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L’angiogenése tumorale

L’angiogenése est un processus essentiel lors de tout évé-
nement de réparation ou de prolifération tissulaire, nor-
male ou tumorale. Elle requiert la migration, la multi-
plication et la différenciation de cellules endothéliales
issues des vaisseaux préexistants. Une trés grande diver-
sité de polypeptides doués de propriétés angiogéniques
est maintenant connue ; certains sont surtout actifs sur
P’activité mitotique des cellules endothéliales, d’autres
sur leur différenciation. L’angiogenése étant indispen-
sable a la croissance tumorale, toute substance anti-
angiogénique, naturelle ou artificielle, a un potentiel
antinéoplasique. Le produit d’un anti-oncogeéne pré-
somptif serait ainsi un inhibiteur de I’angiogenése. Des
composés, telles les héparines a bas poids moléculaire,
et des stéroides ont, notamment en association, des pro-
priétés anti-angiogéniques et constituent ainsi une inté-
ressante voie de recherche thérapeutique.

e systtme vasculaire assure

I’acheminement du sang

indispensable a la vie cellu-

laire, au niveau de chaque

tissu. Sur plus de 50 km, le
systtme vasculaire est tapissé inté-
rieurement par une monocouche de
cellules endothéliales dont la surface
totale est supérieure a 6 500 m?. Plus
de 90 % de cette surface concernent
la microcirculation qui joue donc un
role considérable dans les échanges
gazeux, plasmatiques et cellulaires
entre sang et tissus. Dans les condi-
tions normales, l’endothélium est
soumis a un tres faible renouvelle-
ment cellulaire, qui se mesure en
terme d’années. A I’état physiologi-
que, les seules situations qui s’accom-
pagnent d’une angiogenese, c’est-a-
dire d’une croissance vasculaire, sont
I’embryogenese et la formation du
placenta, la croissance générale et les
cycles menstruels. En cas de répara-

tion tissulaire apres traumatisme, une
angiogenese peut également se pro-
duire. La formation de néovaisseaux
peut donc nécessiter une croissance
de cellules endothéliales proche de
celle de certaines cellules a renouvel-
lement rapide, comme les cellules
hématopoiétiques par exemple. Cette
formation de néovaisseaux peut étre
particulierement importante dans cer-
tains états pathologiques, c’est le cas
de I’angiogeneése tumorale, qui joue
un role crucial dans le développe-
ment des tumeurs et leurs métas-
tases.

Les différentes
étapes
de I'angiogenése

Plusieurs modeles expérimentaux
d’étude de I’angiogeneése in vitro ou
in vivo ont été développés (pour revue
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voir [1]). Quatre techniques ont été
particulierement étudiées : (1) micro-
poche cornéenne avec implantation
d’un facteur purifié ou d’un extrait
non purifié (broyat de cellules ou de
tissu) dans la cornée d’un lapin, d’une
souris ou d’un rat ; (2) inclusion de
substances angiogéniques dans un
polymere biocompatible implanté chez
un animal ; (3) membrane chorioal-
lantoique de I’embryon de poulet ; (4)
culture iz vitro de cellules endothélia-
les humaines ou animales provenant
de macro- ou de microcirculation.
Gréce a ces modeles, plusieurs infor-
mations ont pu étre enregistrées
(figure 1).

® La séquence des événements est
pratiquement identique quel que soit
le stzmulus (immunologique, inflam-
matoire, tumoral ou de réparation).
Les néocapillaires vont se former a
partir des capillaires normaux ou des
veinules post-capillaires. Les cellules
endothéliales émettent des pseudopo-
des qui envahissent la membrane
basale, puis elles migrent par paires
a travers le passage [2].

® Les premieres étapes sont indépen-
dantes de la prolifération des cellu-
les endothéliales car elles sont encore
observées apres irradiation du foyer
exploré [3].

¢ La présence maintenue du stzmulus
angiogénique est nécessaire. Si ce sfi-
mulus est extrait du foyer angiogéni-
que, les néocapillaires régressent puis
disparaissent [4].

® I’angiogenese peut étre induite
par des stimuli directs (facteurs de
croissance et angiogéniques, sur les-
quels nous reviendrons) ou par des
stimuli indirects capables d’agir sur
d’autres cellules (macrophages par
exemple) en les activant et en leur
faisant sécréter des facteurs de crois-
sance et angiogéniques [5].

® La matrice vasculaire joue un role
tres important (figure 2, page suivante).
Collagene de type IV, fibronectine et
laminine sont tres vraisemblablement
impliqués dans la migration des cel-
lules endothéliales et dans leur orga-
nisation en tubes [6-8]. II a été
récemment montré que les séquences
RGD* de la chalne A et YIGSR**
de la chaine B de la laminine étaient
indispensables pour la formation des

* R arginine; G : glycine; D :
** Y : tyrosine; I : isoleucine ; S : sérine.
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Figure 1. Principales étapes de I'angiogenése. 1. Capillaire soumis a une
stimulation angiogénique. 2. Début de migration des cellules endothéliales a
travers la membrane basale. 3. Migration, élongation et différenciation des cel-
lules endothéliales. 4. Formation des tubes capillaires dans I'espace (encadré)

et prolifération.

tubes capillaires [9]. La dégradation
de certains composants de la matrice
est un autre événement important.
Cette dégradation permet, d’une
part, I'invasion du tissu matriciel par
les cellules endothéliales qui migrent
et, d’autre part, la libération des fac-
teurs de croissance qui peuvent étre
stockés par les glycosaminoglycanes.
Les enzymes responsables de la
digestion matricielle sont des protéa-
ses (plasmine, métalloprotéases, col-
lagénases) ou des héparanases [10,
11].

® ]’angiogenese peut s’observer dans
de nombreuses affections ophtalmolo-
giques (rétinopathie proliférative dia-
bétique, par exemple), dermatologi-
ques (psoriasis), immunologiques et
inflammatoires (polyarthrite rhuma-
toide) ou dégénératives (plaque
d’athérosclérose). Mais I’angiogenese
la plus intense et la plus persistante
est celle qui concerne la néovascula-
risation tumorale [12].

L’angiogenése comporte donc trois
étapes — migration, différenciation et
prolifération — intégrées dans le
temps et dans l’espace par une série
de signaux encore incomplétement
connus. Les mécanismes moléculaires
de la formation des tubes, par exem-
ple, qui est une étape fondamentale
de I’angiogenése, ne sont pas encore
élucidés. Ingber et Folkman [13] ont
formulé le concept d’« intégrité ten-
sionnelle » selon lequel les signaux
nécessaires aux modifications phé-
notypiques seraient induits par des
forces de tension exercées par des
composants de la matrice extracellu-
laire.

La néovascularisation
tumorale

Deux principes fondamentaux
aujourd’hui bien établis sont a la
base de la compréhension de I’angio-
genese tumorale :
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Figure 2. Elongation de cellules endothéliales humaines en culture et
ébauche de formation de tubes sur matrice de gélatine (x 50).

— la croissance de la plupart des
tumeurs solides est dépendante de
I’angiogenese ;

— I’angiogeneése tumorale est induite
directement ou indirectement par la
tumeur elle-méme.

En 1984, Judah Folkman écrivait :
« Once tumor take has occurred, every
increase in tumor cell population must be
preceded by an increase in new capillaries
that converge upon the tumor » [14]. Cette
phrase résume parfaitement la dépen-
dance tumorale vis-a-vis de 1’angio-
geneése. Un foyer métastatique privé
de sa néovascularisation arréte sa
croissance dés que le volume tumo-
ral est de 1 a2 2 mm?. Si la forma-
tion de néovaisseaux est restaurée, la
croissance tumorale redémarre. La
distance maximale entre un foyer
tumoral et le lit capillaire néoformé
peut étre de 150 & 200 um, distance
qui permet encore la diffusion de
I’oxygeéne. L’activité mitotique des
cellules tumorales au sein d’un foyer

métastatique diminue au fur et a
mesure qu’augmente la distance de
ces cellules aux capillaires les plus
proches [1].

L’induction d’une angiogenese a par-
tir de facteurs diffusibles d’origine
tumorale est une donnée qui a été
pour la premiere fois évoquée il y a
plus de vingt ans [15]. Dans les
années 70, des purifications partiel-
les de facteurs angiogéniques ont pu
étre réalisées a partir de broyat de
tumeurs ou de milieux conditionnés
de cultures de cellules transfor-
mées [16]. Mais c’est surtout a par-
tir des années 80 que I’explosion des
connaissances sur les facteurs de
croissance va permettre une caracté-
risation plus précise des substances
angiogéniques (voir [1] pour revue).
L’angiogeneése tumorale peut aussi
étre induite indirectement par la
tumeur. Les macrophages présents
dans un foyer tumoral sécretent des
facteurs capables de stimuler I’angio-
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genese in vitro et in vivo [17, 18, 19].
C’est I'activation de ces macrophages
par des stimuli d’origine tumorale qui
serait responsable de leur sécrétion de
facteurs angiogéniques. Enfin,
comme nous ’avons déja évoqué, des
enzymes (collagénases, héparanases)
pourraient étre sécrétées par les cel-
lules tumorales ; leur action sur la
matrice entrainerait la libération de
facteurs de croissance pour les cellu-
les endothéliales [11].

L’angiogenese tumorale peut donc
étre en rapport avec un ou plusieurs
mécanismes (figure 3). Elle assure la
croissance tumorale et le développe-
ment des métastases. Récemment,
deux découvertes importantes sont
venues compléter I’ensemble des don-
nées descriptives sur l’angiogenese
tumorale. Folkman et al. [20] vien-
nent de montrer, grace a un modele
de souris transgéniques qui expri-
ment un oncogeéne dans les cellules 8
des ilots pancréatiques, que la pro-
gression « de I'état hyperplasie 2
I’état néoplasie » est précédée par
I’apparition d’une forte activité
angiogénique. Cette découverte sug-
geére que I’angiogenese est une étape
importante de la carcinogenese. Ces
résultats sont peut-étre a rapprocher
des travaux récents sur les geénes de
répression tumorale. Rastinejad et
al. [21] ont en effet identifié un inhi-
biteur puissant de I’angiogenése d’un
poids moléculaire de 140 kDa dont
I’arrét de sécrétion par les cellules
BHK coincide avec la perte d’un
geéne de répression tumorale, avec la
transformation cellulaire et avec
I’acquisition d’une activité
angiogénique.

Les facteurs
angiogéniques

De nombreux facteurs de croissance
sont susceptibles d’induire une angio-
genese in vitro et/ou in vivo (Tableau I,
p. 430). Plusieurs d’entre eux ont pu
étre purifiés, séquencés et clonés. Il
est ainsi apparu que la plupart de ces
facteurs étaient également présents
dans des cellules ou tissus non trans-
formés [22]. Nous limiterons cette
revue a certains facteurs angiogéni-
ques en raison soit de leur impor-
tance, soit parce qu’ils font ’objet de
travaux dans notre équipe.
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Figure 3. Angiogenése tumorale. 1. Par libération directe de facteurs de
croissance et angiogéniques (FCA). 2. Par dégradation de composants matri-
ciels ayant stocké des FCA. 3. Par activation des macrophages avec libéra-

tion secondaire de FCA.

Les facteurs de croissance des
fibroblastes (FGF)

Ces facteurs sont aussi appelés « hepa-
rin binding growth factors » (HBGF) en
raison de leur forte affinité pour
I’héparine. Ils sont classés en deux
groupes : FGF acide ou HBGF,, et
FGF basique ou HBGF, (voir [23,
24] pour revue). Les FGF ont pu
étre isolés a partir de nombreuses cel-
lules et tissus normaux ou transfor-
més. Ils stimulent ’angiogenese in
vitro et in vivo. Le FGF basique est
une protéine de 18 kDa, formée
d’une chaine polypeptidique de 155
acides aminés. Il ne possede pas de
séquence « signal ». Les domaines de
liaison a I’héparine ont pu étre loca-
lisés. Il présente une homologie de
35 % avec le FGF acide, mais leurs
genes respectifs sont différents. Le
geéne du FGF basique est localisé sur
le chromosome 4, il est constitué de
3 exons et de 2 introns et code pour
une protéine qui possede une taille
supérieure a 37 kDa. L’espéce de

18 kDa est initiée par des codons
AUG alors que des especes alterna-
tives de 20 a 24 kDa semblent étre
initiées par des codons CUG. Diffé-
rents produits d’oncogénes ont été
identifiés comme étant homologues
aux FGF (Tableau II, p. 431). Des
récepteurs spécifiques pour le FGF
basique ont pu étre mis en évidence
sur les cellules endothéliales anima-
les et humaines, macro - et microvas-
culaires [25]. On distingue des sites
de haute affinité et des sites de basse
affinité. Ces derniers sont trés vrai-
semblablement des glycosaminoglyca-
nes. Les cellules endothéliales elles-
mémes peuvent synthétiser le FGF
basique. Plusieurs espéces d’ARNm
sont transcrites a partir du gene dans
les cellules endothéliales microvascu-
laires humaines [26]. En revanche,
malgré la production de FGF basique
a l'intérieur des cellules, nous
n’avons pas pu mettre en évidence
d’excrétion du facteur dans le milieu
extracellulaire, probablement en rai-
son de l’absence de séquence « si-
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Tableau |
PRINCIPAUX COMPOSES CAPABLES DE STIMULER
OU D’INHIBER LA CROISSANCE ET/OU LA DIFFERENCIATION
DES CELLULES ENDOTHELIALES
Nom Effet sur la Effet sur la
croissance différenciation

Angiogénine 0 +
Angiotropine (0] +
FGF acide + +
FGF basique + +
GM-CSF + ?
Héparine + ou — — (avec stéroides)
IL-6 - ?
Interféron a - ?
Protamine = =
Thrombine + +
TGF 8 - +
TGF « + ?
TNF o - R
Vasculotropine + ?

+ : effet stimulant ; — :

gnal ». Or, 1l est présent dans les
matrices extracellulaires [11]. Ce
dépot extracellulaire de FGF pourrait
étre secondaire a une lyse des cellu-
les endothéliales, a2 une cosécrétion
avec des protohéparanes sulfates, a
une phosphorylation intracellulaire
post-traductionnelle ou a I’existence
d’un transporteur spécifique non
encore identifié [11, 24]. Les FGF,
facteurs fortement angiogéniques pré-
sents dans les macrophages, certaines
cellules tumorales, les matrices et les
cellules endothéliales, pourraient
jouer un réle important dans I’angio-
genese tumorale. Ce role, cependant,
vient d’étre mis en doute dans une
série d’expériences récentes car des
hybridomes sécrétant des anticorps
anti-bFGF bloquants, implantés chez
la souris nude, ont formé des tumeurs
parfaitement vascularisées suggérant
ainsi que le bFGF ne serait pas le
facteur angiogénique de ce type de
tumeur [27].

L’angiogénine [28]

C’est un polypeptide isolé a partir du
milieu conditionné d’une lignée cel-

effet inhibiteur ; O : pas d’effet.

lulaire d’adénocarcinome humain.
Son poids moléculaire est de 14 400,
elle présente une homologie de 35 %
avec les ribonucléases pancréatiques.
En revanche, elle est totalement dif-
férente des HBGF et n’a aucune affi-
nité pour ’héparine. Elle possede un
peptide « signal » et est donc sécré-
tée par les cellules en culture, c’est
une protéine circulante. L’originalité
de son action réside dans le fait
qu’elle est dépourvue d’activité mito-
géne pour les cellules endothéliales
bien que des récepteurs viennent
d’étre récemment mis en évidence
sur des cellules endothéliales capillai-
res [29]. Ses effets angiogéniques in
vivo font donc trés vraisemblablement
intervenir soit une action sur la dif-
férenciation des cellules endothéliales,
soit sur le recrutement d’autres cel-
lules susceptibles de produire des fac-
teurs mitogenes.

L’angiotropine [18, 19]

C’est un polyribonucléopolypeptide
contenant du cuivre, isolé a partir de
cultures de monocytes activés. Ce
facteur également non mitogeéne est
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un puissant agent de différenciation
des cellules capillaires ; il induit la
formation de tubes ; il stimule aussi
la migration des cellules endothélia-
les microvasculaires. Le recrutement
des monocytes-macrophages au sein
d’'un foyer tumoral pourrait avoir
pour conséquence une libération
d’angiotropine et stimuler de la sorte
’angiogenese.

La vasculotropine [30]

Ce facteur angiogénique est le der-
nier découvert. Il a été isolé a partir
de cellules folliculaires de I’hypophyse
de beeuf ou a partir du milieu con-
ditionné de la lignée cellulaire
hypophysaire AtT-20 (J. Plouét,
communication personnelle). I porte
également le nom de folliculo stellate-
derwved growth factor (FSAGF). 11 s’agit
d’un homodimeére composé de deux
sous-unités de poids moléculaire
23 kDa. C’est un mitogene tres puis-
sant pour les cellules endothéliales
(actif a 50 pg/ml). 11 est tres spécifi-
que de celles-ci puisqu’il n’a aucune
action mitogéne sur une grande
variété d’autres types cellulaires. Il
ne présente aucune homologie avec
d’autres protéines connues. Sa pré-
sence éventuelle dans des tissus ou
des cellules transformées est actuelle-
ment recherchée. Son role dans
I’angiogenese tumorale n’est donc pas
encore établi.

Le « transforming growth factor »
[31]

Le TGF « qui présente une forte
homologie avec 'epidermal growth fac-
tor stimule I’angiogenese in vivo et est
mitogene pour les cellules endothélia-
les. Le TGF B entraine in vivo, apres
injection sous-cutanée, une accumu-
lation de macrophages, de fibroblas-
tes et de collagéne ; et induit une
néovascularisation. En revanche, in
vitro, 1l inhibe la croissance des cel-
lules endothéliales. Son activité
angiogénique in vivo met donc proba-
blement en jeu les macrophages.

Les autres facteurs angiogéniques
La thrombine o est fortement mito-
géne pour les cellules endothéliales
macrovasculaires, elle pourrait égale-
ment agir sur la différenciation des
cellules endothéliales microvasculai-
res [32].

Le tumor necrosis factor o« (TNF «) sti-
mule la migration des cellules endo-
théliales et leur formation en tubes.
L’angiogenese induite par les macro-
phages pourrait étre en partie reliée
a leur capacité de sécrétion de TNF
o [33].

Le tumor vascular permeability factor est
une protéine d’un poids moléculaire
de 40 kDa purifiée a partir du milieu
conditionné d’une lignée de « cellu-
les tumorales 10 » de cobayes [34].
Ce facteur, initialement décrit comme

Tableau Il

CLASSIFICATION ACTUELLE DES FGF

Nom Synonyme | Séquence | Liaison a |Localisation| Homologie
« signal » | I’'héparine | chromo- au FGF
somique basique
FGF-1 FGF acide/ (0] + 5 55 %
- HBGF,
FGF-2 FGF basique/ (0] + 4 100 %
HBGF,
FGF-3 hst/K-FGF + + 11 43 %
FGF-4 int-2 0] + 11 44 %
FGF-5 : + + ND 43 %
FGF-6 + ND 12 ND
FGF-7 KGF + ND ND 39 %

ND : non déterminé.
m/s n° 5 vol. 6, mai 90

augmentant la perméabilité vascu-
laire, est angiogénique in vivo et sti-
mule la prolifération des cellules
endothéliales en culture.

I est difficile, parmi cette pléiade
non exhaustive de facteurs angiogé-
niques, de désigner celui (ou ceux)
qui joue(nt) un role important in vivo
dans le développement de I’angioge-
nese tumorale. Leur obtention a
I’état d’homogénéité, la préparation
d’anticorps spécifiques, leur clonage,
devraient permettre de faire progres-
ser nos connaissances. Les enjeux
sont importants : [’angiogenese
pathologique doit pouvoir étre inhi-
bée, or, comme nous allons le voir,
I’inhibition pharmacologique de
I’angiogeneése n’en est qu’a ses pre-
miers balbutiements ; I’angiogenese
réparatrice doit pouvoir étre stimulée,
et tout est encore a faire dans ce
domaine.

Inhibition
de I'angiogenése

Compte tenu de la dépendance de la
croissance tumorale vis-a-vis de
I’angiogenese, le concept d’une thé-
rapeutique anti-angiogénique est rapi-
dement apparu tres séduisant [1, 12].
Les tissus avasculaires, comme le car-
tilage, ont été les premiers a faire
I'objet d’une recherche d’un inhibi-
teur de I’angiogenese. Des extraits de
cartilage se sont effectivement mon-
trés étre anti-angiogéniques. Mais
la purification des substances inhi-

bitrices responsables n’a pas été
poursuivie. Certains agents anti-
inflammatoires ont un effet anti-

angiogénique. La protamine est un
bon inhibiteur de I’angiogenese, mais
son administration prolongée est toxi-
que. Les travaux les plus intéressants
concernent les héparines et les stéroi-
des. Les héparines ont une action
complexe sur la prolifération des cel-
lules endothéliales. Elles stimulent
leur croissance lorsque celle-ci est
induite par le FGF acide. En effet ce
facteur acquiert, en présente d’hépa-
rine, une affinité plus grande pour
son récepteur cellulaire. En revanche,
comme nous |’avons montré, lorsque
les cellules endothéliales sont préin-
cubées avec I’héparine, leur crois-
sance, normalement induite par
I’addition secondaire de sérum ou de
facteur de croissance, est fortement
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inhibée [35]. Cette inhibition est en
relation avec une action intracellu-
laire de I’héparine qui a été interna-
lisée par les cellules endothéliales.
Cette activité inhibitrice de I’héparine
est observée avec des héparines de
bas poids moléculaire et méme avec
le fragment héparinique pentasaccha-
ridique, qui est totalement dépourvu
d’activité anticoagulante [36]. Les
concentrations néanmoins nécessaires
sont importantes et suprapharmaco-
logiques. Plus intéressants sont les
effets anti-angiogéniques de I’associa-
tion stéroide/héparine. Crum et al.
ont montré que des stéroides dépour-
vus d’activité minéralo- ou glucocor-
ticoide étalent de puissants inhibi-
teurs de I’angiogenese :n vivo, en pré-
sence d’héparine ou de fragments
d’héparine [37]. Des régressions
tumorales (M 5076, tumeur de
Lewis, mélanome B16, MB 49) ont
méme été observées par ces auteurs
chez la souris, apres administration
de cette association. Le mécanisme
selon lequel ’angiogenese est inhibée
n’est pas établi avec certitude. Des
altérations de la membrane basale
pourraient étre impliquées [37]. Nous
avons, en ce qui nous concerne, mis
en évidence un effet antimitotique
synergique de I’association hépa-
rine/tétrahydroS sur des cellules
endothéliales humaines en cul-
ture [38]. Les travaux sur ces stéroi-
des anti-angiogéniques et sur les frag-
ments d’héparine actifs se poursui-
vent, portant.a la fois sur les méca-
nismes et sur ’expérimentation ani-
male. Le maintien d’une tumeur ou
sa régression, a un stade avasculaire
c’est-a-dire de quelques mm?, repré-

senterait un progres considérable
dans la stratégie thérapeutique
anticancéreuse.

Depuis plus de vingt ans, le nom de
Folkman est associé aux travaux por-
tant sur ’angiogenese. Aujourd’hui,
de nombreuses équipes dans le
monde consacrent leur recherche a ce
domaine passionnant. La biologie cel-
lulaire de I’angiogenese a beaucoup
progressé ; le phénomene est main-
tenant abordé au niveau biologie
moléculaire. Les champs d’applica-
tion d’une meilleure connaissance de
I’angiogeneése sont vastes. Les méde-
cins attendent beaucoup de ces pro-
gres futurs W

Summary

Tumor angiogenesis

The vascular system is lined by a
monolayer of endothelial cells
which proliferate very slowly in
the normal conditions. A forma-
tion of new capillary vessels is
associated with some physiological
circumstances and several patho-
logical conditions. Angiogenesis
requires migration, differentiation
and proliferation of endothelial
cells. The mechanism of the tube
formation is still poorly unders-
tood. Tumor growth is
angiogenesis-dependent and angio-
genesis is directly or indirectly
induced by the tumor. Induction
of angiogenesis is an important
step of carcinogenesis and of
metastatic development. Nume-
rous angiogenic factors have been
identified, most are mitogenic for
endothelial cells and some are
only responsible for the tube for-
mation. Inhibition of tumor angio-
genesis under the control of a
tumor suppressor gene could play
an important role. Pharmacologi-
cal compounds such as heparin,
heparin fragments and steroids
have been shown to be antiangio-
genic substances.
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