Médecine expérimentale

M. Pierre CorvoL, membre de 1’Institut
(Académie des Sciences), professeur

Angiogenése et cancer

Au cours de ’année 2005-2006, le cours de la chaire de Médecine expérimen-
tale a porté sur un sujet important et de grande actualité : le développement de
nouveaux vaisseaux dans le cancer et une approche thérapeutique nouvelle, I’inhi-
bition de la néoangiogenese dans les processus cancéreux et métastatiques.

Les cancers ne peuvent se développer que grace a des vaisseaux apportant I’oxy-
gene et les nutriments dont les cellules cancéreuses, grandes consommatrices de
substrats énergétiques, ont besoin pour leur croissance. La prolifération d’une
tumeur ne peut se concevoir sans le développement d’une vascularisation appro-
priée, qu’il s’agisse de détournement de vaisseaux préexistants a son profit ou de
la formation de novo de vaisseaux tumoraux. De 1a est née 1’hypothese qu’en détrui-
sant les vaisseaux irriguant la tumeur, on pourrait stopper la croissance des cellules
cancéreuses ou, a tout le moins, stabiliser la tumeur. Cette hypothése, énoncée par
J. Folkman' dés 1971, a été précédée d’une série d’observations qui suggéraient un
lien entre croissance tumorale et développement d’une vascularisation.

La découverte du VEGF, facteur crucial du développement des vaisseaux dans
des conditions normales et pathologiques, comme le cancer, a joué un role détermi-
nant dans la validation du concept du traitement anti-angiogénique en pathologie
tumorale. Les premiers résultats obtenus avec un anticorps bloquant 1’action du
VEGF dans le cancer du colon avec métastases se sont révélés encourageants et
soulevent de nouvelles questions : Les vaisseaux sanguins des tumeurs sont-ils iden-
tiques aux vaisseaux normaux ou, au contraire, ont-ils des marques qui leur sont
propres ? comment se développent-ils ? et comment stopper leur formation ? Ne
risque-t-on pas de compromettre la circulation dans les tissus normaux a vouloir
inhiber la vascularisation tumorale ? Quels sont les résultats obtenus chez I’homme,

1. Folkman J., New Engl. J. Med., 1971.
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dans différents types de cancers ? En un mot, I’espoir mis dans la logique de cette
nouvelle stratégie thérapeutique est-il justifié ? Le cours de la chaire de Médecine
expérimentale a tenté de répondre a certaines de ces questions.

Les vaisseaux normaux : des vaisseaux dormants
Les vaisseaux tumoraux : des vaisseaux actifs

Une fois mis en place, chez 1’adulte les vaisseaux sont remarquablement stables.
La cellule endothéliale est quiescente et ne se renouvelle que tous les 2 ou 3 ans.
Les vaisseaux se divisent et s’accroissent dans des circonstances bien précises : en
cas d’ischémie provoquée par une oblitération progressive des vaisseaux ou une
thrombose vasculaire responsable d’infarctus, et en cas de tumeur. La cellule endo-
théliale du capillaire passe alors d’un état dormant a un état actif dit « angiogénique »,
transition encore appelée « switch angiogénique? ». Elle acquiert des propriétés de
jeunesse qu’elle avait mises en sommeil : elle est capable de se diviser, de migrer,
d’établir des connections avec les cellules avoisinantes. Elle exprime des facteurs
de croissance, des récepteurs de surface, des molécules d’adhésion, des molécules
de survie (molécules anti-apoptotiques). Elle synthétise et active des métallo-
protéases qui permettent au vaisseau en formation de progresser dans le tissu grace
a la dégradation de la membrane basale qui I’entoure et de la matrice extracellulaire.

Cette « activation angiogénique » de la cellule endothéliale n’est pas spécifique
de I’angiogenese tumorale. 11 semble toutefois que la cellule endothéliale activée
lors des processus cancéreux pourrait exprimer des génes qui lui soient tout a fait
propres et absents dans les autres états d’angiogenése . L’intérét de telles protéines
spécifiques de 1’endothélium tumoral est qu’elles représenteraient autant de cibles
du vaisseau tumoral.

D’autres mécanismes sont mis en jeu et concourent a la vascularisation des tumeurs.
Tout d’abord, la tumeur peut détourner, coopter, recruter a son profit les vaisseaux
irriguant normalement le tissu sain avoisinant. Par ailleurs, la néoangiogenese peut
impliquer la participation de cellules souches de la moelle sanguine. Des précurseurs
circulants des cellules endothéliales, issues des progéniteurs cellulaires de la moelle
osseuse, peuvent étres recrutés et participer a 1’élaboration de la nouvelle vasculari-
sation. Un réseau lymphatique aux alentours de la tumeur s’établit. Il draine le
liquide interstitiel intratumoral mais peut aussi véhiculer les cellules cancéreuses et
favoriser leurs dissémination métastatiques. Enfin, des pseudo-vaisseaux peuvent se
former dans la tumeur : il s’agit de conduites créées dans le tissu tumoral, bordées
de cellules tumorales, et non pas de cellules endothéliales, phénomene appelé pour
cette raison « mimétisme vasculaire? ».

2. Bergers G., Nature Reviews Cancer, 2003.
3. St-Croix, Science, 2000.
4. Folberg R. et al., Am. J. Pathol., 2000.



MEDECINE EXPERIMENTALE 317

Ainsi constitué, le réseau vasculaire tumoral s’oppose point par point au réseau
vasculaire normal. L’arbre vasculaire normal est un réseau organisé, stable. Sa locali-
sation est appropriée. La perméabilité des capillaires est contrdlée et dépend de la
structure de 1’endothélium propre au tissu. Le flux sanguin du réseau vasculaire
normal est régulé. En revanche, le réseau vasculaire tumoral est désorganisé, anar-
chique, instable. Il existe des lacs vasculaires, des hémorragies et un passage de
liquide plasmatique dans le secteur interstitiel du fait d’'une perméabilité capillaire
accrue. Des shunts artério-veineux s’établissent concourant a un flux sanguin irrégu-
lier, non contrdlé par les agents vaso-actifs. Enfin, la couverture des capillaires par
les péricytes est insuffisante. Ces anomalies de structure des vaisseaux tumoraux
s’accompagnent d’anomalies fonctionnelles : hétérogénéité des flux sanguin et lym-
phatique, €lévation de la pression interstitielle dans la tumeur du fait de 1’accroisse-
ment de la perméabilité vasculaire, baisse de la pression partielle d’oxygene et acidose
dans la tumeur. Le micro-environnement tumoral est profondément perturbé du fait
de cette vascularisation anormale, d’une fibrose interstitielle et d’une contraction de
la matrice extracellulaire interstitielle intra-tumorale contribuant a 1’élévation de la
pression interstitielle. L’hypoxie et 1’acidose favorisent la production de facteurs
angiogéniques par les cellules tumorales, le développement de néo-vaisseaux et
I’accroissement de la tumeur. Ainsi s’établit un cercle vicieux favorisant la progres-
sion tumorale.

Le VEGF et le réseau vasculaire tumoral : une connivence bien établie

Le VEGF apparait comme un coupable parfait pour 1’établissement et la propaga-
tion d’un réseau vasculaire tumoral : il réveille les cellules endothéliales dormantes,
il les active, induit leur prolifération, leur migration, leur survie. Il accroit la per-
méabilité vasculaire de I’endothélium et agit sur d’autres types cellulaires : il inhibe
les cellules dendritiques présentatrices d’antigénes, et amoindrit les défenses immu-
nitaires de 1’organisme, il mobilise les macrophages et les cellules progénitrices des
cellules endothéliales. L’ensemble favorise la néoangiogenese et la formation d’un
micro-environnement favorable a la croissance des cellules tumorales®. L hypoxie
est le principal élément déclenchant la synthése de VEGF par les cellules tumorales
et leur environnement. Au-deld de 100 um des capillaires, la pression partielle
d’oxygene (pO,) chute notablement et 1’acidose s’accroit. La baisse de la pO, est
percue dans les cellules qui mettent en jeu un facteur de transcription sensible a
I’hypoxie, « hypoxia-inducible factor » (HIF), qui active la transcription d’un certain
nombre de genes tels que le VEGF. Ainsi s’établit une relation étroite entre crois-
sance tumorale, hypoxie, production de VEGF et formation de néo-vaisseaux tumo-
raux. On estime qu’une tumeur ne peut progresser au-dela de quelques millimetres
cubes sans qu’il n’y ait formation de nouveaux vaisseaux : tumeur et vaisseaux
dans une tumeur progressent de concert, dépendant I’'un de 1’autre.

5. Ferrara N. and Kerbel R.S., Nature 438 : 967, 2005.
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L’induction du VEGF par I’hypoxie a ét€ montrée peu apres la découverte de la
présence de VEGF dans le glioblastome, une tumeur cérébrale particulierement
vascularisée : le VEGF se trouve a proximité des zones hypoxiques de nécrose du
tissu tumoral et est synthétisé dans les cellules cancéreuses ®.

Le VEGF agit sur ses cellules cibles par ses deux récepteurs principaux, les
VEGF receptors-1 et -2 (VEGFR-1 et -2). Le VEGFR-2 est le récepteur principal
et est notamment responsable de la prolifération, de la migration, de la survie des
cellules endothéliales et de 1’angiogenese. Le VEGF lié au récepteur R-2 situé a la
surface cellulaire déclenche I’activation de I’activité enzymatique tyrosine-kinase de la
partie intracelllulaire du récepteur. Celle-ci entraine & son tour une série d’évene-
ments intracellulaires conduisant notamment a la production de monoxyde d’azote,
I’expression de molécules d’adhésion a la surface cellulaire (intégrines), et 1’activa-
tion de métalloprotéases. La fonction du VEGFR-1 est moins bien connue mais il
pourrait servir de récepteur de clairance, de capture du VEGF. Une forme soluble
de ce récepteur existe et pourrait contrdler le taux de VEGF circulant. Cette pro-
priété est exploitée dans une approche thérapeutique qui consiste a administrer une
forme recombinante du VEGFR-1 soluble pour capturer et inactiver ainsi le VEGF.

Stratégies anti-angiogéniques dirigées contre le VEGF
Résultats expérimentaux

Le traitement anti-VEGF s’attaque aux cellules endothéliales activées par le
VEGF et ne concerne donc pas 1’endothélium normal qui est quiescent. A priori
— mais ceci reste a prouver sur le long terme chez ’homme — les vaisseaux
normaux ne devraient pas étre affectés. Les vaisseaux tumoraux sont facilement
accessibles par un traitement administré par voie systémique. Ils sont stables sur le
plan génétique, a I’inverse des cellules cancéreuses qui sont soumises a de nom-
breuses mutations. Les agents anti-tumoraux conventionnels et la radiothérapie peu-
vent agir de facon synergique avec une thérapie anti-angiogénique. L’intérét d’une
telle thérapie est qu’elle pourrait s’appliquer a I’ensemble des vaisseaux tumoraux,
quelque soit le type de cancer concerné alors que la chimiothérapie doit étre indivi-
dualisée, en fonction du type de tumeur.

Plusieurs stratégies ont été développées et évaluées dans des modeles de tumeurs
expérimentales et sont, pour la plupart, en cours d’essais thérapeutiques chez 1’homme.
Un anticorps monoclonal anti-VEGF « humanisé », le bevacizumab, bloque les dif-
férentes isoformes du VEGF avec une haute affinité. I1 doit &tre administré par
voie intraveineuse et la demi-vie de son action se situe autour de 17-21 jours. Une
forme soluble humanisée du récepteur R-1 utilise le méme principe. Elle a I’avan-
tage d’inactiver a la fois le VEGF et le Placenta Growth Factor (PIGF), un autre
facteur de croissance vasculaire, ce que ne fait pas 1’anticorps anti-VEGF. Une
autre molécule, un aptamere, bloque 1’interaction du VEGF avec son récepteur, le

6. Shweiki D. ef al., Nature 359 : 843, 1992.
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pegaptanib. Des inhibiteurs de 1’activité tyrosine-kinase du récepteur du VEGF ont
été synthétisés. Certains seraient spécifiques de 1’activité tyrosine-kinase du récepteur
du VEGF, d’autres inhibent d’autres types de récepteurs tyrosine-kinase de facteur
de croissance possiblement impliqués dans la néo-angiogenese et la croissance
tumorales. Avantage supplémentaire ou au contraire inconvénient di au manque de
spécificité de telles molécules, il est encore trop tot pour le savoir.

L’effet du blocage du VEGF dans la croissance de tumeurs expérimentales a été
étudié chez la souris nude’. Des lignées de cellules cancéreuses humaines produc-
trices de VEGF ont été greffées chez la souris nude traitée ou non par 1’anticorps
anti-VEGF. Ce dernier inhibe in vivo la croissance tumorale et réduit la densité
vasculaire, démontrant pour la premiere fois I’effet du VEGF sur la vascularisation
tumorale et la croissance. Une autre expérience a démontré le rdle du VEGF dans
la progression du cancer du colon chez la souris : L’administration d’anti-VEGF
inhibe la croissance des tumeurs coliques humaines chez la souris nude ainsi que
le développement de métastases hépatiques injectées par voie intrasplénique dans
le foie des mémes souris®,

Premiers résultats de la stratégie anti-angiogénique anti-VEGF
dans le cancer chez ’homme

Le développement clinique d’inhibiteurs de 1’angiogenése en cancérologie se fait
actuellement en associant a un traitement conventionnel (chimiothérapie, radiothéra-
pie) des médicaments anti-angiogéniques. Il n’est pas démontré que donné isolé-
ment, par lui-méme, un traitement anti-angiogénique soit efficace chez I’homme.
Pour I'instant, il semble préférable d’associer une thérapeutique cytotoxique a la
thérapeutique anti-angiogénique qui, elle, n’est pas cytotoxique mais cytostatique.
Plusieurs avantages peuvent étre attendus de cette association : action sur des cibles
cellulaires différentes avec possible effet additif ou synergistique, absence de résis-
tance croisée aux médicaments, absence d’effets secondaires des cytostatiques sur
I’hématopoiese. Le premier essai prometteur a été réalisé dans le cancer du rein avec
métastases. En comparant un traitement standard associé a un placebo vis-a-vis du
méme traitement anti-cancéreux standard associé au bévacizumab, une amélioration
de la survie sans progression du cancer a été observée’.

Un autre essai thérapeutique a eu pour but 1’étude de la survie globale de patients
porteurs d’un cancer du colon métastasé. Deux groupes de patients, recevant chacun
le méme traitement standard ont été comparés'®. Un groupe recevait, en plus du
traitement conventionnel, un placebo et I'autre le bévacizumab. La médiane de
survie des patients traités par placebo était de 15,6 mois et celle des patients
recevant le bevacimuzab de 20,3 mois, soit un gain de quelque 5 mois supplémen-

7. Kim K. et al., Nature 362 : 841, 1993.

8. Warren R.S. et al., J. Clin. Invest. 95 : 1789, 1995.

9. Yang J.C. et al., New Engl. J. Med. 349 : 427, 2003.
10. Hurwitz H. et al., New Engl. J. Med. 350 : 2335, 2004.
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taires d’espérance de vie, résultats confirmés par une autre étude dans la méme
pathologie ',

De nombreuses études sont en cours avec le bevacizumab et avec des inhibiteurs
des récepteurs tyrosine-kinase du VEGF ou d’autres facteurs de croissance (cancers
avancés du poumon, du sein, du rein, etc.). En attendant les résultats de ces essais
de phase II et III, on peut conclure provisoirement que la preuve du concept de
I’efficacité d’un traitement anti-angiogénique dans le cancer est bien étayée expéri-
mentalement et chez I’homme. Toutefois, les résultats spectaculaires obtenus chez
la souris ne sont pas reproduits chez I’homme. Le gain en espérance de vie est
modeste : il s’agit d’agents cytostatiques dont 1’évaluation, fondée essentiellement
sur I’absence de progression de la tumeur n’est pas aisée, et qui doivent aujourd’hui
étre associés a un traitement standard. Cette thérapeutique est dans 1’ensemble bien
tolérée et n’entraine pas, a I'inverse des médicaments chimiotoxiques ou de la radio-
thérapie, d’atteinte des cellules de la moelle osseuse. La limite de la thérapeutique
anti-angiogénique peut étre due a une résistance des cellules tumorales, a une sur-
expression de facteurs angiogéniques additionnels, ou encore a une résistance liée
aux cellules endothéliales ou aux cellules du stroma tumoral.

Le concept de « normalisation » de la vascularisation tumorale
par anti-angiogénése

L’hypothese initiale de I’efficacité d’un traitement anti-angiogénique dans le can-
cer était qu’en supprimant les vaisseaux irriguant une tumeur, on entrainerait a tout
le moins un arrét de la croissance sinon une nécrose de la tumeur. En fait, plusieurs
éléments remettent en cause cette hypothese. Tout d’abord, il n’a pas été prouvé
chez I’homme qu’un traitement anti-angiogénique prescrit isolément soit efficace.
En fait, il est méme possible que la destruction des vaisseaux tumoraux ait un effet
aggravant sur la progression des tumeurs en stimulant vigoureusement la production
de facteurs de croissance, notamment vasculaire, en réponse a I’hypoxie induite par
le traitement anti-angiogénique. Le concept d’un autre mécanisme d’action des agents
anti-angiogéniques, a vrai dire contre-intuitif, a été proposé notamment par R. Jain
et collaborateurs '>. Selon cette théorie, les traitements anti-angiogéniques auraient
pour effet d’élaguer les vaisseaux bourgeonnants et de permettre aux vaisseaux tumo-
raux de retrouver une architecture normale. Le traitement anti-angiogénique assurerait
une fourniture optimale d’oxygene, de nutriments et de médicaments anti-cancéreux,
ce qui permettrait une efficacité accrue de la chimiothérapie et de la radiothérapie
dont la performance dépend d’une bonne oxygénation tissulaire.

Plusieurs expériences réalisées chez 1’animal viennent conforter cette hypothese.
L’addition d’un anticorps dirigé contre le VEGFR-2 a la vinblastine, médicament
cytotoxique, s’avere plus efficace que chacun des deux produits donnés a forte dose

11. Kabbinavar F. et al., J. Clin. Oncol. 23 : 3697, 2005.
12. Jain R.K., Science 307 : 58, 2005.
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et isolément dans le neuroblastome chez la souris . L’administration d’une molé-
cule anti-angiogénique, I’angiostatine, n’inhibe que marginalement le développement
d’un gliome chez la souris alors qu’associée a la radiothérapie on observe une régres-
sion de la tumeur et de sa vascularisation "*. Le role de I’hypoxie dans la résistance
a la radiothérapie des cellules cancéreuses est bien connu. Dans une étude réalisée
chez la souris nude greffée avec un glioblastome ou un adénocarcinome colique
humain et soumise a différentes conditions de normoxie ou d’hypoxie, le traitement
anti-VEGF potentialise 1’effet de la radiothérapie en conditions hypoxiques. Il
compense ainsi la résistance a la radiothérapie induite par I’hypoxie . Dans une
étude mécanistique réalisée chez un petit nombre de patients atteints de cancer
rectal, il a été montré que le bevacizumab, prescrit isolément avant 1’intervention
chirurgicale, diminue la perfusion sanguine dans la tumeur, abaisse la pression
interstitielle intratumorale, et décroit le taux des précurseurs circulants des cellules
endothéliales. A I’examen anatomopathologique, on note une réduction de la densité
microvasculaire et une augmentation du nombre de vaisseaux recouverts de péri-
cytes 'S, indice d’une meilleure architecture vasculaire. L hypothése proposée actuel-
lement est donc que les traitements anti-angiogéniques pourraient rétablir les
caractéristiques d’une vascularisation tissulaire « normale » dans la tumeur. L.’orga-
nisation anarchique des vaisseaux tumoraux, leur morphologie anormale, leur per-
méabilité accrue favoriserait 1’élévation de la pression interstitielle, I’hypoxie, une
pénétration faible et hétérogéne des produits anti-cancéreux. Le traitement anti-
angiogénique supprimerait les capillaires immatures et régulariserait 1’architecture
des autres vaisseaux. Le tout permettrait un retour vers la normale de la pO,, de
la pression interstitielle, et un meilleur apport des produits anti-cancéreux.

Des maladies héréditaires illustrant les relations entre oxygene, angiogenese
et cancer

L’oxygene est essentiel a la vie des organismes, des organes, des tissus et des
cellules. Toute baisse de la concentration en oxygene risque d’avoir des consé-
quences dramatiques et, en cas d’hypoxie, de la cellule a ’organisme entier, s’éla-
borent immédiatement des stratégies pour tenter de rétablir un apport normal
d’oxygene. L’une d’entre elles est la création de nouveaux vaisseaux par la mise
en jeu du VEGF. Le maitre d’ceuvre est le facteur inductible par I’hypoxie (hypoxia-
inducible factor — HIF-a) dont I’activité dépend étroitement de la pression partielle
intracellulaire d’oxygene. En situation de normoxie, HIF-o. est trés rapidement
dégradé dans le cytoplasme de la cellule par le protéasome. HIF-a présent dans le
cytoplasme est véhiculé dans le protéasome apres 1’action d’une prolyl-hydroxylase
suivie d’une interaction avec un partenaire protéique, la protéine de von Hippel-

13. Klement G. ef al., J.Clin. Invest. 105 : R1, 2000.

14. Griscelli F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 : 6698, 2000.
15. Lee C. et al., Cancer Res. 60 : 5565, 2000.

16. Willett C. et al., Nature Med. 10 : 145, 2004.
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Lindau (pVHL). Lors d’une chute de la concentration d’oxygene dans la cellule,
I’activité de la prolyl-hydroxylase est inhibée. Elle n’agit plus sur HIF-a qui ne
peut plus a son tour interagir avec pVHL. HIF-a est alors transporté dans le noyau
ol aprés interaction avec une protéine partenaire stable appelée, ARNT (HIF-1(3),
il déclenche la transcription de nombreux genes. L’effet coordonné des génes trans-
crits sous hypoxie par le couple HIF-13/HIF-a est de rétablir au plus vite la normoxie
cellulaire. L’état d’hydroxylation de HIF-a par la prolyl-hydroxylase-2 dépend donc
de la pression d’oxygene dans la cellule et cet état détermine la transcription de
facteurs de croissance vasculaires, dont le VEGF. L’angiogenese tumorale est la
conséquence de la mise en jeu de ce mécanisme. Cette séquence d’éveénements a
été élucidée récemment, notamment grace a 1’étude de deux affections familiales,
la maladie de von Hippel-Lindau et les paragangliomes héréditaires, qui illustrent
tout particulierement le lien entre régulation anormale de ’activité de HIF, angio-
genese et cancer.

La maladie de von Hippel-Lindau touche un individu sur 36 000 et, a I’age de
65 ans, 20 % des patients atteints de la mutation souffrent d’une ou de plusieurs
tumeurs bénignes ou malignes : kystes, tumeurs du systéme nerveux central, tumeurs
de la rétine, du rein, du pancréas, de la glande surrénale (phéochromocytome) .
Le geéne responsable de la maladie a été découvert en 1993. Ce gene code pour la
protéine de von Hippel-Lindau (pVHL) qui est un élément essentiel de la régulation
des geénes inductibles par I’hypoxie. A la suite de I'interaction de HIF-la, ou de
son isoforme HIF-2a, avec pVHL intervient une modification de la structure de
HIF-a appelée ubiquitination. HIF-o. ainsi ubiquitiné est transporté dans le protéa-
some ol il est dégradé. La maladie de von Hippel-Lindau touche les deux sexes
et un individu sur deux issu d’un parent atteint de la maladie. Elle est due a
I’inactivation totale ou partielle de pVHL résultant de la délétion ou d’une mutation
du gene VHL. L’autre allele VHL est inactivé au cours de la vie dans des cellules
d’un tissu qui, du fait de l'inactivation des deux alleles VHL, développera une
tumeur. L’inactivation des deux alleles de VHL conduit a un accroissement de
I’activité de HIF-a, a une synthése accrue de VEGF et de PDGF, a une élévation
du TGFa, tous éléments favorisant 1’angiogenese tumorale et la carcinogenese.
Ainsi, la perte totale de VHL se manifeste par des tumeurs hautement vascularisées
comme 1’hémangioblastome (au niveau de la rétine ou du systéme nerveux central)
ou le cancer du rein'®,

Les phéochromocytomes sont des tumeurs hautement vascularisées de la partie
centrale de la glande surrénale, la médullaire surrénalienne ; 10 % d’entres eux sont
héréditaires. Les paragangliomes sont des tumeurs du corpuscule carotidien ou de
ganglions sympathiques. Dans 30 % des cas, ces tumeurs, souvent agressives et
multiples, sont héréditaires. Les phéochromocytomes et les paragangliomes hérédi-
taires peuvent étre dus a une anomalie génétique du fonctionnement de la chaine

17. Lonser R.R. et al., Lancet 361 : 2059, 2003.
18. Kim W. and Kaelin W., J. Clin. Oncol. 22 : 4991, 2004.
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respiratoire mitochondriale. La perte de fonction de génes codant une enzyme de
la chaine respiratoire mitochondriale, la succinyl déshydrogénase, conduit a une
accumulation de succinate, le substrat de I’enzyme, et a une baisse d’un des produits
de la réaction, le 2-oxoglutarate. Or I’activité de la prolyl-hydroxylase est inhibée
par le succinate.Son accumulation provoque une baisse de son activité, une moindre
hydroxylation de HIF-a et, comme dans le cas de la maladie de von Hippel-Lindau
une activation de I’angiogenése et des voies de réponse a I’hypoxie '* %,

A ces deux exemples de maladies héréditaires établissant un lien étroit entre
oxygénation cellulaire, angiogenése et tumorigenese s’ajoute une autre maladie héré-
ditaire rare, responsable de cancers familiaux du rein : I’inactivation génétique d’une
autre enzyme du cycle de Krebs, la fumarate hydrase, entraine une accumulation
de son substrat, le fumarate. Or celui-ci inhibe la prolyl-hydroxylation de HIF-a,
ce qui montre encore la relation directe entre dysrégulation du métabolisme du
fumarate, inactivation de la prolyl-hydroxylase, tumorigenese rénale et angiogenése.

Une maladie non transmissible illustrant les relations entre oxygene,
angiogenese et cancer : le cancer conventionnel du rein

Le cancer conventionnel du rein, appelé antérieurement cancer du rein a cellules
claires, est la forme la plus fréquente des cancers du rein®'. Il existe dans 50 a
60 % des cas une inactivation de pVHL du fait d’une mutation affectant les deux
alleles du géne VHL dans les cellules du tube proximal du néphron. Cette inactiva-
tion reproduit 2 minima, dans les cellules rénales, la maladie de von Hippel-Lindau,
maladie génétique qui touche toutes les cellules de I’organisme. Elle explique 1’hyper-
vascularisation de ce type de cancer et montre, une fois de plus, les rapports étroits
entre oxygene, angiogenese et cancer.

RAPPORT D’ACTIVITE DU LABORATOIRE

I — CONTROLE MOLECULAIRE DU DEVELOPPEMENT
VASCULAIRE

Equipe: A. EicHMANN, L. PaArRDANAUD, L. YuaN, F. LE NoBLE, C. Freiras, X. Lu,
S. SutcHING, E. JoNEs, B. LARRIVEE, M. TROMBE, B. DE LAFARGE, K. BOUVREE,
C. BREANT

I-1. Identification, émergence et mobilisation de cellules endothéliales
et/ou de progéniteurs endothéliaux circulant chez ’embryon

Au moyen de parabioses caille/poulet et par une analyse immunohistochimique
utilisant 1’anticorps monoclonal QHI1, spécifique des cellules endothéliales de la

19. Gimenez-Roqueplo A.P. et al., Am. Hum. Genet. 69 : 1186, 2001.
20. Gimenez-Roqueplo A.P. et al., Cancer Res. 63 : 5615, 2003.
21. Cohen H.T. and McGovern F., New Engl. J. Med. 353 : 2477, 2005.
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caille, nous avons identifié des cellules endothéliales et/ou des progéniteurs endo-
théliaux circulant chez I’embryon. Ces cellules sont présentes trés tot au cours de
I’ontogenese, avant le troisiéme jour embryonnaire. Dans les conditions normales,
elles s’intégrent dans la plupart des tissus mais leur nombre est restreint. Lorsque
des réponses angiogéniques sont induites par des blessures ou des greffes sur la
membrane chorioiallantoidienne, ces cellules circulantes sont rapidement mobilisées
et intégrent sélectivement les sites de néoangiogenese. Cette mobilisation est indé-
pendante de la présence de la moelle osseuse puisqu’elle est effective avant que
cet organe ne se différencie. Un résultat intéressant est 1’absence de cette mobili-
sation au cours du processus de bourgeonnement résultant d’un traitement de la
membrane chorioiallantoidienne par le VEGF.

Ainsi, chez I’embryon, les cellules endothéliales circulantes sont mobilisables au
cours de 1’établissement précoce de connections vasculaires pour pallier 1’ischémie
induite par une blessure ou une greffe, mais elles ne sont pas impliquées lors du
processus classique d’angiogenese par bourgeonnement vasculaire (Pardanaud L. &
Eichmann A., 2006).

I-2. Relation systéme vasculaire - systéme nerveux

Les systémes vasculaire et nerveux sont des systémes complexes, ramifiés et
anatomiquement similaires. Le guidage des vaisseaux et des nerfs doit étre minu-
tieusement régulé afin d’assurer le fonctionnement approprié des deux réseaux.
Plusieurs régulateurs du guidage axonal ont été identifiés et certains s’expriment
également dans les vaisseaux sanguins. Nous avons montré qu’un des récepteurs
au facteur de guidage axonal nétrine-1, UNC5B, s’exprime dans les cellules spécia-
lisées situées a ’extrémité des capillaires, « les tip cells », qui sont morphologique-
ment similaires aux cones de croissance des axones. La perte de fonction d’Unc5h
chez I’embryon de souris ou du poisson zebre provoque I’extension accrue de
filopodes des cones de croissance endothéliaux et un branchement excessif du
réseau vasculaire. Le traitement de cellules endothéliales avec le ligand nétrine-1
provoque la rétraction des filopodes, et cet effet est perdu dans les mutants Unc5b.
UNCSB fonctionne donc comme un récepteur de guidage répulsif contrdlant la
morphogenese du systéme vasculaire (Suchting et al. 2006, Eichmann & Klagsbrun,
2005, Eichmann et al. 2005 a, b).

De méme fagon que les molécules de guidage axonal régulent le développement
capillaire, des facteurs de croissance régulant le développement des vaisseaux sanguins
sont impliqués dans le développement neural. Nous avons montré que le VEGF-C,
connu pour son role dans la migration, la prolifération et la survie des cellules
endothéliales lymphatiques, joue également un rdle crucial pour la prolifération de
certains précurseurs neuronaux qui expriment son récepteur VEGFR-3. L’inactiva-
tion génique du VEGF-C par knock-down chez I’embryon de Xénope provoque
une diminution significative de la prolifération des précurseurs ventriculaires du
cerveau antérieur exprimant le VEGFR-3, sans affecter le développement du réseau
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vasculaire intracérébral. L’inactivation génique du VEGF-C par knock-out chez
I’embryon de souris induit une diminution significative de la prolifération des pré-
curseurs oligodendrocytaires du nerf optique et des progéniteurs ventriculaires du
bulbe olfactif. Ces deux populations de progéniteurs neuraux sont caractérisées par
I’expression du VEGFR-3 (LeBras et al., 2006).

II — HYPOXIE, ANGIOGENESE : PROTEINES MATRICIELLES
EN PATHOLOGIE CARDIO-VASCULAIRE ET TUMORALE
Equipe: S. GERMAIN, C. MoNNOT, L. MULLER, A. BARRET,

C. ARDIDIE-ROBOUANT, J. PHILIPPE, E. ETIENNE, E. GoMEZ, A. CAZES,

A. GarLaup, N. BreécHot, J. VERINE, C. CHOMEL, M. BIGNON, S. WAGNER

Moduler 1’angiogenése, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de
vaisseaux préexistants est une approche thérapeutique prometteuse dans de nom-
breuses situations pathophysiologiques, notamment dans les cancers et les ischémies
cardio-vasculaires. L hypoxie est un stimulus majeur de I’angiogenese et 1’objectif
de ce projet est la recherche de nouveaux mécanismes moléculaires impliqués dans
I’hypoxie cellulaire ou tissulaire ainsi que dans 1’angiogénése réactionnelle. Cette
étude a été initiée par criblage différentiel des ARNm de cellules endothéliales
soumises a un stress hypoxique par rapport aux mémes cellules cultivées en condi-
tion témoin (normoxie). Trois cent cinquante génes dont 1’expression est induite
par ’hypoxie ont déja été identifiés.

L’ensemble des résultats du criblage différentiel effectué sur cellules endothéliales
soumises a I’hypoxie a été confirmé par des techniques complémentaires telles que
I’hybridation de puces cDNA, sur lesquelles ont ét€¢ immobilisés les cDNAs issus
du criblage. L’analyse statistique des puces nous a permis de vérifier de facon globale
I’induction par I’hypoxie d’une majorité de génes issus du criblage et d’identifier
des génes dont les roles dans les mécanismes de régulation de 1’angiogenese par
I’hypoxie ne sont pas caractérisés : IGF-Binding Protein 3 (IGFBP-3), la neuritine et
la Thioredoxin-interacting protein. L hybridation in situ nous permet de caractériser
I’expression de ces genes et d’identifier de nouveaux marqueurs tumoraux ou d’un
type cellulaire dans différents cancers, corroborant notre hypothése initiale de travail.

Avant de poursuivre I’analyse de la fonction de certains genes, les critéres de
choix suivants ont été appliqués : 1) Constituent-ils des marqueurs de pathologies
(ischémie des membres inférieurs ou cancer) ? 2) Sont-ils des cibles thérapeutiques
potentielles (protéines sécrétées ou récepteurs) ? 3) Comment sont-ils susceptibles
de moduler la réponse angiogénique ? L’ensemble de nos efforts se concentrent sur
I’ Angiopoietin-like 4 (ANGPTL4) et la thrombospondine-1 (TSP1). L’ANGPTL4
appartient a la famille des angiopoiétines, protéines impliquées dans la maturation
et la stabilisation des vaisseaux ainsi que dans le développement du systeme lym-
phatique. Nous avons montré que 1’expression de ce géne est induit par I’hypoxie
dans les cellules endothéliales. En pathologie cardio-vasculaire, ANGPTL4 est
exprimé dans les régions ischémiques chez les patients atteints d’ischémie critique
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des membres inférieurs ainsi que dans le cceur ayant subi une ischémie. L’ARNm
d’ANGPTLA4 est aussi exprimé spécifiquement dans les cellules tumorales des can-
cers conventionnels du rein (ou a cellules claires) pour lesquels ce géne constitue
un marqueur diagnostique.

L’expression d’ANGPTL4 étant induite par I’hypoxie dans les cellules endothé-
liales, nous avons émis I’hypothése qu’ANGPTL4 pourrait exercer un rdle modula-
teur de I’angiogenese sur les cellules de la paroi vasculaire. Nous avons alors montré
qu’ANGPTLA4 est une protéine sécrétée dans les cultures primaires d’HUVEC sou-
mises a I’hypoxie, présente sous deux formes distinctes : 1) ANGPTL4 soluble,
présente dans le milieu de culture et soumise a une protéolyse extracellulaire (forme
longue de 55kDa et protéolysée de 35 kDa) ; 2) ANGPTL4 matricielle, associée a
la matrice extracellulaire subendothéliale et non protéolysée (50 kDa). Cette forme
matricielle interagit trés fortement avec la matrice extracellulaire, en particulier par
I’intermédiaire des héparanes sulfates protéoglycans. Nous avons alors envisagé que
cette interaction matricielle d’ANGPTL4 participe, a la constitution d’un réservoir
de molécules bioactives, au cours de processus hypoxiques, modifiant la fonction des
cellules endothéliales. Des tests fonctionnels in vitro ont été réalisés avec un sys-
teme de matrices conditionnées de cellules HEK exprimant de fagon stable ANGPTLA,
mettant & profit la forte concentration de la protéine dans la matrice extracellulaire.
Nos résultats montrent que la présence d’ ANGPTL4 matricielle inhibe la migration
et I’adhésion des cellules endothéliales, par rapport a une matrice contrdle. Ce
processus s’accompagne d’un étalement intermédiaire des HUVEC, associé a une
diminution des fibres de stress et des points focaux d’adhésion.

ANGPTLA4 étant induit par I’hypoxie et interagissant avec la matrice extracellu-
laire, nous avons émis I’hypothése que cette protéine pouvait modifier le micro-
environnement tumoral et ainsi affecter les cellules tumorales mais aussi les cellules
endothéliales intratumorales. La technique d’électrotransfert d’ADN a été utilisée
pour exprimer ANGPTL4 in vivo chez la souris. Nous montrons que les cellules
de carcinome pulmonaire 3LL xénogreffées sous la peau de souris nude métastasent
moins dans les poumons des souris électrotransférées avec ANGPTL4 que chez les
souris contrdle. Un phénotype moins aggressif de la tumeur primaire est observé,
suggérant qu’ ANGPTLA4 affecte les propriétés d’intravasation des cellules tumorales.
De plus, les cellules de mélanome murin B16 transfectées par ANGPTL4 métasta-
sent moins dans les poumons des souris, apres injection dans le sinus rétro-orbital.
Celles-ci forment des nodules qui restent intravasculaires au niveau pulmonaire,
montrant qu’ ANGPTL4 inhibe aussi le processus d’extravasation. L’inhibition de la
permabilité vasculaire a été confirmée par un test de Miles en réponse a 1’histamine.

In vitro, I’expression d’ANGPTL4 par les cellules B16 inhibe leurs propriétés
de migration, d’invasion et d’adhésion. Ces phénomenes s’accompagnent d’une
désorganisation du cytosquelette d’actine des cellules exprimant ANGPTL4. La
formation de points focaux d’adhésion est aussi fortement réduite. Ces résultats
montrent qu’ANGPTL4 inhibe les processus métastatiques en affectant la perméabi-
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lité vasculaire et les propriétés de motilité et d’invasion des cellules tumorales.
L’ensemble de ces résultats font I’objet d’un article soumis a publication.

Dans le cadre d’un réseau INSERM dédié a I’étude des cellules souches, nous
étudions le transcriptome et le protéome ainsi que les propriétées angiogeniques de
progéniteurs endothéliaux circulants adultes. Le role éventuel des protéines de la
famille des ANGPTLs a moduler ’amplification de ces cellules est aussi étudiée,
comme cela a ét€ montré pour les cellules hématopoietiques.

En plus des variations d’expression de génes associés aux processus hypoxiques,
il existe des protéines subissant des variations d’expression et/ou des modifications post-
traductionnelles. Il apparait également important d’analyser des « sous-protéomes »
et notamment 1’action concertée de différentes protéines matricielles constituant le
micro-environnement de la paroi vasculaire. Nous menons une analyse de 1’expres-
sion de protéines associées a la MEC orientée vers les protéines matricellulaires
candidates déja connues, dont certains membres de la famille des CCN exprimés
par les cellules endothéliales, Cyr61, Nov et CTGF, osteonectine (SPARC) et
IGFBP3. Le profil d’expression de Cyr61, Nov et ANGPTL4 a été établi au labora-
toire dans le milieu de sécretion et la MEC de cultures primaires d’HUVEC. D’autre
part nous menons un projet d’identification de protéines modulées par I’hypoxie
dans la MEC subendothéliale. Dans les deux cas, nous nous intéressons a la modula-
tion de 1’expression et de la biodisponibilité des formes matricielles et solubles de
ces protéines.

Paralleélement a la caractérisation de protéines matricellulaires candidates, nous
menons un projet d’identification des protéines sécrétées et associées a la MEC,
induites par I’hypoxie au niveau de I’endothélium et affectant les réponses vasculaires.
Ce projet est basé sur une approche protéomique différentielle sans a priori, par
technique de séparation des protéines en électrophorese bidimensionnelle. Notre
étude étant orientée vers I’analyse des facteurs bioactifs et non structuraux de la
MEC. Nous analysons également les milieux de sécrétion, dans la mesure ou une
partie des protéines matricellulaires sont aussi solubles dans le milieu de culture.
La validation de cette approche nous a été fournie par la détection d’ANGPTL4
dans nos échantillons. Les analyses en électrophorese bidimensionnelle nous ont
permis de détecter plusieurs centaines de spots de protéines dans nos échantillons
de MEC, parmi lesquels 6 spots sont fortement induits par 1’hypoxie et dont I’identi-
fication en est en cours par spectrométrie de masse.
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III — SYSTEME RENINE, ANGIOGENESE

ET PATHOLOGIE CARDIO-VASCULAIRE

Equipe: P. CorvoL, G. NGUYEN, C. HUBERT, J.-M. Gasc, N. LAMANDE,
H. KeEmpF, A. MiCHAUD, M.-T. MORIN, I. QUEGUINER, M. CLEMESSY,

A. CoNTREPAS, G. SIHN, E. LARGER, G. LEDOUX, F. VINCENT, A. CAILLARD,
N. Prarzovic, L. L1

III-1. Systéme Rénine-Angiotensine

Les travaux de cette équipe se sont poursuivis dans plusieurs directions :

a) Role anti-angiogénique de I’angiotensinogéne

L’angiotensinogene est le substrat de la rénine. Il s’agit d’une protéine de 65 kDa
qui comporte a son extrémité N-terminale la séquence du décapeptide angiotensine 1.
L’angiotensine I est clivée par la rénine humaine au niveau de la liaison Leu'*-Val'!
ensuite convertie en angiotensine II par I’enzyme de conversion de 1’angiotensine
(ACE). Jusqu’a présent, il n’existait aucune autre fonction connue a 1’angiotensino-
gene que celle de servir de précurseur de 1’angiotensine I. Nous avons montré que
I’angiotensinogene fait partie de la super-famille des serpines sur trois arguments :
similitude de séquence protéique, organisation du gene proche de celle des autres
serpines et structure tri-dimensionnelle de 1’angiotensinogene voisine de celle
d’autres serpines (J. Célérier et al., J. Biol. Chem. 2000).

Plusieurs serpines exercent un effet anti-angiogénique : 1’antithrombine III le
pigment epithelial derived factor (PEDF), la maspine, la kallistatine. Il semble que
le PEDF contrdle le développement de la vascularisation rétinienne grace a cet effet
anti-angiogénique car le blocage du PEDF s’accompagne d’une vascularisation accrue
de la rétine. Du fait de ’appartenance de 1’angiotensinogene a la famille des ser-
pines, nous avons émis 1’hypothése que I’angiotensinogéne pouvait exercer un effet
anti-angiogénique. Dans un premier travail, réalisé in vitro et in ovo, nous avons
montré que I’angiotensinogeéne inhibait la croissance des cellules endothéliales et
leur migration, et qu’il exercait un net effet anti-angiogénique dans le modele de
la membrane chorioallantoidienne de poulet (J. Célérier et al., Hypertension 2002).
Nous avons cherché a savoir : 1) si 1’angiotensinogéne pouvait contréler le dévelop-
pement et 1’architecture des vaisseaux, 2) si I’administration d’angiotensinogéne pou-
vait ralentir la tumorigeneése par un effet anti-angiogénique dans différents modeles
expérimentaux.

L’effet potentiel de I’angiotensinogéne dans le remodelage vasculaire in vivo a
été étudié chez des souris transgéniques surexprimant 1’angiotensinogéne humain.
L’épaisseur de la paroi vasculaire (tunica media) a été mesurée grice a un anticorps
anti-a-actine. La paroi des artérioles rénales des souris méles surexprimant 1’angio-
tensinogene humain était réduit de 22 % par rapport a celle des souris controles.
Le calibre des autres arteres n’était pas affecté. Ce résultat est & mettre en parallele
avec I’expression marquée de I’angiotensinogéne humain dans les artéres rénales
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des souris transgéniques et nulle ou treés réduite dans les autres organes. L’angio-
tensinogéne humain n’étant pas clivé par la rénine de la souris, la réduction de
I’épaisseur de la paroi vasculaire est le fait de 1’angiotensinogene lui-méme et non
de I’angiotensine II. Cette réduction n’est pas due a une hypotrophie ou a une hypo-
plasie. Cette observation montre pour la premiere fois qu’une expression importante
d’angiotensinogéne peut inhiber la croissance des artéres rénales in vivo (Brand M.
et al., Hypertension 2006).

L’effet anti-angiogénique de I’angiotensinogene a été étudié en construisant un
adénovirus recombinant ou le géne de 1’angiotensinogene (AGT) est sous le contrdle
du promoteur du cytomégalovirus (AdAGT). In vitro, AAAGT inhibe sélectivement
la prolifération des cellules endothéliales. In vivo, I'injection de AdAGT chez des
souris nudes, chez qui le carcinome mammaire humain MDA-M13-231 avait été
greffé, inhibe de 70 % la progression tumorale en comparaison avec les contrdles.
Chez 21 % des souris, on observe une régression totale. On note une suppression
de la vascularisation intra-tumorale et une nécrose marquée. Dans un autre modele
(mélanome B16F10 chez la souris), I'infestation préalable des cellules B16F10 in
vitro par AJAGT bloque la tumorigénicité qui se développe ultérieurement in vivo.
Enfin, les souris surexprimant I’angiotensinogéne humain ne développent que peu
de métastases pulmonaires par rapport aux contrdles lorsqu’elles recoivent par voie
iv les cellules B16F10. L’ensemble de ces résultats, utilisant plusieurs modeles
de tumorigenese, démontrent que I’angiotensinogeéne est un puissant facteur anti-
angiogénique, indépendamment de la production d’angiotensine II (C. Bouquet et
al., Mol. Ther. 2006). L’administration intra-tumorale d’angiotensinogene par trans-
fert génique offre une stratégie inédite et prometteuse pour inhiber la croissance
tumorale et prévenir les métastases.

b) Réle de I'activité dipeptidasique de I’enzyme de conversion
de I’angiotensine (ACE) dans la fertilité

Outre ses effets bien connus sur le controle de I’hémodynamique cardio-vasculaire,
I’ACE exerce un contrdle sur la fertilit¢ de la souris male. Cet effet inattendu a
été découvert par I’inactivation du geéne de I’ACE (Krege J.H. et al., Nature 1995) :
les males dont le géne de I’ACE est inactivé sont infertiles. L’ACE testiculaire,
présent dans les spermatides apres réduction méiotique, ne comporte qu’un site
catalytique correspondant au domaine C-terminal de I’ACE somatique. Afin de
savoir si I’ACE testiculaire exercait cet effet sur la fertilité via son activité dipepti-
dasique, nous avons remplacé le gene de I’ACE chez la souris par un gene ou la
seule modification apportée était I’inactivation du site catalytique C-terminal par
mutagenese dirigée (knock-in). Les animaux ainsi générés n’ont pas de phénotype
cardio-vasculaire apparent. Le domaine N-terminal, resté actif, est capable de sup-
pléer le domaine C-terminal inactivé. L’expression de I’ ACE testiculaire est normale
mais son activité catalytique est nulle. Toutefois, les animaux sont stériles, montrant
que ’effet de ’ACE sur la fertilit¢ chez la souris male est médié par 1’activité
dipeptidasique de I’ACE testiculaire (Fuchs S. et al., Nature Med. 2005). Ce travail
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ne confirme pas les travaux récents de Kondoh er al. qui suggéraient que 1’effet
de ’ACE sur la fertilité était lié a une solubilisation de certaines protéines liées a
la membrane par une ancre GPI. Ces résultats ouvrent la voie a une recherche
d’inhibiteurs sélectifs du domaine C-terminal de I’ACE qui pourraient inhiber la
fertilit¢ masculine.

III-2. Angiogenese et diabete

Les conséquences déléteres du diabete sur la vascularisation cardiaque sont connues
mais leurs mécanismes d’action ne sont toujours pas €lucidées. Un diabete maternel
mal contr6lé, qu’il soit gravidique ou déclaré avant la grossesse, a de graves consé-
quences sur le feetus. Afin d’étudier les conséquences d’une hyperglycémie modeste
sur le développement vasculaire, nous avons utilisé le modele de 1’embryon de
poulet. Le doublement de la glycémie au cours de 1’embryogenese chez le poulet
s’accompagne dans les jours qui suivent son induction d’une anomalie du dévelop-
pement des vaisseaux de la membrane chorioallantoidienne : apoptose marquée
des cellules endothéliales et des péricytes, sans apparemment de modification de
I’expression des facteurs de croissance vasculaire (Larger E. et al., Diabetes, 2004).

Nous utilisons le méme modele pour 1’étude de la formation des vaisseaux coro-
naires, de la microvascularisation myocardique et de 1’expression des facteurs de
croissance vasculaire et de leurs récepteurs au niveau cardiaque. Les premiers
résultats obtenus montrent : 1) a 5 et 7 jours d’hyperglycémie, une nette réduction
de la croissance pondérale de 1’embryon, 2) une augmentation du rapport poids
cceur/poids total, 3) une augmentation sélective de I’épaisseur de la paroi ventricu-
laire gauche, 4) une coronarographie par fluorescéine a 7 j. montre un défaut de
vascularisation qui semble toucher les vaisseaux coronariens de petit calibre, 5) une
nette diminution de la microvascularisation myocardique, significative dés le 4° jour
d’hyperglycémie.

L’étude porte actuellement sur les mécanismes cellulaires et moléculaires
impliqués dans ces anomalies, avec une attention particuliere sur les voies dépen-
dantes de I’hypoxie (HIF-la et HIF-2a), les facteurs de croissance vasculaire
(VEGEF, angiopoietines) et leurs récepteurs (Caillard A., résultats non publiés).
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