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Sommaire

L'angiogenèse consiste en la formation de nouveaux vaisseaux

sanguins à partir de vaisseaux préexistants. L'angiogenèse est un

processus physiologique essentiel pour la réparation tissulaire, le

développement embryonnaire et les fonctions reproductrices.

Toutefois, une néo-vascularisation non-contrôlée peut être à l'origine

de diverses pathologies telles que la progression tumorale, l'arthrite

rhumatoïde, les rétinopathies et le psoriasis. Le "vascular endothelial

growth factor" (VEGF) est un facteur mitogénique et chimiotactique

capable d'induire l'angiogenèse in vivo. Le VEGF peut exercer ses

effets en se liant à ses deux récepteurs tyrosines kinases, Flk-1 et Fit-1

qui sont présents au niveau des cellules endothéliales.

0
Des études antérieures effechiées dans notre laboratoire ont démontré

que, in vitro, la prolifération et la migration des cellules endothéliales

ainsi que la synthèse du facteur d'activation plaquettaire (PAF) induites

par le VEGF s'effechiaient via l'activation du récepteur Flk-1. La

présente étude avait comme objectif de vérifier si l'utilisation

d'oligonucléotides antisens (AS) dirigés contre l'ARNm des récepteurs

Flk-1 ou Fit-1 pourrait inhiber l'angiogenèse induite par le VEGF in

vivo.

u

Des mini-pompes osmotiques contenant du PBS, du VEGF (l, 2.5, 5

^g/200 (^1) ou du VEGF (2.5 |^g/100 ^1) combiné à l'AS-Flk-1 (200

^tg/100 ^il), l'AS-Flt-1 (200 ^ig/100 ^1) ou l'AS-dégénéré

("scrambled") (200 pg/100 pl) ont été insérées sous la peau des souris

en position dorso-latérale. Ces mini-pompes étaient reliées à un

cathéter dont l'autre extrémité était insérée dans le testicule des souris

et pennettait ainsi la libération de la substance à cet endroit. Des photos

de différentes régions du testicule ont été prises avant et après

traitement (0, 14 et 17 jours) à l'aide d'une caméra digitale. Différents
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paramètres ont été déterminés tels que le nombre de nouveaux

vaisseaux sanguins, le diamètre et la longueur de ces vaisseaux.

L'infusion de VEGF à des concentrations de l, 2.5 et 5 f^g sur une

période de 14 jours a augmenté le nombre de nouveaux vaisseaux

sanguins de 236, 246 et 287% respectivement par rapport au groupe

témoin (non traité). Ces nouveaux vaisseaux fonnés sont des

capillaires. L'ajout d'AS dirigés contre l'ARNm des récepteurs Flk-1

ou Fit-1 a réduit la formation de nouveaux vaisseaux sanguins de 87 et

85% respectivement. L'ajout d'un AS-dégénéré n'a pas inhibé la

formation de nouveaux vaisseaux sanguins induite par le VEGF. De

plus, un traitement avec du VEGF (2.5 ^ig) pour 14 jours a induit la

dilatation de vaisseaux sanguins préexistants ayant un diamètre de 20 à

100 [im. Cet effet a également été inhibé suite à l'ajout d'AS-Flk-1 ou

d'AS-Flt-1.

Des études immunohistochimiques pour détecter l'expression des

récepteurs Flk-1 et Fit-1 ont confirmé que leurs protéines respectives

avaient été inhibées par les AS dirigés contre l'ARNm de ces

récepteurs.

u

En conclusion, les résultats obtenus lors de cette étude démontrent que

les AS dirigés contre l'ARNm des récepteurs Flk-1 ou Flt-1 peuvent

inhiber l'angiogenèse induite par le VEGF in vivo. Ceci suggère que les

deux récepteurs, Flk-1 et Fit-1, sont nécessaires pour induire

l'angiogenèse médiée par le VEGF in vivo. De plus, ces résultats

suggèrent que la thérapie génique inhibant l'expression des récepteurs

du VEGF pourrait être une approche thérapeutique dans la prévention

des pathologies associées à l'angiogenèse.

Mots clés: Angiogenèse, VEGF, Flk-1, Fit-1, oligonucléotides antisens
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l Introduction

Le domaine de recherche en angiogenèse a débuté il y a plus de 30 ans

avec l'hypothèse que la progression tumorale était dépendante de

l'angiogenèse [1]. A partir de ce moment, des modèles in vitro et in vivo

pour étudier l'angiogenèse ont commencé à être développés et les premiers

facteurs angiogéniques ont été purifiés au début des années 80 [2]. C'est au

milieu des années 80 que les premiers inhibiteurs de l'angiogenèse ont

commencé à être découverts [3].

0

La séquence d'événements menant à la formation de nouveaux vaisseaux

sanguins, les molécules impliquées dans l'angiogenèse et leurs récepteurs

ainsi que la contribution de l'angiogenèse dans diverses conditions ont fait

l'objet de plusieurs études dans les 30 dernières années. On sait maintenant

que le "vascular endothelial growth factor" (VEGF) est l'un des facteurs de

croissance les plus important au cours de ce processus et que l'angiogenèse

est impliquée dans la progression tumorale ainsi que dans diverses autres

conditions pathologiques. Folkman a ainsi proposé que l'iiiliibitioh de ce

processus pourrait être une cible intéressante dans le traitement des

pathologies qui y sont associées [1].

u

La thérapie génique est une technique récente qui peut être utilisée pour

empêcher l'expression de protéines en inhibant la traduction de leur

ARNm. Dans notre laboratoire, nous utilisons des oligonucléotides antisens

(AS) dirigés contre l'ARNm des récepteurs du VEGF, Flk-1 ("fetal liver

tyrosine kinase") et Fit-1 ("fms-like tyrosine kinase"). Récemment, nous

avons démontré à l'aide de ces AS que, in vitro, la migration et la

proliferation des cellules endothéliales ainsi que la synthèse du facteur

d'activation plaquettaire (PAF) induites par le VEGF sont médiées par

1'activation du récepteur Flk-1 et que le récepteur Fit-1 ne contribue pas à

ces activités [4].
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Ce mémoire résume les travaux effectués au cours de ma maîtrise et qui

avaient pour but de déterminer si l'utilisation d'AS ciblant l'ARNm des

récepteurs du VEGF, Flk-1 et Fit-1, pourrait inhiber l'angiogenèse induite
par le VEGF dans un modèle in vivo au niveau du testicule de souris. Par le

fait même, cette étude visait à déterminer la contribution de ces récepteurs
dans l'induction de l'angiogenèse par le VEGF in vivo.

1.1 Angiogenèse

0

Au cours de l'embryo genèse, les vaisseaux sanguins sont formés à partir de

cellules angioblastes qui constituent les cellules précurseurs des cellules

endothéliales, ce phénomène est appelé vasculogenèse [5]. En effet, dans

l'embryon, les vaisseaux sanguins se forment à partir du mésoderme par la

differentiation des angioblastes qui s'assemblent pour former des vaisseaux
sanguins primitifs [6]. Les facteurs de croissance des fibroblastes (FGFs)

sont essentiels dans la vasculogenèse puisqu'ils permettent d'induire le

mésoderme à former des angioblastes et des cellules hématopoïétiques [6].

Au cours de ce processus, le VEGF et ses récepteurs Flk-1 et Fit-1 sont

également essentiels puisque le récepteur Flk-1 est nécessaire pour la

formation des cellules hématopoïétiques et des angioblastes alors que le

récepteur Fit-1 pennet l'assemblage des cellules angioblastes en vaisseaux

sanguins fonctionnels [6].

u

Par la suite, les nouveaux vaisseaux sanguins se fonnent par un processus

appelé angiogenèse et qui se définit comme étant la formation de nouveaux

capillaires sanguins à partir de vaisseaux préexistants [7]. L'angiogenèse

est un processus essentiel lors du développement et qui est également

essentiel après la naissance pour le maintien de l'intégrité fonctionnelle et

structurale de l'organisme [8, 9]. En effet, elle se produit au cours du

développement embryonnaire, de la réparation tissulaire lors de blessures,
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dans l'inflammation, lors de l'ischémie cardiaque et périphérique ainsi que

dans les organes reproducteurs femelles pour les fonctions reproductrices

telles que la régénération de l'utéms ainsi que la formation du corps jaune

et du placenta [10, 11]. Dans ces conditions, l'angiogenèse est hautement

régulée, c'est-à-dire que le processus est activé pour de brèves périodes

puis complètement inhibé [11]. C'est la balance entre des molécules pro-

angiogéniques et anti-angiogéniques qui régulent la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins [5].

0

Un autre processus appelé artériogenèse se produit également après la

naissance et consiste en la prolifération rapide d'artères collatérales

préexistantes de la circulation coronaire et périphérique [12]. Au cours de

ce processus, des artérioles collatérales préexistantes se développent en

artères collatérales de diamètre supérieur par la prolifération des cellules

endothéliales et des cellules musculaires lisses [12]. Plusieurs molécules

telles que le "basic fibroblast growth factor" (bFGF), le "placenta growth

factor" (P1GF), le "platelet-derived growth factor" (PDGF), les "matrix

metalloprotéases" (MMPs) et le "transforming growth factor-(3" (TGF-R)

participent à ce processus [12]. Ce dernier est stimulé par une

augmentation du stress mécanique au niveau des artères préexistantes [12].

1.1.1 Etapes impliquées dans le processus de l'angiogenèse

0

L'angiogenèse est un processus qui s'effectue en plusieurs étapes. Tout

d'abord, des signaux pro-angiogéniques tels que l'hypoxie, l'inflammation

ou la présence d'une tumeur favorisent une augmentation de l'expression

des facteurs de croissance qui activent les cellules endothéliales (Figure l,

étape l) [13, 14]. Une fois activées, les cellules endothéliales sécrètent des

protéases telles que l'activateur du plasminogène et des MMPs qui causent

la dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire

(MEC) (Figure l, étape 2) [15]. En effet, pour initier la formation de
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nouveaux capillaires sanguins, les cellules endothéliales des vaisseaux

préexistants doivent dégrader la membrane basale et envahir le stroma du

tissu adjacent [14]. Ce processus d'invasion et de migration des cellules

endothéliales recquière l'activité des activateurs du plasminogène et des

MMPs [14]. Par exemple, l'uPA ("urokinase plasminogen activator") et la

tPA ("tissu plasminogen activator") convertissent le plasminogène en

plasmine qui, elle, dégrade plusieurs composantes de la MEC telles que la

fibrine, la fibronectine, la laminine et la partie protéique des protéoglycans

[14]. La plasmine active également plusieurs MMPs telles que la MMP-1,

la MMP-3 et la MMP-9 [14]. L'expression des MMPs et de l'uPA est

également augmentée par les facteurs de croissance angiogéniques [14].

Donc, au cours de l'angiogenèse, il y a augmentation de l'expression des

M^4Ps et de protéases. De plus, il y a augmentation de l'expression

d'inhibiteurs de protéases tels que le "plasminogen activator inhibitor-1"

(PAI-1) [14]. Ceci suggère qu'il s'établit un équilibre entre les activités

protéolytiques et anti-protéolytiques qui permettent une dégradation

localisée de la MEC lors de la migration tout en évitant une destruction

excessive de la matrice [14}.

0

Le processus angiogénique favorise aussi une augmentation de facteurs de

croissance comme le VEGF qui cause une augmentation de la perméabilité

des vaisseaux sanguins [16]. Ceci mène à l'extravasation du plasma et de

protéines plasmatiques comme le fibrinogène [16]. Ce dernier forme un gel

de fibrine servant de matrice qui favorise la migration des cellules

endothéliales et des fibroblastes (Figure l, étape 3) [16]. De plus, le VEGF

active ses récepteurs au niveau des cellules endothéliales ce qui induit la

migration et la prolifération des cellules endothéliales (Figure l, étape 4)

[16]. En effet, suite à la dégradation de la MEC, des cellules endothéliales

commencent à migrer à travers la matrice dégradée [13]. Ceci est suivi de

l'adhésion et de la prolifération des cellules endothéliales [13]. De plus,

d'autres molécules telles que le bFGF, le "acidic fibroblast growth factor"
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(aFGF), le TGF-a, le "tumor necrosis factor-a" (TNF-a), et le PDGF ont

une action pro-angiogénique et sont sécrétées au site de formation des

nouveaux vaisseaux sanguins [13]. Pour la formation de vaisseaux

sanguins plus gros que les capillaires, des cellules musculaires lisses

doivent également migrer et adhérer à la nouvelle matrice du vaisseau

nouvellement formé [13].

0

Finalement, des composantes de la membrane basale telles que la

tenascine, le collagène de type IV et la laminine sont produites par les

cellules endothéliales en prolifération résultant en la formation de

nouveaux vaisseaux sanguins (Figure l, étape 5). La fonnation de tubes

capillaires implique un contact cellules-cellules et des interactions cellules-

MEC. Ceci est médié par les intégrines, les cadhérines (VE-cadherin), les

sélectines (E-selectin) et les les immunoglobulines (ICAM-1 et VCAM-1).

0 0
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Figure 1: Etapes impliquées dans le processus angiogénique
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1.2 Nomenclature du gène du VEGF, de ses analogues

et de ses récepteurs

Jusqu'en 1983, aucune molécule angiogénique n'avait encore été purifiée
alors qu'aujourd'hui de nombreuses molécules stimulant l'angiogenèse ont

été complètement séquencées [11]. Le VEGF a été l'un des premiers
inducteurs de l'angiogenèse à être découvert [2]. C'est un régulateur clé de

l'angiogenèse dû à sa capacité de stimuler la prolifération et la

differentiation des cellules endothéliales [7].

0

D'autres facteurs de croissance appartenant à la famille du VEGF ont été
identifies, soit le P1GF, le VEGF.B, le VEGF-C, le VEGF-D et le VEGF-E.

Ces facteurs de croissance sont codés par différents gènes localisés sur

différents chromosomes [17, 18]. Le VEGF ainsi que d'autres membres de

sa famille agissent en se liant à des récepteurs tyrosines kinases (RTK), soit
Fit-1 (VEGFR-1), Flk-1 (VEGFR-2) et Flt-4 (VEGFR-3) qui sont exprimés

presqu'exclusivement sur les cellules endothéliales [19]. La neuropilin-1

(NP-1) est une protéine transmembranaire qui a récemment été décrite

comme étant un co-récepteur du récepteur Flk-1 [19]. Le VEGF se lie aux
récepteurs Flk-1, Flt-1 ainsi qu'à la NP-1, le VEGF-B lie le récepteur Flt-1
ainsi que la NP-1, le VEGF-C et le VEGF-D lient les récepteurs Flk-1 et
Flt-4, le VEGF-E lie le récepteur Fit-1 et la NP-1 alors que le P1GF lie le
récepteur Fit-1 et la NP-1 (voir la figure 2).

0
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Figure 2: Les différents membres de la famille du VEGF et

leurs récepteurs

1.2.1 VEGF

u

Le VEGF (aussi appelé VEGF-A), un mitogène spécifique pour les cellules

endothéliales, est normalement produit lors de l'embryogenèse et après la

naissance. Il est produit par divers types de cellules telles que les

fibroblastes [20], les cellules musculaires lisses vasculaires [21, 22], les
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cellules endothéliales [23], les cellules épithéliales [20, 24], les cellules

polymorphonucléaires [25] et les macrophages [26]. Le VEGF est un

médiateur important de l'angiogenèse dans une variété de processus

normaux et pathologiques. Ce facteur de croissance possède deux activités

biologiques importantes, soit un effet mitogénique sur les cellules

endothéliales induisant ainsi l'angiogenèse et un effet inflammatoire

amenant une augmentation de la perméabilité vasculaire [27].

0

Le VEGF est sécrété sous la forme d'une glycoprotéine homodimérique de

45 kD. Il existe six isoformes différents de 206, 189, 183, 165, 145 et 121

acides aminés qui sont produits par épissage alternatif d'un gène localisé

sur le chromosome 6p21.3 [19, 28]. Le VEGFi65 est la forme la plus

abondante qui est produite par une variété de cellules normales et

tumorales [29, 30]. Les VEGFizi et VEGFigç sont retrouvés dans diverses

cellules et tissus qui expriment le gène du VEGF [31]. Les VEGF206 et

VEGFi45 sont des formes plus rares. Le VEGFi45 est exprimé au niveau des

cellules dérivées du système reproducteur femelle [32] ainsi que dans

d'autres organes comme la peau et les reins [33-35].

Les différents isoformes du VEGF se distinguent par la présence ou non de

domaines de liaison à l'héparine codés par les exons 6 et 7 [36]. Les

isoformes de 189 et 206 acides aminés ont une forte affinité pour les

héparanes sulfates. Ils sont associés à la surface cellulaire ou à la MEC et

leurs effets sont donc plus localisés que les plus petites fomies solubles

[37]. Le VEGF|65 a une plus faible affinité pour les héparanes sulfates et

est par conséquent partiellement associé à la surface cellulaire ou à la MEC

et partiellement relâché dans le milieu extracellulaire [37]. Quant au

VEGFi2i, il ne lie pas l'héparine et est donc sécrété dans le milieu

extracellulaire [31].

u
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1.2.1.1 Distribution du VEGF

La distribution du VEGF au niveau de l'organisme est très large puisqu'il

est retrouvé dans le myocyte cardiaque, le cerveau, la glande pituitaire, le

foie, le rein, les ovaires et les cellules musculaires lisses [38]. Également,

le VEGF est fortement exprimé au niveau du placenta [39-41], dans de

nombreux tissus foetaux [42, 43] ainsi que dans plusieurs tissus adultes où

il y a formation de nouveaux vaisseaux sanguins dans un contexte

physiologique comme au niveau de l'utérus et dans le corps jaune [44,45].

1.2.1.2 Activités biologiques du VEGF

0
Le VEGF est un facteur de croissance essentiel pour la vasculogenèse et

l'angiogenèse [46]. Des défauts dans la differentiation et la prolifération

cellulaire ainsi que dans la formation des vaisseaux sanguins sont observés

chez des souris déficientes en VEGF [47]. En fait, les embryons de ces

souris ne survivent pas au-delà du 9e jour de gestation, démontrant ainsi

que le VEGF est essentiel au développement du système vasculaire [46,

48]. Ce facteur de croissance est également essentiel à la survie des cellules

endothéliales en culture et induit ainsi l'expression de protéines anti-

apoptotiques telles que le Bcl-2 et Al dans des cellules endothéliales

humaines [49, 50].

u

Le VEGF est l'une des cytokines les plus angiogéniques; de plus, il est

impliqué dans toutes les étapes du processus angiogénique, soit la

degradation de la MEC par des protéases, la migration et la prolifération

des cellules endothéliales et l'organisation des cellules endothéliales en

structures tubulaires qui formeront des vaisseaux sanguins [51]. De plus, le

VEGF augmente la perméabilité des veines et des capillaires favorisant

ainsi l'exsudation de protéines comme le fibrinogène qui pennet la
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formation d'un gel de fibrine nécessaire à la migration et à l'organisation

des cellules endothéliales [52].

Egalement, il a été démontré que le VEGF, via l'activation du récepteur

Flk-1, cause une augmentation de l'ARNm de l'"endothelial constitutive

nitric oxide synthase" (ecNOS) et stimule la production de monoxyde

d'azote (N0) qui participe à l'induction de l'angiogenèse et à la régulation

de la fonction endothéliale [53, 54].

1.2.1.3 Regulation de l'expression du VEGF

L'expression du VEGF est induite par divers stimuli micro-

environnementaux, systémiques et oncogéniques comme l'hypoxie et les

facteurs de croissance [55]. L'hypoxie cause une régulation à la hausse du

VEGF in vivo et in vitro [56]. En effet, une augmentation du taux de

transcription [57] ainsi que de l'expression et de la stabilité de l'ARNm du

VEGF est observée in vitro [58] et in vivo [59] en réponse à l'hypoxie.

L'induction de l'expression du VEGF par l'hypoxie est causée par une

augmentation du taux de transcription du gène médié par le "hypoxia-

inducible transcription factor-1" (HIF-1) [60, 61].

u

L'expression du VEGF est également médiée par diverses molécules telles

que différentes cytokines, hormones et facteurs de croissance qui

augmentent l'expression de l'ARNm du VEGF [30]. En effet, divers

facteurs extracellulaires tels que le FGF-4, le PDGF, le TNF-a, le TNF-p,

le TGF-a, le TGF-P, le "keratinocyte growth factor" (KGF), l'"insulin

growth factor-1" (IGF), la PGE2, l'interleukin (IL)-1, l'IL-6 et le NO

causent une régulation à la hausse du VEGF [62]. Toutefois, l'IL-10 et

l'IL-13 inhibent l'expression du VEGF [63].
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De plus, les niveaux de protéines et d'ARNm du VEGF sont surexprimés

dans plusieurs tumeurs animales et humaines [2, 64-69] ainsi que dans des

lignées de cellules himorales [70]. En effet, une augmentation du VEGF est

observée suite à des mutations oncogéniques ou une augmentation de

l'activité Ras [71-73]. Finalement, l'expression du VEGF est augmentée

dans divers types cellulaires lors de l'ischémie du myocarde, dans

l'athérosclérose [74], la rétinopathie ischémique ou diabétique [75],

l'arthrite rhumatoïde, le psoriasis et la réparation tissulaire [76].

1.2.2 VEGF-B

Le VEGF-B comporte deux isoformes de 167 et 186 acides aminés qui

lient les récepteurs Flt-1 et la NP-1 [29, 77-80]. Il est exprimé

particulièrement dans le cœur et le muscle squelettique, mais on le retrouve

également dans les os, le pancréas, la glande surrénale et les cellules

musculaires lisses des gros vaisseaux sanguins [81]. Le VEGF-Biô? lie

l'héparine et demeure attaché à la cellule musculaire lisse ou à la MEC et

n'est donc pas relâché dans le milieu extracellulaire [82]. Le VEGF-Bisô

est quant à lui sécrété dans le milieu extracellulaire [81]. Le VEGF-B

possède une activité mitogénique sur les cellules endothéliales [81].

1.2.3 VEGF-C

u

Le VEGF-C est produit sous forme d'une longue protéine précurseur qui

subit un clivage protéolytique générant ainsi différentes fonnes qui ont des

propriétés de liaison différentes [83]. Le VEGF-C est fortement exprimé

dans les poumons, le placenta, les ovaires, le muscle, l'intestin grêle, les

reins et le cœur chez l'adulte [14].

Alors que le VEGF stimule uniquement la prolifération des cellules

endothéliales des vaisseaux sanguins [84], le VEGF-C induit non
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seulement la prolifération des cellules endothéliales via l'activation du

récepteur Flk-1, mais aussi la prolifération des cellules endothéliales de

l'endothélium lymphatique via l'activation du récepteur Flt-4 [85, 86]. Le

VEGF-C est initialement responsable du développement du système

veineux [14]. Il cause également la migration des cellules endothéliales de

manière comparable au VEGF et pourrait également avoir un rôle dans la

regulation de l'angiogenèse [87]. De plus, le VEGF-C stimule la relâche de

N0 des cellules endothéliales ce qui contribue également au processus

angiogénique [87-90]. Egalement, le VEGF-C augmente la perméabilité

vasculaire. En effet, lorsque le VEGF-C est administré in vivo sous forme

de protéine recombinante ou de plasmide d'ADN, il y a augmentation de la
perméabilité vasculaire et fomiation de nouveaux vaisseaux sanguins dans

un modèle d'ischémie des membres inférieurs chez le lapin [87].

1.2.4 VEGF-D

Le VEGF-D, tout comme le VEGF-C, est produit sous forme d'une longue

protéine précurseur qui subit un clivage protéolytique générant ainsi

différentes formes qui ont des propriétés de liaison différentes [83]. Le
VEGF-D est surtout exprimé au niveau des poumons [91], mais on le

retrouve également dans le coeur, l'intestin grêle, le rein, le foie et la peau

[92]. Il diffère des autres VEGF car c'est le seul facteur angiogénique

régulé par l'oncogène c-fos [93]. Le VEGF-D possède une activité

angiogénique et mitogénique au niveau des cellules endothéliales (Flk-1)

[94, 95]. Il stimule également la croissance des vaisseaux sanguins et

lymphatiques (Flt-4) et stimule la migration et la prolifération des cellules

endothéliales tant in vitro qu'm vivo [96].

u
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1.2.5 VEGF-E

Le VEGF-E est un terme utilisé pour regrouper des protéines ayant une

homologie significative avec le VEGF et qui sont codées par certaines

souches du virus orf, un pathogène pouvant affecter les moutons, les

chèvres et parfois les humains [97, 98]. Ces protéines virales semblent être

aussi efficaces que le VEGFi65 pour stimuler la prolifération des cellules

endothéliales via l'activation du récepteur Flk-1 [98-100].

1.2.6 P1GF

0

Le P1GF est exprimé dans les cellules endothéliales humaines en culture,

dans les tumeurs trophoblastiques et dans le placenta [17, 101, 102]. Il
existe trois isoformes du P1GF, soit le P1GF-1 (131 acides aminés), le

P1GF-2 (152 acides aminés) et le P1GF-3 (183 acides aminés) [17, 102]. Le
P1GF lie uniquement le récepteur Fit-1 [103].

Le P1GF a peu ou pas d'activité mitogénique et n'augmente pas la
perméabilité vasculaire [103]. 11 a toutefois été démontré qu'il pouvait
fonner un hétérodimère avec le VEGF et avoir un faible effet mitogénique

sur les cellules endothéliales [81]. Egalement, Park et coll. ont suggéré que

le P1GF potentialiserait l'action du VEGF à faibles concentrations pour

stimuler la prolifération des cellules endothéliales [103].

u
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1.2.7 Autres molécules impliquées dans l'angiogenèse

Le processus angiogénique est contrôlé par un ensemble d'inducteurs et

d'inhibiteurs de l'angiogenèse qui sont produits par les cellules normales

ou tumorales [7].

0

Molécules pro-angiogéniques:

Plusieurs autres facteurs de croissance incluant les FGFs, le PDGF, le

"hepatocyte growth factor" (HGF), l'angiopoïétine-1 (ang-1) et -2 (ang-2)

ainsi que différentes molécules de surface endothéliale telles que le CD31

(PECAM), CD 144 (VE-cadherin) et les intégrines aypa sont impliquées

dans différentes étapes du processus angiogénique [104]. In vitro, ces

facteurs de croissance et cytokines ont des effets différents sur la migration
et la prolifération des cellules endothéliales, deux éléments essentiels à la

formation de nouveaux capillaires sanguins [105].

FGFs. Les FGFs stimulent la prolifération des cellules endothéliales, des
cellules musculaires lisses, des fibroblastes et de certaines cellules

epithelial es [11]. Les FGFs stimulent également la production de diverses

protéases telles que l'activateur du plasminogène et la collagénase qui ont

comme propriété de dégrader la MEC [13, 106, 107]. Deux molécules

principales font parties de cette famille: le aFGF ou FGF-1 et le bFGF ou

FGF-2 [108]. Les récepteurs des FGFs sont des RTK présents au niveau

des cellules endothéliales et sur les cellules musculaires lisses [109].

u

HGF. Le HGF est un facteur de croissance ayant une structure

hétérodimérique [110, 111]. Il est synthétisé par les cellules endothéliales

et les cellules musculaires lisses [112]. Il est l'un des principaux

médiateurs des interactions entre les cellules mésenchymateuses et les

cellules épithéliales ou endothéliales au cours de l'embryogenèse, la

cicatrisation et l'angiogenèse [113].
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PDGF. Le PDGF est relâché principalement par les plaquettes, mais

également par les macrophages, les cellules endothéliales ainsi que par les

cellules musculaires lisses [114]. Il agit comme agent chimiotactique pour

les neutrophiles et les macrophages [l 14]. 7n vitro, le PDGF agit comme un

facteur mitogénique et chimiotactique au niveau des cellules musculaires

lisses [114]. In vivo, il cause la migration de celles-ci vers l'intima [114].

Il participe à l'angiogenèse en causant la production de cytokines et en

participant à l'organisation des cellules musculaires lisses de la paroi

vasculaire [22, 115].

/

Anziopoïétines. Les angiopoïétines sont des facteurs de croissance

impliqués dans l'assemblage et la maturation des vaisseaux sanguins [l 16].

L'ang-1 lie le récepteur Tie-2 et régule la maturation des vaisseaux

sanguins. L'ang-2 lie le récepteur Tie-1, mais ne traduit pas de signal

[117]. L'ang-2 agit davantage comme un antagoniste de l'ang-1 [116]. Les

angiopoïétines stimulent également la production de facteurs impliqués

dans le recrutement des cellules environnantes telles que les péricytes et les

cellules musculaires lisses [7]. Les angiopoïétines sont donc impliquées

dans les stades avancés du développement vasculaire donc dans le

remodelage vasculaire et la maturation [l 18-120].

TGF-P. Le TGF-p est un homodimère sécrété par les tumeurs ainsi que par

les cellules normales telles que dans le foie, le placenta et au niveau des

plaquettes sanguines [105]. Lorsqu'il est injecté chez la souris, le TGF-P

stimule une augmentation des macrophages, des fibroblastes, de la

production de collagène et la formation de nouveaux capillaires sanguins

[121].

u
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Monoxyde d'azote (N0). Le N0 est un médiateur important de la fonction

endothéliale et un régulateur du tonus vasculaire [122]. Il est produit par la

conversion de la L-arginine en citrulline par l'enzyme NO-synthase (NOS)

dont il existe trois isofonnes, soit la eNOS ("endothelial NOS"), la iNOS

("inducible NOS") et la nNOS ("neuronal NOS") [123]. 11 a été démonù-é

que le N0 agissait comme intermédiaire dans le processus angiogénique

induit par le VEGF [124]. En effet, des études démontrent que le VEGF

cause la relâche de N0 à partir de cellules endothéliales vasculaires de

lapin, de cochon, de porc et d'humain et que l'activation du récepteur du

VEGF Flk-1 in vitro cause une augmentation de l'expression de eNOS et

de iNOS [125]. De plus, in vitro, le N0 cause la prolifération des cellules

endothéliales et in vivo, il induit l'angiogenèse ce qui a été démontré dans

un modèle d'implant coméen [90]. Egalement, l'inhibition de la production

de N0 à l'aide d'inhibiteurs de eNOS atténue de façon significative les

effets angiogéniques et mitogéniques induit par le VEGF [125]. Le N0

produit par la eNOS est également un médiateur important des

changements hémodynamiques des vaisseaux sanguins et de la

pennéabilité vasculaire induits par le VEGF.

u

Molécules anti-angiogéniques:

Thrombosvondine-1 (TSP-1). La TSP-1 est une protéine d'adhérence

cellulaire principalement sécrétée par les plaquettes et qui inhibe

l'angiogenèse in vitro et in vivo [7]. En effet, il a été démontré que la TSP-

l inhibe directement la prolifération de cellules de mélanome [126]. La

TSF-1 est produite de façon constitutive par les cellules normales et

diminue en présence de tumeurs [127]. Son expression dans les cellules est

stimulée par le gène suppresseur de tumeur p5 3 [7]. Une mutation dep53

cause une inhibition de la production de TSF-1 menant à l'activation du

phénotype angiogénique [128]. Donc, une surexpression de TSF-1 cause

une diminution de l'angiogenèse et une inhibition de la croissance tumorale

[129-132].
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Angiostatine. L'angiostatine est un fragment protéolytique du

plasminogène [133]. Il s'agit d'un inhibiteur spécifique de la prolifération

des cellules endothéliales et un inhibiteur de l'angiogenèse ainsi que de la

croissance tumorale [134]. En effet, des études in vivo chez des souris ont

démontré que l'angiostatine pouvait inhiber la croissance de diverses

tumeurs humaines ainsi que la formation de métastases [135].

L'angiostatine s'accumule dans la circulation en présence d'une tumeur en

croissance puis disparaît lorsque l'on retire la tumeur [136].

Endostatine. L'endostatine est un fi-agment de 20 kDa de la région c-

terminale du collagène de type XVIII [137]. Cette protéine peut maintenir

la latence tumorale et peut également provoquer la régression tumorale in

vitro et in vivo [7]. L'endostatine est également un inhibiteur de la

proliferation et de la migration des cellules endothéliales et augmente le

taux d'apoptose de l'ordre de 7 fois dans les tumeurs sans toutefois affecter

le taux de prolifération des cellules tumorales [138, 139]. De plus, cette

molécule anti-angiogénique inhibe la collagénase ce qui prévient le

remodelage de la MEC. Il a récemment été démontré que l'administration

systémique d'endostatine pouvait ralentir la croissance tumorale chez des

souris [138]. L'activité anti-tumorale de l'endostatine est maintenant

évaluée dans des études cliniques de phase l dans une variété de Uimeurs

humaines [140].

u
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Tableau 1: Molécules pro-angiogéniques [326].

0

Molécules pro-angiogéniques
VEGF

Fonctions

Stimule la prolifération et la
migration des cellules endothéliales,
augmente la perméabilité vasculaire

et l'adhésion des leucocytes.
Ang-1 Stabilise les vaisseaux, inhibe la

perméabilité.
PDGF-BB Recrute les cellules musculaires

lisses.

TGF-pl,endogline Stimule la production de la MEC.
FGFs (aFGF et bFGF), HGF,

'monocyte chemoattractant protein-195

Stimule la prolifération et la
migration des cellules endothéliales.

TNF Augmente l'expression de l'ARNm
du VEGF.

Angiogénine Possède une activité Rnase qui est
essentielle à l'angiogenèse.

P1GF Potentialise l'effet du VEGF.
IL-8 Stimule la prolifération et la

migration des cellules endothéliales.
Fibrinogène, facteur von Willebrand,
vitronectine et collagène qui lient les

intégrines avp3, ayp5, aspi

Médie les interactions des cellules
endothéliales avec la MEC locale.

VE-cadherin, PECAM (CD31) Responsable de l'adhésion, de la
formation des jonctions de

communication et de la
transmigration.

Ephrines Régule la spécification artérielle et
veineuse.

Activateurs de plasminogène, MMPs Remodelage de la MEC, relâche et
activation des facteurs de croissance.

NOS, cyclo-oxygenase-2 Induit une vasodilatation et la
proliferation des cellules

endothéliales.

Chemokines Rôle pleïotropique dans
l'angiogenèse.

"inhibitors of differentiation 1/3" | Determine la plasticité endothéliale.

u
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n Tableau 2: Molécules anti-angiogéniques [326].
Molécules anti-angiogéniques

VEGFR-1 soluble, NP-1 soluble
Fonctions

Rend le VEGF, VEGF-B et P1GF
non disponible.

_Ang^_ Antagoniste de l'Ang-1.
TSF-1, -2 Inhibe la migration et la prolifération

des cellules endothéliales.

Angiostatine Inhibe la prolifération des cellules
endothéliales et l'angiogenèse

tumorale.
Endostatine Inhibe la survie et la migration des

cellules endothéliales.

Vasostatine, calréticuline Inhibe la prolifération endothéliale.
"Platelet factor-4" Inhibe la liaison du VEGF et du

bFGF à leur récepteur.
TIMPs "tissue inhibitors of matrix
metalloproteases", inhibiteurs de
MMPs, "proteolytic fragment of

MMP2"

Inhibe l'angiogenèse en conditions
pathologiques.

IFN-a, -P, -y, "inducible protein-10",
IL-4,IL-12,IL-18

Inhibe la migration endothéliale,
cause une régulation à la baisse du

bFGF.
Prolactine Inhibe la relâche de bFGF et de

VEGF.

Fragment de "secreted protein acidic
and rich in cteine/osteonectin/BM-40"

Inhibe la liaison et l'activité du
VEGF.

Fragment d'ostéopontine Interfere avecla signalisation des
intégrines.

Maspine Inhibiteur de protéases.
'anstatine, restine, protéine reliée à la

proliférine
Mécanisme inconnu.

u
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1.3 Récepteurs du VEGF

Le VEGF exerce ses effets en agissant sur ses récepteurs KDR ("kinase

insert domain-containing receptor") ou son homologue murin Flk-1

(VEGFR-2) et Fit-1 (VEGFR-1) qui sont présents au niveau des cellules

endothéliales [6, 75, 141]. Les récepteurs du VEGF sont également
présents au niveau de certaines cellules non-endothéliales suggérant ainsi

une action du VEGF à ce niveau [142]. Par exemple, le récepteur Fit-1 est

présent au niveau des monocytes et son activation cause leur migration.

1.3.1 Flk-1

0

Le gène humain codant pour le récepteur Flk-1 est situé dans la région du

chromosome 13ql2-ql3 [143-148]. Le récepteur Flk-1 a un poids

moléculaire d'environ 200 kDa [143, 149] et une valeur de Kd d'environ

75-125 pmol/L pour la liaison avec le VEGF [143]. Il est fortement

exprimé par les cellules endothéliales et est donc facile à détecter [150,

151].

1.3.1.1 Activités biologiques

0

Les réponses biologiques engendrées par la liaison du VEGF aux
récepteurs Flk-1 ou Fit-1 sont différentes [152]. La majorité des réponses
au niveau des cellules endothéliales sont médiées via l'activation du

récepteur Flk-1 par le VEGF [152]. Cette activation engendre la

proliferation, la migration, la differentiation, la formation de tubes,

1'augmentation de la perméabilité vasculaire et le maintien de l'intégrité
vasculaire [152]. Le récepteur Flk-1 est donc responsable de l'effet

mitogénique au niveau des cellules endothéliales et est nécessaire pour le

développement de cellules endothéliales matures [153, 154]. Le récepteur

Flk-1 induit également l'expression de eNOS et iNOS qui produisent le
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NO [53, 151]. Celui-ci joue un rôle dans la prolifération, la migration, la

formation de tubes, l'augmentât! on de la perméabilité, l'hypotension et

l'angiogenèse in vivo engendrées par le VEGF [54, 124, 125, 155]. Le

récepteur Flk-1 est également nécessaire à l'angiogenèse tumorale et est

donc impliqué dans la croissance tumorale, l'invasion tumorale et la

fomiation de métastases [156]. De plus, l'activation du récepteur Flk-1 par

le VEGF cause la synthèse de PAF qui est également responsable de

l'auginentation de perméabilité engendrée par le VEGF [4, 157]. Le PAF

est un phospholipide impliqué dans l'inflammation, la dégranulation et

1'aggregation des plaquettes ainsi que dans l'adhérence, la migration efou

l'activation de différentes cellules telles que les neutrophiles, les

éosinophiles, les macrophages, les lymphocytes et les cellules endothéliales

[158,159].

1.3.1.2 Voies de signalisation

u

La liaison du VEGF à son récepteur Flk-1 induit un changement de

conformation du récepteur suivi de la dimérisation et de l'auto-

phosphorylation de résidus tyrosines sur le récepteur [151, 160]. Au niveau

du récepteur Flk-1, ce sont les résidus Tyr-951, Tyr-996, Tyr-1054 et Tyr-

1059 qui sont phosphorylés [161]. L'activation du récepteur Flk-1 par le

VEGF cause la phosphorylation de la phospholipase C-y (PLC-y), de pl 20-

GAP et de Nck dans des cellules endothéliales [162, 163]. De plus, la

phosphorylation de la PLC-y cause la relâche d'IPa ce qui permet la

liberation de calcium intracellulaire résultant en une augmentation de la

perméabilité cellulaire [163, 164]. La stimulation de Flk-1 par le VEGF

engendre également l'association et la phosphorylation des isoformes de

46, 52 et 66 kDa de She ainsi que l'association du récepteur avec Grb2

[162, 165]. Le Grb2 est une molécule adaptatrice qui recrute Sos à la

membrane et active Ras et la cascade MAPK ("mitogen activated protein

kinase") résultant en la prolifération des cellules endothéliales [162, 165].
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Également, l'activation de Flk-1 par le VEGF cause l'activation de la p38

MAPK et de la FAK ("focal adhésion kinase") qui mènent à la migration

des cellules endothéliales [166]. Finalement, il a été démontré que le VEGF

activait la voie de signalisation PI3K (phosphatidyl-inositol-3-kinase)-Akt

dans des cellules endothéliales d'aortes bovines et de veines ombilicales

humaines causant la survie de ces cellules [49].

1.3.2 Flt-1

0

Le gène humain codant pour le récepteur Fit-1 est situé dans la région du

chromosome 4qll-ql3 [143-148]. Le récepteur Flt-1 a un poids

moléculaire d'environ 180 kDa [167] et a une plus grande affinité pour le

VEGF que le récepteur Flk-1 avec une valeur de Kd d'environ 10-20

pmol/L [143]. Toutefois, le récepteur Fit-1 est peu exprimé par les cellules

endothéliales et est donc difficile à détecter contrairement au récepteur Flk-

l [150, 151]. Le récepteur Flt-1 lie le VEGFizi, VEGFi65, le VEGF-B et le

P1GF [143, 149, 167].

1.3.2.1 Activités biologiques

u

L'activation du récepteur Flt-1 par le VEGF ou le P1GF cause la production

de facteurs tissulaires et la migration des monocytes par une voie de

signalisation GTP-dépendante [158, 159]. Flt-1 est également impliqué

dans l'assemblage des nouveaux vaisseaux sanguins et est un médiateur

important de l'angiogenèse car un gène défectueux de ce récepteur cause

une désorganisation des vaisseaux sanguins et la mort embryonnaire au

jour 8.5-9.0 [168]. Des souris déficientes pour le gène du récepteur Flt-1

développent des cellules endothéliales, mais elles ne sont pas organisées

[165].
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Des études récentes ont également suggéré que le récepteur Fit-1 régule

négativement les activités induites par le VEGF [152]. Cette régulation

negative du Fit-1 sur les activités biologiques du VEGF serait due au fait

que le Fit-1 a une haute affinité pour le VEGF le rendant ainsi moins

disponible pour le récepteur Flk-1 [152].

1.3.2.2 Voies de signalisation

0

La liaison du VEGF à son récepteur Flt-1 induit un changement de

conformation du récepteur suivi de la dimérisation et l'auto-

phosphorylation de résidus tyrosines sur le récepteur [151, 160]. Au niveau

du récepteur Flt-1, ce sont surtout les résidus Tyr-1213, Tyr-1242, Tyr-

1327 et Tyr-133 3 qui sont phosphorylés [163]. L'activation du récepteur

Fit-1 par le VEGF mène également à la phosphorylation de GAP, de PLC-

Y, de She, de Fyn et de Yes [151]. Le Flt-1 n'induit pas l'activation de la

p42/44 MAPK et n'est donc pas impliqué dans l'effet mitogénique

engendré par le VEGF [63].

1.3.3 Neuropilin-1

u

Récemment, un autre récepteur pour le VEGF de 130-135 kDa a été

identifié, il s'agit de la NP-1 présente sur les cellules endothéliales et

tumorales et qui lie le VEGFi65 [37, 169]. La NP-1 lie également le P1GF-2

et le VEGF-B [79, 80]. La NP-1 est une glycoprotéine de surface cellulaire

impliquée dans la croissance et le guidage axonal lors du développement

du système ner/eux [170]. Également, la NP-1 est grandement exprimée

dans les tissus adultes humains [29]. En effet, la NP-1 est exprimée dans le

cœur, le placenta, les poumons, le foie, le muscle squelettique, les reins et

le pancréas [29].
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La liaison du VEGFi65 à la NP-1 n'induit pas de signalisation

intracellulaire, pas d'autophosphorylation et donc pas de migration ou de

proliferation cellulaire [29]. La NP-1 agit comme co-récepteur et augmente

ainsi la liaison du VEGFi65 au récepteur Flk-1 ainsi que les effets

mitogéniques et chimiotactiques engendrés par l'activation du récepteur

Flk-1 au niveau des cellules endothéliales [29].

La NP-1 est impliquée dans la vasculogenèse et dans l'angiogenèse et joue

un rôle dans la maturation des vaisseaux sanguins [171]. Des souris dont le

gène pour la NP-1 a été muté, meurent au jour embryonnaire 10.5-12.5 à

cause d'anomalies dans le système cardiovasculaire [172].

1.3.4 Flt-4

r

l Un autre récepteur, le Flt-4 (VEGFR-3), lie des membres de la famille du

VEGF. Le gène humain codant pour le récepteur Flt-4 est sihjé dans la

région du chromosome 5q33-q35 [143-148]. Le récepteur Flt-4 a un poids

moléculaire d'environ 180 kDa et lie le VEGF-C, le VEGF-D, mais pas le

VEGF [173]. Le récepteur Flt-4 est présent de façon constitutive au niveau

de l'endothélium des vaisseaux lymphatiques et est impliqué dans la

lymphangiogenèse [174]. Un gène Flt-4 muté n'empêche pas la

vasculogenèse ou l'angiogenèse, mais cause des défauts dans le

développement vasculaire nonnal causant une accumulation de fluide

provenant de vaisseaux hyper-pennéables [175].

u
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1.3.5 Structure des récepteurs

0

Les récepteurs du VEGF sont des récepteurs à activité tyrosine kinase. Les

RTK sont une grande famille de protéines qui jouent un rôle dans la

regulation de la prolifération et de la differentiation cellulaire [176]. Les

protéines kinases consistent en une famille d'enzymes qui transfèrent le

phosphate terminal de l'ATP à un substrat [156].

Les récepteurs du VEGF sont composés de 7 domaines "IgG-like" dans la

partie extracellulaire, d'un domaine transmembranaire, d'un domaine

juxtamembranaire et d'un domaine kinase intracellulaire [177]. Le VEGF

se lie sur le 2e domaine "IgG-like" des récepteurs Flk-1 et Fit-1 [178,179].

1.3.6 Regulation des récepteurs

L'expression de l'ARNm des récepteurs Flk-1 et Flt-1 est présente dans les

cellules endothéliales fœtales. En effet, tous les récepteurs du VEGF sont

exprimés au tout début du développement, surtout au niveau des cellules

endothéliales [180, 181]. Le récepteur Fit-1 est également retrouvé dans les

monocytes, les macrophages [158, 159] et les trophoblastes [182] ainsi que

dans les cellules mésangiales rénales [183]. Quant au récepteur Flk-1, il est

présent au niveau des cellules hématopoïétiques, les mégacaryocytes, les

plaquettes et les cellules progénitrices de la rétine [184-186]. En ce qui

concerne le récepteur Flt-4, il est exprimé sur les cellules endothéliales

enibryonnaires pour ensuite être exprimé surtout au niveau de

l'endothélium lymphatique dans les tissus adultes [187, 188].

u

Il y a une faible expression du VEGF et de ses récepteurs au niveau des

vaisseaux sanguins des tissus adultes normaux (le récepteur Flk-1 étant tout

de même plus exprimé que le récepteur Fit-1) [189] alors que dans les
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tumeurs, au cours de la réparation tissulaire et dans l'hypoxie, il y a une

regulation à la hausse du VEGF et de ses récepteurs.

0

De plus, en présence d'ischémie aiguë et chronique du myocarde, il y a une

augmentation de l'expression des récepteurs du FGF (FGFR-1) et du

VEGF (Flt-1 et Flk-1) [190, 191]. En effet, l'hypoxie cause une

augmentation de l'expression des récepteurs du VEGF par un mécanisme

paracrine [192]. L'hypoxie augmente l'expression des récepteurs Flt-1 par

un mécanisme transcriptionnel et des récepteurs Flk-1 par un mécanisme

post-transcriptionnel dans des cellules endothéliales en culture [193, 194].

De plus, le VEGF augmente l'expression des deux récepteurs, Flk-1 et Flt-

l, alors que le TGF-R diminue l'expression du récepteur Flk-1 [84, 195-

198]. Egalement, l'activation des récepteurs de la thrombine cause une

regulation à la hausse des récepteurs du VEGF [15].

Le VEGF et ses récepteurs sont également surexprimés dans la majorité

des cancers humains tels que les carcinomes du tractus gastro-intestinal

[69], du pancréas [69], du sein [199], de la vessie [200], du rein [200], des

ovaires [201] et dans le syndrome de Kaposi. Une régulation à la hausse de

l'ARNm des récepteurs Flk-1 et Flt-1 est également observée dans les

cellules endothéliales tumorales, mais pas dans les vaisseaux sanguins du

tissu normal environnant [69, 200, 202].

u
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1.4 Angiogenèse en conditions pathologiques

L'iahibition de l'angiogenèse a été proposée comme stratégie pour le

traitement de pathologies qui dépendent de la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins [1]. En condition physiologique, l'angiogenèse

constitue un phénomène rare [203]. Dans ces cas, les facteurs anti-

angiogéniques prédominent sur les facteurs pro-angiogéniques [203].

0

En conditions normales, les cellules endothéliales ont un temps de

renouvellement qui peut aller jusqu'à 1000 jours, mais au cours de

l'angiogenèse ce temps peut être réduit à 5 jours [204]. Aussi, en condition

physiologique, le taux de prolifération des cellules endothéliales n'est que

de 0.01 % [5] et les cellules demeurent en état non-prolifératif jusqu'à ce

qu'elles soient activées par diverses conditions telles qu'une blessure,

l'inflammation ou autres conditions pathologiques qui stimulent

l'angiogenèse [13]. L'hypoxie constitue un puissant stimulus de

l'angiogenèse dans de nombreuses pathologies [5]. En effet, l'hypoxie

active des HIFs qui agissent en induisant l'expression de plusieurs facteurs

angiogéniques incluant le VEGF, le N0, le PDGF et l'ang-2 [205].

La néo-vascularisation est également sous le contrôle de l'inflammation qui

se produit au niveau de la région ischémique [206]. En effet, il y a

accumulation de monocytes et de macrophages dans les tissus ischémiques

ce qui amène la sécrétion de facteurs angiogéniques tels que l'IL-2, le

TNF-a, le VEGF, le bFGF et des MMPs [207, 208].

u

L'angiogenèse constitue un processus physiologique essentiel dans

diverses situations, mais une néo-vascularisation non-contrôlée peut être

impliquée dans diverses pathologies telles que la progression tumorale,

l'athérosclérose, l'arthrite rhumatoïde, les rétinopathies, les hémangi ornes

infantiles et le psoriasis [l l, 134].
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La néo-vascularisation de l'oeil constitue la plus importante cause de cécité

dans le monde et est impliquée dans plus de 20 pathologies de l'œil [11].

Lors du diabète, les nouveaux capillaires dans la rétine envahissent

l'humeur vitrée causant un détachement de la rétine et la cécité [11]. Le

VEGF serait le principal facteur angiogénique impliqué dans la formation

de nouveaux vaisseaux sanguins dans cette condition pathologique [52].

0

Au cours de l'arthrite rhumatoïde, de nouveaux capillaires sanguins

envahissent et détruisent le cartilage des jointures [11]. Egalement, il y a

production de facteurs angiogéniques par les macrophages, les cellules

immunitaires et les cellules inflammatoires qui s'infiltrent au niveau des

jointures [209]. Les facteurs angiogéniques impliqués dans cette pathologie

sont le aFGF, le bFGF, le PDGF, le TGF-a, le TGF-P, l'angiogénine et le

VEGF [11, 105, 210]. En effet, on détecte dans le liquide synovial de

personnes atteintes d'arthrite rhumatoïde, de hauts taux de VEGF [211], de

FGF-2 [212] et de P1GF [213].

En ce qui concerne la néo-vascularisation au niveau de la plaque

athérosclérotique, elle peut causer la croissance ainsi que la rupture de la

plaque pouvant mener à une thrombose ou un spasme vasculaire [214].

Ceci est médié par une surexpression de VEGF et par l'hypoxie au site de

la plaque athérosclérotique [215].

u

C'est en 1968 que l'hypothèse que les tumeurs produisent une substance

angiogénique diffusible a été proposée [216, 217]. Puis, en 1971, Folkman

proposa que la croissance tumorale et la formation de métastases dépendent

de l'angiogenèse et donc, que l'inhibition de ce processus pourrait être

utilisée dans le traitement de cancers [1]. Ceci a mené à la recherche de

composés anti-angiogéniques qui pourraient être utilisés dans le traitement

de pathologies associées à l'angiogenèse [5].
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En 1976, Gullino a démontré que les cellules précancéreuses acquièrent la

capacité angiogénique au cours de leur transfonnation en cellules

cancéreuses [218]. Sans vaisseaux sanguins, il est impossible pour la

tumeur de croître ou de former des métastases au niveau d'autres organes

[5]. Au cours du développement tumoral, il y a donc une période au cours

de laquelle la tumeur demeure non angiogénique et est restreinte à un

volume de quelques mm . Cette période peut durer quelques semaines chez
la souris et des années chez l'humain [l l]. Puis, lorsqu'un nombre suffisant

de cellules tumorales adoptent le phénotype angiogénique, la néo-

vascularisation de la tumeur débute [11]. La formation de nouveaux

capillaires sanguins permet ainsi à la tumeur de grossir et permet également

aux cellules tumorales d'entrer en circulation et d'aller former des

métastases chez des organes distants [11]. Dans plusieurs types de tumeurs,

la progression tumorale et la formation de métastases sont reliées à une

densité vasculaire élevée [219].

u

Le phénotype angiogénique est activé lorsque l'effet des molécules pro-

angiogéniques est supérieur à l'effet des molécules anti-angiogéniques et

donc que la balance est en faveur de l'angiogenèse [220, 221]. L'activation

du phénotype angiogénique peut se faire via plusieurs signaux tels que le

stress métabolique (exemples: faible pOs, acidose ou hypoglycémie), le

stress mécanique (exemples: pression générée par les cellules en

proliferation, forces de cisaillement, augmentation du flot sanguin), une

réponse immunitaire ou inflammatoire (exemple: cellules immunitaires ou

inflammatoires qui s'infiltrent dans le tissu) et des mutations génétiques

(exemples: activation d'oncogènes ou deletion de gènes suppresseurs de

tumeurs qui contrôlent la production de régulateurs de l'angiogenèse) [222,

223]. Les molécules pro- et anti-angiogéniques peuvent provenir de

différentes sources comme les cellules cancéreuses, les cellules

endothéliales, les cellules du stroma, du sang ainsi que de la MEC [224].
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Les cellules tumorales augmentent l'expression de facteurs pro-

angiogéniques et inhibent l'expression des inhibiteurs ce qui favorise

1'acquisition du phénotype angiogénique [203]. L'acquisition du phénotype

angiogénique dépend donc de la balance nette entre des facteurs

angiogéniques positifs et négatifs qui sont relâchés par la tumeur [127,225,

226]. Les facteurs angiogéniques positifs comprennent l'aFGF [227], le

bFGF [228], le VEGF [229] et l'angiogénine [230]. Parmi les facteurs

négatifs naturels de l'angiogenèse, on retrouve la TSP et l'angiostatine

[127,136].

1.5 Induction de l'angiogenèse dans un but thérapeutique

0

L'inhibit! on de l'angiogenèse est une approche considérée dans le

traitement de diverses pathologies, mais l'activation du processus

angiogénique peut également être utilisée dans certaines conditions comme
lors de l'ischémie.

La pathologie vasculaire périphérique et l'ischémie des membres sont des

problèmes de santé majeurs dans le monde occidental [231]. Chez plusieurs

patients, la chirurgie et les techniques de revascularisation ne permettent

pas d'empêcher ou de limiter les complications [231]. Il a été proposé que

l'utilisation de facteurs de croissance tels que le VEGF et le bFGF

pourraient améliorer la perfusion tissulaire [l, 232].

u

C'est en 1992 que les premières études ont démontré un effet angiogénique

dans un modèle d'ischémie des membres avec le bFGF [232]. Depuis,

plusieurs autres études ont confirmé ces résultats avec le bFGF et le VEGF.

Egalement, d'autres études ont démontré l'efficacité du aFGF pour induire

l'angiogenèse [233]. L'utilisation de ces facteurs de croissance permet

d'augmenter la densité capillaire et la circulation collatérale dans la région

ischémique [233].
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Par la suite, des études pré-cliniques ont démontré que des facteurs de

croissance angiogéniques pouvaient être utilisés en angiogenèse

thérapeutique pour augmenter le développement d'artères collatérales chez

des modèles animaux d'ischémie périphérique et myocardique [13]. Les

facteurs utilisés dans ces études sont le VEGF, le aFGF et l'HGF qui ont

été administrés sous forme de protéine recombinante ou par transfert de

gènes [234]. Il a été démontré que l'administration d'un bolus intra-artériel

de 500 à 1000 ^g de VEGF était suffisant pour augmenter le

développement artériel collatéral et était efficace pour améliorer l'ischémie

dans un modèle d'ischémie des membres inférieurs chez le lapin [235,

236]. Une amélioration de la fonction et de la perfusion du myocarde suite

à l'administrât! on de facteurs de croissance angiogéniques a d'ailleurs été

démontrée dans des modèles animaux d'ischémie myocardique [237]. De

plus, des études animales ont démontré que l'injection de bFGF diminue la

taille de l'infarctus et augmente le nombre de capillaires et d'artérioles

[238].

0

Ces résultats ont permis de développer plusieurs approches thérapeutiques

qui sont présentement en études cliniques et visent à promouvoir

l'angiogenèse en conditions d'ischémie [239, 240]. La plupart des

approches visent à libérer du VEGF ou du bFGF au tissu ischémique dans

le but de stimuler la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Les études

cliniques utilisant le VEGF et le bFGF ont démontré une amélioration des

symptômes et une amélioration de la qualité de vie chez des patients

présentant une ischémie du myocarde ou des membres périphériques [239,

240]. De plus, le transfert d'ADN nu du VEGF administré dans le

myocarde chez des patients atteint d'angine chronique sévère a engendré

une amélioration des symptômes et une augmentation de la perfusion au

myocarde, une diminution de la fréquence et de la sévérité d'angines et une

amelioration du flot collatéral dans les régions ischémiques du myocarde
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[239, 240]. Egalement, le groupe de Isner a administré un plasmide codant

pour le VEGF humain dans la veine fémorale proximale chez des patients
présentant une ischémie chronique des membres inférieurs et ceci a

augmenté le nombre de vaisseaux collatéraux dans les membres

ischémiques [241]. Un autre groupe a quant à lui injecté un plasmide
codant le VEGFies humain dans des jambes de patients avec une ischémie
critique ce qui a diminué la douleur au repos et a permis la guérison des

ulcères cutanées d'origine ischémique [242]. Aussi, il y a eu formation de

nouveaux vaisseaux collatéraux et augmentation du flot sanguin dans le

membre traité [242]. L'administration intra-vasculaire de VEGF peut donc

accélérer la formation de nouveaux vaisseaux sanguins collatéraux pour le

traitement de membres ischémiques ou d'un myocarde ischémique.

0
1.6 Approches utilisées pour inhiber l'angiogenèse

Plusieurs composés anti-angiogéniques sont présentement en phases
cliniques pour le traitement de tumeurs en combinaison ou non avec les

thérapies conventionnelles. Ces composés utilisent différentes stratégies
telles qu'interférer avec les molécules angiogéniques, leurs récepteurs ou

leurs voies de signalisation; activer ou libérer des inhibiteurs endogènes de

l'angiogenèse; ou cibler directement le réseau vasculaire des tumeurs [5].

Les avantages de la thérapie anti-angiogénique sont une faible toxicité, une

action ciblée principalement au niveau des cellules endothéliales des

capillaires en prolifération et l'absence d'effets secondaires [134]. La

combinaison de traitements anti-angiogéniques et cytotoxiques (pour les

cellules tumorales) est envisagée coiTime étant plus efficace car cela vise à

la fois le compartiment tumoral et les vaisseaux sanguins qui alimentent la

tumeur [134].

u
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0 Asents ciblant le VEGF. Des agents anti-angiogéniques ciblant les facteurs

de croissance impliqués dans l'angiogenèse sont en développement. Il a été

démontre qu'un anticorps monoclonal spécifique pour le VEGF inhibait

l'angiogenèse induite par le VEGF et inhibait la croissance de tumeurs

chez des souris [243]. Suite à cela, un anticorps ciblant le VEGF, le

"recombinant humanised monoclonal antivascular endothelial growth

factor antibody" a été développé et est présentement en cours d'études

cliniques chez des patients avec des carcinomes de poumon, du sein et de

la prostate [244].

0

u

Agents ciblant les récepteurs des facteurs de croissance. Des anticorps

ciblant le récepteur Flk-1 ont été développés comme molécule? anti-

angiogéniques. L'anticorps c-plCll est un anticorps chimérique

humain/souris qui lie de façon efficace le récepteur Flk-1 [245]. Cet

anticorps bloque l'interaction du VEGF avec son récepteur Flk-1 et bloque

la phosphorylation de Flk-1 et de MAPK p42/p44 inhibant ainsi l'effet

mitogénique du VEGF dans des cellules endothéliales de veines

ombilicales humaines [245]. Un autre anticorps dirigé contre le récepteur

Flk-1, le Mab 6.64 réduit la densité des vaisseaux sanguins humains dans

les tumeurs [246]. Egalement, le DC 101 est un anticoqîs dirigé contre le

domaine extracellulaire du récepteur Flk-1 qui bloque l'interaction du

VEGF avec ce récepteur [247]. Cet anticorps inhibe l'activation du

récepteur par le VEGF et inhibe l'effet mitogénique du VEGF in vitro.

[248]. De plus, il iiihibe la croissance tumorale dans des modèles de

tumeurs chez la souris [248]. Le DC 101 ne démontre pas de toxicité et

n'affecte pas les vaisseaux sanguins normaux [248].

Également, Kendall et coll. ont démontré qu'une forme soluble du
récepteur Fit-1 qui ne possède pas le 7 domaine extracellulaire, la région
transmembranaire et le domaine cytoplasmique du récepteur inhibe la

mitogenèse induite par le VEGF in vitro et l'angiogenèse tumorale in vivo
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[153]. De plus, un ribozyme anti-angiogénique qui cible l'ARNm des

récepteurs du VEGF (Flk-1 et Fit-1) est également en développement

clinique [244].

Finalement, le bloquage du récepteur Flt-4 à l'aide d'un anticorps

monoclonal inhibe la croissance himorale en inhibant l'angiogenèse induite

dans le tissu tumoral [174]. Ceci démontre que le récepteur Flt-4 est

impliqué dans la formation de nouveaux vaisseaux sanguins dans la tumeur

[174].

0

Agents ciblant les MMPs. La dégradation de la MEC est essentielle pour la

croissance et l'invasion tumorale, pour la formation de métastases ainsi que

pour l'angiogenèse tumorale [249]. Les MMPs représentent une famille

d'endopeptidases neutres qui dégradent les composantes de la MEC et par

conséquent jouent un rôle important dans le développement des tumeurs

[249]. Les MMPs jouent également un rôle dans le remodelage de la MEC

dans diverses conditions physiologiques comme dans le développement

tissulaire fœtal et la réparation tissulaire postnatale [249]. Une dégradation

non contrôlée de la MEC mène toutefois à certaines pathologies telles que

les tumeurs, l'arthrite rhumatoïde et les ulcérations chroniques par exemple

[249].

u

Les MMPs sont exprimées par les cellules endothéliales, les cellules

tumorales et les cellules du stroma [244]. Il y a plus de 20 MMPs qui sont

responsables de la dégradation de la MEC et qui permettent la croissance et

l'invasion des vaisseaux sanguins au niveau de la tumeur [250, 251]. Dans

la majorité des cas, l'expression des MMPs est induite par divers signaux

dont les cytokines, certains facteurs de croissance ou un contact cellule-

cellule ou cellule-matrice altéré [252, 253]. Il existe un iiihibiteur naturel

des MMPs qui est le TIMP [254]. On compte quatre membres dans la

famille des TIMP qui sont TIMP-1, -2, -3 et -4 [249].
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Des inhibiteurs de ces MMPs (MMPIs) ont été développés et ceux-ci

inhibent l'angiogenèse et bloquent ainsi la croissance tumorale et la

formation de métastases [244]. Les MMPIs sont les agents anti-

angiogéniques les plus avancés en développement clinique [244]. Parmi les

MMPIs en développement, on retrouve le Batimastat, le Marimastat, le

Solimastat, le AG3340, le BAY12-9566, le COL-3, le Neovastat, le BMS-

275291 et le CGS27023A [244]. Des études pré-cliniques ont démontré

que l'utilisation de MMPIs dans différents modèles animaux permet de

réduire la croissance tumorale ainsi que le nombre et la taille des

métastases [254]. La figure 3 présente un schéma démontrant la complexité

de différentes voies d'activation possible des MMPs. Chaque lettre (A à H)

représente une voie possible d'activation qui ne seront pas décrites ici afin

d'alléger la lecture de ce mémoire.
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Figure 3: Cascade d'activation des MMPs
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Agents ciblant l'activation des cellules endothéliales. Des agents anti-

angiogéniques inhibant l'activation des cellules endothéliales sont en

développement [244]. L'analogue de la fiimagillin, le TNP-470, est un

inhibiteur sélectif de la prolifération et de la migration des cellules

endothéliales et est sous investigation en études cliniques comme agent

anti-cancéreux [255]. Dans cette classe de composés, on retrouve

également la squalamine et l'endostatine [244]. Des études ont démontré

qu'un traitement à long-tenne avec l'endostatine et le TNP-470 réduisait de

façon significative la croissance de la plaque athérosclérotique [255].

Également, la vasostatine est composée du domaine n-terminal de la

calréticuline humaine et peut inhiber la prolifération cellulaire endothéliale

et l'angiogenèse ainsi qu'inhiber la croissance tumorale [256, 257].

0
De plus, des anticorps dirigés contre l'intégrine aypa induisent l'apoptose

des cellules endothéliales en prolifération in vitro et ont une activité anti-

angiogénique in vivo [258]. Ces anticorps inhibent la croissance tumorale

dans le modèle de membrane chorioallantoïque chez le poulet [258].

Inhibiteurs des tyrosines kinases. Des inhibiteurs des protéines tyrosines

kinases capables de bloquer la signalisation intracellulaire induite par le

VEGF sont également en cours de développement [244]. Le SU5416 est un

inhibiteur du récepteur Flk-1 [150, 259]. Ce composé agit en se liant au site

de liaison de l'ATP sur le récepteur Flk-1 [150, 259]. Une autre molécule,

le SU6668, est également un inhibiteur des récepteurs tyrosines kinases qui

agit sur le récepteur Flk-1, le récepteur du PDGF et le récepteur du FGF

[152]. Cette molécule a donc différentes cibles et permet un effet à la fois

anti-angiogénique et cytostatique sur les tumeurs [152].

<J
Autres. Finalement, il existe plusieurs agents anti-angiogéniques dont la

Thalidomide™, le IM862, la suramine, la penicillamine, l'IL-12 et

l'interféron-a (IFN-a) qui ont un mécanisme d'action inconnu [244]. De
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plus, l'IFN-a-2a est un facteur anti-angiogénique étudié pour le traitement

des hémangi ornes infantiles qui permet la régression de tumeurs [260].

0

Plusieurs évidences suggèrent que les meilleures cibles anti-angiogéniques

seraient le VEGF et son récepteur Flk-1 [152]. Tout d'abord, le VEGF est

le facteur de croissance le plus souvent retrouvé dans les pathologies

associées à l'angiogenèse [152]. Egalement, le VEGF et ses récepteurs sont

surexprimés au niveau de plusieurs tumeurs [152]. Aussi, le récepteur Flk-

l est exprimé principalement sur les cellules endothéliales activées telles

que dans les tumeurs [69, 200, 202, 261]. Donc l'inhibition de Flk-1 serait

une cible spécifique contrairement à l'inhibition de Flt-1, ce récepteur étant

exprimé tant sur les cellules endothéliales quiescentes que sur les cellules

en prolifération [152, 262]. L'inhibition de la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins, de la croissance tumorale et de la formation de

métastases a déjà été démontrée en utilisant des inhibiteurs du VEGF ou du

récepteur Flk-1 [152]

u
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n Tableau 3:Agents anti-angiogéniques en développement clinique [325]

0

Agent anti-angiogénique Mécanismes d'action

AG-3340 Inhibiteur des MMPs

Anticoq?s anti-VEGF |Bloque la liaison du VEGF à ses récepteurs
BAY 12-9566 Inhibiteur des MMPs

Benefin Inconnu

CAI (carboxy-amido imidazole) Inhibiteur des canaux calciques
CM101 Agent ciblant le réseau vasculaire
Col-3 Dérivé de la tétracycline

Flavopuridol Inhibiteur de la PKC

"Human chorio-gonadotrophin" Inconnu

Interféron alpha-2a Augmente IP-10
IL-12 Inconnu

IS V-120 (Batimastat) Inhibiteur des MMPs

Marimastat Inhibiteur des MMPs

Metaret (suramine) Antagoniste des facteurs de croissance
Neoretna Inhibiteur des MMPs

Neovastat Inhibiteur des MMPs

Octréotide Antagoniste des facteurs de croissance
Paclitaxel (Taxol, Docetaxel, Paxene)

Pentosan polysulphate
Cytotoxique, anti-prolifératif

Antagoniste des facteurs de croissance
PI-88 Antagoniste des facteurs de croissance

Psorvastat Inhibiteur des MMPs

Razoxane Cytotoxique, anti-prolifératif
Replistatatin (Platelet factor-4) Inconnu

S quai aminé Bloqueur des canaux Na+-Ca2+
SU101 Antagoniste du PDGF
SU5416 Antagoniste du VEGF

Tamoxifène Cytotoxique, anti-prolifératif
Tecogalan sodique Antagoniste des facteurs de croissance

Thalidomide Inconnu

TNP-470 (AGM-1470) Inconnu

Vitaxine Anticorps monoclonal anti-intégrine
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1.7 Thérapie génique

La thérapie génique consiste soit à insérer un gène fonctionnel dans les

cellules humaines pour corriger une déficience ou encore à inhiber

l'expression d'une protéine dans un but thérapeutique. C'est en 1990 que le

premier protocole clinique a été approuvé pour traiter la déficience en

adénosine déaminase [263]. Depuis, plus de 300 protocoles ont été

approuvés à travers le monde [263].

1.7.1 Transfert de gènes

0

Le transfert de gènes consiste à insérer un gène fonctionnel à l'aide d'un

vecteur afin d'augmenter ou d'induire la synthèse d'un gène déficient et

ceci dans un but thérapeutique. Le transfert de gènes peut s'effectuer de

différentes façons, soit par l'injection directe d'ADN plasmique,

l'utilisation de rétrovirus, d'adénovirus ou d'un vims adéno-associé. La

thérapie génique peut être utilisée pour libérer des facteurs angiogéniques

[237]. La transfection d'ADN codant pour le VEGF a été utilisée dans des

modèles animaux d'ischémie chronique du myocarde [237]. L'utilisation

de plasmides permet le transfert de gènes et est une méthode très

sécuritaire [264]. Toutefois les plasmides ne sont pas incorporés par les

cellules de façon efficace et ne sont pas protégés contre les systèmes de

surveillance cellulaire [264]. Plusieurs autres informations concernant le

transfert de gènes poiuraient être données, mais dans le contexte de ce

mémoire, je me limiterai à fournir seulement ces informations.

u
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1.7.2 Regulation à la baisse de gènes par oligonucléotides

antisens

0

En ce qui concerne l'inhibition de la synthèse protéique par thérapie

génique, il est possible d'utiliser un oligonucléotide antisens (AS), un

ribozyme (molécule d'ARN avec une activité catalytique) ou encore un

fragment d'ADN qui se lie dans la boucle majeure du duplex d'ADN et

empêche ainsi la transcription de l'ADN en ARN [265]. Une des

techniques beaucoup employée est l'utilisation d'AS qui consiste en une

courte séquence d'ADN ou d'ARN complémentaire à l'ARNm d'une

protéine d'intérêt et avec lequel il forme un dimère hybride empêchant

ainsi la traduction de l'ARNm en une protéine fonctionnelle [265] (voir

figure 4).

Les AS doivent posséder certaines caractéristiques afin de causer une

inhibition efficace [266]:

La séquence d'ADN de l'AS doit être spécifique et unique.

L'AS doit pénétrer dans les cellules de façon efficace.

L'effet de l'AS dans les cellules doit être stable.

L'AS ne doit pas se lier de façon non spécifique avec des

protéines.

La formation d'un complexe hybride entre l'AS et son ARNm

ciblé doit être spécifique.

La protéine ciblée et/ou le niveau d'ARNm doit diminuer.

L'AS ne doit pas démontrer de toxicité.

L'AS ne doit pas causer de réponse immunitaire ou inflammatoire.

L'AS doit démontrer une bonne efficacité comparativement à des

sequences sens ou dégénérée qui servent de témoins.

u
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Les AS inhibent donc l'expression de protéines en interférant au niveau de

l'épissage, de la stabilité et/ou de la traduction de l'ARNm [267]. Les AS

peuvent donc agir de différentes façons. La majorité des effets de l'AS

serait attribuable à l'activation de la RNAse H [265]. La RNAse H est une

enzyme retrouvée dans le noyau et le cytoplasme [265]. La formation d'un

complexe hybride entre un fragment d'ARNm et un AS d'ADN cause

l'activation de la RNAse H qui reconnaît l'hybride anormal ARNm-AS

d'ADN, clive l'ARNm et libère l'AS intact [265]. L'avantage de ce

procédé est que suite au clivage de l'ARN, l'AS est toujours intact et libre

d'aller se lier à un autre ARNm [265]. Également, les AS, en se liant à

l'ARNm qui leur est spécifique, préviennent l'assemblage du ribosome ou

la lecture de l'ARNm par le ribosome [265]. Les AS peuvent aussi se lier à

l'ARNm dans le noyau empêchant son transport dans le cytoplasme et donc

sa traduction [265]. Finalement, les AS peuvent empêcher la maturation de

l'ARN en se liant aux sites de jonctions intron-exon ce qui empêche

l'épissage [265].

u

L'interaction des oligonucléotides avec l'ARNm de protéines cibles

dépend de la charge, de la longueur de la séquence et de la concentration

des oligonucléotides [268-270]. Donc, lors du développement d'AS, il faut

prendre en considération l'affinité de l'oligonucléotide pour sa séquence

cible qui dépend du nombre et de la composition des bases

complémentaires [271]. Également, il faut considérer la disponibilité de la

sequence cible qui dépend de la structure secondaire de l'ARNm [271]. En

effet, il a été démontré que des AS ciblant différentes régions de l'ARNm

avaient des efficacités variables dues à la structure secondaire adoptée par

l'ARNm [272, 273]. Également, les AS sont généralement développés pour

cibler une des trois régions suivantes: la région 5', le codon initial AUG ou

la région 3' non traduite de l'ARNm [274-276]. De plus, lorsqu'un AS est

synthétisé, sa séquence ne doit pas comporter plus de trois guanosines (G)

en ligne car la répétition de G peut causer des liaisons non spécifiques de
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l'AS [266]. En effet, il a été démontré que des AS phosphorothioates avec

une séquence quartet de guanosines (GGGG) pouvaient former des

complexes avec le bFGF, le PDGF et le VEGF qui sont des facteurs de

croissance liant l'héparine et ainsi affecter la physiologie normale [277].

De plus, il a été démontré que l'administration in vivo d'AS

phosphorothioates ayant une séquence non spécifique pouvait inhiber la

croissance de glioblastomes dans des souris immunodéficientes [278].

C'est pour ces raisons qu'il faut utiliser des contrôles tels que des

sequences sens ou dégénérées pour s'assurer que l'effet observé est bien dû

à l'AS [266].

0

Généralement, pour obtenir une activité pharmacologique spécifique, les

oligonucléotides doivent avoir un minimum de 12 à 15 bases [266]. Des

sequences d'oligonucléotides plus longues démontrent plus de spécificité

mais, s'ils ont plus de 20 bases, la capture cellulaire de ces

oligonucléotides sera moins efficace [266]. Un des avantages d'utiliser des

AS est leur spécificité et un oligonucléotide de 12 à 15 bases est

suffisamment spécifique pour être complémentaire à une seule séquence

génique [266].

u

Dans leur forme naturelle, soit des phosphodi esters, les AS sont rapidement

dégradés par des exonucléases et des endonucléases présentes dans le sang,

le fluide intracellulaire et le fluide cérébrospinal [266]. Dans le sang et le

milieu de culhire tissulaire, la demi-vie des phosphodiesters est de quelques

minutes seulement. Toutefois, dans le liquide cérébrospinal, la demi-vie est

beaucoup plus longue et peut aller jusqu'à 24 heures. Afin d'augmenter

leur demi-vie et leur capture par les cellules, il est possible de faire des

modifications chimiques sur les AS. Une classe d'AS modifiés beaucoup

utilisée sont des AS phosphorothioates où un atome d'oxygène dans le lien

phosphodiester est remplacé par un atome de soufre [265]. Ces AS sont

plus stables (demi-vie 10 à 50 fois plus longue que les AS phosphodiesters)
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dans les fluides biologiques. Il est également possible de changer un atome

d'oxygène du lien phosphodiester par des groupes methyls, alkyl

phosphotri ester, phosphoramidate ou boranophosphate et qui augmentent la

demi-vie des AS. Des modifications dans la synthèse des oligonucléotides

a donc permis de créer des molécules stables pour plusieurs jours et qui

sont non toxiques à des concentrations efficaces [279, 280]. Les

oligonucleotides phosphorothioates sont donc plus stables et résistent

davantage aux nucléases par rapport aux oligonucléotides phosphodiesters.

De plus, ils permettent l'importante activation de la RNAse H [281]. Des

oligonucléotides modifiés appelé "mixed-backbone oligonucleotide" et qui

consistent en un hybride d'ADN et d'ARN ont été synthétisés [282]. Des

études sont également en cours à divers niveaux afin d'améliorer les divers

paramètres reliés à l'utilisation des AS.

0 Des études utilisant des AS ont été effectuées pour vérifier leur efficacité

dans diverses pathologies. Par exemple, l'inhibition de la protéine kinase A

de type I (PKAI) à l'aide d'AS qui cible sa sous-unité RIa pennet

d'inhiber la croissance et la differentiation cellulaire dans une variété de

lignées de cellules tumorales [283, 284] et démontre une activité anti-

tumorale chez des souris immunodéficientes [285]. Egalement, les AS

ciblant la sous-unité RIa de la PKAI ont démontré très peu de toxicité au

terme d'études cliniques de phase l chez des patients cancéreux [286]. Il

reste à voir si ces AS s'avéreront efficaces pour augmenter la survie des

patients cancéreux.

u

Egalement, des études ont démontré que des AS phosphorothioates dirigés

contre le VEGF murin et injectés dans l'humeur vitrée inhibent la néo-

vascularisation dans la rétine [287]. Une baisse du taux de VEGF suite au

traitement avec les AS est également observée [287]. Ces AS peuvent donc

être considéré comme une voie thérapeutique pour les pathologies causées

par une néo-vascularisation au niveau de la rétine [287]. De plus, la
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transfection d'AS contre le VEGF dans des lignées de cellules tumorales a

inhibé l'expression du VEGF in vitro ainsi que la migration des cellules

endothéliales [288].

r

Par ailleurs, des études ont démontré que l'administration locale de

ribozymes inhibe l'angiogenèse induite par le VEGF dans le modèle de

cornée chez le rat [289]. De plus, des ribozymes ciblant les récepteurs Fit-1

ou Flk-1 ont inhibé l'angiogenèse induite par le VEGF in vivo dans un

modèle de cornée [290]. Lorsqu'administrés par voie intra-veineuse de

façon continue, ces ribozymes inhibent la croissance tumorale dans un

modèle de carcinome du poumon [290]. De plus, des études ont démontré

que des ribozymes dirigés contre le récepteur Fit-1 pouvaient inhiber la

formation de métastases au foie dans un modèle de cancer colorectal

humain. Suite à ces résultats, un ribozyme anti-Flt-1 (ANGIOZYME) a été

développé pour le traitement de cancers en clinique. Ce dernier n'a pas

montré de toxicité dans les études cliniques et les résultats d'effîcacité sont

attendus à la fin de l'aiinée 2001 [291]. Récemment, Isis Pharmaceuticals

Inc. a développé le Vitravene qui est le premier agent thérapeutique basé

sur la technologie AS à être approuvé pour la mise en marché aux Etats-

Unis. Le Vitravene est utilisé pour le traitement local de la rétinite causée

par le cytomégalovims chez des patients sidatiques.

La thérapie génique anti-angiogénique procure divers avantages tels qu'une

relâche soutenue et une forte concentration locale de l'agent thérapeutique

ainsi qu'une faible résistance au médicament étant donné la stabilité

génétique des cellules endothéliales [292].

u
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1.8 Modèles utilisés pour étudier l'angiogenèse

0

Plusieurs modèles permettant l'étude de l'angiogenèse ont été développé.

Un modèle d'étude qui permet la quantification de l'angiogenèse doit

posséder les caractéristiques suivantes [293]:

Le taux de relâchement ainsi que la concentration spatiale et temporelle

de l'agent angiogénique ou anti-angiogénique distribué doivent être

connus afin d'évaluer la relation dose-réponse.

Si des cellules tumorales sont utilisées comme source de facteurs

angiogéniques, elles doivent être bien définies au point de vue de

l'expression d'oncogènes et de la production de facteurs de croissance

(stimulateurs ou inhibiteurs de l'angiogenèse).

Le modèle doit permettre une mesure quantitative de la néo-

vascularisation.

Il doit y avoir une distinction claire entre les nouveaux vaisseaux

sanguins et les vaisseaux sanguins pré-existants.

Les réponses observées in vitro doivent pouvoir être confirmées in vivo.

Le modèle doit permettre un suivi de la néo-vascularisation à long-

terme et de façon non-invasive.

Le modèle doit être facile à utiliser et reproductible.

0

Modèles in vitro. La majorité des étapes impliquées dans l'angiogenèse

peuvent être observées in vitro, mais la recherche en angiogenèse s'est

attardée particulièrement à la prolifération et à la migration des cellules

endothéliales [293]. Les études de migration utilisent surtout des chambres

de Boyden alors que les études de prolifération se basent sur le comptage

des cellules, l'incorporation de thymidine ou des techniques de colloration

pour la mort ou la prolifération cellulaire (PCNA, TUNEL) [294-296]. Des

modèles in vitro pour étudier l'angiogenèse comprennent également des

cultures de cellules endothéliales, seules ou en combinaison avec d'autres

types de cellules et de MECs, de même que des cultures de vaisseaux
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sanguins [297]. Un autre modèle in vitro est le gel de collagène qui permet

d'observer la transformation des cellules endothéliales en structures

tubulaires, soit des capillaires [298-303]. Les avantages des modèles in

vitro sont que l'on peut contrôler les variables expérimentales, qu'ils

permettent de suivre les événements avec facilité, qu'ils offrent la

possibilité de disséquer un événement complet en ses composantes et qu'ils

ont un faible coût comparativement aux approches in vivo [293].

0

Modèles in vivo. La quantification de la néo-vascularisaton in vivo se fait

surtout à l'aide de trois approches, soit des préparations microcirculatoires,

la vascularisation dans des implants matriciels de polymères

biocompatibles et l'excision de tissus vascularisés d'animaux ou de tissus

humains [293].

Preparations microcirculatoires:

Panni les préparations microcirculatoires, on compte trois catégories. Tout

d'abord, on utilise parfois des chambres transparentes implantées par

exemple au niveau de l'oreille de lapin, dans le dos de souris, de rats, de

hamsters et de lapins, dans la joue de hamsters ou encore au niveau du

crâne de souris ou de rats [293]. Chaque chambre transparente possède

différents avantages et incovénients et la combinaison de plusieurs d'entre

elles dans l'étude de l'angiogenèse permet d'étudier l'effet du

microenvironnement tissulaire sur la formation des nouveaux vaisseaux

sanguins [293].

u

Une autre catégorie consiste en des préparations de tissu extérieur comme

la joue de hamster, le mésentère de souris, de rats ou de lapins, le foie de

souris ou de rats ou la membrane chorioallantoïque du poulet [293]. Dans

ces préparations, un nombre de cellules défini ou un dispositif contenant

l'agent angiogénique est injecté de façon sous-cutannée ou intradermique

suite à une séparation non-traumatique de la peau et de la membrane sous-
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jacente [293]. A différents temps, la couche de peau est retirée pour

mesurer la réponse angiogénique puis elle est replacée en son endroit initial

[293]. Un des problèmes avec cette technique est le traumatisme causé par

le retirement de la couche de peau [293]. Egalement, il est impossible de

voir tous les nouveaux vaisseaux sanguins formés [293]. Un autre modèle

qui est le plus utilisé dans cette catégorie est celui de la membrane

chorioallantoïque du poulet. Ce modèle est bien établi pour étudier

l'angiogenèse normale et tumorale in vivo [304, 305]. Il permet d'étudier

l'activité des facteurs de croissance endogènes et exogènes [306].

Toutefois, ce modèle comporte certaines limitations comme la difficulté de

quantifier les nouveaux vaisseaux sanguins et il peut se produire de

l'inflammation [307, 308]. Aussi, il est considéré comme un modèle

d'embryogenèse et représente un modèle non-mammifère.

n La troisième catégorie consiste en des préparations in situ au niveau de la

cornée ou de l'iris de l'œil. Le modèle de la cornée est celui qui est le plus

utilisé et qui consiste à créer une petite chambre dans la cornée, dans

laquelle des facteurs angiogéniques peuvent être placés [214]. Cette

technique permet la croissance capillaire vers une substance angiogénique

implantée dans la cornée de lapin, de souris ou de rat [105]. En effet, le

VEGF ou le bFGF stimulent la formation de vaisseaux sanguins sur une

période de 3 à 7 jours dans ce modèle. Toutefois, c'est une technique

relativement difficile à effectuer et la quantification est également difficile

[293].

u

Implants matriciels:

En ce qui concerne la vascularisation dans des implants matriciels, ceci

requière une matrice de polymère tel un gel ou une éponge contenant une

quantité connue de facteurs angiogéniques ou de cellules que l'on attache à

un lit vasculaire [309-311]. Par exemple, une telle matrice peut être placée
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sur la membrane chorioallantoïque du poulet et la surface relative occupée

par des vaisseaux sanguins dans la matrice peut être mesurée [310].

0

Excision de tissus:

Avec l'excision de tissus, les paramètres qui caractérisent l'angiogenèse

sont mesurés par une variété de techniques une fois le tissu excisé [312].

Les mesures se font à l'aide de la microscopie, de l'examen histologique de
sections de tissus colorés afin de détecter les cellules endothéliales ou la

membrane basale ou encore à l'ai de de la perfusion de marqueurs

intravasculaires [313]. Les méthodes histologiques peuvent être remplacées

par des techniques d'imagerie in vivo telles que le PET (tomo graphie à

émission par positron ) et le IRM (imagerie par résonance magnétique) qui

ont été adaptées pour étudier l'angiogenèse [314]. Ces techniques

permettent une étude non-invasive de l'angiogenèse dans le temps [314] et

permettent d'évaluer différents paramètres physiologiques tels que le flot

sanguin [312], le volume sanguin [315-317] et la perméabilité capillaire

[318].

Un autre modèle d'angiogenèse in vivo est la rétinopathie induite par

l'oxygène. C'est un modèle de rétinopathie proliférative où une néo-

vascularisation est causée par une exposition à un environnement riche en

oxygène suivi d'une exposition à des conditions normales d'oxygène chez

des souris ou des rats néonataux [319, 320].

0

L'angiogenèse in vivo peut également être évaluée de façon qualitative en

mesurant les concentrations plasmatiques ou urinaires de facteurs

angiogéniques [293]. La libération de facteurs angiogéniques est une étape

initiale de l'angiogenèse, mais elle n'est toutefois pas suffisante pour la

formation de vaisseaux sanguins [293].
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Au cours de cette étude nous avons développé notre propre modèle

permettant d'étudier l'angiogenèse m vivo au niveau du testicule de souris.

Ce modèle consiste à insérer une mini-pompe osmotique sous la peau des

souris dans une position dorso-latérale. Cette mini-pompe, préalablement

remplie de la substance que l'on veut libérer au niveau du testicule, est
reliée à un cathéter inséré dans le testicule et qui libère la substance à ce

niveau. Il nous est ensuite possible d'observer la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins causée par la substance au niveau de la tunica vaginalis

du testicule. Notre modèle permet donc d'induire une angiogenèse modérée

à la surface de la tunica vaginalis qui est facilement quantifiable. De plus, il

permet d'obtenir des résultats reproductibles et la manipulation

chirurgicale est relativement simple, rapide et ne cause pas de réponse

inflammatoire au site d'angiogenèse.

1.9 Prémisses de la présente étude

Le but principal de la présente étude était de vérifier si l'utilisation
d'oligonucléotides antisens (AS) dirigés contre l'ARNm des récepteurs

Flk-1 et Fit-1 pourrait inhiber l'angiogenèse induite par le VEGF in vivo au

niveau du testicule de souris. Par le fait même, l'étude visait à déterminer

la contribution des récepteurs Flk-1 et Flt-1 dans l'induction de

l'angiogenèse par le VEGF in vivo et à vérifier si les AS réduisaient

l'expression des récepteurs Flk-1 et Flt-1. Pour ce faire, nous avons utilisé

le nouveau modèle décrit plus haut permettant d'étudier l'angiogenèse in

vivo dans le testicule de souris. Si les AS réduisent l'angiogenèse in vivo,

l'utilisation de la thérapie génique visant les récepteurs du VEGF pourrait

donc être envisagée comme une nouvelle thérapie dans le traitement des

pathologies associées à l'angiogenèse.

u
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Marchand, Geneviève S., Nicolas Noiseux, Jean-
François Tanguay, and Martin G. Sirois. Blockade of in
vivo VEGF-mediated angiogenesis by antisense gène ther-
apy: role of Flk-1 and Flt-1 receptors. Am. J Physiol Heart
Cire Physiol 282: HOOO-HOOO, 2002—Angiogenesis, the for-
mation of new blood vessels from preexisting ones, is a
critical component of various pathologies such as tumor pro-
gression, rheumatoid arthritis, and retinopathies. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) is a mitogenic and chimio-
tactic factor capable of inducing angiogenesis through the
activation of its receptors, fetal liver kinase-1 (Flk-1) and
fms-like tyrosine kinase-1 (Flt-1) expressed on endothelial
cells. The purpose of the present study was to assess if a
treatment with antisense (AS) oligonucleotides directed
agaiiist VEGF receptors Flk-1 or Flt-1 mRNA could prevent
VEGF-mediated angiogenesis. With the use of miniosmotic
pumps, phosphate-buffered saline, VEGF, or VEGF com-
bined with AS-Flk-1, AS-Flt-1, or AS-scrambled oligonucleo-
tides were released in mouse testis for 14 days. VEGF (1, 2.5,
and 5 (ig) increased the formation of new capillary blood
vessels by 236, 246, and 287%, respectively. The combination
ofAS-Flk-1 or AS-Flt.-l (200 |j,g) to VEGF (2.5 p.g) reduced by
87 and 85% the formation of new blood vessels, respectively,
and the expression of their corresponding proteins. These
data demonstrate the therapeutical potential ofAS-Flk-1 or
AS-Flt-1 to prevent VEGF-mediated angiogenesis in vivo.

AQ: 2 aiitiseuse oligoniicleotides; gene therapy

ANGIOGENESIS CAN BE DEFÎNED âS the growth of new blood
vessels from preexisting vessels and capillaries and is
controled by the balance between proangiogenic and
antiangiogenic molecules (11, 43). It differs from vas-
culogenesis, which consists on an embryonic phenom-
enon, in which new blood vessels are formed de novo
from blood islands composed of committed stem cells
(11). Angiogenesis plays an important role in a variety
of physiological processes such as wound healing, cor-
pus luteum formation, and embryonic development
(19). However, uncontrolled neovascularization can be
associated with human diseases, including growth of
solid tumors, retinopathies, rheumatoid arthritis, pso-
riasis, and atherosclerotic plaque growth (19). Angio-
genesis is a complex process that includes proliferation

Address for reprint requests and other correspondence: M. G.
Sirois, Montreal Heart Institute, 5000 Belanger St., Montreal, Que-

AQ: 4 bec, Canada, HIT 1C8 (E-mail: mgsirois@icm.umontreal.ca).

and migration of endothelial cells, disruption of the
capillary basal membrane, and formation of vascular
tubes and networks (15). These events are activated by
growth factors binding to endothelial cell surface re-
ceptors (9).

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is known
to be a potent stimulator of proliferation, migration,
and differentiation of endothelial cells in vitro (17, 59).
It has the ability to trigger the entire sequence of
events leading to new vessel growth (18, 26, 69) and
can stimulate angiogenesis in vivo in different animal
models such as in the rat and rabbit cornea (8, 40), the
chorioallantoic membrane (14), and the rabbit bone
graft model (8). VEGF binding to endothelial cell re-
ceptors also induces the production of nitric oxide (NO),
which is considered to be a mediator ofVEGF-induced
vasodilation and angiogenesis in vivo (29, 35, 49, 61,
64, 66).

The biological activities of VEGF are mediated
through two high-affinity receptor tyrosine kinases
that are fms-like-tyrosine kinase-1 (Flt-1) or VEGF
receptor 1 (VEGFR-1), and fetal liver kinase-1 (Flk-1),
or VEGFR-2 (13), whose expressions are mainly re-
striated to endothelial cells (54). Flt-1 binds VEGF with
high affinity but is weakly expressed by endothelial
cells, which makes it difficult to detect. On the other
hand, Flk-1 binds VEGF with a lower affinity, although
Flk-1 is highly expressed on endothelial cells and eas-
ier to detect (4, 62). In addition, Flk-1 appears to be the
major transducer ofVEGF signals in endothelial cells,
which result in cell proliferation, migration, differenti-
ation, tube formation, increase of vascular permeabil-
ity, and maintenance of vascular integrity (70). As for
Flt-1, it seems to have a role in endothelial cell assem-
bîy (6).

Inhibition of angiogenesis has emerged as a promis-
ing strategy for the treatment of pathological condi-
tions that are dependent on new blood vessel formation
(16). Targeting either VEGF and/or its receptors might
be potential avenues for the inhibition of angiogenesis
because their expression is upregnlated in numerous
metastasic tumors (5) in regenerating liver after injury

The costs of publication of this article were defrayed in part by the
payment of page charges. The article must therefore be hereby
marked "advertisement" in accordance with 18 U.S.C. Section 1734
solely to indicate this fact.
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(44), in hypoxic vasculature (42, 60), and in the diabetic
retina (25).

Recent studies in our laboratory (3) using antisense
(AS) oligonucleotides directed against the mRNA of
VEGF receptors Flk-1 and Fit-1 demonstrated that in
vitro VEGF-induced endothelial cell proliferation, mi-
gration, and platelet activating factor (PAT) synthesis
is mediated through the Flk-1 receptor. In contrast,
Fit-1 receptor does not seem to be involved in these
VEGF-mediated activities in vitro (3). The aim of the
present study was to assess if the use of AS targeting
Flk-1 or Flt-1 mRNA could inhibit in vivo VEGF-in-
duced angiogenesis.

MATERIAL AND METHODS

Surgical procedures. The surgical procedures were per-
formed by one trained operator and were performed in accor-
dance to the guidelines set by the Montreal Heart Institute
animal care committee and the Canadian Council for Animal
Protection. Male C57/B16 mice (18-22 g wt) (Charles River
Breeding Laboratories; Saint-Constant, Quebec, Canada)
were anesthetized with an injection (100 mg/kg ip) of ket-
aminé HC1 (Ketalean; MTC Pharmaceuticals; Cambridge,
Ontario, Canada) and xylazine HC1 10 mg/kg (Rompun;
Bayer; Etobicoke, Ontario, Canada). A diagonal incision (2
cm) of the skin was made just above the right groin after the

skin was disinfected with 0.5% chlorexidine (Novopharm;
Toronto, Ontario, Canada). The rectus abdominis muscle and
transversalis fascia were dissected to get access to the peri-
toneal cavity (Fig. 1A). The right testis was pulled out
through the inguinal canal and brought to the skin incision
(Fig. 15). A fine needle (25G5/8) was used to create a mi-
cropuncture in the visceral layer of the tunica vaginalis of the
testis, near the head of the epididymis where there were no
apparent vessels (Fig. 1C). A sterilized polyethylene (PE)-IO
catheter (Cole-Parmer; Vernon Hills, IL) was introduced into
the testis in a selected area and secured with silk 6-0 thread
(Davis and Geek; Wayne, NJ) attached to the tunica vaginalis
(Fig. 1, D and E). The testis was repositioned into the scro-
turn by passing through the inguinal canal, and the rectus
sheath was sutured with silk 6-0 (Fig. Iff). The free tip of the
catheter inserted in the testis was fixed with silk 6-0 to the
rectus sheath to prevent unwanted movements and con-
nected to a larger catheter PE-60 (Becton Dickinson; Sparks,
MD). This latter was adapted to a miniosmotic pump (model
2002, Alza; Palo Alto, ÇA) with a controlled flow delivery of
0.5 jjiVh for 14 days (Fig. 1G). The pump was placed subcu-
taneously on the abdominal right flank. The wound was then
closed with Dexon 5-0 suture (Davis and Geek) and the
animals were returned to their cages. The miniosmotic
pumps were prefilled with 200 [xl of phosphate-buffered sa-
line and bovine serum albumin (PBS-BSA; 0.1%) (Sigma; St.
Louis, MO). VEGF (Pepro Tech; Rocky Hill, NJ) was added at
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Fig. 1. During surgery, an incision of the skin is made just above the right thigh of the mouse (A), an incision of
the rectus sheath is made to access the abdominal cavity, and the right testis is pulled out through the inguinal
canal (B), a fine needle (model 25G5/8) is used to create a small hole at the base of the testis where there are no
apparent blood vessels (C), a small polyethylene (PE)-IO catheter is inserted in the hole made at the base of the
testis (£>), and the catheter is fixed at the base of the testis to avoid its movement into the testis (E). At this
moment, pictures of 4 different regions of the testis (Al, A2, Bl, and B2) at different magnifications are taken with
a digital camera (F), the testis is reinserted into the scrotum by passing through the inguinal canal, and the rectus
sheath sutured, a miniosmotic pump (G) prefilled with the substance to be infused into the testis is attached to the
free extremity of the catheter. The pump is placed under the skin on the abdominal right flank and the skin is
ûnally sutured (ff).
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different concentrations (.1, 2.5, and 5 p.g/200 ^} PBS-BSA,
0.1%) to obtain a dose-response curve on the induction of
blood vessel formation. On the basis of these data (see RE-
SULTS), a group of mice was treated with VEGF (2.5 |ig/100 [sA
PBS-BSA 0.1%) combined to AS-Flk-1 (200 |j,g/100 p.1 PBS-
BSA 0.1%), AS-Flt-1 (200 v.g/100 yJ. PBS-BSA 0.1%) or AS
scrambled (Scr) (200 p.g/100 ^1 PBS-BSA 0.1%). Another
group of mice was treated with the oligomers (200 |j.g/200 |jil
PBS-BSA 0.1%) in absence of VEGF. Finally, in a sham-
operated group of animals, the testes were manipulated as
above, but without the iiisertion of catheter and osmotic
pump. After 14 days of treatment, the animals were anesthe-
tized and dissected as described above to bring the right
testis to the skin incision for image acquisitions. Animals
were then euthanized with ail overdose of ketamine and
xylazine.

Image acquisition and analysis. Pictures of various regions
of the testis with inserted catheters were taken at different
magnifications (X 8.4, X 12, X 24, X 38.4, and x48) with a color
video digital camera (model DKC 5000; Sony) adapted to a
binocular (model SZX12; Olympus). To assess the number of
new blood vessels, the surface of the testis was divided into
four sections: Al, A2, El, and B2 (Fig. IF). For each testis,
one picture per section was taken at day 0. A picture of the
exact same region was then taken at day 14 after treatment.
These pictures were taken at a magnification of X 48, and the
pictures at day 0 and day 14 were then compared. Tlie
number of new blood vessels present at day 14 but absent at
day 0 was counted on each picture for each section. The new
blood vessels counted were full-length vessels of at least 150
[im and not the result of sprouting. The surface of the
pictures taken at X48 magnification was 1.288 mm2, and the
number of new blood vessels was converted as the number of
new blood vessels (in mm2) by dividing the number of new
blood vessels per field of x48 by the surface (1.288).

To confirm that. the new blood vessels observed at day 14
were not preexisting blood vessels that have been vasodilated
by a VEGF treatment, we did another set of experiments in
which pictures were taken at day 0 and day 14 (in VEGF-
treated groups). Tlie Alzet miniosmotic pump was then re-
moved and a new set of pictures were taken 3 days later (day
17) in such, the VEGF effect was no longer involved because
VEGF has a plasmatic half-life of 3 min (15).

The images taken before (day 0) and after treatment (day
14 and in some cases at day 17) were then compared and
different parameters were determined: the number of new
blood vessels, the length and diameter of the new vessels,
change in the diameter of preexisting vessels, and immuno-
histochemistry analysis. The number of new blood vessels
was determined by counting directly on the pictures the
number of new vessels created by various treatments. The
length and diameter of the vessels were calculated by com-
puterized digital planimetry with the use of a dedicated video
binocular and customized software (NIH Image version 1.6).

Selection of AS oligomers. The AS oligomer sequences were
selected in function of previous studies (3, 10, 58) and had
specific characteristics (no more than three consecutive
guanosines, the incapacity to form hairpins without or min-
imal capacity to dimerize together, and had between 15 and
20 bases length (18 bases in the present study)]. The murine
Fit-1 and FIk-1 cDNA, respectively, were obtained from Gen-
Bank (Accession Numbers D28498 and X70842). Four differ-
ent AS oligonucleotide phosphorothioate backbone sequences
have been selected at this time, two targeting mice Flt-1
mRNA (AS l, ASl-Flt: 5'-AAg CAg ACA CGC gAg CAg-3'; AS
2, AS2-Flt: 5'-CCC TgA gCC ATA TCC TgT-3'), and two
targeting mice Flk-1 mRNA (AS 1, ASl-Flk: 5'-AgA ACC

ACA gAg CgA CAg-3'; AS 2, AS2-Flk: 5'-AgT ATg TCT TTC
TgT gTg-3'). Tivo Scr phosphorothioate sequences (Scr Fit,
Scr2-Flt: 5'-ACT gTC CAC TCg CAg TTC-3'; Scr Flk, SCR2-
Flk: 5'-TTT CTg gTA TgC AFT gTg-3') were also selected as
negative controls. The oligomers were used under sterile
conditions.

Immunohistochemistry ofFlk-1, Fit-1, and endothelial cell
NO synthase expression. After the animals were euthanized,
the testes were isolated, fixed in 10% formalin PBS-buffered
solution, and processed for standard histological procedures.
Testes sections were cut into G-^m-long sections, deparaf-
finized in xylene and ethanol baths, and endogenous peroxi-
dase activity was quenched in a solution ofmethanol (200 ml)
plus hydrogen peroxide (30%, 50 ml). Nonspecific binding of
primary antibodies was prevented by preincubating the tis-
sues with serum 5% from the species used to raise the
secondary antibodies. Testes sections were then exposed to
primary antibodies for 3. h in endothelial NO synthase
(ecNOS) or 2 h in Flk-1 and Flt-1. Tl-ie primary antibodies
used were monoclonal anti-mouse Flk-1 IgG (Santa Cruz
Biotechnology; Santa Cruz, CA) diluted (1:500, 1,000, and
2,500), rabbit polyclonal anti-human Flt-1 IgG (Santa Cruz
Biotechnology) diluted (1:100, 250, and 500), and monoclonal
anti-human ecNOS IgG (Transduction Laboratories; Missis-
sauga, Ontario, Canada) diluted (.1:2 500, 5,000, and 10,000).
Purified nonspecific mouse IgG (for Flk-1 and ecNOS detec-
tion) or rabbit IgG (for Flt-1) were used as primary negative
control antibodies. On incubation, the primary antibodies
were washed with PBS, and the slides incubated for 60 min
either with a biotinylated goat anti-rabbit (for Flt-1 detec-
tion) or a goat anti-mouse IgG (for Flk-1 and ecNOS detec-
tion) (1:400) (Vector Laboratories; Burlingame, CA). Peroxi-
dase labeling was achieved with incubation using an avidin/

complex (ABC kit; Vector), and antibody
visualization was established after a 5-min exposure to 3,3'-
diaminobenzidine solution (DAB kit; Vector). Testes were
counterstained by Gill's hematoxylin #3 solution, rinsed in
tap and distilled water, and were then mounted with a
permount solution.

Statistical analysis. Data are means ± SE. Statistical
comparisons were determined by analysis of variance, fol-
lowed by a paired or unpaired Student's (-test with Bonfer-
roni's correction for multiple comparisons. Data were consid-
ered significantly different if a value of P < 0.05 was
observed.

RESULTS

Angiogenesis assessment. The infusion of PBS (200
tjil) during a 14-day period with a miniosmotic pump
adapted to a catheter inserted in the testis induced the
formation of 1.86 ± 0.37 new blood vessels/mm (Figs.
2A and 3A). This formation of new blood vessels was F2
not different from the one observed in control sham-
operated animals: 1.58 ± 0.27 new blood vessels/mm
(Fig. 3A). Treatment with VEGF at different concen- F3
trations (l, 2.5, and 5 |jLg/200 |JLI) delivered on a 14-day
period increased significantly the number of new blood
vessels by 236% (P < 0.01), 246% (P < 0.01), and 287%
(P < 0.01), respectively, compared with sham control
groups (Figs. 25 and 3A).

Effect of AS on the formation of new blood vessels. On
the basis of our data in Fig. 3A, we used VEGF at a
dose of 2.5 p-g for the following experiments. As men-
tioned above, the infusion ofVEGF (2.5 |jig/200 (Jil) for
a period of 14 days induced the formation of 5.48 ± 0.96

AJP-Heart Cire Physiul • VOL 28-2 • JANUARY 2002 • invw.ajpheart.org



n

L

0

tapraid4/h4-ahea/h4-ahea/h40102/h41244d02a | sweigarl | 8=7 | 9/26/01 | 11:26 | MS:H0196-1 | lni:01e/dn^dlh | Input-DCT-srh
H4 INHIBITION OF VEGF-MEDIATED ANGIOGENESIS

Fig. 2. Vascular endothelial growth
factor (VEGF)-angiogenic effect and its
inhibition by antisense (AS) oligonucle-
otide gene therapy. A sustained infu-
sion of control vehicle phosphate-buff-
ered saline (PBS) had no or marginal
angiogenic effect (A), VEGF-infusion
for 14 days induced the formation of
new blood vessels (arrows) (5), treat-
ment with AS oligomer targeting either
fetal liver kinase-1 (Flk-1) (C), or fins-
like tyrosine kinase-1 (Flt-1) (D)
mRNA abrogated VEGF angiogenic ac-
tivity. Stereomicroscopic pictures were
taken at x 48 magnification.
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new blood vessels/mm2 (P < 0.01; compared with sham
control group) (Fig. 35). The combination ofASl-Flk-1
(200 |jig), AS2-Flk-l (200 (Jig), ASl-Flt-1 (200 |jLg), or
AS2-Flt-l (200 |jLg) to VEGF (2.5 (Jig) into 200 |JLI (final
volume) decreased the formation of new blood vessels
by 85,87,85, and 71%, respectively, compared with the
VEGF-treated group (P < 0.01) (Figs. 2, C and D, and
3B). The combination ofAS-Scr (200 (xg) to VEGF (2.5
|jLg) into 200 ijil (final volume) led to the formation of
5.34 ± 0.64 new blood vessels/mm2, which was statis-
tically not different from the group treated with VEGF
alone (Fig. 3-B). In another group, we tested the effect of
the AS and Scr oligomers in PBS-treated mice, and
these oligomers did not alter signiucantly the number
of preexisting blood vessels and the basal formation of
new blood vessels mediated by PBS (data not shown).

The length and the diameter of the new blood vessels
were also determined. The average length of the new
blood vessels in all studied groups fluctuated from 245
to 324 (xm. The average length of new blood vessels
under VEGF treatment (2.5 |xg/200 |JLI) was 284 ± 10
(Jim (Table l). The diameter of the new blood vessels
has been measured as well and all had a capillary-like
diameter with an average diameter fluctuating from
6.30 to 9.04 |jim, including an average diameter of

8.52 ± 0.40 (im under VEGF treatment (2.5 (JLg/200 fzl)
(Table 1).

Vasodilatory effect ofVEGF on preexisting bloodves-
seZs. VEGF is a vasodilatory mediator, consequently,
we wanted to assess if the new blood vessels observed
on a sustained infusion of VEGF were due to the
dilation of preexisting capillaries or due to its angio-
genie potential. First, we looked at the vasodilatory
effect of VEGF on preexisting blood vessels with a
diameter < 20 jjum and on vessels with a diameter
between 20 and 100 |jum. Pictures of the testes to be
treated were taken at day 0 before treatment and at
day 14, then the miniosmotic pump was removed and
another set of pictures taken 3 days later at day 17. In
the control sham-operated group, there was no change
in the diameter of preexisting vessels at days 14 and 17
compared with the diameter observed at day 0 (Fig.
4A). A treatment with VEGF (2.5 |jug/200 |JLI) delivered F4
on a period of 14 days did not mediate a vasodilation of
preexisting vessels with a diameter <20 |xm. The di-
ameter of these vessels increased by 6% at day 14
compared with day 0 and decreased by 3% at day 17
compared with day 14 (P = NS) (Fig. 4A). However, the
infusion of VEGF (2.5 |jLg/200 |JLI) over a period of 14
days increased by 40% the dilation of preexisting blood

AJP-Heart Cire Physiol • VOL 282 • JANUARY 2002 • www.ajpheart.org
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Fig. 3. VEGF-angiogenic effect and its iiLhibition by AS oligonucle-
otide gene therapy. A; effect a sustained infusion of VEGF (1, 2.5,
and 5 ixg) on a 14-day period on the formation of new blood vessels in
mouse testis compared with control sham-operated and PBS-treated
groups. B: combination of AS oligomers targeting eitlier FIk-1 or
Flt-1 mRNA (AS-Flk-1 or AS-Flt-1; 200 p.g) to VEGF (2.5 p.g) abro-
gated the formation of new blood vessels, whereas AS-scrambled
(Scr) oligomers (200 p.g) did not prevent VEGF-angiogenic activity.
n = 5-11 animals per treatment. **P < 0.01 and S**P < 0.001 vs.
sham; IP < 0.01 vs. VEGF.

vessels having a diameter between 20 and 100 p.m
coiïipared with untreated arteries (day 0) (P < 0.01).
However, this vasodilatory effect mediated by VEGF
infusion was abrogated within a period of 3 days after
the arrest ofVEGF infusion (.day 17) and was no longer
significant compared with day 0 (Fig. 4A).

Effect of AS on VEGF-mediated vasodilation of pre-
existing blood vessels. In sham-operated mice, the di-
ameter of preexisting blood vessels (20-100 [im m
diameter) did not fluctuate significantly from day 0 to
day 14, and the mean diameter was set as the 100%

Fig. 4. VEGF-vasodilatory effect on preexisting blood vessels and its
inhibition by AS oligonucleotide gene therapy. A: in a sham-operated
control group, there is no change in the diameter of preexisting blood
vessels at days 14 and 17 post procedure. VEGF (2.5 (Jig) infusion on
a 14-day period did not modulate the vascular tone of preexisting
blood vessels with a diameter <20 p.m. However, VEGF increased
significantly the diameter of preexisting blood vessels with a diam-
eter from 20 to 100 p.m compared with untreated arteries (dav 0).
The arrest ofVEGF infusion abrogated its vasodilatory effect within
3 days (day 17). B: combination of AS oligomers targ'eting either
Flk-1 or Flt-1 mRNA (AS-Flk-1 or AS-Flt-1; 200 ^g) to VEGF (2.5 p.g)
inhibited the vasodilatory effect ofVEGF on preexisting vessels with
a diameter from 20 to 100 |xm. Addition of an Scr oligomer to VEGF
did not iiihibit VEGF vasodilatory effect, ra = 4 toll animals per
treatment. + +P < 0.01 vs. day 0; •\P < 0.05 vs. day 14; **P < 0.01
and -W*P < 0.001 vs. sham; iP < 0.01 vs. VEGF,

baseline diameter. A treatment with VEGF (2.5 |Ag/200
^1) delivered on a 14-day period induced the vasodila-
tion of preexisting blood vessels (20-100 jjim diameter)
by 48% (P < 0.01, compared with control sham-oper-
ated mice) (Fig. 45). The combination of ASl-Flk-1
(200 ^g), AS2-Flk-l (200 ixg), ASl-Flt-1 (200 |-Lg), or
AS2-Flt-l (200 (Jig) to VEGF (2.5 |jug) into 200 |jil (final
volume) abrogated the VEGF-vasodilatory effect ofpre-
existing blood vessels (20-100 |xm diameter) (P < 0.01)
(Fig. 45). Treatment with a Scr oligomer did not reduce

Table 1. Vessel density, length, and diameter of new blood vessels according to treatment

Treatment
New blood

vessels, mm2 Length, p.m Diameter, p.m n

u

Sham
PBS
VEGF (2.5 ii.g)
ASl-Flk-1 (200 p.g)
AS2-Flk-l (200 p.g)
ASl-Flt-1 C200 |jig)
AS2-Flt-l (200 |jig)
AS scrambled

l.58 ±0.27
l.86 ±0.37
5.48 ±0.96
2.17 ï 0.36
2.08 ±0.40
2.15 ±0.40
2.71 ±0.23
5.34 ± 0.64

251.2 ±15.5
324.1 ±17.0
284.3 ±10.0
278.7 ±13. l
278.9 ±13.0
285.2 ±13.3
267.4±13.5
245.1 ±6.4

7.12 ±0.26
6.62 ±0.66
8.52 ±0.40
7.74 ±0.42
6.30 ±0.59
9.04 ±0.44
8.45 ±0.48
7.94 ±0.28

6
11
8
7
7
8
7
7

Values are means ± SE; n, no. of animals treated per group. PBS, phosphate-buffered saline; VEGF, vascular endothelial growth factor;
AS, antisense; Flk-1, fetal liver kinase-1; Flt-1, fms-like tyrosine kinase-1.
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the VEGF-mediated vasodilatory effect. In fact, it even
increased the vasodilation of preexisting blood vessels
(Fig. 45). The combination of AS or Scr oligomers to
PBS did not alter the basal diameter of the preexisting
blood vessels (20-100 p,m diameter) (data not shown).

Effect of VEGF on the number and diameter of new
blood vessels. In previous figures, we showed under
sustained VEGF infusion the presence of new blood
vessels within 14 days and stated that they were <10
|j.m in diameter. In addition, we observed that VEGF
infusion had no vasodilatory effect on preexisting blood
vessels with a diameter <20 i-um, but induced the
vasodilation of preexisting blood vessels with a diam-
eter >20 ^m, and that this effect was abrogated on the
arrest of VEGF infusion (Fig. 4A). These results sug-
gest that the new blood vessels obsei-ved in our study
cannot be the result of a vasodilation of preexisting
blood vessels with a diameter <20 ^m because VEGF
does not induce vasodilation of these small blood ves-
sels.

Nevertheless, to ensure that the new blood vessels
observed under VEGF infusion were not the result of
an unexpected vasodilation of small preexisting capil-
laries «10 ijum diameter), we performed an additional
study, in which we quantified the number and the
diameter of new blood vessels at day 14 and 77 in
control sham-operated and VEGF-treated mice (Fig. 5).
In control sham-operated mice, we observed the forma-
tion of 1.71 ± 0.40 new blood vessels/min2 with a mean
diameter of 8.01 ± 0.40 |jLm at day 14, these parame-
ters were not significantly different at day 17 (Fig. 5).
A treatment with \7EGF (2.5 |j.g/200 |j.l) infused on a
14-day period induced in the present study the forma-
tion of new blood vessels (4.40 ± 0.40 vessels/mm2)
(P < 0.001) compared with a control group, and these
new vessels had a diameter of 7.92 ± 0.47 p.m, which is
not statistically different from the diameter of new

D
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l
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î4liji
DAY 14 DAY 17 DAY 14 DAY 17
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Fig. 5. The VEGF-angiogenic effect and vasodilatory efl'ect on new
blood vessels. Niimber and diameter (|xm) of new blood vessels after
14 days of treatment with VEGF (2.5 |jig) and at day 17 (3 days post
VEGF). In a sham-operated group, the number and diameter of new
blood vessels remained the same at days 14 and 17 postprocedure. A
treatment with VEGF (2.6 p.g) for 14 days increased the formation of
blood vessels compared with the control sham-operated group, and
the diameter of the new blood vessels was not statistically different
from those observed in control sham-operated mice. Three days after
the arrest ofVEGF iiifusion (day 17), the number and the diameter
of the iiew blood vessels remained the same as observed at day 14
under VEGF treatment, iz = 4-11 animals per treatment. **P < 0.01
and Ï:"*P < 0.001 vs. sham,

blood vessels formed in control sham-operated group
(Fig. 5). The infusion ofVEGF was terminated by the
removal of the miniosmotic pump at day 14, and the
same parameters were evaluated 3 days later (day 17)
(Fig. 5). The number and diameter of new blood vessels
3 days on the removal of VEGF were not statistically
different from those obtained at day 14 under VEGF
treatment (Fig. 5).

Effect of AS and VEGF on Flk-1 and Flt-1 protein
expression. By immunohistochemistry analysis we per-
formed a semiquantitative analysis of Flk-1 and Flt-1
protein expression. The expression of FIk-1 and Flt-1
receptors is present on vascular eiidothelial cells of
mouse testes under normal condition (nontreated,
sham operated, or PBS infused) (Figs. 6A and 7A). F6
Under VEGF sustained infusion (2.5 (xg/200 [il; 14-day
period), we observed that the protein expression of
Flk-1 and Flt-1 remained similar to control sham-
operated group compared with control sham-operated
group (Figs. 65 and 75). We then investigated the
efFect ofASl-Flk-1 (200 |xg), AS2-Flk-l (200 y.g\ AS1-
Flt-1 (200 |jLg), or AS2-Flt-l (200 |jLg) combined with
VEGF (2.5 |jLg) into 200 |JLI (final volume). A treatment
with either ASl-Flk-1 or AS2-Flk-l blocked Flk-1 pro-
tein expression (Fig. 6C), without affecting Fit-1 pro-
tein expression (Fig. 7C), whereas a treatment with F?
either ASl-Flt-1 or AS2-Flt-l blocked Flt-1 protein
expression (Fig. 7D), without affecting Flk-1 protein
expression (Fig. 6D). Treatment with Scr oligomers did
not alter the expression of Flk-1 and Flt-1 (Figs. 6E
and 7jB). Purified nonspecific mouse and rabbit IgG
were used as primary negative control antibody, and in
each case we could not detect any positive staining
(data not shown).

EcNOS protein expression. VEGF mediated a vaso-
dilation of preexisting blood vessels with a diameter
between 20 and 100 |JLm, and such vasodilation was
abrogated by AS oligoiners targeting either Flk-1 or
Flt-1 mRNA but not with Scr oligomers (Fig. 45).
Consequently, we wanted to confirm that the inhibition
of VEGF-mediated vasodilation by the AS oligomers
was not due to a nonselective downregulation ofecNOS
protein expression. By iinmunohistochemistry analy-
sis, we confirmed the ecNOS protein expression on
vascular endothelial cells of mouse testis under normal
conditions (nontreated, sham operated, or PBS in-
fused) and in VEGF-treated group (Fig. 8, A and B). FS
The combination of AS oligomers either against Flk-1
or Flt-1 mRNA as well as Scr oligomers with VEGF did
not alter the ecNOS protein expression on vascular
endothelial cells of mouse testis (Fig. 8, C-E). Purified
nonspecific mouse IgG was used as primary negative
control antibody, and we could not detect any positive
staining (data not shown).

DISCUSSION

In the present study, we developed a new model of
angiogenesis in which we were able to: 1) investigate
the VEGF angiogenic activity, 2) downregulate by AS
oligonucleotides gene therapy the protein expression of
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Fig. 8. Positive endothelial cell nitric oxide synthase (ecNOS) protein expression on vascular endothelial cells was
detected by immunohistochemistry (cells stained in brown; arrow). Basal expression in control sham-operated mice
(A) and VEGF infusion maintained the level of ecNOS protein expression (B). Treatment with AS-Flk-1 (C),
AS-Flt-1 (D), or an Scr oligomer (E} did not alter the vascular ecNOS protein expression (magnification x 1,000).

Flk-1 and Flt-1, 3) prevent VEGF-mediated angiogen-
esis, and 4) demonstrate that Flt-1 and Flk-1 are re-
quired to mediate VEGF vasodilatory effect.

It is possible to mimic under in vitro conditions
different activities related to angiogenesis, namely en-
dothelial cell proliferation, migration, formation of tu-
bule-like structures, and the release of angiogenic me-
diators (33). However, it remains that these in vitro
experiments cannot entirely reproduce the angiogenic
process obtained under in vivo conditions.

Several in vivo models of angiogenesis have been
elaborated throughout the years. These models include
avian chorioallantoic membrane, neovascularization in
the cornea (19), matrix implants, inflammatory gran-
uloma response (30), window models (4l), cancer mod-
els (68), and wound healing (8). Each model has differ-
ent advantages, disadvantages, and limitations. For
instance, the chick chorioallantoic membrane model is
based on the application of a disk containing a growth
factor placed on the chorioallantoic membrane of a
fertilized egg. This system is nonmammalian, and for
certain, it is not truly considered as an in vivo model
because it involves embryonic angiogenesis, which is
not necessarily applicable to disease-driven angiogen-
esis (l, 34). Another in vivo model commonly used is
the corneal neovascularization model, in which a de-
vice (pellet) releasing an angiogenic factor is implanted
into the stroma of the cornea of the animals. The
surgical technique is difficult and can produce undesir-
able inflammation by itself (2, 21). In fact, there is
probably no perfect angiogenic model, and the decision

about which animal model is the most suitable to be
used should be based on different variables, including
the objectives, the angiogenic stimulus to be studied,
the quantitative analysis, the animal species, and the
practical and economical aspects.

We believe that our angiogenic model in the mouse
testis offers several advantages. It provides the possi-
bility to work with mammalian animal. The testis has
a moderate vascular network at the surface of the
tunica vaginalis, which is very easy to locate and to
measure. Consequently, it is also very easy to see the
formation of new capillarylike blood vessels under an-
giogenic conditions, and the results are highly repro-
ducible. The surgical procedure is relatively easy, and
produces no inflammatory response at the expected
angiogenic site. Furthermore, while the testis is pulled
out through the natural inguinal canal for the surgical
procedure and for image acquisitions, there is conse-
quently no scar tissue of fibrosis formation on the
testis. In this model, drugs and mediators of interest
can be delivered locally in the testis through a catheter
adapted to a miniosmotic pump placed distally. This
latter approach provides a significant advantage as it
allows (if desired) to modify the treatment by the re-
movaVreplacement of the delivering miniosmotic pump
on a simple skin incision at the level of the abdominal
flank, and thus without having to handle the treated
testis. If applicable, the angiogenic inhibitors can be
given by other routes (i.e., orally and intravenously).

In our study, we observed that a sustained infusion
for 14 days of VEGF in mouse testis induced the for-

AJP-Heart Cire Physiol • VOL 282 « JANUARY 2002 • www.ajpheart.org



tapraid4/h4-ahea/h4-ahea/h40102/h41244d02a | sweigarl | S=7 | 9/26/01 | 11:26 | MS:H0196-1 | lni:01e/dnr\dlh | Input-DCT-srh
INHIBITION OF VEGF-MEDIATED ANGIOGENESIS H7

n A Control

^^^M;'
^.î3^?; (<ft.sr»-•^i

»^* ^^y.
»

»•^.

ï^'s'".

1000X
».••

B VEGF

"^-•S ^•^•sC^*".<5 îx^'-' •
^ *•'.

.*''•,»^'<n
^ ••^î

<'/î »

-^^^
f^l^î

ç

E

u

ç

L

^

C AS-Flk-1 D AS-FIt-1 E AS-Scr

'iSî^S^i^
'vf
»•

^•;'•>_^^.f^^^

^
<!•
<•»1<M ^;

^^.^
l»-:tt;?^»Bfr^1 ^''Ï'iB?r3B^ ^1
^.A,:'-^^^k.

-y^^ .̂-"s 'A

['^1M^ f
•-i.

'^^ ^ <*

;.'•:
^t2>s^f

s-^L^.^ ..

Fig. 6. Positive Flk-1 protein expression on vascular endothelial cells was detected by immunohistochemistry (cells
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m.ation of new capillary-like blood vessels with a nor-
mal blood flow. In addition, we assessed that a treat-
ment with AS directed against the mRNA of VEGF
receptors Flk-1 or Flt-1 for a period of 14 days abro-
gated almost completely the VEGF-mediated angio-
genesis. These results suggest that both VEGF recep-
tors Flk-1 and Flt-1 are essential for VEGF in vivo
angiogenic activity. Our results are in agreement with
previous reports, in which the importance of VEGF
receptors in vascular development has been illustrated
using gene-t.argeting approaches. Indeed, targeted dis-
ruption of either Flt-1 or Flk-1 gene expression in mice
prevents normal vascularization and embryonic devel-
opinent leading to embryonic lethality, but the two
knockouts have distinctive phenotypes (.62). For in-
stance, Flk-1-deficient mice produce neither differenti-
at.ed endot.helia} cells nor organized. blood vessels and
also possess no hematopoiet.ic precursors, suggesting
that this receptor is essential for development of both
eiidot.helial and hematopoietic precursors (56). In con-
trast, the Flt.-l knockout mice possess mature differ-
entiated endothelial cells but have large, disorganized
vessels (20). Stimulation of either receptor by VEGF
triggers their phosphorylation, although the tyrosine
kinase activity of Fit-1 is usually weak, about 10 tù-nes
less than Flk-1 kinase, and in absence of serum star-
vation, VEGF-dependent Flt-1-phosphorylation is of-
ten difficult to detect (3, 55, 62). Ti-ansfection of the
human Flt-1 or the Flk-1 receptor cDNA in cells that do
not normally express VEGFR demonstrated that the
ability of VEGF to stimulate proliferation, l'nigration,
and actin reorganization is mediated by Flk-1 but not
Flt-1 (55, 62). In vivo VEGF-mediated vascular perme-
ability increases are also Flk-1 dependent (32, 63). The
role of Fit-1 in angiogenesis is less clear. It has recently
been shown that homozygote mice without the kinase
domain of'Flt-1 developed almost normal blood vessels
(28). These results indicate that early in embryogene-
sis, the extracellular domain of Flt-1 is sufficient to
rescue the lethal abnormality in Flt-1 null mutant mice
(20). It is proposed (57) that the major role ofFlt-1 is to
negatively regulate the levels of endogenous VEGF by
absorbing the ligand with the extracellular domain of
Flt-1. Thus the lethality ofFlt-1 deficient mice would
not. be due to the lack of some special signaling from
Flt-1, but due to the lack of negatively regulation in the
growth and differentiation of hemangioblasts (20,57).
In mature animais, Flt-1 is localized to the endothe-
lium in adult tissues (12, 42, 50, 53) and overexpressed
in the vasculature ofhypoxic tissues (24, 42, 60). Flt-1
activation by VEGF induces tissue factor expression
and chemotaxis in monocytes; Fit-1 is also implicated
in VEGF stimulation of urokinase and plasminogen
activator inhibit.or-1, and of metalloproteinase expres-
sion in smooth muscle cells (70). Stimulation of Flt-1
plays also a role in contact inhibition ofendothelial cell
growth and in endothelial cell assembly (6). All of these
events support the hypothesis that Flt-1 activation is
also essential to VEGF-mediated angiogenesis in ma-
ture animais.

We obse^ed that VEGF can induce a vasodilation of
blood vessels with a diameter of 20-100 p-m, such
vasodilation was not observed in microvessels with a
diameter <20 ijum, this latter effect can be explained by
the fact that these vessels (<20 [LTD. diameter) are
composed mainly of a monolayer of endothelial cells
with no or sparse smooth muscle cells surrounding
them, which would provide the capacity to modulate
the vascular tone. Wliat is even more interesting is
that a treatment with the AS oligonucleotides against
the mRNA of VEGF receptors Flk-1 or Flt-1 inhibited
the vasodilation of preexisting blood vessels (20-100
|jim diameter) mediated by VEGF, whereas Scr oli-
gamers had no such effect. This result shows that both
VEGF receptors Flk-1 and Flt-1 are essential for VEGF
vasodilatory effect. Previous studies (27, 61) have
shown that VEGF induces a vasodilation of coronary
arteries via the release of endothelial NO. Other re-
ports have shown that NO may play a significant role
in VEGF-mediated effects. NO release could mediate
VEGF vascular permeability increase (45-47, 49, 64).
In addition, NO may be directly involved in angiogen-
esis (31, 45, 49). On the other hand, other reports (23,
36-38, 48) have shown that the blockade of endoge-
nous NO synthesis in endothelial cells is proinflamma-
tory, can promote neutrophil-endothelial adhesion, vas-
cular permeability and endothelial injury. Others have
shown that NO has anti-angiogenic activity (51, 52),
and that VEGF inflammatory and angiogenic effects
are NO independent (7, 22, 39). These differences may
depend on the level of NO production (48, 51). How-
ever, to the best of our knowledge, our study is the first
one to establish under in vivo conditions the contribu-
tion ofFlk-1 and Fit-1 on VEGF vasodilatory activity.

By immunohistochemistry analysis on testes sec-
tions, we confirmed that the AS oligonucleotides
against the mRNA of Flk-1 and Fit-1 reduced selec-
tively their corresponding protein expression, whereas
the Scr oligomers did not alter the Flk-1 and Flt-1
protein expression. Nevertheless, because the use of
AS oligomers targeting either Flk-1 or Flt-1 mRNA
abrogated VEGF-vasodilatory effect, and that \'rEGF
may mediate the release of NO, we performed an
ecNOS immunohistochemistry analysis to ensure that
the AS oligomers did not directly or indirecty alter
ecNOS protein expression. Our study confirmed the
ecNOS protein expression on testes vasculature of con-
trol and VEGF-treated mice, and that neither the AS
oligomers targeting Flt-1 or Flk-1 mRNA nor Scr oli-
gomers altered the ecNOS protein expression. These
data confirm that the inhibition ofVEGF-induced va-
sodilation and angiogenesis is not caused by the inhi-
bition of vascular ecNOS protein expression.

Despite the fact that VEGF induced solely a vasodi-
lation of preexisting blood vessels with a diameter > 20
|jim, and that the diameter of the new blood vessels
observed was < 10 ^m, we nevertheless wanted to
confirm that the new blood vessels observed on a 14-
day VEGF infusion was not due to the vasodilation of
preexisting capillaries that could not be seen at day 0
before VEGF treatment. To discard such a possibility,
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we infused \rEGF for 14 days, then removed the
rainiosmotic pump, and collected additional images 3
days later (day 17). At day 14, we observed new blood
vessels with a diameter <10 ij-m and preexisting blood
vessels with a diameter between 20 and 100 |xm that
were vasodilated compared with the diameter observed
at. day 0. Three days after the arrest of'VEGF infusion
(day 17}, the vasodilatory effect ofVEGF on preexisting
blood vessels (20-100 jjLm diameter) could no longer be
observed, but the new blood vessels obsen'ed at day 14
were still present at day 17 and their diameter was
maintained (<10 |jLm). These data confirm that the new
blood vessels observed at day 14 were the result of
\7EGF-angiogenic activity in mouse testis.

In summary, the present study introduces a conve-
nient and reproducible model which allows investiga-
tion of in vivo angiogenesis. By using AS oligonucleo-
tides gene therapy, we have been able to downregulate
the protein expression of Flk-1 and Flt-1, and in both
cases we abrogated VEGF angiogenic activity. There-
fore, our results suggest that the blockade of VEGF
receptors expression by AS gene therapy may provide a
new therapeutic approach to prevent diseases associ-
ated with pathological angiogenesis.
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3 Discussion

3.1 La nécessité de développer un nouveau modèle

permettant l'étude de l'angiogenèse in vivo

0

Un des principaux problème dans la recherche en angiogenèse est la

difficulté de trouver un modèle adéquat pour évaluer la réponse

angiogénique [321]. Afin de réaliser les expériences présentées dans ce

mémoire, nous avons développé dans notre laboratoire un modèle in vivo

permettant d'étudier l'angiogenèse au niveau du testicule de souris.

Plusieurs modèles in vitro et in vivo présentant différents avantages et

inconvénients ont été développés au cours des dernières années afin

d'étudier le processus angiogénique. De façon générale, la principale limite

des modèles in vitro est la non-disponibilité de sources de cellules

endothéliales de la microcirculation et la difficulté de mimer parfaitement

les conditions observées en conditions in vivo [321]. En ce qui concerne les

modèles in vivo, ils sont difficiles à quantifier et à effectuer [321]. De plus,

le site où est induit l'angiogenèse n'est souvent pas représentatif de la

réalité [321].

u

Les avantages d'utiliser un modèle in vitro sont qu'il est possible de

contrôler les variables expérimentales et de suivre les différents

événements constituant ce processus [293]. Egalement, il est possible avec

les modèles in vitro de disséquer le processus angiogénique en ses

différentes composantes [293]. De plus, ces modèles sont de plus faibles

coûts et sont plus facilement réalisables que les modèles in vivo [293].

Toutefois, le milieu de culture, le substrat de matrigel ou de collagène,

l'origine et le passage des cellules endothéliales utilisées ainsi que les

facteurs angiogéniques dans les modèles in vitro ne sont pas suffisamment

normalises, faisant en sorte qu'il n'est pas possible de faire des
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comparaisons entre les résultats quantitatifs obtenus dans différents

laboratoires [293]. De plus, toutes les cellules endothéliales ne sont pas

pareilles et réagissent différemment aux facteurs de croissance et aux

inhibiteurs de l'angiogenèse selon la source dont elles proviennent [307].

En effet, les cellules endothéliales microvasculaires impliquées dans

l'angiogenèse diffèrent entre elles et à travers les différents organes et

vaisseaux sanguins [307]. Un autre aspect important à considérer lorsque

nous utilisons des modèles in vitro, et particulièrement lorsque nous testons

des molécules anti-angiogéniques, est que les cellules endothéliales sont

fragiles. En fait, le moindre changement de pH ou de l'osmolarité peut être

cytotoxique pour les cellules endothéliales [321]. Finalement, un fait

important à considérer est qu'une molécule pouvant stimuler ou inhiber la

proliferation ou la migration in vitro ne pourra pas nécessairement faire de

même in vivo [321]. Il est donc important d'etre très pmdent lorsque nous

extrapolons des résultats obtenus in vitro vers une situation in vivo. Les

modèles in vitro ne reflètent donc pas nécessairement ce qui se produit in

vivo et il est essentiel de pouvoir valider les observations faites in vitro

dans des modèles in vivo. Pour cette raison, beaucoup de modèles in vivo

ont été développés, toutefois ces derniers possèdent également des limites.

0

Un des modèles d'angiogenèse in vivo se fait au niveau de la cornée chez

des souris. Ce modèle permet de mesurer seulement les nouveaux

vaisseaux sanguins puisque c'est un milieu normalement avasculaire [321].

Aussi, ce modèle est utile pour l'étude d'inducteurs et d'inhibiteurs

d'angiogenèse que nous administrons oralement, de façon topique ou

encore de façon systémique [321]. Toutefois, étant donné que la cornée est

un milieu normalement avasculaire, elle ne contient donc pas les facteurs

sanguins qui pourraient influencer la survie des cellules endothéliales.

Aussi, la manipulation chirurgicale qu'implique ce modèle est plutôt

difficile [321].
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En ce qui concerne les modèles in vivo utilisant des chambres contenant

des cellules, des tissus ou des éponges, ils permettent d'observer les

changements progressifs se produisant au niveau de la vasculature

entourant le stimulus angiogénique [31, 94, 322]. Toutefois, l'installation

de la chambre et les observations subséquentes sont longues et difficiles à

effectuer [321]. De plus, la manipulation chirurgicale étant assez complexe,

elle peut induire des effets vasculaires reliés à la réparation tissulaire et qui

peuvent influencer l'effet des molécules angiogéniques et anti-

angiogéniques [321].

0

Un autre modèle in vivo beaucoup plus utilisé est celui qui se fait au niveau

de la membrane chorioallantoïque chez le poulet. Ce modèle présente

également certaines limites. En effet, il est difficile d'effectuer les

manipulations sans toucher la membrane ce qui a pour effet de causer une

réponse angiogénique non spécifique à l'agent que l'on veut tester [321].

De plus, un des problèmes majeurs avec ce modèle est la difficulté de

quantifier avec précision la réponse angiogénique puisque nous sommes en

condition d'embryogenèse. En effet, il s'avère difficile de distinguer les

nouveaux vaisseaux se formant à partir de vaisseaux sanguins préexistants

des vaisseaux se formant de novo (embryogenèse) [321].

Donc, malgré que plusieurs modèles in vivo aient été développés pour

étudier l'angiogenèse, la plupart présentent différents désavantages qui

limitent leur utilisation dans les études d'angiogenèse. De plus, ce sont les

modèles in vivo qui présentent le plus d'informations quantitatives, mais

ces modèles sont coûteux et difficiles à effectuer. Pour ces raisons, nous

avons développé un nouveau modèle pennettant d'étudier l'angiogenèse au

niveau du testicule de souris.

0 Notre modèle permet d'induire l'angiogenèse à l'aide de facteurs de

croissance insérés dans une mini-pompe osmotique qui libère l'agent de
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n façon graduelle sur une période de temps désirée jusqu'à 28 jours. La

technique est relativement économique, reproductible, facile à effectuer et

ne cause pas d'inflammation au site angiogénique. Également, c'est un

modèle qui se fait chez des mammifères et qui permet une réponse

angiogénique modérée qui est facilement quantifiable. De plus, il est

possible de verifier l'efficacité de différents agents anti-angiogéniques qui

peuvent être administrés par voie orale, intra-veineuse ou encore à l'aide de

mini-pompes osmotiques comme c'est le cas dans la présente étude.

Egalement, il est possible de suivre la progression de l'angiogenèse dans le

temps par une simple chimrgie qui permet d'observer le testicule que l'on

réinsère ensuite en son endroit initial.

0

0

3.2 Le VEGF induit la formation de nouveaux vaisseaux

sanguins in vivo de façon dose dépendante

Le VEGF est bien connu pour induire l'angiogenèse dans différents

modèles in vivo. Le VEGF est un puissant stimulateur de la prolifération et

de la migration des cellules endothéliales in vitro et de l'angiogenèse in

vivo. Dans notre modèle au niveau du testicule de souris, on observe

également qu'un traitement avec le VEGF cause une augmentation de la

formation de nouveaux vaisseaux sanguins par rapport à un traitement

témoin avec du PBS. Le VEGF induit la fonnation de nouveaux vaisseaux

sanguins de façon dose dépendante. La concentration de l |^g de VEGF ne

cause toutefois pas d'augmentation suffisante de vaisseaux sanguins dans

l'aire de testicule étudiée et ne permet donc pas une quantification

adequate. La concentration de 2.5 |^g de VEGF libérée sur une période de

14 jours induit une augmentation modérée du nombre de vaisseaux

sanguins permettant ainsi une quantification adéquate. C'est pour cette

raison que cette concentration a été sélectionnée pour poursuivre les

experiences au niveau de notre modèle de testicule de souris. Quant à la

concentration de 5 |Lig de VEGF, elle cause une trop grande augmentation
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de vaisseaux sanguins dans faire de testicule étudiée rendant la

quantification difficile et imprécise. De plus, mentionnons que les
nouveaux vaisseaux sanguins formés ont un diamètre moyen d'environ 8

p.m et une longueur moyenne d'environ 300 pm ce qui est caractéristique

des capillaires sanguins.

3.3 Inhibition de l'angiogenèse in vivo avec des antisens

dirigés contre les récepteurs Flk-1 et Flt-1

0

Après avoir déterminé notre concentration adéquate de VEGF (2.5 p.g),
nous avons infusé avec ce facteur de croissance, des AS dirigés contre

l'ARNm des récepteurs Flk-1 ou Flt-1. L'ajout d'AS-Flk-1 ou d'AS-Flt-1
au VEGF a inhibé dans les deux cas l'angiogenèse induite suite à l'infusion

de VEGF seulement. Ceci nous indique donc que ces deux récepteurs du

VEGF sont nécessaires pour induire l'angiogenèse in vivo. Ceci n'est pas

surprenant puisque le récepteur Flk-1 est responsable de la prolifération et
de la migration des cellules endothéliales [153, 154] alors que le récepteur

Fit-1 est impliqué dans l'assemblage des cellules endothéliales en

structures tubulaires qui formeront des vaisseaux sanguins [168]. Les deux

récepteurs sont donc responsables de différents événements essentiels à la

fonnation de nouveaux vaisseaux sanguins. Ainsi, l'inhibition des activités

engendrées par l'un ou l'autre des récepteurs du VEGF empêche la

formation de vaisseaux sanguins.

3.4 Avantages de cibler les récepteurs du VEGF

u

Plusieurs évidences suggèrent que l'inhibition des récepteurs du VEGF
serait une excellente cible anti-angiogénique. En effet, l'inactivation du
récepteur Flk-1 inhibe la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, la
croissance tumorale et la formation de métastases [46, 48, 168, 243,323].
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De plus, l'activation du récepteur Flk-1 est responsable de la réponse

inflammatoire induite par le VEGF via la synthèse du PAF [4]. Le

récepteur Flk-1 est celui qui est le plus souvent ciblé dans la thérapie anti-

angiogénique car il est exprimé presqu'exclusivement sur les cellules

endothéliales activées telles que celles présentes aux sites tumoraux alors

que le récepteur Fit-1 est exprimé tant sur les cellules quiescentes que sur

les cellules en prolifération [69, 200, 202, 262]. Ainsi, des agents ciblant le

récepteur Flk-1 permettent une plus grande spécificité comparativement

aux autres agents anti-tumoraux [152]. Des inhibiteurs contre Flk-1 ont

également un accès facile à leur cible puisque l'endothélium tumoral est en

contact direct avec le sang [152].

0

Le fait de cibler le récepteur Flk-1 par rapport au VEGF lui-même présente

certains avantages. Tout d'abord, le récepteur Flk-1 est présent à la surface

des cellules endothéliales (statique) alors que le VEGF est sécrété par

différentes cellules de l'espace interstitiel des tissus ainsi que par des

cellules inflammatoires migrant du sang vers l'interstitium (non-statique)

faisant en sorte que le VEGF est souvent inaccessible aux agents

thérapeutiques [152, 324]. Également, le nombre de récepteurs Flk-1 sur

les cellules endothéliales activées permet de saturer les récepteurs avec une

quantité raisonnable d'antagonistes. Le VEGF est quant à lui exprimé en

grande quantité dans certaines conditions comme l'hypoxie [152].

Finalement, des agents ciblant Flk-1 permettent de bloquer non seulement

les effets du VEGF mais également ceux du VEGF-C et du VEGF-D qui

sont des ligands du récepteur Flk-1 alors que des agents ciblant le VEGF

bloquent seulement l'action de la fonne du VEGF ciblée [152].

u
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3.5 Avantages d'utiliser des AS ciblant les récepteurs Flk-1

et Flt-1 comme thérapie anti-angiogénique

0

Au cours de cette étude, nous avons utilisé la thérapie génique par AS qui

procure divers avantages. Tout d'abord, les AS contre les récepteurs Flk-1

et Fit-1 utilisés dans la présente étude ont démontré une très bonne

efficacité avec une inhibition de plus de 85% de l'angiogenèse.

Egalement, l'utilisation d'AS permet une liaison spécifique à la séquence

d'ARNm des récepteurs Flk-1 et Fit-1. La thérapie génique par antisens

est donc beaucoup plus spécifique que les thérapies anti-angiogéniques

conventionnelles. De plus, avec l'utilisation d'AS, il se développe peu ou

pas de résistance étant donné la grande stabilité génétique des cellules

endothéliales. Également, cette thérapie démontre très peu de toxicité

comparativement à d'autres thérapie anti-angiogéniques.

3.6 Inhibition de l'effet dilatateur du VEGF à l'aîde

d'antisens contre les récepteurs Flk-1 et Flt-1

u

Le VEGF possède également un effet dilatateur au niveau des vaisseaux

sanguins [52]. Dans notre modèle au niveau du testicule de souris, nous

avons observé que le VEGF cause la dilatation des vaisseaux sanguins

préexistants de plus de 20 [im de diamètre. Le VEGF ne cause toutefois pas

de variation de diamètre des vaisseaux sanguins préexistants de moins de

20 [im de diamètre. Ceci est dû au fait que ces plus petits vaisseaux

sanguins sont dépourvus de cellules musculaires lisses qui permettraient

leur changement de diamètre. L'effet dilatateur du VEGF est inhibé lorsque

l'on ajoute des AS dirigés contre l'ARNm des récepteurs Flk-1 ou Flt-1.

Ceci démontre une fois de plus, que les deux récepteurs du VEGF sont

nécessaires pour induire l'effet dilatateur du VEGF in vivo.



0

70

3.7 Nécessité d'étudier l'angiogenèse à 14 et à 17 jours

0

Nous avons observé dans notre modèle que le VEGF cause la dilatation des

vaisseaux sanguins préexistants de plus de 20 pm de diamètre. Suite à cette

observation, nous nous sommes demandés si les nouveaux vaisseaux

sanguins que nous avions observés après 14 jours de traitement au VEGF,

ne pourraient pas être le résultat de l'effet dilatateur du VEGF sur des petits

vaisseaux sanguins contractés et donc non visibles en absence de VEGF.

Afin de confirmer que nous étions bien en présence de nouveaux vaisseaux

sanguins, nous avons fait une série d'expériences où le VEGF était infusé

pendant 14 jours comme précédemment. Toutefois, au jour 14, la pompe

contenant le VEGF était retirée et l'angiogenèse évaluée au jour 17, soit 3

jours post-VEGF. Les nouveaux vaisseaux sanguins qui avaient été

observes au jour 14 étaient toujours présents au jour 17. Toutefois, l'effet

dilatateur sur les vaisseaux sanguins préexistants de plus de 20 p,m était

absent au jour 17. Ceci nous démontrait que les vaisseaux sanguins

observes au jour 14 suite à l'infusion de VEGF étaient réellement des

nouveaux vaisseaux sanguins et non pas le résultat de l'effet dilatateur du

VEGF.

3.8 Etudes îmmunohistochimiques

0

Afin de confirmer que l'utilisation d'AS avait réellement réduit

1'expression des protéines des récepteurs Flk-1 et Fit-1, des études

immunohistochimiques ont été effectuées. Sur les testicules traités avec un

AS-Flk-1, on observe une réduction de l'expression du récepteur Flk-1

alors que l'expression est présente et inchangée dans les testicules non-

traités (témoin) ou traités avec VEGF, AS-Flt-1 ou AS-dégénéré (AS-

scrambled). En ce qui concerne l'expression du récepteur Flt-1, elle est

réduite dans les testicules traités avec un AS-Flt-1 et est présente et
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inchangée dans les testicules non-traités (témoin) ou traités avec VEGF,

AS-Flk-1 ou AS-dégénéré (AS-scrambled).

0

Une détection immunohistochimique de ecNOS a également été effectuée.

Ceci avait pour but de vérifier que l'inhibition de la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins observés avec les AS n'était pas causée par une

diminution de l'expression de ecNOS, l'enzyme responsable de la

formation de N0 au niveau des cellules endothéliales. Dans les testicules

non-traités et traités avec VEGF ou les AS-Flk-1, AS-Flt-1 et AS-

dégénérés, on observe aucune baisse de l'expression de ecNOS ce qui

confirme que l'inhibition de l'angiogenèse n'est pas causée par une

inhibition non spécifique de ecNOS. De plus, ces résultats démontrent que

la baisse de vasodilaltation induite par le VEGF en présence des AS contre

les récepteurs Flk-1 et Flt-1 n'est pas attribuable à une baisse d'expression

de la protéine ecNOS.

u
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4 Conclusion

Depuis le 30 dernières années, beaucoup de recherche a été effectué sur le

processus de l'angiogenèse. Les molécules impliquées ainsi que les étapes

nécessaires au processus sont maintenant bien connues. De plus, plusieurs

méthodes ont été développées pour promouvoir l'angiogenèse dans des

conditions d'ischémie du myocarde ou des membres ainsi que pour inhiber

l'angiogenèse dans des conditions associées à une néovascualrisation

excessive telles que dans la progression tumorale, les rétinopathies,

l'arthrite rhumatoïde et le psoriasis.

0

Au cours de ce projet de maîtrise, nous avons vérifié si l'utilisation de la

thérapie génique bloquant l'expression des récepteurs du VEGF pourrait

inhiber l'angiogenèse m vivo. Des antisens ciblant l'ARNm des récepteurs

Flk-1 et Fit-1 ont inhibé l'expression protéique de ces récepteurs et

l'angiogenèse induite par le VEGF dans un modèle in vivo au niveau du

testicule de souris. Ces AS ont également inhibé l'effet dilatateur du VEGF

sur les vaisseaux préexistants de plus de 20pm de diamètre. Ces résultats

démontrent que les deux récepteurs, Flk-1 et Fit-1, sont nécessaires pour

induire l'angiogenèse et causer l'effet dilatateur du VEGF. La thérapie

génique inhibant l'expression des récepteurs du VEGF peut donc êù-e

considérée comme une stratégie thérapeutique pour les pathologies

associées à une néovascularisation excessive.

0
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