéliales de 1'organe dont elles é-

talent issues (Auerbach 1987).

1.2.2. LA MEMBRANE BASALE

1.2.2.1. Le collagéne de type IV

La membrane basale renferme un collagéne de type IV
caractéristique qui joue un rdle de soutien, mais qui est aussi
impliqué dans le mécanisme de différenciation des cellules endo-
théliales. Il fixe la laminine et serait en partie responsable du
maintien des cellules dans leur phénotype différencié (Form et al.

1986) .

1.2.2.2. Les molécules d'attachement non collagéniques

Ces molécules sont des glycoprotéines, et parmi toutes

celles qui ont pu &tre identifiédes, deux seulement sont considé-

el



rées comme spécifiques des membranes basales. Il s'agit de la la-

minine et du nidogéne.

1.2.2.2.1. La laminine

La laminine joue un rdle essentiel de médiateur dans
la liaison des cellules endothéliales ou collagéne de type IV de

la membrane basale.

1.2.2.2.2.  Le nidogéne

Le nidogene est présent dans la membrane basale en
quantité & peu prés égale & la laminine. Il posséde deux sites
de liaison : 1'un pour la laminine et l'autre pour le collagene
de type IV, et joue donc un r8le majeur dans les interactions la-

minine/collagéne (Timpi et al, 1988).

1.2.2.2.3. Les héparanes sulfates protéoglycanes

Ils existent sous des formes varides, trés riches en
gproupements sulfates et carboxyles; ils sont respomsables de la
charge électronégative de la membrane basale. Ils participent a
la régulation du passage des macromolécules 2 travers la membrane
basale. Les héparanes sulfates protéoglycanes forment des agré-
gats qui associent la fibromectine au collagéne de type IV et 3

la laminine, et assure également la liaison de la cellule endothé-

liale au collagéne de type IIL de la matrice extracellulaire.

1.2.3. LA MATRICE EXTRACELLULAIRE SOUS ENDOTHELIALE




1.2.3. LA MATRICE EXTRACELLULAIRE SOQUS ENDOTHELIALE

La matrice extracellulaire est constituée essentielle~
ment de collagéne de type II1I, de protéoglycanes et de fibronec—

tine.

1.2.3.1. Le collagéne de type III

Le collagéne de type III constitue un facteur d'atta=—
chement nécessaire a4 la prolifération des cellules endothéliales

en présence des facteurs de croissance.

1.2.3.2. La fibronectine

La fibronectine est un constituant indispensable 3
1'attachement des cellules & la matrice extracellulaire. On la
retrouve 4 la fois dans la membrane basale et dans la matrice ex-
tracellulaire du sous endothélium. La fibronectine se lie aux col-
lagénes de différents types, mais plus particuliérement au colla-

géne de type III,

En second lieu, la fibronectine se lie aux protéoglycanes
de type glycosaminoglycane (Héparine, héparane, sulfate et acide

hépalurenique).

11 existe une troisidéme sorte de liaison établie avec les

é¢léments de la surface cellulaire.

En dehors de leur r8le de soutien, les molécules de la mem~—
brane basale et de la matrice extracellulaire jouent un r&le es-

sentiel, mais encore mal compris, dans les phénoménes de prolifé-—



ration et de différenciation cellulaire impliqués dans 1'angioge-
nése (Furcht 1986). Cet aspect dynamique sera développé ultérieu-
rement et la figure 1 ci-aprés met en évidence le réle statique

des constituants précédemment décrits,

1.3, LA SEQUENCE DES EVENEMENTS AU COURS DE L'ANGIOGENESE
e o5 e st el s o o sl s ol S 5 5 o s o o e o oo o 8 o 58 5 e ok o o oo o ol 0 sl

In vivo, le taux de multiplication des cellules endothélia-
les est tres faible. Des études de l'activité mitotique de ces
cellules utilisant la thymidine tritiée, montrent que s'il existe
de légéres différences entre les tissus (Fngerman et al. 1967),
la proportion de cellules qui incorporent la thymidine marquée

est en moyenne de 0,17 (Folkman et Cotran 1976).

Par contre, lorsque les cellules endothéliales sont mises
en présence d'inducteurs de l'angiogengse, le taux d'incorpora-
tion de thymidine peut atteindre des valeurs comprises entre 10
et 20% (Denekamp 1984). La mesure du taux d'incorporation de thy-
midine marquée permet de calculer le temps de renouvellement moyen
des cellules endothéliales, et la figure 2 utilise ce paramétre
pour mettre en évidence l'activité mitotique des cellules endo-

théliales en situation normale et pathologique.

Par rapport a l'état physiologique des cellules endothé-
liales, l'angiogenése provoque une modification suffisamment im-
portante du caractére de ces cellules pour que l'on puisse étu-
dier facilement la séquence d'événements qui aboutissent & la for-

mation de nouveaux valisseaux. .

ceef o
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CELLULE ENDOTHELIALE

LAMININE

/ PROTEOGLYCANE
-8 :

~ GOLLAGENE IV

HEPARANE
SULFATE
PROTEOGLYCANE

COLLAGENE TIT e
FIBRONECTINE

FIGURE 1 - Organisation moléculaire de la membrane
basale et de la matrice extracelliulaire des cellu~-
les endothéliales,
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Ces études ont surtout été effectuées en présence de tu-
meurs ou de facteurs solubles qui en sont extraits et qui sont
de puissants inducteurs de l'angiogen&se. Quelles que soient les
circonstances induisant 1'angiogenése, le mécanisme est fondamen—

talement identique.

1.3.1. ORIGINE

Les observations microscopiques prouvent que les capil-
laires néoformés sont exclusivement issus de capillaires ou de

veinules préexistants (Cliff 1963).

1.3.2. ACTIVATION

L'activation des cellules endothéliales des microvais-
seaux, qui est a4 l'origine de la néovascularisation, se caracté-
rise par la multiplication des organites intracytoplasmiques
(Wagner 1980). La surface cellulaire apicale présente de nombreu~
ses villosités. La membrane basale est fragmentée et on peut ob-
server, dans le tissu conjonctif périvasculaire, les premiers
pseudopodes endothéliaux dirigés vers 1'inducteur angiogénique

(Ausprunk et Folkman 1937).

1.3.3. MIGRATEION

Les cellules endothéliales migrent ensuite dans l'espace
périvasculaire dont la structure est altérée. Cette migration est
rendue possible grice & la rupture des jonctions interxrcellulai-

res, a4 la dégradation de la matrice extracellulaire et de la mem~

veol e
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brane basale par des enzymes protéolytiques secrétées par les
cellules endothéliales en réponse au stimulus angiogénique (Mos-

catelli et Rifkin 1988).

Les observations microscopiques montrent que la migration
des cellules endothéliales du capillaire parent précidde la mito-
se cellulaire (Ausprunk et Folkman 1977). Des expériences utili-
sant les rayons X pour supprimer l'activité mitotique des cellu-
les endothéliales ont montré que le bourgeonnement vasculaire i-
nitial ne nécessite pas de prolifération et utilise les cellules

endothéliales du capillaire parent (Sholley et al. 1984).

1.3.4, PROLIFERATION

Aprés induction de la migratiom, la prolifération des
cellules endothéliales est mise en évidence au niveau du capil-
laire parent et du capillaire en formation, mais uniquement en a-
mont du front de ﬁigration. Les cellules de 1'extrémité aval ne
se divisant pas (Folkman 1982). Il est fort probable que les mou-
vements migratoires des cellules endothéliales, qui ont pour con-
séquence une perte des structures de jonction intercellulaire,

participent au processus mitotique (Ausprunk et Folkman 1977).

t.3.5. FORMATION DE LA LUMIERE CAPILLAIRE

Le mécanisme de cette étape est le moins bien connu.
Seules les observations microscopiques de cellules endothéliales

capillaires cultivées in vitro permettent d'étudier ce phénoméne.

D'aprés Folkman et Handenschild (1980), il semble que 1la
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lumicre capillaire se forme par la fusion des vacuoles de plu-
sieurs cellules, formant ainsi un tube en connexion avec la lu-
miére des vaisseaux préexistants. La cellule endothéliale entou-
re ainsi la lumiére capillaire sans qu'il y ait interruption du
cytoplasme. La structure vacuolaire se transforme peu a peu en
structure luminale tapissée des constituants extracellulaires

synthétisés par la cellule endothéliale.

1.3.6. MATURATION

Les capillaires néoformés peuvent s'intercomnecter pour
former des boucles. La formation de ces boucles permet i la cir-
culation sanguine de s'installer dans ces nouveaux capillaires,
Ces boucles peuvent €tre elles-mémes & l'origine de la formation
de néovalsseaux qui aboutiront i la constitution d'un plexus ca-

pillaire {(Folkman 1982).

La maturation s'acheéve par la différenciation cellulaire
compléte et la constitution d'une matrice extracellulaire propre

aux vaisseaux capillaires (Wagner 1980).

Autour du capillaire néoforme viennent s'associer des pé-
ricytes. Les péricytes sont des cellules dérivées des cellules
musculaires lisses (Sims 1986). Ils semblent participer 3 la ma-
turation des néovaisseaux. D'Amore et Orlidge (1987) ont montré
que les péricytes en culture inhibent la croissance des cellules
endothéliales, Cette inhibition n'a lieu que s'il existe un con-
tact étroit entre les deux types cellulaires, ce qui exclut lle-

xistence d'un inhibiteur soluble synthétisé par des péricytes.

ool e
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Par ailleurs, les péricytes jouent un rdle dans la synthese de

la matrice extracellulaire {Sims 1986).
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De nombreux modeles in vivo ont été utilisés pour étudier

le processus de néovascularisation,

Ces modeles ont un grand intérét dans 1'étude descriptive
et morphologique de l'angiogenése; ils ont parfois été utilisés
pour suivre la purification de facteurs angiogéniques (Fett et al.
1985). Cependant, ces techniques sont laborieuses, longues, et ne
permettent pas une quantification trés précise d'une activité an-

glogénique,

Pour pallier ces difficultés, des techmiques in vitre ont
été développées. Basées sur la culture des cellules endothéliales,
elles permettent 1'étude détaillée et la quantification des phé-
nomeénes impliqués dans l'angiogenése (prolifération, migration,

synthése de protéases).

2.1. LES MODELES 1IN VIVO
s o oo e s 2 o s Kz 2 e s e o

2.1.1, LE MODELE DE LA MEMBRANE CHORIOALLANTOEQUE D'OEUF

EMBRYONNE

Cette technique est couramment proposée pour tester 1'ac-
tivité angiogénique de fragments tissulaires (Vu et al. 1985).
Son utilisation répond 4 la nécessité de disposer d'ume techni-
que permettant de tester un nombre important de substances a un

coiit financier et utilitaire raisonnable. Ce modéle, trés utili-
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sé dans les études embryologiques, a été développé par 1'équipe
de J., Folkman pour étudier la vascularisation tumorale (Ausprunk

et al. 1975),

2.1.1.1.  Préparation de l'embryon

2.1.1.1.1, Technique de préparation in ovo

C'est la technique couramment proposée et dont les
principales étapes sont schématisées dans la figure 3. Les oeufs
de poule embryonnés sont mis & incuber horizontalement 3 37°c,
dans une atmosphere 4 607 d'humidité relative pendant trois jours
(Vu et al. 1985). Le troisiéme jour, les oeufs sont lavés avec
une solution désinfectante, puis une ponction de trois & quatre
millilitres d'ovalbumine est effectuée a 1'extrémité opposée i la
chambre & air (Knighton et al. 1977). Cette ponction permet d'a-
ménager une poche d'air 4 la face suﬁérieure de 1'oeuf qui décol-

le la membrane choriocallantoIque de la paroi coquillaire.

Une fen€tre de un & deux centimétres carrés est découpée
dans la paroi coquillaire au dessus de la poche d'air. Sous hotte
& flux laminaire, la coquille et la membrane coquillaire de cette

fen&tre sont enlevées 4 1'aide de pinces.

Cette opération est la plus délicate. Il est en effet im—
peratif d'éviter l'introduction de poussiires ou de fragments de
coquille sur la membrane chorioallantoique. Ces débris provoquent
une violente réaction inflammatoire angiogénique rendant impossi-

ble 1l'interprétation des résultats (Jakob et al. 1978).




1

Coquille et membrane coquillaire

Film protecteur

Membrane choriocallantoique a
Fen&tre

;
|
1

PRELEVEMENT D'ALBUMINE PREPARATION DE LA FENETRE

PREPARATION DE L'OEUF EMBRYONNE AGE DE TROIS JOURS

»Dépdt

DEPOT SUR LA MEMBRANE CHORIOALLANTOIQUE SUR L'OEUF
EMBRYONNE AGE DE 13 JOURS

FIGURE 3 - Préparation de 1l'embryon in ovo
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La fenétre est recouverte d'un film de cellophane qui pro-
tege la membrane chorioallantoique et évite le désséchement de

1'embryon.

L'oeuf est ensuite remis & incuber pendant une semaine a-
vant le dépdt de la substance & tester. Cette période de repos
permet d'éliminer les oeufs qui, malgré les précautions prises,

développent une réaction inflammatoire ou ont été contaminés.

2.1.1.1.2. Technique de préparation in wvitro

Cette technique est moins utilisée que la précéden-

te, mais présente certains avantages,

Apres trois jours d'incubation, la coquille est cassée et
1'on recueille 1'oeuf dans une bofte de petri contenant un milieu
de culture complet. L'ensemble est disposé dans une autre boite
de dimension supérieure qui contient suffisamment d'eau pour main-
tenir un taux d'humidité relative proche de 60%. Le tout est pro-
tégé par un couvercle disposé de telle sorte qu'il puisse permet-
tre les échanges gazeux avec le milieu extérieur (Auerbach et al.

1974) . Un schéma de ce dispositif est présenté dans la figure 4.

Dunn (Dunn et al. 1981) propose une technique plus sophis—

tiquée qui consiste & déposer 1'oeuf sans coquille sur une mem-

brane soutenue par un tripode, le tout pouvant &tre posé au des-
sus d'une chambre d'humidification comme cela est schématisé sur

la figure 5 (Vu et al, 1985).

Ces techniques de culture d'embryon in vitro présentent.a

Y
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FIGURE 4 - Culture d'embryon in vitro (d'aprés Auerbach 1974)
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FIGURE 5 - Culture d'embryon in vitro (d'aprés Vu et al 1985)
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priori un certain nombre d'avantages :

~ Elles évitent la manipulation longue et délicate de découpe

d'une fenétre dans la coquille.

- Elles permettent un accés facile a toute la surface de la mem-
brane chorioallantoique autorisant plusieurs dépdts sur le mé-

me embryon et facilitant les observations (Vu et al. 1985),

- Elles permettent de diminuer 1'encombrement des embryons dans
1'incubateur lorsqu'on utilise la technique en bolte de Pétri

(Auverbach et al. 1974).

Malgré tout, ces méthodes de préparation sont peu employées

sans doute a cause des inconvénients qu'elles présentent

- La mortalité des embryons est plus élevée, surtout en boite de

Pétri {(Auerbach et al. 1974),.

~ Elles nécessitent des modifications de la composition en gaz

de l'air alimentant 1'incubateur (Vu et al. 1985).

2.1.1.2.  Préparation et dépdt de 1'échantillen

Pour que l'on puisse apprécier leur effet angiogénique,
les échantillons a tester doivent &tre déposés sur une surface
faible (1 & 2 mm?) et sous une forme solide qui peut &tre un frag~

ment de tissu ou un extrait incorporé dans une matrice.

Le choix de la matrice revét un caractére primordial car
celle-ci ne doit pas entralner de réactions inflammatoires au

contact de la membrane choriocallantoique et doit permettre la

R AN
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diffusion lente et réguliére du produit dont on veut tester les

propriétés angiogéniques.

Le tableau IV ci aprés résume et commente les différents
types de dépSts qui ont été proposés dans la littérature.

(R)

Parmi tous les types de dépdts proposés, le Termanox .

(R}

1'Eluax et la méthylcellulose sont les trois supports les plus |
souvent cités ou qui ont suscité le moins de critiques sur des

criteres de facilité de manipulation et de fréquence de réactioms

inflammatoires.

Le dépdt est effectué sur des embryons Adgés de dix ou onze
jours. Cette période a été montrée comme optimale par Knighton
(Knighton et al. 1977). Elle correspond & un stade de développe—
ment suffisant pour que le réseau vasculaire de 1'embryon soit
sensible & un effecteur angiogénique externe, mais ol le volume
encore réduit de l'embryon permet une observation facile des ef-

fets angiogéniques,

Le dépbt se fait en un point de la membrane chorioallantoi-
que suffisamment éloigné de 1'embryon, et dans une région si pos-—

sible avasculaire,

2.1.1.3. Mesure de 1'effet angiogénique

La mesure de l'effet angiogénique peut commencer 24
heures apres le dépGt et se poursuivre pendant deux & trois jours
par périodes de 24 heures (Knightom et al. 1977). Il n'existe pas

de norme ou de constante qui permettent de mesurer exactement -

N
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' e .
l'activité angiogénique d'une substance dans ce test,

Par analogie avec la vascularisation organisée en "rayon

de roue", provoquée par un fragment tumoral angiogénique, les

techniques de mesure utilisent cette organisation "idéale" comme

modéle de référence d'une activité angiogénique. Un exemple d'ef-

fet angiogénique en rayon de roue est présenté dans la figure ci-

apres.

Les techniques de mesure peuvent &tre classdes en trois

catégories

Les mesures qualitatives qui consistent & apprécier si oui ou
non 1'échantillon provoque une vascularisation en rayon de
roue (Mostafa et al. 1980, Kumar et al. 1983, Wiseman et al,

1988).

Les mesures semi quantitatives, ou les observateurs convien-
nent d'un score & donner en fonction de 1'intensité de 1'effet
angiogénique en rayon de roue (Vu et al. 1985, Reynolds et ai.

1987).

Ces deux méthodes présentent l'avantage de mne pas exiger de
matériel d'observation trop sophistiqué puisqu'il suffit de

disposer d'une loupe binoculaire.

Par contre, elles sont peu précises, ce qui rend difficile
toute évaluation d'un effet dose. Soumises 3 la subjectivité
des observateurs, elles nécessitent une lecture par plusieurs
personnes qui ignorent la nature de 1'échantillon (méthode en

aveugle) et 1'utilisation de plusieurs embryons pour une méme



- 33 -

FIGURE 6 ~ Représentation d'un effet angiogé-
nique en rayon de roue provoqué par le dépdt
d'un fragment tumoral sur la membrane chorio-
allantoique d'oeuf embryonné,
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dose d'échantillon & tester.

- Des techniques de mesure quantitatives ont été proposées pour
diminuer la subjectivité et augmenter la précision de la me-

sure,

Avec ces méthodes quantitatives, on compte le nombre d'in-
tersections entre les vaisseaux et un certain nombre de cercles
qui ont pour centre le point de dépdt de l'effecteur angiogéni-

que (Dusseau et al. 1988).

Ne sont pris en compte que les vaisseaux dirigés vers le
centre du dépdt, donc proches de celui-ci (Harris Hoober et al.
1983) ou formant un angle fermé avec les rayons de ces cercles

(Barnhill et al. 1983).

Si le dénombrement des intersections est effectué par un
observateur, la méthode est plus précise que les techniques pré-
cédemment décrites, mais exige un temps d'observation beaucoup
plus long. C'est pourquoi Jakob et Woss (1984) ont développé une
tectmique de mesure faisant appel 2 un analyseur automatique d'i-

mage.

2.1.1.4. Interprétation des résultats

L'interprétation doit tenir compte du fait qu'il exis-
te toujours un risque d'inflammation de la membrane chorioallan—
tolque et qu'il existe des variabilités de réponse pour une méme

dose d'échantillion & tester.

De plus, l'interprétation doit tenir compte de la techni-

Y AR
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que de mesure.
La distinction entre effet inflammatoire et effet angio-—
génique est parfois difficile A apprécier, aussi toutes les ré—

actions douteuses devront étre éliminées.

La variabilité de répomse peut &tre compensée en utilisant

un nombre suffisant d'oeufs pour chaque dose d'échantillon.

Le protocole expérimental devra prévoir plusieurs dilu-
tions du méme échantillon ainsi qu'une série de dépdts témoins

de facon & apprécier 1l'effet dose du produit.

2.1.1.5, Conclusions

Selon nous, la technique de dosage sur membrane chorio-
allantoique d'oeuf peut &tre utilisée efficacement avec le pro-

tocole suivant :

—- Préparation des embryons dgés de trois jours in ovo.

- Incorporation des échantillons & tester dans une matrice de
méthylcellulose a 1.

- Dépdt sur les embryons Agés de 11 jours en utilisant au moins
dix oeufs par échantillon et par dose.

- Mesure de l'effet angiogénique par la technique semi-quanti-
tative dans les trois jours qui suivent le dép8t.

= Lecture effectuée indépendamment par au moins trois personnes
qui ignorent la nature de 1'échantillon observé.

- Traitement statistique des résultats par comparaison des mo-

yvennes appliquée a un petit nombre d'échantillons.




Dans ces conditions, un produit pourra &tre déclaréd an~
giogénique si les effets qu'il provoque sont significativement
différents du dépdt témoin, s'ils sont reproductibles et dose

dépendants.

2.1.2. LE MODELE DE LA CORNEE

La plupart des auteurs s'accordent & dire que le modéle

de la membrane choriocallantoique n'est pas suffisant pour affir-—

mer l'activité angiogénique d'un produit principalement parce
que ce test est sujet & de nombreuses réactions inflammatoires

parasites (Gullino 1981, Vallee et al. 1985).

Le test de confirmation le plus souvent utilisé est le
test d'activité angiogénique effectué sur la cornée (Gimbrone

et al. 1974, Langer et Folkman 1976, Kull et al. 1987).

C'est a Gimbrome (Gimbrone et al. 1974) que 1'on doit le
développement de cette technique. Elle consiste & créer une po-
che dans la cornée, a4 y introduire la substance 3 tester incor-
porée dans une matrice inerte (cfE. figure 6), puis a mesurer la

croissance des vaisseaux du limbe cornéen vers le dépdt.

La poche doit €tre située 4 2 mm du limbe pour que les
effectueurs puissent diffuser jusqu'au lit vasculaire,Les ani-
maux utilisés sont en général des lapins. Dans une cornée, on
introduit le produit & tester, l'autre ne recoit que la matrice

témoin.

La substance & tester doit &tre incorporée dans un poly-

Y R
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mere de faible volume (1 mm? environ).rLes études menées par
Langer et Folkman (1976) montrent que le meilleur véhicule est
un copolymere d'acétate d'éthyléne et de vinyle (Eluax(R)).Il
est peu inflammatoire s'il est débarrassé de ses impuretés par
un lavage prolongé a 1'alcool (Langer et al. 1985) et permet u-

ne bonne diffusion du produit.

D'autres types de polyméres ont été proposés (Ba,da et al
1982) mail il semble que 1'Eluax soit le produit le plus satis-

faisant (Gulino 1981).

L'avantage de ce test est qu'il permet d'effectuer des me-
sures prolongées {(sur deux semaines) et quantitatives de 1'acti-

vité angiogénique,

La cornée étant un tissu avasculaire et transparent, tout
vaisseau s'y développant est facilement visible & 1'ophtalmosco-
pe et peut &tre associé a 1'activité angiopénique du produit im-
planté. En outre, étant donné la structure en feuillet de 1la
cornée, la vascularisation ne peut aveir lieu que dans un systé-
me a deux dimensions, ce qui permet de corréler la vitesse de

croissance des vaisseaux & l'activité angiogénique.

I1 est évident que ce test est lourd, tant du point de vue
technique que du nombre d'animaux nécessaires 3 chaque expérien-
ce. Il ne peut Etre effectué que dans les laboratoires spéciali-
sés équipés en matériel ophtalmologique. Cependant, il nous sem~
ble indispensable d'utiliser cette technique de dosage pour con-
firmer une activité angiogénique détectée grice au test de la

membrane choricallantoique.

cenl e



FIGURE 7 ~ Représentation schématique du
procédé d'implant cornden
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1.3. AUTRES TESTS IN VIVO

D'autres techniques d'observation de 1'angiogengse in

vivo ont été décrites dans la littérature. Elles sont maintenant

largement remplacées par les deux méthodes décrites précédemment

-

Parmi ces techniques, nous citerons :

Le test de l'abajoue de Hamster qui consiste 3 distendre la

membrane de l'abajoue (par injection d'air) afin de la rendre
transparente, puis & introduire un transplant angiogénique
entre la peau et cette membrane. On observe alors 1'évolution
de la vascularisation de la membrane (Greenblatt et Shubik

1968) .

Le test de la poche d'air dorsale. Développée par Folkman et

al(1971) avant la mise au point du test de la cornée, cette
technique consiste & créer une poche dans le tissu sous cuta-
né grdce a l'injection de quelques millilitres d'air. La subs-—
tance & tester est placée dans un conteneur capable d'assurer
sa liberation prolongée, et 1'on observe la vascularisation

de 1'aponévrose enviromnant le dépdt.

Cette méthode présente deux limitations :
Elle nécessite une opération-chirurgicale pour observer la
vascularisation de 1'aponévrose.
Elle demande une quantité relativement importante de matériel

a tester.

Globalement, ces deux techniques ont 1'inconvénient de

R P
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requérir a des opérations chirurgicales provoquant des réactions

inflammatoires qui perturbent 1'observation.

Les techniques de dosage in vivo sont les seules qui per—
mettent de reproduire le phénoméne angiogénique dans sa totalité.
Elles peuvent se reévéler indispensables pour suivre la purifica-—
tion de facteurs dont l'activité angiogénique n'est pas modélisa-

ble in vitro.

Elles n'en présentent pas moins certains inconvénients

dont le principal est la lourdeur des protocoles expérimentaux.

C'est pourquoi il a été développé récemment des techniques in vi-

tro qui font appel & la culture cellulaire.

2.2, LES TECHNIQUES IN VITRO
T

L'observation attentive des étapes de 1'angiogendse montre
que l'acteur principal de ce phénoméne est la cellule endothélia-

le qui secrete des protdases, migre et se divise.

Bien que pour des raisons de facilité, de nombreuses étu-
des effectuées in vitro fassent appel & des cellules endothélia-—
les de veine et d'aorte (Shepro et D'Amore 1984), il est néces-
saire d'utiliser des cellules endothéliales issues de capillai-

res ou de microvaisseaux, car :

- 1'angiogenése ne se développe qu'd partir de capillaires ou

de veinules {(Cliff 1963);

- les néovaisseaux ont une structure de capillaire (Wagner 1980Q);

voedun
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- 1l existe des différences de comportement vis & vis des fac-
teurs angiogéniques entre les cellules endothéliales issues de

capillaires ou de gros vaisseaux (Vallée et al. 1985),

La culture des cellules endothéliales capillaires est une
technique délicate dont nous décrivons ci-dessous les principa-

les étapes.

2.2.1. ISOLEMENT DES CELLULES ENDOTHELIALES CAPILLAIRES

I1 n'existe pas de lignédes établies de cellules endothé~
liales capillaires. Les cellules sont en général extraites de la
glande surrénale ou de tissus adipeux (cf. tableau V), avec un
rendement faible et une contamination fréquente par les cellules

fibroblastiques.

Les techniques d'isolement combinent en général un traite-
ment 4 base de collagénase, pour détacher les cellules de la mem-
brane basale, et des opérations de filtration et de centrifuga-
tion pour éliminer les cellules contaminantes (Shepro et D'Amo-
re 1984). Ces opérations peuvent &tre suivies d'un clfnage qui
permet d'éliminer totalement les cellules contaminantes (Folkman

et al. 1979),

2.2.2. MAINTIEN DES CELLULES EN CULTURE

La mise au point du milieu de culture pour cellules en—

dothéliales capillaires est une étape délicate.

Les premiéres cultures de cellules capillaires ont pu &tre
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maintenues pendant plus de huit mois, uniquement en présence
d'un substrat de gélatine et dans un milieu de culture riche en

sérum conditionné par un sarcome murin (Folkman et al. 1979).

En fait, il semble que la composition du milieu nécessai-
re a la survie des cellules dépend de leur origine d'espice et

d'organe (Zetter et al 1981).

Le tableau V ci-aprés, qui résume les conditions de cultu-
re décrites dans la littérature, montre bien 1'hétérogénéité et
la complexité des milieux utilisés. Il est en fait pratiquement
impossible de comparer précisément les travaux effectués dans
les différents laboratoires travaillant dans le domaine de 1'an-
giogenése. Des efforts ont été faits pour simplifier la composi-
tion des milieux. La caractérisation du Fibroblast Growth Factor
(F.G.F.) et la mise en évidence de ses propriétés mitotiques pour
les cellules endothéliales, a permis de le substituer aux milieux
conditionnés. Certains types de cellules endothéliales ne néces-
sitent pas la présence de FGF (Kern et al. 1983), Cependant, la

présence de 10 a 20% de sérum est toujours indispensable.

2.2.3, HETEROGENEITE RELATIVE DES CELLULES CAPILLAIRES

Bien que les cellules capillaires présentent les mémes
caractéristiques morphologiques in vitro, suivant leur origine
d'espéce ou d'organe, les besoins nutritionnels peuvent &tre
trés éloignés. Ainsi, il est plus facile de cultiver des cellu-
les capillaires bovines que des cellules humaines (Folkman et al.

1979).

.../...
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On peut améliorer les conditions de culture des cellules
capillaires humaines en ajoutant un certain nombre de facteurs,
comme par exemple un milieu conditionné par d'autres cellules hu-

maines endothéliales (Zetter et al 1981),

Pour une espece donnée, on note aussi une hétérogénéité
en fonction du tissu d'ol est extraite la lignée cellulaire : les
concentrations optimales en héparine varient selon la provenance
des cellules endothéliales humaines (Hoshi et Mc Keehan 1986).
La culture de ces cellules isolées a partir de tumeurs est amélio-
rée si le milieu est conditionné par la lignée tumorale dont el-

les sont issues (Alby et Auerbach 1984).

2.2.4. MODIFICATIONS PHENOTYPIQUES DES CELLULES EN CULTURE

La mise au point de milieu permettant le maintien des
cellules capillaires pendant plusieurs mois a permis de mettre
en évidence des modifications phénotypiques des cellules au cours

des repiquages.

Ainsi Goetz (Goetz et al. 1985) montre qu'au fur et a mesu-
re des passages, les capillaires du cerveau perdent leur capaci-
té a exprimer une enzyme spécifique, la ¥ glatamyltranspeptidase.
Goldsmith {Goldsmith et al. 1984) met en évidence une diminution
de production de 1'enzyme de conversion de l'angiotensine au
cours du temps. Les expériences menées par Folkman (Folkman et
Haudenshild 1980) montrent que la capacité des cellules endothé-
tiales capillaires & s'organiser en un réseau pseudocapillaire

est fonction du nombre de passages.
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Les évolutions phénotypiques des cellules capillaires in
vitro nécessitent le contrSle de la stabilité des parametres me-
surés avant d'extrapoler ces résultats in vivo. Quoiqu'il en soit,
la possibilité d'utiliser les cellules endothéliales in vitro est
un progres qui permet 1'étude plus précise des phénomdnes cellu-

laires liés a4 1'angiogenése,

Les trois phénoménes le plus souvent étudiés sont la syn-

these de protéases, la migratiom, la prolifération.

2.2.5. PHENOMENES BIOLOGIQUES LIES A L'ANGIOGENESE ET QUANTI-

FIABLES DANS LES ESSAIS IN VITRO

2.2.5.1, Secrétion de protéases

I1 est possible de doser dans le milieu de culture les
protéases secrétées aprés stimulation des cellules endothéliales.
Les protéases les plus abondamment secrétées sont la collagénase
et l'activateur tissulaire du plasminogéne (Moscatelli et Rifkin

1988).

Juste avant la stimulation, les cellules sont généralement
maintenues en culture dans un milieu synthétique afin d'éviter

1'inhibition de ces enzymes par les protéines sériques.

Aprés la stimulation qui dure généralement 24 ou 48 heu-
res, les surnageants cellulaires sont recueillis et leur activi-
té enzymatique est mesurée vis & vis de substrats spécifiques

(hydrolyse du collagéne marqué au CM pour la collagénase, test
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en "fibrine plate" ou dégradation du substrat synthétique 522-

51 pour le dosage de l'activateur tissulaire du plasmincgeéne) .

2.2.5.2. Migration des cellules endothéliales

Les expériences de migration peuvent s'effectuer selon

divers protocoles.

2.2.5.2.1. La chambre de Boyden

C'est la technique la plus fréquemment utilisée lors-—

que 1l'on veut mesurer la mobilité cellulaire.

L'appareil est constitué de deux chambres séparées par un
filtre que les cellules en mouvement peuvent traverser. La subs-
tance supposée chimiotactique diluée dans le miljeu de culture,
est introduite dans 1'une des chambres et la suspension dans 1'au-
tre, Un gradient se constitue au travers du filtre et peut dé-
clencher un mouvement cellulaire vers la chambre contenant le

produit & tester.

Les mouvements des cellules & travers le filtre peuvent
étre de nature chimiocinétique (déplacement aléatoire) ou chimio-
tactique (déplacement unidirectionnel dans un gradient). Il est
donc nécessaire de vérifier quelle est la nature du phénoméne ob-

servé,

Cette technique offre plusieurs avantages :
- Elle est facile a utiliser.

~ Elle permet la quantification.

Y



_48._

Par contre, son principal Inconvénient tient dans le fait
que le gradient s'annule rapidement alors que le mouvement des

cellules endothéliales est relativement lent (Zetter 1987).

2.2.5.2.2. Phagocinétisme cellulaire

Cette technique est basée sur les propriétés de mi-
gration et de phagocytose des cellules endothéliales. Les cellu-
les sont étalées sur une surface recouverte de fines particules
telles que 1l'or colloidal ou des microbilles de plastique. Les
cellules endothéliales ingérent ces particules par phagocytose
si elles se meuvent, elles laissent derriére elles une trace clai-
re qui révele la distance et la direction parcourue (Shepro et
d'Amore 1984). Cette trace peut &tre quantifiée par un systéme

d'analyse d'image (Zetter et al, 1981).

Cette technique a permis de mettre en évidence les proprié-
tés inductives d'une migration cellulaire pour un certain nombre
de facteurs angiogéniques (Schor et Schor 1983). Contrairement &
la chambre de Boydgn, ce modéle ne peut mettre en évidence l'ef-

fet chimiotactique d'une substance.

2.2.5.2.3. Cicatrisation im vitro

I1 s'agit de provoquer une lésion mécanique dans un
tapis cellulaire monocouche, confluent, et de compter les cellu-
les qui migrent du bord de la 1ésion pour combler 1'espace laissé

vide (Muller et al 1987).

ool oan
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2.2.5.2,4. Migration en gel d'agarose

Cette technique consiste & mesurer 1'expansion ra-
diale d'une population cellulaire déposée, avec la substance a

tester, dans un puits creusé dans un gel d'agarose (Wall et al.

1978) .

Etant donné 1'importance de la migration des éellules en-—
dothéliales dans le développement de la néovascularisation, ces
techniques doivent &tre utilisées si 1'on veut étudier 1'angioge-
nese et isoler des antagonistes de ce phénoméne. Malheureusement
ces dosages se prétent difficilement & la quantification et ne
permettent pas d'étudier rapidement un grand nombre d'inhibiteurs

potentiels,

2.2.5.3. Prolifération des cellules endothéliales

Le dosage de-la prolifération des cellules endothélia-
les est une technique rapide qui me pose pas de difficultés par-
ticuligres & partir du moment ot 1'on est capable de maintenir
les cellules en culture dans un milieu minimum défini qui permet

d'étudier l'activité mitogéne d'un facteur angiogénidque donné.
b4

Deux méthodes sont particuliérement utilisées.

2.2.5.3.1. Mesure de 1'incorporation de thymidine marquée

En phase de multiplication, les cellules synthéti-
sent de 1'ADN & partir des bases puriques et pyrimidiques. T,'ad-

jonction de thymidine marquée (thymidine tritiée) au milieu de

R S



- 50 -~

culture permet de mesurer la quantité incorporée dans 1'ADN qui
est directement proportionnelle au taux de prolifération. On do-
se, dans un compteur & scintillation, la thymidine marquée apres

récolte et lyse des cellules.

Cette technique présente l'avantage de ne nécessiter que
peu de cellules; elle permet de travailler en plaque de 96 cupu-

les et de traiter un nombre important d'dchantillons.

2.2.5.3,2. Comptage cellulaire

Cette technique mesure le nombre exact de cellules
qui, aprés trypsinisation, sont dénombrées dans un compteur de
particules. Elle exige une quantité de cellules tmportantes et ne

distingue pas les cellules vivantes des mortes.

Toutes ces techniques de dosage in vivo ou in vitro ont
surtout été utilisées pour l'étude d'effecteurs angiogéniques. Elles
sont directement applicables & la recherche d'inhibiteurs. Pour
les techniques in vitro, il suffit de rajouter 1'inhibiteur &
l'effecteur dans le milieu de culture. Dans les techniques in vi-
vo, on peut mélanger inhibiteur et activateur dans la méme matri-—
ce, ou placer de facon contigué€ un dépSt contenant 1'activateur

et un dépdt contenant 1'inhibiteur.

La recherche rationnelle d'un inhibiteur ne peut &tre ef-
tectuée qu'aprés avoir identifié et compris les relations qui

lient les effecteurs impliqués au cours du processus angiogéni-

que.,

condn
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3.1. LES EFFECTEURS CELLULAIRES
ol s o s o 7 £330 s s o o o o o o oo o e

Certaines cellules sont capables de secréter des facteurs

anglogéniques dont certains ne sont pas encore caractérisés,

3.1.1. LES CELLULES NON TRANSFORMEES POUVANT ETRE IMPLIQUEES

DANS L'ANGIOGENESE TUMORALE

Un certain nombre de cellules, dont beaucoup sont d'origi-
ne immunitaire, peuvent provoquer un stimulus angiogénique, Leur
présence dans 1'environnement tumoral n'est pas toujours quan-
titativement importante mais leur activité spécifique est suffi-
sante pour qu'un petit nombre de cellules déclenchent un proces-

sus de néovascularisation.

Dans ce chapitre, nous décrirons les cellules qui peuvent
jouer un rSle dans 1l'angiogense, cellules immunitaires, plaquet—
tes, cellules endothéliales qui ont toutes la possibilité d'8tre

associées aux tumeurs.

3.1.1.1, Les lymphocytes

L'activité angiogénique des lymphocytes a surtout été
décrite lors de réactions immunologiques inflammatoires de type

réaction du gref-

fon contre 1'h8te. Il semble que les cellules lymphocytaires ne
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soient pas particulidrement abondantes autour de la tumeur (Folk~
man et Cotrant 1976). Cependant il n'est pas exclu qu'elles puis-—

sent participer aux phénoménes d'angiogendse tumorale.

Sydky et Auerbach (1975) ont montré que des lymphocytes
rendus immunocompétents et injectés in vivo provoquent ume angio-
genese dont l'intensité est proportiomnelle au nombre de cellules
injectées. Cette observation a été confirmée par d'autres équipes
(Folkman 1982). Lutty (Lutty et al. 1983) a montré que ce sont
les facteurs secrétés par les lymphocytes qui provoquent 1'angio~
geneése. In vitro, un surnageant de culture lymphocytaire induit
la migration et la prolifération des cellules endothéliales (Watt

et al. 1983).

I1 a été possible d'isoler 1'activité prolifératrice de
ce surnageant (Watt et Auerbach 1986). Cette activité spécifique
vis 4 vis des cellules endothéliales capillaires serait due 3 une
ou plusieurs protéines de poids moléculaire supérieur & 12.000
Daltons, sensibles a la spronase, acidorésistantes, thermolabi-
les, sans affinité pour-l’héparine (donc sans rapport avec la fa-
mille des FGF) et ne possédant pas les caractéristiques des in-

terleukines 1, 2 ou 3,

En outre, le Transforming Growth Factordﬁ (TGFgB) a été
récemment isolé a partir de surnageants de culture de lymphocy-

tes T activés (Roberts et al 1986).

Ces expériences montrent que les lymphocytes activés peu~

vent secréter des facteurs angiogéniques directs ou indirects
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tel le TGF B qui agit par 1'intermédiaire des macrophages qu'ii

active (Gullino 1981), Auerbach 1981).

3.1.1.2. Les macrophages

Les macrophages sont constamment associés aux tumeurs
et jouent un r&le dans le contrdle de la prolifération tumorale
(Montovani et al 1986). Il a été clairement démontrd que seuls
les macrophages activés in vivo ou in vitro provoquent 1'angioge~

nese dans le modéle de la cornée de lapin (Polverini et al, 1977).

Les macrophages activés secrétent des facteurs angiogéni-
ques sans qu'il y ait systématiquement de réactions inflammatoi-—

res associées (Gullino 1981).

L'activité angiogénique des macrophages est fortement po~
tentialisée par 1l'hypoxie et 1'élévation de la concéntration en
lactate (Jensen et al. 1986), Cette potentialisation est réversi-
ble si la pression partielle en oxygéne est augmentde (Knighton
et al 1983). Ceci suggére que la p0O, tissulaire régule 1'activi-

té angiogénique des macrophages in vivo.

De nombreux facteurs angiogéniques, dont certains sont ca-

ractérisés, peuvent &tre libérés par les macrophages.

Le Fibroblast Growth Factor (FGF) (Joseph~Silverstein et
al. 1988), le Tumor Necrosis Factor & (TNF «) (Leibovich et al.
1987) et le Transforming Growth Factor B (TGF p) (Assoian et al.
1987), synthétisés par les macrophages activés sont directement

impliqués dans les phénoménes d'angiogendse. Le TGF B, en partie
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par un mécanisme autocrine, peut induire la synthése de FGF et

de TNF of (Wisseman et al., 1988, Wahl et al. 1987).

11 n'est actuellement pas prouvé que 1'activité angiogéni~
que régulée par les conditionms d'hypoxie, étudiée par Jensen (Jen-
sen et al. 1986} et Knighton (Knighton et al, 1983) soit médide
par les facteurs précédemment cités. En effet, cette activité an-—
giogénique observée in vivo se limite in vitro a la sécrétion de
l'activateur du plasminogéne sans effet mitogénique sur les cel~

lules endothéliales ou fibroblastiques (Knighton et al, 1987).

Un autre facteur angiogénique, appelé angiotropine, secré-
té par les macrophages, est en voie de caractérisation par 1"é-

quipe de Hockel (Wissler et al, 1986).

L'angiotropine est un polyribonucléopeptide riche en ions
cuivriques dont l'activité angiogénique in vivo se traduit par
un effef chimiotactique puissant et spécifique des cellules endo-
théliales et par l'absence d'effets mitogénes sur ces cellules,
Le mécanisme de régulation de 1'angiotropine est, pour 1'instant,

inconnu,

Les macrophages jouent domc un rdle important dans 1'angio-
genese; ils sont capables de secréter au moins quatre des plus
puissants médiateurs de la néovascularisation : FGF, TNF <, TGF
P, angiotropine. Le fait que certaines de ces activités angiogé-
niques soient régulées par la p0O, tissulaire permet de pemser
que l'hypoxie chronique provoquée par la croissance tumorale est
en grande partie responsable du déclenchement et du maintien de

la néovascularisation.

R
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Un phénomeéne identique se produirait au cours de la cica—

trisation limitée & la revascularisation des tissus lésés,

3.1.1.3. Les plaquettes

Les plaquettes sont en étroite relation avec les cel-
lules endothéliales et peuvent jouer un rdle important dans ia
néovascularisation. On sait qu'elles sont riches en facteurs mi-
togénes capables de modifier profondément 1'environnement vascu-

laire tel le "Platelet Derived Growth Factor" ou PDGF).

Plusieurs auteurs ont pu démontrer la participation des

plaquettes aux mécanismes d'angiogenéses.

Wall (Wall et al. 1978) met en évidence un facteur plaquet-—
taire non dialysable, thermostable, qui stimule la migration des

cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses,

On sait que les plaquettes sont trés riches en TGF B qu'el-
les libérent lors de leur dégranulation (Assoian et Sporn 1986),
le TGF P pouvant avoir une activité angiogénique directe ou indi-

recte via l'activation des macrophages.

Tres récemment, l'équipe de Helden (Ishikawa et al. 1989)
a caractérisé un facteur angiogénique issue de plaquettes et ap-
pelé Platelet Derived Endothelial Cell Growth Factor (PD ECGF)
dont l'activité mitotique et chimiotactique est spécifique des

cellules endothéliales.

Ces découvertes récentes donnent aux plaquettes une impor-

tance accrue dans le contrfle de l'angiogen&se. Ceci n'est pas.

R



- 56 -

surprenant étant donné le rdle essentiel des plaquettes dans le

maintien de l'intégrité vasculaire.

3.1.1.4, Les cellules mastocytaires

Les cellules mastocytaires ou mastocytes sont assocides
aux réactions inflammatoires chroniques et aux tumeurs. Flles
contiennent des facteurs qui jouent un rdle important dans 1‘an—
glogenése : 1'héparine et certaines protéases (Furcht 1986). In
vivo, les mastocytes sont incapables de provoquer 1'angiogenése;
par contre, 1ls sont trés rapidement recrutés par un extrait tu-
moral angiogénique (Kessler et al. 1976). Ainsi les mastocytes

joueraient un rSle complémentaire dans le processus angiogénique.

Des observations histologiques ont montré que les mastocy-

tes sont concentrés en aval du bourgeon capillaire en formation.

Parmi les nombreux facteurs synthétisés par les mastocytes,
il semble que le plus important soit 1'héparine qui est capable
de stimuler, dans certaines conditions in vivo, la migration des

cellules endothéliales (Azizkhan et al. 1980).

Cette constatation est confirmée par Roche (Roche 1985)
qui montre que, au contact des cellules cancéreuses, les mastocy-

tes 1liberent de 1'héparine qui active la migration des cellules

endothéliales,

Bien que les mastocytes soient riches en facteurs poten—
tiellement angiogéniques tels que les protéases, le traitement

des lysats mastocytaires 2 1'héparinase ou & la protamine inhibe

ol
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totalement ['effet angiogenique de ces cellules, ce qui démontre
le r3le déterminant de 1'héparine (Azizkhan et al. 1980) dans le

processus de néovascularisation.

3.1.1.5. Les cellules endothéliales

L'équipe de Gospodarowicz (Schweigerer et al. 1987) a
mis récemment en évidence la production de FGF par les cellules
endothéliales capillaires et a suggéré le rBle autocrine de ce
facteur. Cette observation a été confirmée par Sakaguchi (Sakagu-
chi et al. 1988) qui a pu bloquer 1'activité prolifératrice de

cellules endothéliales en culture grice 3 un anticorps anti FGF,

On ignore le rdle et la régulation de l'activité autocri-
ne du FGF sur les cellules endothéliales au cours de 1Tangiogené-
se in vivo. Rappelons que les cellules endothéliales secrétent
les enzymes protéolytiques qui, dégradant la matrice extra-cellu—

laire, permettent la constitution des mouveaux valsseaux.

3.1.2. LE ROLE DES CELLULES TUMORALES DANS T.'ANGIOGENESE

En denhors de leur capacité i recruter des cellules pro-
ductrices de facteurs angiogéniques, les cellules tumorales secroé-
tent des facteurs induisant directement la néovascularisation

(Folkman et al. 1971).

La présence d'un facteur angiogénique tumoral ou TAF (Tumor
Angiogenesis Factor) a été prouvé dans un grand nombre de lignées

cancéreuses :{ Carcinome Walker 256 (Folkman et al 1971); mélanome
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B 16, ménangiome, glioblastome (Folkman et Cotran 1976), adéno-
carcinome mamaire, hypernéphrome, haémangiome (Phillips et Kumar
1979), chondrosarcome (Stung et al. 1985), adénocarcinome colique

{Fett et al. 1985).

Pour des raisons pratiques, la lignée tumorale la plus u-
tilisée pour isoler ce ou ces facteurs angiogéniques a été le

carcinome Walker 256.

A partir de cette lignée, plusieurs équipes ont mis en évi-
dence une activité angiogénique due 3 un facteur non peptidique,
de petit poids moléculaire, estimé 3 200 Daltons (Schor et al.
1980) ou compris entre 400 et 800 Daltons (Fenselan et al. 1981),
Ce facteur a une activité mitogéne sur les cellules endothélia-
les mais pas sur les fibroblastes. En fait, ce ou ces facteurs
ne semblent pas &tre spécifiques des tumeurs (Brown et al. 1980)
et ils n'ont pas été caractérisés jusqu'a présent. Peut-&tre sont-

ils identiques aux facteurs isolés par Kull.

Kull (Kull et al, 1987} est le premier 3 avoir caractéri-
sé un facteur angiogénique de petit poids moléculaire extrait
d'un surnageant de culture de carcinome Walker 256. Il isole, par
chromatographie, deux fractions ayant une activité angiogénique
in vivo. La premigre fraction se révéle &tre la nicotinamide et
la seconde non caractérisée contient de la nicotinamide ou en
est dérivée, La nicotinamide est angiogénique, 4 la dose de 0,2
pumoles par dépSt dans la cornée de lapin, ce qui ne représente
pas une activité spécifique trés élevée si on la compare & celle

d'autres facteurs angiogéniques de nature polypeptidique tels

R A
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que le FGF, le TGF d, l'angiogénine. Le mécanisme d'action de la
nicotinamide est inconnu et il semble peu probable qu’elle ait
une activité directe sur les cellules endothéliales (Kull et al.

1987).

Les récents progrés en matiére de purification des protéi-
nes et la mise au point de techniques de dosage de 1'activité
anglogénique in vitro ont permis d'isoler et de caractériser de
puissants facteurs angiogéniques de nature polypeptidique produit

par les tumeurs,

La présence de FGF a été mise en évidence dans les surna-
geants de culture d'hépatomes (Klagsburn et al, 1986) et de glio-

mes (Libermann et al, 1987).

Dans les cellules du sarcome de Kaposi,Delli Boui (Delli
Boui et al. 1987) a identifié un RNA messager transcript d'un
oncogeéne qui code pour un facteur de croissance de la famille
des FGF. Les oncogénes hst et int2 codent eux aussi pour des fac-

teurs de croissance appartenant A cette famille (Marx 1987).

Dans la plupart des tumeurs solides, on peut détecter la
présence de RNA messager codant pour le TGF o (Derynk et al. 1987)

et pour le TGF B (Sinkovics 1988).

L'équipe de Vallée (Fett et al. 1985) a isolé, a partir
d'un surnageant de culture d'adénocarcinome colique HT 29, 1'an-
glogénine qui est un des plus puissants effecteurs de la néovas—
cularisation in vivo, mais qui s'est révélé ne pas 8tre spécifi-

que des tumeurs (Weiner et al 1987). -

R
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Actuellement il est clair qu’il n'existe pas de facteurs
angiogéniques spécifiques des tumeurs. Toutes les molécules iden-
tifiées et caractérisées sont exprimées & la fois par les cellu-
les normales et par les cellules transformées. La tumeur est ca-—
pable d'induire sa propre vascularisation grice aux facteurs di-
rectement angiogéniques qu'elle secrdte, mais surtout gridce & sa
capacité a mobiliser et & activer les cellules potentiellement
angiogéniques qui interviennent dans les mécanismes mormaux de
néovascularisation., L'hypoxie permanente entrainde par la crois-
sance et les exigences métaboligues des tumeurs entretiendrait

constamment ce mécanisme.

L'angiogenése étant physiologiquement exceptionnelle, il
est raisonnable de penser que la conception d'un inhibiteur, spé-
cifique de cette activité, puisse aboutir 3 un traitement anti-—

tumoral original qui compléterait l'arsenal thérapeutigue actuel.

Dans la seconde partie de ce chapitre, nous faisons le
point sur les découvertes récentes relatives & la biologie molé-

culaire de 1'angiogenése.

3.2, LES EFFECTEURS MOLECULAIRES
st s o v o afe i s 8 o s o oo s e s sy b o oA T

3.2.1. LA MEMBRANE BASALE ET LA MATRICE EXTRACELLULAIRE

En dehors de leur r8le de soutien, les molécules de la
membrane basale et de la matrice extracellulaire jouent une fonc-—

tion essentielle (mais encore mal comprise) dans les phénomdnes

vondans




de prolifération et de différenciation cellulaire 1iés & 1'angio-

genése.

Des observations in vivo montrent que la composition bio-
chimique de la matrice extracellulaire varie en fonction de 1'é-
tat de différenciation des cellules endothéliales au cours de la

néovascularisation (Risau et Lemmon 1988).

Ainsi Ausprunk (Ausprunk 1986) a pu montrer, sur les cou=~
pes de membrane chorioallantoique d'oeuf embryonné, que 1'expres—
sion de l'acide hyaluronique et des glysosaminoglycanes sulfatés
dépend du degré de maturation des capillaires : du 4éme au 14dme
jour d'embryogenése, il observe un déplacement graduel d'une hau-
te concentration en acide hyaluronique vers une haute concentra-
tion en glycosaminoglycanes associés aux veinules et artérioles

se développant dans la région mésodermale.

L'acide hyaluronique pourrait jouer un rSle essentiel dans
le contrdle de l'angiogenése comme 1'a montré Feinberg (Feinberg
et Beebe 1983). Il semble que ce soit le degré de polymérisation

de l'acide hyaluronique qui module la vascularisation.

Rumar (Kumar et West 1986) montre que si 1'acide hyaluro-
nique de haut poids moléculaire est inhibiteur de la proliféra-
tion des cellules endothéliales in vitro, les fragments de petits
poids moléculaires ont un effet positif sur la multiplication

et la migration de ces cellules.

L'importance du collagdne dans le développement de 1'an—

glogenése in vivo est mis en évidence par Maragoudakis (Maragou-

B AN
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dakis et al 1988) qui montre qu’un inhibiteur de la biosynthese
du collagéne inhibe la vascularisation de la membrane choriosl-—

lantoique d'oeuf embryonné.

Les études in vitro confirment ces observations et mon~
trent que ite phénotype des cellules endothéliales est module se-
ton le type de collagéne. Ainsi les collagines de type I et III
seraient nécessaires & la prolifération et a la migration des
cellules (Schor et Schor 1983, Form et al, 1986, Madri et Pratt

1986) .

Le collagéne de type IV serait associé & la différencia-
tion cellulaire (Kramer et al. 1985) qui conduit & la formation
de la lumiére capillaire (Form et al 1986), 1'organisation de
ces cellules en tubules (Schor et Schor 1983) et la biosynthise

de laminine (Madri et Pratt 1986).

La laminine est considérée comme un marqueur de la diffé-
renciation des cellules endothéliales et de la maturation des
vaisseaux (Risau et Lemmon 1988). Elle serait secrétée par les

cellules endothéliales (Risau et Lemmon 1988).

Ingber (Ingber et al. 1987) a montré que la laminine diminuait
trés fortement la sensibilité des cellules capillaires aux fac-

teurs de croissance de la famille des FGF.

Pour d'autres auteurs, la laminine serait un marqueur pré-
coce de la différenciation cellulaire (Risau et Lemmon 1988) qui

apparaitrait avant le collagene de type IV (Form et al, 1986).

La fibronectine est une molécule d'adhésion qui joue un
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role essentiel dans 1'angiogentse. Les études de Mac Auslan (Mac
Auslan et al. 1980) et de Boversox (Boversox et Sorgente 1982)
suggerent que la fibronectine induit la migration des cellules
endothéliales. Plus récemment, les études effectudes par Risau
(Risau et Lemmon 1988) ont mis en évidence la multiplication et
la migration des cellules endothéliales assocides 3 la formation

d'une matrice riche en fibronectine.

Dans 1'angiogenése tumorale, un gradient de fibronectine,
induisant 1'haptotactisme (migration induite par un gradient de
molécules non solubles) des cellules endothéliales pourrait étre
secrété par les cellules cancéreuses (Obrenovitch et Monsigny

1986) .

D'autres molécules insolubles, induites par le développe-
ment tumoral, peuvent intervenir dans la régulation de 1'angioge-

nese.

La fibrine ést un constituant habituel du stroma tumoral,
D'aprés Nagy (Nagy et al 1988), cette protéine a une activité chi-
miocinétique et/ou chimiotactique vis & vis des macrophages et
des cellules endothéliales. On sait, d'autre part, que la fibri-
ne est un puissant inducteur de 1l'activateur tissulaire du plas-—
minogéne, enzyme qui joue un rdle essentiel dans la dégradation
de la matrice extra cellulaire nécessaire & la croissance des

nouveaux vailsseaux.

La Tenascine, une glycoprotéine de la matrice extra cellu-—

laire impliquée dans les interactions mesenchyme/épithelium, se-

crétée essentiellement par les tumeurs et exprimée au cours de




- B4 -

l'embryogenese pourrait jouer un réle dans 1'angiogenése (Bourdon

et Ruoslahti, 1989%).

Peu d'études permettent d'expliquer clairement le mécanis—
me de régulation de l'angiogenese par les composants de la matri—
ce extracellulaire. Ceci s'explique par la diffieculté d'obtenir
des protéines suffisamment purifides et caractérisées pour mener

a bien ces travaux.

Néanmoins il semblerait que la fibromectine et le collage-

ne de type IV soient associés & la prolifération et/ou & la migra-

tion des cellules endothéliales, la laminine et le collagéne IV
a la maturation et a la différenciation, fibrine et tenascine

dans certains états pathologiques tels que la cancérisation.

3.2.2. PROTEASES ET AUTRES ENZYMES ASSOCIEES A L'ANGiOGENESE

Tous les intervenants cellulaires impliqués dans 1l'angio-~
genése ont la capacité de secréter des enzymes qui contribuent 2
la dégradation de la matrice extracellulaire et a 1l'activation

de 1'angiogengse.

3.2.2.1. Protéases secrétées par les cellules endothéliales

Comme nous 1'avons mentré précédemment, une des étapes
clefs de 1'angiogenése est la dégradation de la membrane basale
et de la matrice extracellulaire qui est nécessaire a la migra-

tion ultérieure des cellules endothéliales.

In vitro, les cellules endothéliales sont capables de secré-
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ter principalement de la collagénase (Kabelic et al. 1983), 1'ac-
tivateur de plasménogéne (Gross et al. 1983) et la stromélysine

(Herron et al. 1986).

Les cellules endothéliales secrétent, sous forme de proen-
zymes, plusieurs types de collagénases : la collagénase intersti-
cielle qui dégrade le collagéne de types I et III (Herron et al.
1986) et la collagéne spécifique du collagéne IV qui compose la

membrane basale (Kabelic et al. 1983).

On comnalt deux formes biochimiques d'activateurs du plas-

minogéne : le type tissulaire ou TPA, et 1'urokinase.

Le type tissulaire activé par la fibrine joue un rdle es-
sentiel dans la régulation de 1'hémostase. La présence fréquente
de fibrine au voisinage de la tumeur provoque également une accu-—
mulation et une activation du TPA circulant qui favofise la néo-

vascularisation,

L'urokynase n'est pas activé par la fibrine. §i le type
tissulaire est secrété par tous les types de cellules endothélia-
les, 1'urobinase semble plus spécifique des cellules endothélia-—

les capillaires (Moscatelli et al. 1988).

Les activateurs du plasminogéne transforment le plasmino-
géne en plasmine qui est responsable de la dégradation de la fi-
brine et, dans certaines conditions pathologiques, de la fibronec-
tine, de la laminine, des glycoprotéines et des protéoglycanes.

Si la plasmine ne peut, par elle-méme, dégrader tous les consti=-

tuants de la matrice extracellulaire, elle est capable d'activer
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d'autres protéases telles que la collagénase,

La stromélysine, une autre enzyme protéolytique, est secré-
tée par les cellules endothéliales in vitro. Comme la collagénase,
la stromélysine a un large spectre d'activité protéolytique; elle

dégrade aussi le collagéne de type IV et active la collagénase.

In vitro, ces protéases ne sont secrétées de maniére signi-
ficative que si les cellules endothéliales sont activées par les
esters du phorbol (Herron et al. 1986) ou par des facteurs angio-
géniques tels que les FGF (Rifkin et al. 1987). Ces enzymes sont
secrétées en présence de leurs inhibiteurs endogénes : le TIMP
(Tissus Inhibitor of Metalloproteinase) est associé a la collagé-
nase et a la stromélysine (Banda et al. 1987) et le PAI 1 (Plas-
minogene Activator Inhibitor 1) est associé aux deux types d'acti-

vateurs du plasminogéne {(Van Mourik et al. 1984).

11 existe donc un second niveau de régulation de 1'expres—

sion protéolytique qui n'est que partiellement élucidé.

Certains facteurs non enzymatiques impliqués dans 1'angio-
genese modulent 1'activité de ces protéases. Ainsi le TGF B dimi-
nue la synthése de l'activateur tissulaire du plasminogéne (Rif-
kin et al. 1987) et de la collagénase (Moscatelli et Rifkin 1988)
et, comme le TNF (Moscatelli et Rifkin 1988), augmente la syntheé-
se d'inhibiteur de 1'activateur du plasminogéne (Rifkin et al.

1987).

3.2,2.2. Protéases et autres enzymes secrétées par les cellules

non endothéliales associées & l'angiogenése
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Le méme type de protéase peut &tre secrété par les macro-

phages et les cellules tumorales (Goldfarb et Liotta 1986).

Ces cellules, avec les plaquettes, peuvent jouer un autre
role grdce 4 la sécrétion d'endoglycosidases et d'exoglycosidases
(Nakojima et al. 1988), Bernacki et al. 1985) qui facilitent la

dégradation des protéoglycanes de la matrice extra cellulaire.

Les hyaluronidases sécrétées par les cellules tumorales

peuvent dégrader 1'acide hyaluronique en fragments de faible poids

moléculaire possédant une activité angiogénique (West et al. 1985).
Les cellules tumorales, les macrophages activés, les plaquettes

et les lymphocytes T peuvent sécréter des héparanases et des hé-
paritinases qui libérent et activent le FGF latent fixé aux hépa-

ranes sulfates de la membrane basale (Vlodawski et al. 1988).

3.2.3. LES FIBROBLAST GROWTH FACTORS

Les Fibroblast Growth Factors (FGF) sont de puissants in-
ducteurs de 1'angiogenése et possédent une activité mitogeéne sur
un grand nombre de cellules. Ils sont stockés dans la membrane
basale et la matrice extra cellulaire de tous les tissus grice a
leur forte affinité pour les héparanes sulfates. Ils sont parti-—

culigérement abondants dans les tissus richement vascularisés.

On distingue deux classes de FGF en fonction de leur point
isoélectrique et de leur affinité pour 1'héparine (Lobb et al.
1986) : la classe des FGF acides qui ont un pHi de 5 a 7, et une

affinité moyenne pour 1'héparine (Elution a 1 M NaCl) et la clas-

se des FCGF basiques, dont le pHi est compris entre 8§ et 10, et
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qui ont une forte affinité pour 1'héparine (Elution & 1,5 M et

plus).

Les FGF acides, dont le poids moléculaire est compris en-

tre 14000 et 18000 (Folkman et Klagsbron 1987) ont essentiellement

€té isolés a partir de tissus nerveux (Thomas 1987), mais on a
récemment mis en évidence du FGF acide dans les tissus reinaux

bovins {(Gantshi-Sauva et al. 1987).

Les FGF basiques, dont le poids moléculaire est compris
16000 et 18000 Daltoms (Schweigerer 1988), ont une distri-
bution tissulaire beaucoup plus ubiquitaire, comme le montre le

tableau VI ci-apreés.

La structure des geénes codant pour les FGF acides ou basi-
ques est la méme. Il n'existe qu'une seule copie des génes des
FGF acides ou basiques respectivement situés sur les chromosomes

5 et 4 (Mergia et al. 1U86).

D'aprés la séquence nucléotidique, les deux génes codent
pour des peptides de 154 acides aminés possédant entre eux 557

d'homologie stricte (Fiddes et al. 1987).

Si 1'analyse de la séquence en aminocacide de la plupart
des FGF purifiés est en accord avec la séquencedéduite du génome
(Folkman et Klagsbrun 1987), il a été récemment montré que les
FGF basiques peuvent exister sous forme de peptides de poids mo-

léculaire supérieur (Presta et al. 1Y88).

I1 semble que 1'hétérogénéité en poids moléculaire des FGF

acides ou basiques, variable selon l'origine tissulaire, soit le
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résultat d'un clivage protéolytique de 1'extrémité NH, terminale
(Moscatelli et al. 1988). On ne connait pas actuellement la si-

gnification physiologique de cette hétérogénéité.

Les FGF acides et basiques ont le méme spectre d'activité
comme le montre le tableau VII ci-aprés; ils sont mitogdnes pour
un grand nombre de cellules, induisant pour certaines leur diffé-
renciation, et sont angiogémiques in vivo. En 1'absence d'hépari-
ne, le FGF acide est 50 4 100 fois moins actif que le FGF basique

(Gospodarowicz et Cheng 1986).

C'est essentiellement parce que le FCF basique est présent
dans tous les tissus et en concentration plus importante dans les
tissus richement vascularisés, que ses effets angiogéniques ont

été particuliérement étudiés.

In vivo, le FGF basique induit la néovasculafisation dans
le modéle de la membrane choricallantolique & la dose de 5 ng / |
dépdt (Moscatelli et al. 1986) et sur la cornée de lapin, a la
concentration habituellement plus élevée de 10 ng / dépdt (Squi-

res et al, 1988).

In vitro, le FGI basique induit trois des principaux méca-
nismes intervenant dans le ‘processus angiogénique. Il est mitogeé-
ne pour les cellules capillaires endothéliales 3 des concentra-
tions de 140 & 180 pg/ml (Gospodarowicz et al. 1987). Il induit
la migration et la sécrétion de protéases chez ces mémes cellules

a des concentrations identiques (Moscatelli et al. 1986).

Dans une matrice tridimensionnelle de collagéne, le FGF

induit l'organisation des cellules endothéliales en réseau carac—

N A
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CELLULES NORMALES FGF basique | FGF acide
Cellules gliales et astrogliales + (D) +
0ligodendrocytes + () +
Cellules de Schwann + ?

Cellules des structures trabécu-
laires + ?

Cellules endothéliales des capil-
laires des gros valsseaux et de

1'endocarde + (D) + (D)
Cellules endothéliales corndennes + (D) + (D)
Fibroblastes + +
Myoblastes + (D) + (D)
Muscles lisses vasculaires + +
Chondrocytes + (D) + (D)
Ostéoblastes + +
Cellules du blastoderme + +
Cellules corticosurrénaliennes + +
Cellules de Sertoli + +
Cellules myéloides + o+
Cellules mésothéliales + +
Cellules neuronales + 7

Fibroblast 1 de rat + +
Balb/c 3T3 + +
Swiss 3T3 + +
BHK 21 + +
Rhabdomyosarcome A 204 + ?
PC 12 (D) (D)

TABLEAU VII - Activité pleiotropique des FGF acides et
basiques

+ effet prolifératif
(D) induit la différenciation cellulaire
? effet prolifératif non déterminé
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téristique de tubules capillaires (Montesano et al. 1986).

Il existe entre 1000 et 10000 récepteurs sur les cellules
sensibles au FGF (Schweigerer et al. 1987). Les FGF acides ou
basigues interagissent avec le méme récepteur (Neufeld et Gospo-
darowicz 1988) et possédent une affinité de 200 i 30 pM selon le

type de cellule étudié (Gospodarowicz et al. 1987).

Bien que la glycosilation de ces récepteurs soit hétéro-
gene en fonction des tissus (Neufeld et Cospodarowicz 1988), cel-
le ci est indispensable & l'activation cellulaire (Feige et Baird

1988).

On ne conmnait pas actuellement le mécanisme intracellulai-

re de transfert du signal mitogénique du FGF.

I1 ne semble pas que 1'activation du récepteur soit cou-
plé a celui de la phospholipase C (Magnaldo et al. 1986), et,
d'autre part, les résultats concernant la phosphorilation de la
tyrosine kinase (voie alterne de l'activation cellulaire) sont

contradictoires (Folkman et Glagsbrun 1987).

On a pu mettre en évidence une internalisation et une dé-
gradation lysosomiale des FGF basiques (Moenner et al. 1987) et
acides (Friesel et Maciag 1988). Cette internalisation serait
suivie d'une accumulation de FGF dans le noyau qui s'accompagne-
rait d'une augmentation du niveau de transcription de 1'ARN ri-

bosomal (Bouche et al. 1987).

Cette observation nécessite confirmation, mais elle pour—

rait expliquer le mécanisme d'action des FGF puisque les voies




- 73 -

classiques d'activation ne semblent pas impliquées,

Certains auteurs ont mis en évidence, au niveau de la
matrice extracellulaire, un autre type de récepteur de plus fai~
ble affinité dont le Kd est de 1'ordre de 1Om9 M et qui est sen-
sible & 1l'action de 1'héparinase (Feige et Baird 1988). La liai-

son a ces sites de faible affinité n'entrainme pas d'effets bio-

logiques (Moscatelli 1987).

|
|
|
|
|
Il est probable que ces sites soient un lieu de stockage
du FGF sur les héparanes sulfates de la matrice extracellulaire

|

|

|

(Viedovski et al. 1887).

Etant donné l'ubiquité de sa distribution et de ses ef- %
fets biologiques, 1l'activité biologique du FGF basique doit &-

tre strictement régulée dans 1l'organisme.

En fait, les FGF ne sont pas détectés dans ies liquides
biologiques, ils sont toujours associés aux héparanes sulfates
de la membrane basale et de la matrice extracellulaire (Vliodovs-—
ki et al 1987). De plus, la caractérisation des séquences pep-—
tidiques et nucléotidiques des RNA messagers codant pour les
FGF montrent que ces facteurs ne possédent pas de séquence si-—
gnal (Fiddes et al. 1987). Par conséquent, si ces molécules
sont sécrétées par la cellule, c'est au travers d'un mécanisme

de translocation inhabituel.

I1 est possible que les FGF solent sécrétés em associa-—
tion avec les héparanes sulfates de la matrice extracellulaire
(Baird et Ling 1987) puis stockés dans cette matrice qui les

protége des dégradations protéolytiques (Saksela et al 1988).

R AR
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Présents dans la matrice extracellulaire, mais inactifs, les
FGF peuvent &tre libérés et activés lors de l'altération de la

matrice.

Un autre mode de régulation des effets biologiques des

FGF fait intervenir le TGF_ﬁ.

En effet, in vitro, le TGF B est inhibiteur de la plu-
part des effets biologiques exercés par les FGF sur les cellu-
les endothéliales (Roberts et Sporn 1987 , Saksela et al. 1988).
In vivo, cette molécule joue certainement un rSle important,

mais encore mal déterminé, dans la régulation de 1'angiogenése

induite par les FGF.

Réle du FGF basique dans 1'angiogenése tumorale : On ne

sait pas actuellement quelle est 1'importance réelle du FGF ba-
sique dans 1l'angiogenése tumorale. Néanmoins, nous pouvons émet-

tre un certain nombre d'hypothéses.

La tumeur et les cellules assocides peuvent directement
ou indirectement augmenter la sécrétion cellulaire de FGF ou

libérer les molécules stockées dans la matrice extracellulaire.

Il est peu probable que les tumeurs surexpriment du FGF
par un mécanisme d'amplification génique car le niveau d'expres-
sion et la quantité de FGF présent dans les tumeurs n'est pas
significativement différent de ce que 1'on observe dans les cel-

lules normales {(Schweigerer 1988).

Les tumeurs peuvent, par mutations ponctuelles ou epis-

sage alternatif du RNA messager, &tre & 1'origine de la biosyn-

RN I
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thése de FGF dont les propriétés angiogéniques ne sont plus ré-
gulées. On a récemment mis en évidence trois oncogénes codant
pour des protéines ayant 35 & 557 d'homologie avec les FGF
basiques. Ces trois oncogeénes int2, hst/KS, et FGF 5, codent
pour des peptides angiogéniques qui possédent une séquence si-—

gnal permettant leur excrétion (Marx 1987; Thomas 1988).

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent, les
cellules tumorales peuvent induire 1'angiogenése en libérant
les FGF stockés dans la matrice, ceci grice a la sécrétion d'hé-

paranase et d'héparitinases.

Les mastocytes associés aux tumeurs secrétent de 1'hépa-
rine qui peut facilement déplacer les FGF liés aux héparanes
sulfates de la matrice extra cellulaire (Bashkin et al. 1989).
Enfin, la mise en évidence du réle autocrine du FGF basique sur
les cellules endothéliales (Sato et Rifkin 1988), suggére qu'une
dérégulation de éette boucle autocrine par les cellules tumora-

les pourrait déclencher le processus de néovascularisation.

3.2.4. LES "TRANSFORMING GROWTH FACTORS" DE TYPE B

Les TGFAF sont des peptides multifonctionnels qui contrd-
lent la prolifération et la différenciation de plusieurs types
cellulaires. Ils régulent aussi l'activité de nombreux facteurs
de croissance et interviemment a ce titre dans le processus

d'angiogenése.

Les peptides qui appartiennent & la famille des TGF.f

sont des homodiméres de poids moléculaires proches de 25000 Dal-
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tons constitués de deux chalnes polypeptidiques de 112 acides
aminés reliées par des ponts dissulfures {(Derynck et al 1985),
On a identifié quatre formes différentes de TGF B qui présentent

entre eux une homologie de 70 & 85% (Rizzino 1988).

Les TGF B sont sécrétés sous forme de précurseurs inac-
tifs dont chaque chaine est constituée de 354 acides amindés
(Derynck et al. 1985) qui correspondent & une extension du c&té
NH, terminal du peptide actif. Le mode d'activation du TIGF B
n'est pas clairement établi, In vitro, le TGF } est généralement
activé en milieu acide. In vivo, la voie d'activation la plus

probable consisterait en une protéolyse du précurseur.

Il a été montré que la plasmine et la cathepsine D peu-
vent libérer du TGF B actif a partir de sa forme latente (Rizzi-
no 1988). D'autres auteurs ont montré que le niveaﬁ d'activation
du TGF p est fonction de l'état de glycosilation du précurseur

inactif (Miyazono et Heldin 1989).

Le TGF P sont présents dans la plupart des tissus (Thomp-
son et al. 1989) et la majorité des cellules expriment des ré-

cepteurs au TGF B (Rizzino 1988).

Notre propos se limitera a 1'étude des effets du TGF F

au cours de la néovascularisation.

Les TGF P sont sécrétés par de nombreuses cellules impli-
quées dans l'angiogenése, Ils sont libérés au cours de la dégra-
nulation des plaquettes (Assoian et Sporn 1986) qui contiennent

une des plus fortes concentrations cellulaires en TGF_p (Derynck
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et al, 1985). Un grand nombre de cellules transformées (Dey-
rinck et al. 1985). Un grand nombre de cellules transformées
(Derynck et al. 1985) expriment 1'ARN messager codant pour les
précurseurs des TGF ﬁ. Enfin, les macrophages et les lymphocy-
tes T activés secrétent du TGF p {Assoian et al. 1987, Roberts

et al. 1986).

Le TGF‘F est inducteur d'angiogenése lorsqu'il est in-

jecté & des souriceaux nouveaux nés (Roberts et al. 1983).

Dans les modeéles d'angiogengse in vitro, le TGF B inhibe

la prolifération des cellules endothéliales induite paf les FGF
acides ou basiques (Baird et Durkin 1986). Cette activité imhi-
bitrice trés puissante est dose dépendante. La dose efficace 50

est comprise entre 0,5 et 1 ng/ml (Frater-Schroder et ai. 1986) .

A cette concentration, le TGF p inhibe la migration des
cellules endothéliales induite par le FGF basique (Muller et al.
1987), diminue la synthése d'activateur du plasminogéne et aug-

mente la sécrétion d'inhibiteur de cette enzyme (Saksela et al.

1987).

-

Parallélement & 1'inhibition de la croissance et de la
mobilité cellulaire, le TGF P induit la synthése de fibronecti-

ne (Muller et al. 198/).

Les études de Heinmark (Heinmark et al. 1986) montrent
que 1'inhibition de la migration des cellules endothéliales par
le TGF‘P s'annule progressivement au cours d'un contact prolon-

gé entre cellules et TGF B. Ceci suggere que, in vivo, le TGF B
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pourrait réguler temporairement certains processus nécessaires

a l'organisation harmonieuse de 1'angiogenése.

Plus récemment, 1'équipe de Madri (Madri et al 1988) a
montré que les effets du TGF B sont aussi modulés par la compo-
sition de la matrice extracellulaire et son organisation tridi-
mensionnelle, Cette étude confirme 1'activité inhibitrice du
TGFJﬁ sur des cellules cultivées sur un film de collagdne et
prouve que cet effet n'est pas exercé si les cellules sont cul-

tivées dans une matrice de collagene.

Dans cette derniére condition, le TGF P induit 1'organi-
sation des cellules endothéliales en un réseau semblable aux

structures capilliaires.

La constatation d'une modulation des activi?és inhibitri-
ces du TGF P permet d'expliquer les résultats contradictoires
obtenus au cours_des expériences in vivo et in vitro, et montre
qu'il faut toujours 8tre extr&mement prudent lors de la concep-

tion et de l'interprétation de modéles d'angiogendse in vitro.

Le TGF P est un inhibiteur de la prolifération des lym-
phocytes T et B (Rizzino 1988), mais ces cellules jouent un réle

jugé mineur dans l'activation directe de 1'angiogenése.

Par contre, le TGF.P est chimiotactique pour les macro-
phages. In vitro, des concentrations de 0,1 & 10 pg/ml de TGF }
induisent la migration des macrophages (Wahl et al. 1987) et, i

plus forte concentration (10 & 100 pg/ml), 1'expression d'une

activité angiogénique.

R A
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Cette néovascularisation est en partie due & la séecrétion
de TNF o dont le taux de RNA messager est, dans les conditions

précédemment décrites, fortement augmenté (Wiseman et al. 1988) .

Le TGF P doit &tre considéré comme un modulateur plutde
que comme un activateur direct de l'angiogendse. En inhibant
temporairement la prolifération et la migration des cellules en-
dothéliales et active la synthése des composants de la membrane
extracellulaire permettant une organisation non anarchique des
tissus. Enfin, par 1'intermédiaire des macrophages, le TGF P
peut activer certaines étapes de 1'angiogendse. Les mécanismes
moléculaires qui régulent ces fonctions sont jusqu'a présent in=-

connus.

Aucun critére d'activité biologique n'a permis de disso-
cier les différentes formes moldculaires de TGF P décrites 3 ce
jour (Rizzino 1988). L'étude des effets de chacun de ces facteurs
et la caractérisation d'un récepteur commun ou spécifique de
chaque sous-classe devrait nous permettre de mieux comprendre

le rble des TGF‘E dans l'angiogenése.

3.2.5. LES "TRANSFORMING GROWTH FACTOR" DE TYPE

Malgré leur homonymie,les TGF & sont trds différents des

TGF‘ﬁ.

Les TGF o{ sont des peptides dont le poids moléculaire va-
rie de 5000 & 20000 Daltomns. Dans leur forme mature, les TCF «

sont constitués d'une seule chafne de 50 acides aminés dont six

R S
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cystéines qui permettent la constitution de trois ponts disul-
fures. L'analyse de séquence peptidique montre que les TGF &4 posg-
sedent 307 d'homelogie avec un autre facteur de croissance :

L' "Epidermal Growth Factor" ou EGF (Derynck et al. 1984).

La caractérisation du DNA codant pour les TGF & a montré
que la forme mature est le résultat d'une dégradation protéoly-
tique d'un précurseur de 160 ©u159 acides aminés (Lee et al.
1986) . Le précurseur glycosilé associé & la membrane cellulaire
est constitué d'une séquence extracellulaire de 100 acides ami-
nés qui inclut 1'extrémité NH, terminale et la forme mature du
TINF tt, d'une séquence hydrophobe transmembranaire et d'une sé-

quence COOH terminale intracytoplasmique (Bringman et al. 1987).

L'hétérogénéité des TGF &4 s'explique par une variation
des types de clivage protéolytique qui aboutissent 3 la forme

mature des TGF & (Derynck 1988).

Les TGF & sont exprimés par de nombreuses tumeurs solides
(Derynck et al, 1987). Les tissus embryonnaires et adultes secré—
tent du TGF & (Derynck 1988). Les monophages activés sont sus—
ceptibles de secréter une quantité accrue de TGF o (Madtes et al.

1988} .

Les TGF « sont des facteurs de croissance qui possédent
le méme spectre d'activité que 1'EGF, mais dont l'activité spé-

cifique est généralement plus élevée (Derynck 1988).

La forme mature de 50 acides aminés mais aussi la forme

précurseur transmembranaire (Wong et al. 1989), reconnaissent-
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le méme récepteur que 1'EGF (Massage et al. 1983), De ce fait,
on considére que les TGF (A et 1'EGF appartiennent & la méme fa-
mille de facteurs de croissance actifs sur un grand nombre de
cellules dont les fibroblastes, les cellules épithéliales, les

cellules musculaires lisses (Burgess 1989).

R6le du TGF ¢ dans 1l'angiogendse tumorale : In vive, le

TGF ¢ induit l'angiogenése dans le modéle de la bajoue de hams-—
ter & des doses de 0,3 4 3 pg par dépSt. Dans les mémes condi-
tions expérimentales, 1'EGF induit un effet identique & la dose

de 3 a4 10 pg par dépdt (Schreiber et al, 1986).

Dans cette expérience, 1l'angiogenése ne semble pas &tre

déclenchée par une réaction de type inflammatoire.

In vitro, le TGF o et 1'EGF ont la méme activité mitogé-

nique sur les cellules endothéliales. Les doses efficaces 50

sont respectivement égales 4 0,6 £ 0,2 nM et 0,8 * 0,2 oM (Schrei-

ber et al. 1986).

Les différences d'activité observées in vivo entre EGF
et TGFYA sont sans doute dues 3 une dégradation plus rapide de
1'ECF. Comparés a des effecteurs angiogéniques, tel que le FGF,
le TGF B ou l'angiogénine, le TGF o a une activité spécifique

sensiblement plus faible in vivo et in vitro.

On connait mal les mécanismes angiogéniques déclenchés
par le TGF A mais si son activité se limite & son effet mitogé—
ne sur les cellules endothéliales, il apparait comme un facteur

angiogénique relativement mineur.

Y
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3.2.6. L'ANGIOGENINE

L'angiogénine est un polypeptide monomérique de 123 aci-
des aminés dont la structure secondaire est stabilisde par trois
ponts disulfures (Strydom et al. 1985), Elle posséde une trés

forte homologie de séquence avec la famille des RNases.

Les calculs de minimisation d'énergie permettent de pré-—
dire que les structures tridimensionnelles de la ribonucléase
bovine et de 1'angiogénine sont superposables (Palmer et al.
1986) . initialement isolée a partir d'un surnageant de culture
de cellules OT 29 (Fett et al. 1985), cette protéine a été puri-
fide plus récemment 3 partir de sérum humain normal oti elle est

présente a la concentration de 400 pg/ml (Shapiro et al., 1987).

L'étude du taux d'expression du RNA messager. codant pour
cette protéine montre que celle-ci est surtout exprimée dans le
foie adulte et qu'il existe une grande variation d'expression
entre les tumeurs étudiées (Weiner et al. 1987), Ainsi 1'angio-

génine n'est pas un facteur spécifique de la néovascularisation

tumorale,

L'angiogénine est un des plus puissants inducteurs de
L'angiogenése in vivo, elle provoque une néovascularisation sur
la membrane choricallantoIque d'oeuf 3 la dose de 5 ng, et dans

la cornée a la dose de 15 ng (Fett et al. 1985),

In vitro, elle ne posséde pas les propriétés classique-

ment attribudes aux facteurs angiogéniques (Liotta 1985).

Malgré la trés forte homologie qui existe entre 1'angio-

Y N
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génine et les ribonuéléases, celle-ci ne dégrade pas les substrats
conventionnels des ribonucléases. L'angiogénine ne dégrade que les
acides ribonucléiques ribosomiaux 18 S et 28 § (Shapiro et al.
1986). A ce titre, elle est capable d'inhiber la synthése protédi-

que dans le modéle de lysat de réticulocyte (St Clair et al. 1988).

L'équipe de Vallée a tenté de relier l'activité ribonucléa-
sique de l'angiogénine 4 son activité angiogénique (Riordan et
Vallée 1988) mais cette relation n'est pas prouvée car une augmen=-
tation de 1'activité ribonucléasique spécifique de 1l'angiogénine
n'est pas toujours accompagnée par un accroissement de 1'activité

angiogénique {Harper et Vallée 1989).

Récemment, il a été montré que 1'angiogénine induiéait la
production de diacylglycérol dans les cellules endothéliales &
des doses comparables & celles qui provoquent l'angidgenése in vi-
vo. La production de ce second messager n'est pas accompagnée par
une augmentation significative de taux d'inositoltriphosphate ni

par une libération de calcium (Bicknell et Vallée 1988).

Pour l'instant, on ne comprend pas comment 1'angiogénine
peut induire une néovascularisation in vivo. Elle semble intera-
gir avec les cellules endothéliales mais la libération de diacyl-
glycerol n'est pas suivie d'une activité cellulaire spécifique de
l'angiogenése. Sans doute intervient-elle sur un mécanisme non
modelisé in vitro, ce qui montre la limitation de telles expérien—

ces,.

Dans le sérum, l'angiogénine se lia 2 1'inhibiteur pla-
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centaire des ribonucléases présent dans le sérum (Feldman et al.
1988), et qui, se liant trés fortement & 1'angiogénine (Lee et

al. 1989), inhibe son activité (Shapiro et Vallée 1987).

3.2.7. LE "TUMOR NECROSIF FACTOR' TNF

Le TNF est un polypeptide non glycosilé de 157 acides
aminés. Sa structure primaire est fortement conservée chez les
mammiféres et dans sa forme active, on suppose que les chaines
polypeptidiques s'associent pour former un homotrimére non sta-

bilisé par des ponts disulfures (Jones et al. 1989).

Le INF est essentiellement sécrété par les macrophages
activés (Bentler et Cerami 1986) et joue un rdle clé en tant
que médiateur de l'inflammation. Injecté dans la circulation

sanguine, le TNF o entraine une nécrose tumorale.

Paradoxalement, les études récentes ont montré que le TNF

pouvait &tre un inducteur de 1l'angiogenése.

In vivo, le TNF & induit une néovascularisation & la con-
centration de 3,5 ng par dép8t dans le modéle de la cormde de
lapin, et de 1 ng par dépdt dans le modéle de la membrane cho-
rioallantoique d'oeuf embryonné (Leibovich et al. 1987). Dans
ces conditions, 1l'angiogenése n'est pas accompagnée de réactions
inflammatoires qui ne sont observées qu'a des doses de l'ordre

de 5 ug par dépdt (Frater-Schroder et al. 1987).

Il semble donc que l'on puisse décomposer 1'activité an-
q P P

giogénique du TNF & en deux mécanismes, L'un provoqué directe-
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ment par le TNF % sur les cellules endothéliales, et 1'autre
provoqué par la mobilisation des cellules impliquées dans 1'in~-

flammation.

L'activité directe du TNF & sur les cellules endothélia-
les a été étudiée par Leibovich qui montre que le TNF A induit
la migration des cellules endothéliales & des concentrations de
1'ordre de 5 & 50 ng/ml (Leibovich et al. 1987) et qui sont
comparables a celles nécessaires au FGF pour provoquer les mé-

mes effets,

En outre, les mémes auteurs montrent que le TNF d est ca-
pable d'induire la formation de structures capillaires lorsque

les cellules sont cultivées en présence de collagéne.

Cependant, ces résultats obtenus in vitro sont contredits
par Sato (Sato et al., 1987) qui obtient un effet inhibiteur de
1'angiogenése in vitro en cultivant les cellules en&othéliales
en présence de INF g et qui.relie cette activité aux propriétés

nécrotiques attribuées au TNF d.

$'il est possible gque le TNF ¢ soit un inducteur de la
migration des cellules endothéliales, plusieurs auteurs ont mis
en évidence 1'activité inhibitrice du TNF < sur la proliféra-
tion des cellules endothéliales induite par le FGF (Frater

Schroder et al. 1987, Schweigerer et al. 1987).

Cette inhibition réversible n'est pas due a 1'activité

cytotoxique du TNF et agirait par um mécanisme encore inconnu.

§'il parait incontestable que le TGF & sécrété par les’

N
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macrophages soit capable d'induire une néovascularisation en
tant que médiateur de 1'inflammation, son rdle dans 1'induction
directe de la migration des celluleé endothéliales est encore
hypothétique. Si cela était le cas, il pourrait, grice i sa for-
te activité spécifique, jouer un rdle aussi important que le
FGF, le TGF F ou 1l'angiogénine. En tout état de cause, son ac-
tivité angiogénique directe se limiteréit a4 l'activation de la
migration cellulaire capable d'induire les autres étapes de

l'angiogeneése.

3.2.8. LE FACTEUR ANGIOGENIQUE DES PLAQUETTES QU PDECGF

Tres récemment, 1'équipe de Heldin a caractérisé un nou-
veau facteur angiogénique extrait de plaquettes humaines, qui
a été baptisé PDECGF de Platelet Perived Endothelial Cell Growth

Factor.

Cette molécule est une protéine de 389 acides aminés, de
poids moléculaire 45000 Daltons;; elle n'est pas glycosilée et
son point isoélectrique est égal & 4,6. L'analyse de séquences
peptidiques montre qu'il n'existe pas d'homologie entre cette
protéine et les facteurs angiogéniques déja caractérisés (Ishi-
kawa et al. 1989)., En outre, cette protéine n'a aucune affini-

té pour l'héparine (Miyagono et al. 1987).

In vivo, ce facteur est angiogénique, dans le modéle de
la membrane choricallantoique d'oeuf embryonné, a la dose de

50 ng (Ishikawa et al. 1989).
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Des cellules tumorales transfectdes avec le géne du PDE
CGF, puis implantées in viveo, sont nettement plus vascularisédes
que les cellules témoins implantées non transfectées. In vitro,
ce facteur est mitogéne pour les cellules endothéliales aorti-

ques, mais pas pour les fibroblastes.

L'activité maximum est observée i la concentration de zo-
nes/ml; elle n'est pas potentialisée par 1'héparine (Myazono

et al. 1987).

Le PDECGF induit la migration des cellules endothéliales
dans le modele de la chambre de Boyden, la dose efficace de 50
¢tant proche de 1 ng/ml. Comme pour l'activité mitogéne, le PD
ECGF n'induit pas la migration des cellules musculaires lisses

(Ishikawa et al. 1989),

La spécificité du PDECGF vis & vis des cellules endothé-
liales et le fait qu'il soit stocké essentiell-ment dans les
plaquettes, suggére que le PDECGF joue un rdle de maintien de

1'intégrité des vaisseaux sanguins.

Bien que 1l'on ne connaisse pas la régulation de sa sécré-
tion, il est possible que le PDECGF antagonise les effets athé-
rogéniques des autres effecteurs plaquettaires en induisant la

réparation de la structure endothéliale des vaisseaux.

3.2.9. L'ANGIOTROPINE

L'angiotropine, sécrétée par les macrophages activés,

est une structure de poids moléculaire 2600 Daltons, composée

N SN
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d'un polypeptide, de polynucléosides et d'une molécule de cui-
vre. La séquence et la structure de ce polyribonuciéopeptide
sont inconnues. La partie polypeptidique est composée de 38

acides aminés et la partie polynucléotidique de 43 bases.

Il semble que le cuivre ainsi que les parties peptidi-
ques et ribonucléotidiques soient indispensables 3 1'activité

de l'angiotropine (Wissler et al. 1986).

Dans le medele de la cornée de lapin, l'angiotropine est

active 4 la dose de 200 pg.

In vitro, l'angiotropine n'est pas mitogéne pour les cel-
lules endothéliales. Cependant, & la concentration de 40 & 400
pg/ml, elle induit le chimiocinétisme de ces cellules alors qu'
elle n'a auecun effet sur les fibroblastes 3T3. En présence
d'angiotropine, les cellules endothéliales s'organisent en un
réseau semblable aux structures capillaires loersque celles—ci

sont cultivées sur un substrat de gélatine (Hockel et al. 1687).

Bien que 1'angiotropine ne soit pas encore caractérisée
et qu'elle ait fait 1'objet de peu d'études, elle présente 1'in-
tér8t d'@tre un des affecteurs angiogéniques les plus efficaces

dans les modéles in vivo.

3.2.10. CONCLUSION

Dans le tableau ci-aprés, nous avons résumé les carac—
téristiques biologiques des effecteurs angiogéniques précédem—

ment décrits.
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Pour faciliter les comparaisons, nous avons exprimé les
- . ” . 3 3
concentrations en molarite. En ce qui concerne l'activité in
vivo, les valeurs indiquent la concentration molaire de 1'ef-
fecteur qui induit un effet angiogénique significatif. Pour
les dosages in vitro, nous avons noté la dose efficace 50 pour

chacune des molécules.

Si nous comparons les effecteurs angiogéniques en fonc-
tion de leur activité in vivo, nous obtenons le classement sui-
vant : Angiotropine > TNF& > FGF basique > Angiogénine >

PDECGF > TGF B > TGF A,

Mais ce classement n'est que théorique; il est indis-
pensable de connaitre 1'importance réelle de chacun de ces fac-—

teurs dans le développement de 1'angiogenése.

Pour 1'instant, on ignore tout de ce probléme et il sem—
ble que seul le blocage de leur activité par un inhibiteur {(qui
dans ce cas peut &tre un anticorps) pourrait donner les infor-

mations nécessalres.

En second lieu, il faut tenir compte du fait qu'un trai-
tement inhibant 1'angiogenése tumorale sera nécessairement pro-
longé et ne pourra dtre administré localement. Ce point permet
d'éliminer a priori le TNFeA, le FCF basique et les TGF < et 2
qui ont tous les quatre trop d'effets biologiques pléiotropi-
ques pour que leur inactivation prolongée ne perturbe grafement

1'homéostasie tissulaire.

On remarquera que les trois facteurs les plus spécifi-
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ques de l'angiogenése : angiotropine, angiogénine et PDECGF
sont de découverte assez récente et que, en comparaison avec
les effecteurs précédemment cités, leurs effets biologiques ont

été relativement peu étudiés.

Fn conséquence, il est nécessaire de confirmer la spéci-

ficité de leur activité avant de les choisir comme cible.

Parmi ces trois facteurs, l'angiotropine est le plus ac—
tif in vivo, mais sa structure n'est pas encore comnue, l'angio-
genése agit in vivo par un mécanismenon encore modélisé en vi-
tro, le PDECGF dont 1l'activité mitotique et chimiotactique sem-
ble spécifique des cellules endothéliales pourrait &tre le meil-

leur candidat.

3.3. LES COFACTEURS DE LA NEOVASCULARISATION
o s 2 e e s of apch s ol i o o s s s o s sl e ol s o o e sy Ep A T

En dehors des facteurs angiogéniques, 1l existe un cer-
tain nombre de molécules non directement angiogéniques, mais
dont la présence semble, sinon indispensable, du moins favora-

ble au développement de la néovascularisation.

3.3.1. L'HEPARINE

L'importance de 1'héparine dans la néovascularisation

est suggérée par de nombreuses observations,

Kesler (Kesler et al 1976) montre que les mastocytes
tres riches en héparine s'accumulent dans 1'environnement tumo-

ral juste avant le déclenchement du processus d'angiogenése.

R
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In vitro, il est prouvé que les mastocytes sont capables de
potentialiser la migration (Azizkhan et al. 1980) et la proli-
fération (Roche 1985) des cellules endothéliales capillaires.
La suppression de ces effets par un traitement du lysat masto-
cytaire avec 1'héparinase ou la protamine prouve que la subs-

tance responsable est bien 1'héparine (Azizkhan et al. 1980).

Lorsque l'on examine les résultats concernant les effets
de 1'héparine, on constate certaines contradictions. Dans la
plupart des cas, ces contradictions s'expliquent par le fait
que l'héparine utilisde est un produit mal défini en taille et

en compoesition chimique.

In vivo, l'héparine, seule, n'induit pas (Taylor et Folk~
man 1982) ou peu (Mac Auslan et al. 1983) la néovascularisation.
Par contre, en association avec les effecteurs angiogénique,

elle potentialise leurs activités (Castellot et al. 1986).

In vivo, l'association héparine + cuivre induit 1'angio-
genése alors qu'aucune de ces molécules prises individuellement

et aux mémes doses, ne provoque de néovascularisation (Mac Aus-—

lan et al. 1983).

In vitro, 1'héparine a le méme type d'activité potentia-

lisatrice.

En fonction des cellules et du type de facteur associé,
1'héparine potentialise la prolifération 4 des concentrations
variant de 0,1 & 1 ng/ml (Roche 1985).Le mfme type d'effet est

observé pour la migration et la synthése de 1'activateur tissu-

R



laire du plasminogéne a des concentrations plus fortes compri-
ses entre 10 et 50 pg/ml (Azizkhan et al. 1980, Castellot et al

1986) .

I1 semble que l'essentiel de l'effet de 1'héparine soit

di & sa capacité d'interaction avec les FGF.

Les observations in vitro, qui ont montré que 1'héparine
augmentait la demie-vie des FGF acides ou basiques (Gospodaro-
wicz et Cheng 1986) expliquent som activité potentialisatrice
vis a vis de ces facteurs in vivo et in vitro. La capacité qu'a
1'héparine & libérer les FGF de leurs liaisons avec les hépara~
nes sulfates (Bashbin 198Y9) mis en évidence in vive et in vitro
par 1'équipe de Mac Auslan (Mac Auslan et al. 1983) montre que
1'héparine peut, dans certains cas, déclencher le processus de

néovascularisation,

Si 1'béparine joue un réle de cofacteur angiogénique, el-
le apparait comme.essentielle dans le processus de neéovascula-
risation depuis que 1'équipe de Folkman (Taylor et Folkman 1982)
a montré que la perfusion de protamine inhibait spécifiquement
la vascularisation de métastases chez la souris. Malheureuse-
ment, ce traitement est trop toxique pour €tre envisagé chez
l'homme. Mais la démonstration prouvant que les structures de
1'héparine impliquées dans 1'angiogenése ne sont pas les mémes
que celles qui concernent son activité anticoagulante (Folkman
1685) permet d'envisager la recherche d'un inhibiteur spécifi-

que de l'activité angiogénique de 1'héparine,
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3.3.2. LE CUIVRE

Plusieurs équipes ont montré que le cuivre était asso—

cié au processus de néovascularisation.

En examinant les fragments de cornées dans lesquelles
l'angiogenése est déclenchée grice & un implant de prostaglan-—
dine, Ziche (Ziche et al. 1982) montre que ceux~ci contiennent

une quantité de cuilvre supérieure aux témoins.

Mac Auslan, en étudiant la composition chimique des fac-
teurs angiogéniques, a mis en évidence du cuivre dans ces pré-
parations (Mac Auslan et Reilly 1980). Chez les lapins dont la
cuprémie est sensiblement abaisséde, Gullino (Gullino 1986) mon-

tre que la réaction angiogénique est considérablement réduite.

In vivo, le cuivre n'est pas angiogénique, excepté & de
fortes doses (50 pg a 5 mg) ot cet effet est associé A une

réaction inflammatoire (Mac Auslan 1983).

Associée 2 des molécules non angiogéniques telles que
la ceruléoplasmine, 1'héparine ou le tripeptide Gly-His-Lys, le
cuivre est angiogénique 2 des concentrations proches du micro-

gramme (Raju et al. 1982).

La preuve d'une action directe du cuivre sur les cellules
endothéliales a été apportée par 1'équipe de Mac Auslan (Mac
Auslan et Reilly 1980) qui montre, & la concentration optimum
de 2 uM, le cuivre induit le chimiocinétisme des cellules endo-

théliales.
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On est pour 1'instant réduit & des hypothéses pour ex-
pliquer l'intervention du cuivre dans 1'angiogen&se. Il peut
aglr directement en tant que catalyseur dans certaines réactions

biochimiques nécessaires au développement de 1'angiogenése.

I1 peut intervenir en tant qu'agent chemotactique des
cellules inflammatoires bien que cette réaction ne soit pas in=-

dispensable au développement de 1'angiogenése tumorale.

Il peut agir en activant, in situ, des facteurs angiogé-
niques tels que le ¥6F pour lequel il a été récemment mis en

évidence un site de liaison avec le cuivre (Shing 1988).

3.3.3. LES LIPIDES

Le rSle de certains lipides, en particulier des prosta-

glandines, a été évoqué dans la néovascularisation.

Les prostaglandines E sont angiogéniques in vivo, comme

1'a montré Gullino (Gullino 1981).

Dans le modéle de la cornée de lapin, les PGEl sont an-
giogéniques & des doses proches de ! pg par dépdt alors que les
PGF2 provoquent le méme effet & des doses plus élevées (Gullino

1986) .

Le rGle joué par les prostaglandines dans le développe-
ment de la néovascularisation n'est pas, a ce jour, élucidé, Il
semble que les lipides agissent en mobilisant des facteurs di-

rectement angiogéniques (Raju et al. 1984) bien qu'il ait été.
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récemment démontré in vitro que les PGE2 pouvaient induire la
migration et l'organisation en réseaux capillaires des cellules

endothéliales (Kanayasu et al. 1989).

I1 est prouvé que la concentration tumorale en prosta-
glandine est suffisamment élevée pour que ces facteurs puissent
jouer un rdle dans la néovascularisation (Form et Auerbach
1983). De plus, l'équipe de Gullino (Ziche et al. 1982) a mon-
tré que 1l'angiogenése déclenchée dans la cornée par un extrait
tumoral, pouvait &tre inhibéde gr8ce & un traitement & 1'indomé-

thacine.

Pour 1l'instant, les résultats concermant l'activité an-
giogénique des prostaglandines ne sont pas assez avancés pour
que l'on puisse réellement évaluer et comprendre leur rdle au

cours de l'angiogenése tumorale.
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4, EXTRAITS TISSULATRES ET MOLECULES
INRIBITEURS DE L'ANGIOGENESE

4.7, EXTRAITS TISSULAIRES OU CELLULAIRES
e cf i s o i e s e s o s o b 5 e s o s s o o e ahesia e s o

4.1.1, TISSUS AVASCULAIRES

Trés tdt, la recherche d'inhibiteurs de la néovascula—
risation s'est orientée vers 1'utilisation de tissus avasculai-
res dont on suppose qu'ils contiennent naturellement des molé-
cules bloquant leur vascularisation. Les sources principales
sont le tissu cartilagineux et 1'humeur vitrée. Ces tissus ne
sont vascularisés gqu'au cours de 1l'embryogendse et sont rare-

ment le sieége de développements tumoraux,

4.1.1.1. Lhumeur vitrée

En tant que tissu avasculaire, 1'humeur vitrée est
une source potentielle d'inhibiteur de la vascularisation. Cet-

présomption est confortée par deux faits.

L'observation histologique du corps vitré au cours du
développement embryonnaire montre que celui-ci est traversé
par un systéme vasculaire qui régresse puis disparalt quelques
jours avant la naissance pour laisser place 2 une structure

transparente aux rayons lumineux {(Jack 1982),

L'équipe de Folkman (Brem et al. 1976) a montré qu'une

tumeur implantée dans 1'humeur vitrée me peut induire 1'angioc-




genése, méme placée & 0,1 mm des vaisseaux rétineux, alors que
dans la cornée, une tumeur placée a la méme distance de la cir-

culation sanguine provoque une importante néovascularisation.

De nombreuses équipes ont cherché 2 iscler le ou les

facteurs responsables de cette inhibition.

L'acide hyalurconique, qui est un constituant essentiel
de 1'humeur vitrée, est, & 1'état natif, inhibiteur de la mi-
gration et de la prolifération des cellules endothéliales (Ku-
maret West 1987). Mais cette molécule n'est pas le seul consti-

tuant qui joue un rBle inhibiteur de la néovascularisation.

L'équipe de Jacobson a isolé, a partir d'humeur vitrée
ou de hyalocytes en culture de différentes espiéces, une activi-
té bloquant la prolifération des cellules endothéliales, La
molécule responsable de cette activité a un poids moléculaire

inférieur a 10000 Daltons (Jacobson et al. 1985).

Lutty et son équipe ont isclé une activité inhibitrice
de 1'angiogendse déclenchée par un extrait rétinien sur le mo-
dele de 1a mewbrane chorioallantoique d'oeuf embryonné. In vi-
tro, cette fraction est douée de propriétss antimitotiques vis
a vis des cellules endothéliales et musculaires lisses. Cet in-
hibiteur est sensible aux protéases, vésiste 4 un traitement de

~

10 mn & 95°C et & la hyaluronidase (Lutty et al. 1983 et 1985).

A 1l'heure actuelle, les molécules responsables des acti-
vités précédemment décrites n'ont pas encore été caractérisées

sans doute a cause du manque de matériel biologique dont sont-
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issus ces inhibiteurs. La mise en culture de cellules responsa-
bles devrait permettre leur production en quantité suffisante

pour poursuivre leur identification.

4.,1.1.2. Le cartilage

Le cartilage est un tissu avasculaire qui, comme
1'humeur vitrée, est vascularisé au cours de 1'embryogendse (Ri-
san et al. 1987). Des observations histologiques montrent que
les chondrosarcomes sont peu ou pas vascularisées (Folkman 1971)
et qu'un fragment de cartilage inhibe la vascularisation indui-
te par les tumeurs dans les modéles de la membrane chorioallan-—

toique et de la cornée de lapin (Brem et Folkman 1975).

Toutes ces observations tendent & prouver que le cartila=-
ge peut 8tre aussi la source d'inhibiteurs naturels de 1'angio-

genése,

De fait, plusieurs auteurs ont pu isoler, & partir de
tissus cartilagineux, un ou des facteurs solubles capables d'in-

hiber la néovascularisation.

Un certain nombre de ces facteurs sont, ou contiennent
des inhibiteurs de trypsine ou de collagénase (Langer et coll.

1980, Kuettner et Pauli 1983).

On a pu iscoler & partir d'extrait cartilagineux (Sorgente
et Dorey 1980) ou de surnageant de culture de chondrocytes (Ta-
kigawa et al. 1985) des fractions chromatographiques qui possé~

dent une activité inhibitrice de la prolifération des cellules
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endothéliales, mais les molécules responsables de cette activi-

té n'ont pas encore été caractérisées.

Actuellement il existerait deux types de molécules qui
se distinguent en fonction de leur masse moléculaire. L'équipe
de Sorgente travaille sur une molécule inhibant la proliféra-
tion de plusieurs types cellulaires, et dont le poids moléculai-
re est compris entre 1000 et 50000 Daltons, et 1'équipe de Tabi-
gawa travaille sur une molécule ayant les mémes propriétés bio-
logiques dont le poids moléculaire plus élevé est compris entre
100000 et 300000 Daltons. On ne sait pas s'il s'agit de formes
polymérisées de la méme molécule ou si celles-ci sont des enti-

tés différentes.

La caractérisation d'inhibiteur de 1'angiogenése extraits
de tissus avasculaires, n'a jusqu'ici pas été concrétisée, alors
que ce type de recherche suscitait beauéoup d'espolir il y a une
dizaine d'anmnées. Peut~dtre ceci est-il dfi au fait que la plu-
part des activités mises en évidence jusqu'ici ne sont pas spé-

cifiques des cellules endothéliales,

4.1.2. LES PERICYTES

Les péricytes sont des cellules d'origine mésenchymateu-
se qui enveloppent les capillaires sanguins et sont intimement
liés aux cellules endothéliales. Ils ont des propriétés contrac-
tiles, joueraient un rdle de maintien des structures capillai~

res, et, en outre, interviendraient dans la régulation de la _

ceiden
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prolifération des cellules endothéliales capillaires (Sims

1986) .

L'inhibition de la prolifération des cellules endothé~
liales par les péricytes a été confirmée par des expériences in
vitro effectuées par l'équipe de D'Amore (D'Amore et Orlidge
1987) qui montre que cette inhibition nécessite un contact

direct entre péricytes et cellules endothéliales,

Plus récemment, les mémes auteurs ont étudié 1'effet du
FGF sur les cellules endothéliales, en culture, au contact de
péricytes. Dans ces conditions, le FGF n'est actif gu'aprés une
période de latence de 72 heures alors que son effet est immé-
diat s'il est mis en présence des seules cellules endothéliales

(D'Amore et Orlidge 1988).

L'inhibition de la prolifération des cellules endothé-
liales par les péricytes semble donc réversible. Sans doute
est-elle modulée par 1'expression de structures spécifiques &

la surface des cellules endothéliales et des péricytes.

La difficulté de ces études repose sur le fait que 1'i-
solement et le maintien en culture de péricyte est extrémement

difficile,

4.2, LES MOLECULES INHIBITRICES DE L'ANGIOGENESE
oo s s of.s o s ofs s ol s ofy s e it e o i o s o ool o s s o s s e

4.2.1. LES STEROIDES ANGIOSTATIQUES

En 1983, 1'équipe de Folkman (Folkman et al. 1983) a :

vl
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montré que des fragments d'héparine ne possédant pas de pro-
priétés anticoagulantes potentialisaient 1'activité inhibitrice

de la cortisone dans les modéles d'angiogenése in vivo.

L'étude des structures chimiques impliquées dans cette
activité a rapidement prouvé que la fonction minéralocorticoide
ou glycocorticolide des stéroides n'était pas impliquée dans

leur activité angiostatique (Crum et al. 1985).

Dans la figure ci-aprés, nous comparons la structure
d'un stéroide de type glucocorticoide et d'un stéroide angiosta-

tique.

Les résultats des expériences menédes pour mieux connai-
tre les relations structure/activité de ces molécules suggérent
que l'activité angiostatique des stéroides est associée i la
structure prégnane et a la nature des substituantslportés par
le cercle D. La double liaison du cycle A et le groupement hydro-
xyle en €11 du cycle C ne sont pas nécessaires a 1'activité an~
giostatique alors que 1'absence d'une fonction hydroxyle en 17
ou sur les carbones 20 et 21 du cycle D conduit & une nette di-

minution de 1'activité angiostatique.

Ainsi, le tétrahydrocortisol, métabolite naturel de la

cortisone, est le stéroide angiostatique le plus efficace.

En étudiant des analogues de structure des héparines,
Folkman a montré récemment que certaines cyclodextrines ont une
activité potentialisatrice, des effets des stéroides angiosta-

tiques, cent a mille fois plus forte que les fragments d'hépa-

el enn
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FIGURE 8 = Structures développées de la cortisone
et du tetrahydrocortisol
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rines utilisés jusqu'ici (Folkman et al, 1689).

Les résultats sont dus & la structure caractéristique
des cyclodextrines qui est telle que la surface externe de la
molécule est trés hydrophyle alors que le centre de la structu-
re forme une cavité apolaire capable de se complexer & des mo-

lécules hydrophobes comme les stéroldes.

Les cyclodextrines les plus actives sont constitudes de
sept unités de type glucopyranose dont on a augmenté 1"hydro-
phylie grace & des substituants sulfates. Dans ces conditions,
1"inhibition de la vascularisation de la membrane choriocallan-
tolque est observée i des doses de 25 & 50 ug de P cyclodextri-

ne tétradécasulfate associé a 60 ug de cortisone.

Dans ce type d'association, la cyclodextrine ne joue
qu'un rdle de transporteur gri3ce & ses propriétés physicochimi-
ques et A sa forte affinité pour les cellules endothéliales
(Folkman et al. 1989) et c'est donc le stéroide qui inhibe 1la

néovascularisation.

On connait mal le mécanisme d'action de ces stéroides
qui semblent agir directement sur les cellules endothéliales.
Les quelques données publiées sur ce sujet (Ingber et al. 1486)
tendent & montrer que les stéroldes angiostatiques n'agissent
gque sur les vaisseaux capillaires en formation. Cette activité
se traduit par une dégradation de la fibronectine et la lamini-

ne de la matrice extracellulaire en cours d'élaboration.

I1 existe peu de résultats concernant 1'efficacité de ce

el
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traitement sur la vascularisation de tumeurs implantées chez
les animaux. Les essais effectuds en associant héparine et cor—
ticoide nécessitent une dose trés importante de stéroide pour
qu'une régression tumorale soit constatée (Folkman et Ingber
1985). En revanche, la découverte récente de l'efficacité supé~
rieure d'une association P cyclodextrine/stéroide permet d'en-

visager une thérapeutique angiostatique efficace.

4.2.2, LE SULFATE DE PROTAMINE

Le sulfate de protamine a été proposé comme inhibiteur

de l'angiogenése.

In vitro, le sulfate de protamine inhibe la migration
des cellules endothéliales induite par 1'héparine et les cellu-

les mastocytaires (Azizkhan et al. 1980).

In vivo, il inhibe 1'angiogen&se embryonnaire mais n'est
actif que sur les vaisseaux en formation. Injecté & des souris
porteuses de tumeurs, le sulfate de protamine est capable d'in-

hiber la vascularisation tumorale (Taylor et Folkman 1982).

Le mécanisme d'action du sulfate de protamine n'est pas

exactement connu. Il peut interagir avec l'héparine.

Mais Neufeld a montré qu'il pouvait avoir un réle plus
complexe (Neufeld et Gospodarowicz 1987). Avec les cellules en-
dothéliales, le sulfate de protamine inhibe l'effet mitogéne
du FGF sur les cellules endothéliales, mais potentialise celui

de 1'EGF, ce qui tend & prouver qu'il agit sur un site cellu-.
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laire qui n'est pas associé au récepteur du FGF.

Le sulfate de protamine n'est pas un bon candidat en

tant qu'agent angiostatique car il s'est révélé &tre trés toxi-

que lors des essais in vivo (Taylor et Folkman 1987). Quoi qu'il

en soit, il peut tout a fait servir de modéle in vitro pour
préciser son mécanisme d'action qui ne semble pas se réduire a

une simple interaction physicochimique avec 1'héparine.

4.2.3. INTERFERON

Les interférons ont été décrits comme inhibiteurs de
1'angiogeneése tumorale. L'interféron le plus actif est celui de
type ﬁ. Il agirait en diminuant la production tumorale de fac-
teurs anglogéniques car cette activité semble indépendante de

ses propriétés antimétotiques (Sidky et Borden 1987).

Ce mécanisme d'action ne semble pas &tre le seul en cau-
se car d'autres auteurs montrent gque l'interféron de type 5 est
capable d'agir directement sur les cellules endothéliales en
inhibant (in vitro) leur prolifération et en diminuant sensi-
blement la capacité des cellules myofibroblastiques & synthéti-
ser la matrice extracellulaire nécessaire au développement du

réseau capillaire (Tsurvoka et al, 1488).

Trés récemment une équipe américaine a traité avec suc-
cés un enfant atteint d'hémangiomatose pulmonaire grice & 1l'ad-
ministration d'interféron de type o 2 a. L'hémangiomatose pul-

monaire, qui se caractérise par la prolifération diffuse de
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microvaisseaux, a complétement régressé aprés 14 mois de trai-

tement (White et al. 1989).

I1 existe encore peu de molécules qui puissent &tre uti-
lisées de facon satisfaisante dans un traitement angiostatique,
Seuls les stérolides angiostatiques et l'interféron peuvent ac~
tuellement susciter un espoir thérapeutique, mais ces molécules

ne sont pas dénuées d'inconvénient.

Les stéroides angiostatiques ne sont pas suffisamment
actifs in vivo pour €tre utilisés efficacement. A moins que la
ﬁouvelle association stéroide/cyclodextrine se révele réelle-
ment active in vivo., Les recherches dans ce domaine devront

8tre poursuivies.

L'interféron qui, pour la premiére fois, a été utilisé
avec succeés dans le traitement d'un désordre angiogénique, pro-
voque des effets secondaires importants. De plus, nous n'avons
pas assez de recul en termes de nombre de patients traités et
d'évolution de la maladie aprés traitement, pour conclure défi-

nitivement sur 1'intér@t d'une telle thérapeutique.
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Un nouvel axe de recherche, visant & inhiber 1'angioge-
nese tumorale, a été proposé depuis que l'on a constaté le réle
essentiel que joue la néovascularisation au cours du développe-

ment des tumeurs solides,

Cette approche originale présente, a priori, un avantage
car la néovascularisation est un événement relativement rare
dans l'organisme. De ce fait, la destruction ou 1'inhibition du
développement des vaisseaux néoformés devrait &tre suivie d'ef-

fets secondaires limités.

En outre, la population des cellules endothéliales im~
pliquées dans 1'angiogenése présente un phénotype particulier-
qui les différencie de la masse de 1'endothélium vasculaire qui

ne doit pas &tre perturbé.

Enfin, ces cellules présentent un phénotype homogéne,
contrairement aux cellules tumorales qui peuvent échapper aux

traitements cytostatiques grice 3 leur diversité phénotypique.

Si cette approche n'a pas connu jusqu'a présent les suc—

cés escomptés, les raisons en sont multiples.

L'endothélium vasculaire, bien que représentant une mas-
se de tissus au moins équivalente i celle du foie, est mal con—
nu a cause de sa dispersion et de la diversité de ses fonctions

spécifiques des organes qu'il irrigue.
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Par ailleurs, le phénotype hautement différencié des
cellules endothéliales est un obstacle trés important 3 la mise
en culture in vitro. En effet, la cellule endothéliale est treés
dépendante de son enviromnement cellulaire et matriciel qu'il
est difficilement envisageable de recréer in vitro. L'isolement
des cellules endothéliales capillaires & partir de tissus est
déja un exercice délicat car on obtient généralement une quan-—

tité de cellules limitde.

La culture de ces cellules in vitro est une étape limi-
tative majeure qui nécessite des milieux de culture complexes
auxquels on ajoute de multiples facteurs de croissance et d'at-
tachement. La complexité de ces milieux rend les résultats ex-
périmentaux souvent peu reproductibles et difficiles & comparer

d'un laboratoire & 1'autre,.

Enfin, les cellules endothéliales en culture ont une durée

de vie qui se limite & quelques passages.

Dans le cadre méme de la conception d'un médicament in-
hibiteur de l'angiogenése tumorale, nous devons élaborer des
concepts de modélisation in vitro qui décomposent les différen-

tes étapes de la néovascularisation,

Les trois étapes essentielles de l'angiogenése que sont
la dégradation de la membrane basale, la migration et la proli-
fération des cellules endothéliales, sont plus ou moins diffi-
ciles & mettre en oeuvre, particulidrement dans le cas de 1'é-

tude de la migration. Ainsi nous serons fatalement limités dans
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le choix des cibles, méme si cette étape nous semble essentiel—

le.

St l'on ignore encore 1'enchalnement des mécanismes mo-
léculaires qui aboutissent 3 la formation de nouveaux vaisseaux,
la plupart des cellules et des facteurs solubles impliqués dans
1'angiogenése sont maintenant bien caractériséds. Ces données
nous permettent de classer les effecteurs angiogéniques en
fonction de 1'intér&t qu'ils représentent comme cible d'un in-

hibiteur de l'angiogendse tumorale,

P B

Un premier travail consiste a éliminer les cibles qui,
dans 1'état actuel de nos connaissances, ont peu de chance d'a-
boutir & la conception d'un inhibiteur spécifique de 1'angioge-

nese,

I1 nous faut tout d'abord souligner que, contrairement
a ce que 1l'on a longtemps supposé, les cellules tumorales ne
secretent pas de facteurs anglogéniques qui leur sont spécifi-
ques. La tumeur ne fait que mobiliser les inducteurs de la néo-
vascularisation normalement présents et dont la fonction physio-
logique est la réparation et la reconstitution des réseaux ca-
pillaires endommagés & la suite d'un traumatisme. Il est donc,
selon nous, inutile de s'évertuer & recheecher des facteurs an~
glogéniques tumoraux qui pourraient servir de cible & un inhi-

biteur.

On ne peut envisager d'intervenir sur la régulation des
récepteurs des cellules endothéliales aux différents composants

de la matrice extra cellulaire, car ces récepteurs sont présents
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a des degrés d'expression variables, sur tous les types cellu-

laires (Ruoslathi et Pierschbacher 1987).

Il en est de méme pour toute une série de cytokines :
FGF, TGF <, TGF ps TNF, qui sont de puissants inducteurs ou mo-
@ulateurs de 1'angiogenése, mais dont les effets pleiotropiques
sont tels qu'il ne peut &tre envisagé de les inhiber sans ris-

quer de provequer de graves effets secondaires.

Les enzymes, tels que les activateurs du plasminogéne,
les héparanases et les héparitinases, qui jouent un rdle impor-—
tant dans le développement du processus de néovascularisation,
sont aussi impliqués dans d'autres phénomenes physiologiques
essentiels tels que la coagulation. La aussi il n'est pas pos-

sible d'inhiber ces activités.

Ces contraintes étant posées, nous proposons trois axes

dans la recherche d'inhibiteurs de la néovascularisation.

% Le premier axe de recherche est 1ié a la constatation
que les enzymes protéolytiques tels que la collagénase, jouent
un rdle essentiel au cours de la premiére étape du phénomeéne
angiogénique. La recherche d'inhibiteur de cette enzyme est dé-
ja développée dans de nombreux laboratoires pour traiter diver-
ses pathologies liées 3 la dégradation du collagéne; elle de-
vrait avoir une application dans 1'inhibition de 1'angiogendse
tumorale et ce d'autant plus qu'un tel inhibiteur agirait aus-—
si sur l'activité métastatique des cellules cancéreuses, elle

aussi dépendante de la dégradation du collagéne.
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* Le deuxiéme axe de recherche consiste a isoler et carac-
tériser des inhibiteurs naturels de la prolifération des cellu—
les endothéliales. Cette recherche peut s'effectuer & partir de
tissus ou de cellules potentiellement inhibiteurs de la néovas-
cularisation tels que les tissus avasculaires (cartilage, hu-
meur vitrée) ou les péricytes. Les composés isolés devront &tre
testés sur une lignée de cellules endothéliales capillaires et
une ou deux lignées non endothéliales (fibroblastes, cellules

épithéliales) servant de contrSle de spécificité.

* Enfin, le troisiéme axe de recherche plus prospectif peut
s'appuyer sur la découverte récente de facteurs angiogéniques

agissant spécifiquement sur les cellules endothéliales.

Ce ou ces facteurs pourraient servir comme cible pour la
recherche de nouveaux inhibiteurs naturels et de molécules de
synthése antagonistes congus & partir de la connaissance des re-
lations structures activité qui gérent 1'interaction de 1'effec-

teur avec son récepteur.

Notons enfin que notre choix stratégique est aussi guidé
par le fait que 1'on ne dispose pas de moyens de traiter loca-

lement la néovascularisation tumorale.

Si les techniques de "drug targeting' permettaient de

régoudre ce probléme, il serait nécessaire de réviser ces choix.
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La recherche d'inhibiteurs de 1'angiogen&se nous paraft
étre un axe stratégique majeur dans le traitement des tumeurs.
Dérivé d'effets secondaires majeurs, un médicament issu de cet-
te recherche devrait empé&cher a4 la fois la croissance tumorale
et le développement des métastases. MEme s'il est sans doute
nécessaire de 1'associer & des drogues cytostatiques pour éra-
diquer complétement la tumeur, ce traitement, ayant comme cible
ultime une cellule normale non transformée au phénotype stable
qui ne se divise que trés rarement, exception faite des situa-
tions pathologiques que nous cherchons a combattre, devrait

permettre de traiter efficacement toutes les tumeurs solides.
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Le développement tumoral est dépendant de la néovascula-

risation ou angiogendse provoguée par des facteurs solubles.

L'inhibition de la néovascularisation constitue ume ap-
proche thérapeutique anticancéreuse originale. Les cellules en-
dothéliales capillaires, qui forment les nouveaux vaisseaux, su-
bissent des modifications phénotypiques dont les principales

sont la synthése de protéases, la migration et la prolifération.

Récemment, il a été développé un certain nombre de modo—
les expérimentaux in vivo et in vitro, qui permettent de quanti-
fier l'ensemble du phénoméne angiogénique ou les différents dvé-

nements qui le composent.

Grdce a ces modéles, on a pu isoler et caractériser les
cellules et les molécules susceptibles d'8tre impliquées dans
la néovascularisation tumorale. L'utilisation des modéles exXpé~
rimentaux et les commaissances acquises sur les mécanismes molé~
culaires qui régulent la néovascularisation devraient permettre
de développer une nouvelle approche plus spécifique de la théra-

peutique anticancéreuse, visant & inhiber 1'angiogendse tumorale

-
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