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Sommaire

Les maladies cardiovasculaires en général, et l'athérosclérose, en

particulier, sont parmi les principales causes de mortalité et de morbidité dans les

pays industrialisés. Cette maladie est actuellement traitée à l'aide de différents

agents pharmaceutiques ou d'interventions telles que l'angioplastie coronarienne

et enfin le pontage coronarien. Cependant, dans la majorité des cas, la récidive

engendrée par ces traitements nécessite des réinterventions souvent beaucoup plus

complexes. L'occlusion graduelle des artères coronaires engendre le

développement de nouveaux vaisseaux sanguins appelés les vaisseaux collatéraux,

représentant une réponse adaptative à un environnement ischémique. Ce

phénomène est appelé angiogénèse. On définit l'angiogénèse comme l'ensemble

des processus menant à la formation de nouveaux capillaires sanguins par

l'excroissance ou le bourgeonnement de vaisseaux préexistants. Il fait intervenir la

migration, la prolifération et la differentiation des cellules endothéliales sous le

contrôle de facteurs de croissance tels que le VEGF (Vascular Endothelial Growth

Factor), bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) et les molécules de la matrice

extracellulaire.

Le facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF), facteur agissant

exclusivement sur les cellules endothéliales en activant les récepteurs Flk-1/KDR

(VEGFR2) et Fit-1 (VEGFR1), est impliqué activement dans l'angiogénèse en

réponse aux conditions ischémiques ainsi que dans la reconstitution de l'intégrité

de l'endothélium vasculaire suite à im traumatisme telle que l'angioplastie. Des

—f



0

II

études expérimentales et cliniques ont démontré que l'administration extrinsèque

du VEGF, sous fonne protéinique ou génique, pouvait d'une part remédier aux

effets de l'ischémie et d'autre part avoir un effet préventif sur la réendothélisation

post-angioplastie. Une nouvelle procédure thérapeutique qui a récemment été

appliquée dans des études cliniques est l'utilisation du laser transmyocardique ou

TMR. Le principe de la technique du T^^R implique l'utilisation de laser à haute

énergie afin de créer des canaux transmyocardique dans le tissu ischémique.

Mis à part le rôle de VEGF dans les conditions d'hypoxie et d'ischémie, il

a également été démontré que ce facteur pouvait jouer un rôle important dans la

survie des cellules hématopoïétiques lors d'une irradiation. Le but de cette thèse

consiste à : l) étudier le rôle angiogénique de VEGFi65 et l'effet thérapeutique

potentiel du TMR dans des conditions d'ischémie myocardique dans le modèle

porcin. 2) d'évaluer le rôle de VEGFi65 sur la prolifération, la differentiation ainsi

que l'expression du récepteur VEGFR2 chez les cellules endothéliales exposées à

une irradiation (particules bêta).

Nous avons ainsi montré que l'ad éno virus humain rendu défectif pour la

replication, peut servir de vecteur pour le transfert de gènes thérapeutiques,

comme le VEGF. Ces vecteurs peuvent être amplifiés à des titres élevés et

administrés directement in vivo. L'administration des adénovirus exprimant le

gène VEGFi65 a conduit au développement de nouveaux vaisseaux collatéraux

sans cependant améliorer la fonction et la perfusion myocardique dans un modèle

porcin d'ischémie myocardique. Cependant, nos résultats n'ont démontré aucune
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augmentation significative de la densité capillaire ainsi que de l'amelioration de la

fonction myocardique dans le groupe traité avec le TMR.

D'autre part, nous avons démontré que les radiations bêta inhibent la

proliferation et la differentiation des cellules endothéliales et augmentent

l'expression du récepteur VEGFR2 sur ces cellules. VEGFi65, exprimé par les

vecteurs adénoviraux, est capable d'améliorcr la prolifération et la differentiation

des cellules endothéliales dans les conditions de radiations bêta.

Nos résultats suggèrent que les maladies acquises telles que les maladies

cardiovasculaires pourraient bénéficier d'une génothérapie par adéno virus.

De plus, dans les conditions environnementales stressantes, telle que

1'exposition aux radiations ionisantes, VEGFi65 semble activer la prolifération des

cellules endothéliales, entraînant un maintien de la fonction endothéliale.
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Chapitre l : Introduction

A. Pathogénèse de l'athérosclérose

L'athérosclérose, principale cause des crises cardiaques, de l'accident

cérébrovasculaire et de la gangrène des membres est responsable de 50% de la

mortalité aux Etats-Unis, en Europe et au Japon (Ross, 1993). L'athérosclérose est

caractérisée par un épaississement lipidique, cellulaire et fibreux de l'intima des

artères. La lésion athéromateuse est le résultat d'une réponse inflammatoire

excessive aux agressions survenues aux cellules endothéliales et aux cellules

musculaires lisses des artères. Les agressions répétées entraînent la perte de la

capacité de se répliquer des cellules autour de la lésion, ce qui aboutit à une

alteration de la surface de l'artère, suivie d'une augmentation du transport de

macromolécules plasmatiques, de cellules inflammatoires et de lipides (cholestérol

et esters de cholestérol) dans l'espace sous-endothélial. De manière plus générale,

toute deregulation de la prolifération des cellules endothéliales participe au

développement de l'athérosclérose, notamment en favorisant le dépôt de lipides

dans l'espace sous-endothélial. La plaque peut être recouverte d'endothélium ou

bien être le site d'une désendothélialisation localisée. L'étape précoce de la lésion

de l'athérosclérose consiste en une accumulation de lipides au sein des

macrophages et une aggregation avec les lymphocytes T, ce qui contribue à la

formation de cellules spumeuses (foam cells) (Figure l). Les observations

animales ont démontrées que la formation des stries lipidiques précède le

développement des lésions intermédiaires qui sont composées de couches de

u
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macrophages et de cellules musculaires lisses, cette structure correspond à des

plaques fibreuses. A mesure que les macrophages chargés de lipides repoussent

l'endothélium dans la strie lipidique, ils peuvent causer une mpture de cette

couche, exposant ainsi les cellules musculaires lisses de la média au sang

périphérique. Les plaques fibreuses augmentent en volume et bloquent la lumière

artérielle et peuvent alors entraver le flux sanguin. Les plaquettes, les lymphocytes

et les monocytes adhèrent à ces cellules et libèrent des facteurs de croissances tel

le PDGF, qui va stimuler la prolifération des cellules musculaires. Les cellules

musculaires vont alors synthétiser de la matrice du tissu connectif comprenant des

protéines de la fibre élastique, du collagène et des protéoglycans qui s'accumulent

dans la substance fondamentale de la plaque (Ross, 1976 ; Ross, 1993) (Figure l).

L'occlusion de l'artère par l'athérosclérose amène une perfusion insuffisante du

tissu nourri par cette artère, créant une condition d'hypoxie.

Dans une situation d'ischémie sévère, l'un des moyens d'adaptation de

l'organisme est le développement d'une circulation collatérale. Au niveau du

myocarde, le développement d'une telle circulation peut minimiser les

conséquences de l'occlusion d'une artère importante du cœur. Dans de rares cas,

l'existence de ce type de circulation peut même entraîner une revascularisation

complète du territoire qui dépend du ou des vaisseaux occlus. Bien que l'existence

d'une telle circulation améliore les symptômes cliniques, l'effet est rarement

suffisant pour une compensation complète de l'occlusion des artères coronaires.

Cette circulation collatérale, bien coimue des cliniciens est le plus souvent

insuffisante pour assurer une vascularisation satisfaisante du tissu ischémique.
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^ Figure l: Phénomène de l'athérosclérose
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B. Développement vasculaire

Il n'y a pas très longtemps, l'étude des mécanismes moléculaires de

l'angiogénèse se limitait aux premières étapes du bourgeonnement capillaire à

partir de vaisseaux préexistants. Plus récemment, les expériences in vivo ainsi que

in vitro ont permis d'explorer d'avantage la morphogénèse de l'arbre vasculaire et

de proposer ainsi des mécanismes moléculaires qui la contrôlent (Fishman et

Stainier, 1994 ; Flamme et al., 1997 ; Risau, 1997 ; Beck et D'Amore, 1997). De

nouvelles molécules ont été mises en évidence pour leur capacité à contrôler la

proliferation et la differentiation des cellules endothéliales. De nouveaux facteurs,

récemment identifiés, participent à des étapes plus tardives du développement

vasculaire en stabilisant les interactions entre les cellules endothéliales et les

molécules de la matrice extracellulaire ou les péricytes. L'étude du développement

embryonnaire a permis de distinguer deux mécanismes différents qui président la

formation des vaisseaux sanguins : la vasculogénèse et l'angiogénèse.

J

B.l. Vasculogénèse

La vasculogénèse correspond à la naissance de vaisseaux sanguins suite à

la differentiation et la prolifération des précurseurs des cellules endothéliales, les

angioblastes, et semble se produire uniquement durant le développement

embryonnaire (Figure 2). Durant ce stade de développement, les hémangioblastes,

progéniteurs communs des cellules endothéliales et des cellules hématopoétiques,

apparaissent dans les îlots sanguins de l'aire extra-embryonnaire et sur la paroi



n

6

ventrale de l'aorte mésodermique d'où elles migrent, prolifèrent et se différencient

en tubes capillaires (Risau et Flamme, 1995). Les hémangioblastes impliqués dans

la vasculogénèse, ont été mise en évidence à partir des données sur les souris

déficientes pour les récepteurs Flk-1/KDR (Fetal liver kinase-l/ Kinase insert

Domain Region) ou VEGFR2. Chez ces souris, ces récepteurs sont absents sur les

cellules endothéliales ainsi que les cellules hématopoétiques. Ces souris

démontrent des défauts dans la differentiation des cellules endothéliales (Shalaby

et al., 1997). L'autre récepteur de VEGF, Flt-1 (Fms-like-tyrosine kinase) ou

VEGFR1, joue un rôle dans un stade plus tardif dans le processus de

vasculogénèse, puisque les souris déficientes pour le récepteur VEGFR1,

produisent des angioblates mais présentent une désorganisation dans l'assemblage

des cellules endothéliales (Fong et al., 1995). Il semble donc que, l'induction du

récepteur VEGFR2 semble initier la differentiation des angioblastes, alors que la

quantité et l'activité du VEGF détermine la survie de ces cellules.

Suite à la formation du premier réseau vasculaire, les cellules endothéliales

contimiuent à proliférer et fonner des nouveaux capillaires. Des fibroblastes

recrutés par les capillaires viennent ensuite se différencier au contact de leurs

parois. Ils correspondent vraisemblablement à des péricytes ou à des cellules

musculaires lisses. Enfin, la stmcture de la paroi des vaisseaux s'adapte au débit et

à la pression du flux sanguin. La diminution du flux sanguin inhibe la progression

de l'arbre vasculaire. Ces données concordent bien avec de récentes études in vitro

où il a été démontré que la diminution du flux sanguin, ou de la quantité

J
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n d'oxygène, peut effectivement induire l'apoptose des cellules endothéliales (Kaiser

étal., 1997).

Malgré toutes les données sur la vasculogénèse, il reste encore à déterminer

les mécanismes et la nature du signal qui induit l'expression des récepteurs de

VEGF ainsi que les facteurs qui déterminent la differentiation des cellules

hématopoétiques et les angioblastes

\.
^

Figure 2: Différents mécanismes impliqués dans la formation des

vaisseaseaux sanguins
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B.2. Angiogénèse

L'angiogénèse se définit comme l'ensemble des processus menant à la

fomiation de nouveaux capillaires sanguins par l'excroissance de vaisseaux déjà

existants. Le phénomène d'angiogénèse est un processus fort complexe mais bien

orchestré, qui fait intervenir de nombreux facteurs tels que les métalloprotéinases

et les enzymes protéolytiques ainsi que différents facteurs de croissance et des

molécules d'adhésions cellulaires.

Dans les conditions normales, les cellules endothéliales au repos croissent

en monocouche et leur prolifération est maintenue à un taux très faible

puisqu'elles sont attachées à la lame basale via les protéines de la matrice

extracellulaire et entre elles par les molécules intercellulaires. Les cellules

endothéliales sont parmi les plus stables de l'organisme ; leur temps de division

peut excéder 1000 jours, mais cette durée peut être réduite à seulement cinq jours

lors de l'angiogénèse (Denekamp, 1993).

Le phénomène d'angiogénèse est un phénomène séquentiel comportant en

premier lieu de la dégradation de la matrice extracellulaire par induction de la

production de protéases, suivie de la migration des cellules endothéliales induite

par les facteurs chémotactiques tels que, les composants de la matrice

extracellulaire, les facteurs de coagulation, thrombospondine et enfin la

proliferation de ces mêmes cellules pennettant la progression vasculaire (Presta et

al., 1986). Les cellules endothéliales migrent et prolifèrent pour ensuite être

assemblées en tubes (Figure 3). Les cellules péri-endothéliales sont alors recrutées

L)
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autour des cellules endothéliales afin de maintenir et maturer les vaisseaux

sanguins (Folkman et D'Amore, 1996). Les cellules de support sont des péricytes

pour les capillaires et les vaisseaux de petits calibres, alors que les cellules

musculaires lisses représentent les cellules de support pour les vaisseaux de gros

calibre. Les cellules endothéliales sont activement impliquées dans les deux

phénomènes, l'angiogénèse et la vasculogénèse.

Dans l'organisme sain, le système vasculaire est stable et il est finement

contrôlé en dehors des situations pathologiques, telles que la rétinopathie,

l'ischémie cardiaque et périphérique ou le développement tumoral, où une

angiogénèse non régulée se met en place. Le processus d'angiogénèse est essentiel

pour la formation de nouveaux vaisseaux sanguins nécessaires au développement

embryonnaire, à la réparation tissulaire et aux fonctions reproductrices comme la

regeneration de l'utérus et la fonnation du corps jaune (corpus luteum) et du

placenta.

<J
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n Figure 3: Etapes impliquées dans le phénomène d'angiogénèse
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(Modifié de Bussolino et al., 1997)
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B.2.1. Dégradation de la matrice extracellulaire

Les cellules sont attachées les unes aux autres grâce à la présence de

molécules d'adhésion liées aux protéines de la matrice extracellulaire. Lors de la

migration des cellules endothéliales durant le phénomène d'anglo genèse, la

matrice extracellulaire est dégradée par l'induction de la sécrétion d'enzymes

protéolytiques appartenant à différentes familles, dont celles des

métalloprotéinases matricielles (MMP : Matrix Metalloproteinase). Les MMPs,
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synthétisées sous forme inactive, doivent être activées par de la plasmine ou des

facteurs de croissance, pour franchir les membranes basales et créer des brèches

dans la matrice extracellulaire. Les métalloprotéinases sont naturellement

associées avec des inhibiteurs spécifiques (TIMPs : Tissu Inhibitor

Metalloproteinases). Une sur-expression des métalloprotéinases ou une sous-

expression de leurs inhibiteurs conduit à un déséquilibre favorisant la prolifération

et la migration des cellules endothéliales (Good et al., 1990 ; Dameron et al.,

1994 ; Christofori, 1996).

Il existe actuellement 14 membres distincts de la famille des

métalloprotéinases, généralement sécrétés sous forme inactive (Revue dans Stetler-

Stevenson et ai, 1996). Ces différentes métalloprotéinases ont des substrats

spécifiques pour chaque composant de la matrice extracellulaire. Dans de

nombreux cas, les métalloprotéinases peuvent avoir le même substrat. La

collagénase interstitielle (MMP-1), collagénase 3 (MMP-13), les gélatinases A et

B (MMP-2), et la collagénase de type IV (MMP-9) sont quelques membres de la

famille des métalloprotéinases.

<^.)

B.2.2. Migration des cellules endothéliales

Plusieurs chémokines sont impliquées dans la migration des cellules

endothéliales. La plupart de ces molécules ont également un effet mitogénique ou

sont impliquées dans le processus de differentiation des cellules endothéliales

(Tableau I). Deux facteurs ayant des effets chémotactiques prédominants ont été
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identifies: le facteur HAF (Human Angiogenic Factor) et l'angiotropine. Leur effet

migratoire est suffisant pour initier la néovascularisation des cellules endothéliales

qui peuvent former des branches sans proliférer (Sholley et al., 1984).

Le facteur HAF, également détecté dans les macrophages in vivo (Frubeis

et al., 1988), a d'abord été isolé d'une lignée cellulaire de mélanome (Stenzinger

et al., 1983 ; Schulze-Osthoffe? al., 1987). HAF a démontré un effet angiogénique

mais pas d'activité mitogénique dans l'essai de CAM (ChorioAllantoic

Membrane) (Schulze-0sthoff^a/., 1987 ; Olivo étal., 1992).

Le facteur angiotropine, isolé des myocytes porcins, est capable de stimuler

la migration des cellules endothéliales d'origine capillaire (Hockel et al., 1987).

L'angiotropine provoque la néovascularisation dans les modèles de cornée de lapin

ainsi que dans le modèle CAM (Hockel et al., 1987). Cependant ces résultats ne

semblent pas être très concluants sur le fait que l'angiotropine peut conduire à une

stimulation directe de l'angiogénèse in vivo puisque la néovascularisation induite

par ce facteur est précédée par une infiltration d'origine inflammatoire (Hockel et

al., 1988).

0
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B.2.3. Prolifération des cellules endothéliales: Principaux facteurs

de croissance impliqués dans le phénomène d'angiogénèse

Dans une revue, Folkman et Shing (1992) ont dressé la liste des facteurs

angiogéniques définis à ce jour. Certains de ces facteurs de nature peptidique tels

que TGF-a (Transforming Growth Factor alpha), TGF-P, TNF-a (Tumor Necrosis

Factor alpha), angiogénine sont capables d'induire leur activité in vivo, mais ne

sont pas capables d'exercer de nets effets mitogènes sur les cellules endothéliales

en culture, voire même induisent une inhibition de croissance. On suppose que

leurs actions soient indirectes, après l'induction des facteurs paracrines

directement angiogéniques tels que HGF (Hepatocytes Growth Factor) qui agirait

par le biais de la surexpression du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

(Van Belle et al., 1998). Cependant, des facteurs capables à la fois de stimuler

l'angiogénèse in vivo et la prolifération des cellules endothéliales in vitro ont été

identifies: il s'agit des facteurs de croissance aFGF (acidic Fibroblast Growth

Factor ou FGF1, selon la nouvelle nomenclature) et bFGF (basic Fibroblast

Growth Factor ou FGF2), du VEGF et du platelet-derived growth factor (PDGF).

L'expression des facteurs angiogéniques ainsi que les facteurs anti-

angiogéniques n'est pas restreinte dans les tissus normaux. Ce qui suggère qu'il

existe une balance entre les facteurs angiogéniques et anti-angiogéniques dans les

tissus. Dans les tissus normaux, les inhibiteurs de l'angiogénèse seraient

majoritaires et empêcheraient la formation de nouveaux vaisseaux; l'angiogénèse

J
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serait alors initiée par une augmentation du taux des facteurs activateurs et / ou une

diminution des facteurs inhibiteurs.

B.2.3.1. Transforming Growth Factors

Ces cytokines sont des polypeptides largement distribués dans l'organisme.

Le contact entre les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses mène à

l'activation de l'expression du TGF-P (Antonelli-Odidge et al., 1989). Le TGF-P a

de multiples fonctions biologiques et peut être inhibiteur ou stimulateur de la

croissance cellulaire selon le type de cellules. TGF-P inhibe la prolifération et la

migration des cellules endothéliales (Orlidge et D'Amore, 1987 ; Sato et Rifkin,

1989), et induit la differentiation des cellules musculaires lisses et les péricytes

(Rohovsky et al., 1996). Le TGF-R induit également la formation de matrice

extracellulaire (Basson et al., 1992) et réprime l'expression du récepteur VEGFR2

dans les cellules endothéliales (Mandriota et al., 1996). Ce qui est consistant avec

le fait que quelques nanogrammes de TGF-P sont capables d'inhiber l'angiogénèse

induite par le facteur de croissance VEGF (Pepper, 1997). Les souris déficientes

pour le gène TGF-P(« knock out») meurent autour du jour El 0.5 de la vie

embryonnaire et possèdent des défauts de vasculogénèse et d'hématopoièse,

essentiellement dans le sac vitellin (Oshima et al., 1996). Les cellules

endothéliales sont présentes mais les capillaires sont peu différenciés. Les contacts

intercellulaires sont également affectés (Dickson et al., 1995).

0
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Le TGF-a, autre agent mitogène pour les cellules endothéliales, est

relargué par les macrophages activés (Madtes et al., 1988 ; Rappolee et al., 1988).

Son effet prolifératif sur les cellules endothéliales a été démontré in vitro (Sato et

al., 1993) ainsi qu'm v?vo (Schreiber et al., 1986). Le TGF-a agit également sur la

liberation d'autres facteurs angiogéniques tels que FGF et t-PA (tissue-

Plasminogen Activator) (Sato et al., 1993).

B.2.3.2. Platelet Derived Growth Factor

Le PDGF est sécrété par les granules des plaquettes activées durant la

coagulation. Les monocytes, spécialement lorsqu'ils sont activés, ainsi que les

cellules musculaires lisses sont une autre source majeure de production de PDGF.

Le PDGF est constitué de deux chaînes A et B qui s'associent par un pont

disulfiire pour former une protéine homodimérique (AA, BB) ou hétérodimérique

(AB). Une expression élevée des isoformes de PDGF a été associée avec ime

ischémie myocardique (Ogawa et al., 1992 ; Ogawa et al., 1993). Bell et ses

collaborateurs (1989) ont montré que le PDGF était capable d'augmenter la

formation de capillaires in vitro. Mais, d'autres auteurs ont dénié l'effet

angiogénique directe de ce facteur sur les cellules endothéliales en culture (Sato et

al., 1993 a). L'effet contradictoire du PDGF peut être dû à l'hétérogénéité des

cellules endothéliales. En effet, les cellules d'origine capillaire exprimant le

récepteur de type PDGF-B, répondent ainsi au PDGF (Smits et al., 1989) alors que

J
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les cellules endothéliales provenant des vaisseaux de gros calibres ne répondent

pas à l'action du PDGF (Bell et al., 1989). Le PDGF possède également un effet

chémotactique sur les cellules endothéliales (Westennark et al., 1990).

Récemment, il a été démontré que l'induction de PDGF dans les cellules

endothéliales d'origine cardiaque joue un rôle important dans le phénomène

d'angiogénèse (Edelberg et al., 1998). Outre son effet sur les cellules

endothéliales, PDGF agit également sur des cellules impliquées dans le processus

de la réparation tissulaire (Raines et Ross, 1993).

J

B.2.3.3. Famille des peptides FGFs

Parmi les nombreux facteurs coimus comme angiogéniques, la famille des

FGFs (Fibroblast Growth Factor) joue un rôle déclenchant dans le phénomène de

l'angiogénèse (Rosengart et al., 1988 ; Hondermarck et al., 1990 ; Presta et al.,

1986). La famille des FGFs comprend actuellement seize membres issus

probablement d'un gène ancestral commun (Revue dans Elyazidi, 1998). Ils ont la

particularité de lier l'héparine, «Heparin Bindmg Protein». De nombreux travaux

portant sur leur localisation tissulaire et cellulaire ont montré que ces facteurs

possèdent un large spectre de distribution. Les facteurs FGFs, plus

particulièrement aFGF (FGF1) et bFGF (FGF2), sont exprimés par les cellules

endothéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les cardiomyocytes,

les macrophages et plusieurs cellules tumorales (Rifkin et Moscatelli, 1989). Les

FGFs, caractérisés par un large spectre d'action, ils sont impliqués dans divers
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processus fondamentaux tels que la prolifération et la differentiation cellulaire, la

reparation tissulaire, le développement embryonnaire et dans de nombreux

processus pathologiques comme la cancérogénèse. Les FGFs sont hautement

mitogènes pour les cellules endothéliales vasculaires et comptent parmi les

inducteurs les plus puissants de la néovascularisation (Gospodarowicz, 1976 ;

Gospodarowicz et al., 1984 ; Deroanne et al., 1997).

B.2.3.3a. Récepteurs de FGF

Les activités biologiques des FGFs sont assurées par deux classes de sites

de liaison : de haute affinité et de basse affinité. Les sites de haute affinité sont des

glycoprotéines transmembranaires liant spécifiquement les FGFs et sont nommés

FGFR1 à FGFR4 (Revue dans Elyazidi, 1998). Ces récepteurs sont codés par

quatre gènes différents dont les ARNm épissés alternativement génèrent plusieurs

variants. Les récepteurs de FGFs sont exprimés à la surface des cellules

endothéliales, des cellules musculaires lisses, des fibroblastes, des myoblastes et

de différentes cellules tumorales (Rifkin et Moscatelli, 1989). Après la liaison du

FGF, le récepteur transmembranaire assure la transmission du signal à la cellule

grâce à son activité tyrosine kinase. Par contre, les sites de basse affinité sont des

glycosaminoglycans présents dans la matrice extracellulaire. Les FGFs se lient

plus particulièrement aux héparans sulfates (Yayon et al., 1991 ; Quarto,1994).

J
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B.2.3.4. Famille des peptides VEGF

Le facteur VEGF a été à l'origine isolé par Senger et ses collaborateurs

(1983) comme une protéine capable de contrôler la perméabilité vasculaire. Cette

activité, définissant ce facteur le Vascular Permeability factor (VPF) est définie

par un augmentation de la perméabilité vasculaire suivant l'injection sous-cutanée

du facteur chez le rat. Simultanément, deux groupes (Ferrara et al., 1989 ; Leung

et al., 1989) ont purifié un nouveau facteur stimulant spécifiquement la

proliferation des cellules endothéliales à partir de milieu de culture conditioimé de

cellules de la glande pituitaire de bovin. Ce facteur, nommé VEGF, n'était pas

capable de stimuler la prolifération des fibroblastes ni des cellules épithéliales.

Cependant, le clonage moléculaire de VPF et VEGF a révélé que ces deux

activités provenaient en fait d'une seule protéine codée par le même gène (Leung

et al., 1989 ; Keck et al., 1989 ; Ferrara et al., 1991a, 1992). Ce facteur a aussi été

appelé vasculotropine (VAS) (Plouet et al., 1989).

Le facteur VEGF, ou plutôt VEGF-A, puisqu'il est le membre fondateur de

la famille, est une glycoprotéine de 23 kDa sécrétée, exerçant son action sous

fomie homodimérique grâce à un pont disulfure reliant les deux molécules (Leung

étal., 1989).

La distribution du VEGF-A dans l'organisme est très large et on peut ainsi

l'isoler dans les myocytes cardiaques, la glande pituitaire, le rein, le foie et l'ovaire

(Ferrara and Henzel, 1989 ; Ferrara et al., 1992). Le facteur VEGF-A est aussi

exprimé par les macrophages, les fibroblastes, les cellules musculaires lisses, les

J
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cellules endothéliales et plusieurs autres cellules (Frank, 1995). L'expression de

l'ARNm du VEGF-A se juxtapose dans le temps et dans l'espace avec la

proliferation vasculaire. Le facteur VEGF-A a été également purifié à partir de

milieux conditionnés de différentes lignées cellulaires tumorales : glioblastome de

rat et neuroblastome de souris (Plate et al., 1992).

Blann et ses collaborateurs (2001) ont récemment démontré que le niveau

de VEGF est augmenté dans le plasma des patients atteint d'athérosclérose. Le

même groupe a également évalué le niveau de la forme soluble du récepteur

VEGFR1 chez les mêmes patients et ils ont observé aucune différence.

Panni de nombreux facteurs de croissance impliqués dans l'initiation du

phénomène de l'angiogénèse, VEGF joue un rôle important. Le myocarde est une

source importante de VEGF dans l'organisme et la synthèse de VEGF par des

myocytes cardiaques est fortement stimulée par l'hypoxie in vivo et in vitro (Levy

et al., 1995 a, b ; Ladoux et Frelin, 1993). D'autre part, le facteur VEGF est

produit par l'endodenne et agit de façon paracrine sur les cellules dérivées de la

mesoderme, des angioblates. Le niveau d'expression de VEGF est important pour

le maintien de la differentiation des angioblates. Les souris déficientes pour le

gène de VEGF meurent dans l'utems caractérisées par une malformation des

vaisseaux sanguins dans le sac vitelin et dans l'embryon (Canneliet et al., 1996 ;

Ferrara ef a/., 1996).

Enfin, il a été récemment démontré que l'expression du facteur de

croissance VEGF dépend également de l'âge de l'animal. En effet, Rivard et ses

collaborateurs (1999) ont démontré que le phénomène d'angiogénèse est réduit
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dans les conditions d'ischémie chez les lapins et les souris âgées. Cette réduction

d'angiogénèse est en corrélation avec une plus faible expression de VEGF chez

ces animaux. Par contre, lorsque le VEGF exogène est administré aux animaux

jeunes et âgés, une augmentation de néovascularisation, déterminée par

revaluation de la densité capillaire et le score angiographique, est observée aussi

bien chez les animaux juvéniles que âgés.

"^
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e.2.3.4a. Structure du gène de VEGF

Le facteur VEGF-A fait partie de la famille des protéines liant l'héparine

dont la séquence présente de faibles homologies avec les chaînes A et B du PDGF.

Le gène du VEGF-A humain, localisé sur le chromosome 6, se compose de 8

exons, codant pour 5 isoformes de 121, 145, 165, 189 et 206 acides aminés

résultant d'un épissage alternatif de l'ARNm à partir d'im gène commun (Houck et

al., 1991 ; Ferrara et al., 1991 b). Les formes murines possèdent un acide aminé en

moins. Les deux isofonnes 121 et 165 sont sécrétées dans le compartiment

extracellulaire, tandis que les autres restent associées à la membrane cellulaire par

le biais de la région carboxy-terminale, riche en arginine et en lysine et codée par

l'exon 6 (Houck et al., 1991). Les formes liées de VEGF-A sont libérées sous une

forme active par les héparinases et la plasmine. Les cinq isoformes de VEGF-A

partagent les acides aminés dans leur partie amino-terminale incluant la séquence

du peptide signal, codée par les exons 1-5 et aussi les acides aminés de l'extrémité

carboxy-tenninale codés par l'exon 8. L'isofomie VEGF206 possède un court exon
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désigné exon 6' qui est une extension de l'exon 6 (Figure 4). Il y a très peu de

doimées sur la distribution et le rôle des isoformes 121, 145, 189 et 206.

Cependant, Houck et ses collaborateurs (1991) ont démontré que l'isoforme 121

était majoritairement exprimée dans les tissus placentaires. L'isoforme 206

représentait la forme la plus rare des cinq et elle a été identifiée seulement dans

une banque d'ADNc préparée à partir du foie fêtai humain (Houck et al., 1991).

L'expression de l'isoforme 206 semble être limitée à la période embryonnaire.

L'analyse d'une variété de banques d'ADNc dérivées de différents cultures

cellulaires et tissulaires a révélé que l'isoforme VEGFi65 représente la forme la

plus abondante du gène VEGF-A.

La région « core » de l'extrémité amino-terminale du facteur VEGF-A,

codée par les exons 1-5, possède 8 cystéines qui contribuent à la formation des

dimères. Comme dans le cas du PDGF, le VEGF est une glycoprotéine et cette

glycosylation n'est pas requise pour l'activité biologique de la protéine mais plutôt

pour sa stabilité et sa sécrétion (Yeo et al., 1991 ; Peretz et al., 1992).

J



n
Figure 4: Différentes isoformes de VEGF-A

23

exon 1-5 exon 6 exon 6' Exon 7

VEGF

VEGF

VEGF

VEGF

121 AAA

AAA145

AAA165

189

VEGF206

AAA

AAA

(Modifié de Ferrara et al., 1992)

0

B.2.3.4b. Autres membres de la famille des VEGFs

Récemment, plusieurs facteurs ont été identifiés par leur homologie de

stmcture avec VEGF-A. Panni ceux-ci, quatre nouveaux VEGFs :VEGF-B (21

kDa)(01ofsson et al., 1996), VEGF-C (23 kDa) (Joukov et al., 1996), VEGF-D (13

kDa) (Achen et al., 1998), VEGF-E (20 kDa) (Ogawa et al., 1998) et finalement le

facteur P1GF (Placenta Growth Factor) (23 kDa) (Maglione et al., 1991).
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La protéine VEGF-B possède une séquence de 167 acides aminés après le

clivage de la séquence signal. Elle présente 30 à 43% d'identité avec VEGF-A,

basé sur la séquence en acides aminés. Ce facteur est exprimé dans plusieurs tissus

adultes, en particulier le cœur, le muscle squelétique et le pancréas. Il est capable

de s'associer avec le VEGFi65 pour former des hétérodimères fonctioimels. La

regulation de son expression ainsi que son récepteur ne sont pas encore

caractérisés. Le facteur VEGF-B est un facteur mitogénique pour les cellules

endothéliales originaires de la veine ombilicale. La liaison de VEGF-B aux

récepteurs induit l'expression de l'urokinase de type PA (Plasminogen) et PAI-1

(Plasminogen Activator Inhibitor-1) (Olofsson et al., 1996).

La séquence amino-terminale de VEGF-C est homologue à celle des autres

formes de VEGF. Le facteur VEGF-C possède une région carboxy-tenninale riche

en cystéine dont le rôle est incomiu (Joukov et al., 1996). Il a été récemment

démontré que VEGF-C a un effet synergique avec bFGF ou VEGF dans

l'induction de l'angiogénèse in vitro (Pepper et al., 1998). Egalement,

Witzenbichler et ses collaborateurs (1998) ont démontré que l'administration de

VEGF-C sous forme de plasmide dans une région ischémique des membres

inférieurs de lapin induit d'angiogénèse, 30 jours suivant le traitement.

Les analyses d'alignement de séquences ont démontré que le facteur

VEGF-D est plus homologue au facteur VEGF-C que les autres facteurs, en vertu

de la présence des extensions dans les régions amino et carboxy-tenninales qui ne

sont pas présentes chez les autres membres de la famille des VEGFs. Chez

l'humain, l'AKNm de VEGF-D est plus abondant dans le cœur, les poumons, le
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muscle squelettique, le colon et le petit intestin. L'homologue de VEGF-D chez la

souris, récemment identifié, correspond au facteur « c-/o5-induced growth factor »

(Orlandini ^ a/., 1996).

Le facteur VEGF-E code pour une protéine présentant 25% d'homologie

avec le VEGF-A, basée sur la séquence en acides aminés. Il a été démontré que

VEGF-E ne possède pas d'affinité pour l'héparine, caractéristique similaire à

VEGFi2i. VEGF-E lie seulement le récepteur VEGFR2 et induit sa

phosphorylation. Ce facteur est mitogénique pour les cellules endothéliales

(Ogawa^a/., 1998).

Enfin, Le gène de P1GF humain code pour les glycoprotéines de 131

(P1GF-1) et 152 (P1GF-2) acides aminés (Maglione et al., 1991 ; Park et al., 1994).

Il partage 46% d'homologie avec le facteur VEGF-A, basée sur la séquence en

protéine (Maglione et al., 1991). Le facteur P1GF est capable de former des

homodimères ainsi que des hétérodimères VEGF-A/P1GF (DiSalvo et al., 1995 ;

Cao et al., 1996). La fonction biologique de P1GF n'est pas encore connue.

J

B.2.3.4c. Structure des récepteurs de VEGF

La famille des récepteurs de VEGF comprend 3 membres : VEGFR1ou

Flt-1 (DeVeries et al., 1992a; Shibuya et al., 1990), VEGFR2 ou Flk-1/KDR

(Mathews et al., 1991 ; Millauer et al., 1993 ; Oelrichs et al., 1992 ; Terman et ai,

1992) et VEGFR3 ou Flt-4 (Galland et al., 1993) (Figure 5). KDR est

l'homologue murin de Flk-1 qui partage 85% d'homologie avec la forme humaine,



26

J

basée sur la séquence en acides aminés. Ces trois récepteurs ont seulement 30%

d'identité en acides aminés dans leur domaine extracellulaire, mais sont similaires

à 80% dans leur domaine tyrosine kinase. Les trois gènes correspondants sont

localises sur trois chromosomes différents, à proximité des gènes des récepteurs au

PDGF et des récepteurs tyrosine kinase hématopoïétiques (Flt3, KIT et FMS)

(Spritz et al., 1994 ; Nagle et al., 1994 ; Imbert et al., 1994 ; Armstrong et al.,

1993 ; Pèbusque et al., 1993). Les récepteurs humains VEGFR1 et VEGFR3 sont

retrouvés sous deux isoformes qui diffèrent dans leur queue cytoplasmique par la

presence ou l'absence de 65 acides aminés (Pajusola et al., 1993 ; Borg et al.,

1995 ; Foumier et al., 1997).

Les récepteurs de VEGF sont présents à la surface des cellules

endothéliales et sont dotés d'une activité tyrosine kinase. Ces protéines possèdent

un domaine extracellulaire de sept sous-unités présentant des analogies avec les

chaînes d'immunoglobulines, responsables de la liaison des ligands, un domaine

hydrophobique transmembranaire et une région cytoplasmique portant l'activité

tyrosine kinase. VEGFR1 et VEGFR2 partagent 30% d'homologie de séquence

avec c-fms, un récepteur tyrosine kinase connu pour M-CSF-1 (Shibuya et al.,

1990). La liaison de VEGF à ses récepteurs provoque la dimérisation de ces

derniers, ce qui déclenche l'activité catalytique et conduit ainsi la phosphorylation

de résidus tyrosine présents sur le récepteur lui-même et sur les substrats

cytoplasmiques (Waltenberger et al., 1990 ; Heldin, 1995 ; Fuh et al., 1998).

L'activation des récepteurs de VEGF conduit à des changements morphologiques,

coiiime la réorganisation de l'actine chez les cellules endothéliales aortiques
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n d'origine porcine, surexprimant le récepteur VEGFR2 (Waltenberger et al., 1994).

La voie exacte de signalisation de ces récepteurs n'est pas tout à fait connue mais

des interactions complexes ont lieu après cet événement enzymatique,

essentiellement régulé par des phosphorylations/déphosphorylations de protéines

cytoplasmiques (voir section sur les fonctions cellulaires des récepteurs VEGF :

8.2.3.4e).

J

Figure 5: Structure des récepteurs de VEGF
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B.2.3.4d. Interaction entre les récepteurs VEGF et leurs ligands

La spécificité de l'interaction entre les VEGFs et leurs récepteurs

ressemble en complexité à celle trouvée dans les familles des FGFs et des PDGFs.

Les récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 sont des récepteurs de haute affinité pour le

VEGF-A (Kd: 1-20 et 750-770 pM, respectivement) (DeVries et al., 1992a;

Millauer et al., 1993 ; Tennan et al., 1992 ; Waltenberger et al., 1994). Le facteur

P1GF lie VEGFR1 (Kd 200 pM) apparemment sur le même site que le VEGF-A,

mais n'a pas d'affinité pour VEGFR2 ou VEGFR3 (Park et al., 1994). Le VEGF-C

interagit avec le récepteur VEGFR3 et, à un moindre degré, avec VEGFR2

(Joukov et al., 1996 ; Lee et al., 1996). Le facteur VEGF-D lie les deux récepteurs

VEGFR2 et VEGFR3 (Achen et al., 1998) (Figure 5).

B.2.3.4e. Fonctions cellulaires des récepteurs VEGF

Bien que les récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 partagent le même ligand, ils

induisent des réponses cellulaires différentes. Les fonctions spécifiques de

VEGFR1 et VEGFR2 ne sont pas clairement définies au niveau cellulaire. Il

semble que le récepteur VEGFR2 soit responsable de l'activité mitogénique de

VEGF dans la prolifération des cellules endothéliales alors que le récepteur

VEGFR1 interviendrait plutôt dans la migration de ces mêmes cellules

(Waltenberger et al., 1994).

La cascade de signalisation des récepteurs VEGF commence à être

explorée. Jusqu'à présent, les cibles décrites pour ces récepteurs sont communes à

plusieurs tyrosine kinases et comprennent les molécules GAP (GTPase Activating
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Protein), Src et PLCy (Phospholipase C gamma) (Waltenberger et al., 1994 ;

Pajusola et al., 1994 ; Guo et al., 1995 ; Cunningham et al., 1995 ; Seetharam et

al., 1995). VEGFR2 et VEGFR1 sont capables d'activer la voie de signalisation

RAS (Rous Sarcoma). Par ailleurs, une telle activité pour le récepteur VEGFR1

dépend de la protéine adaptatrice SHC (Src homologue oncogene) (Foumier et al.,

1996). De plus, il a été démontré que VEGF est capable d'activer les protéines

adaptatrices SHC, Nyc, Grb-2 (Growth factor receptor bound-2) et la voie de

signalisation de MAP (Mitogen Activated Protein) kinase dans les cellules

endothéliales aortiques d'origine porcine, transfectées avec VEGFR2. Au

contraire, MAP kinase n'est pas activée par le VEGF dans les cellules transfectées

avec VEGFR1 (Seetharam et al., 1995 ; Kroll et Waltenberger, 1997). Il a été

également démontré que les protéines tyrosines phosphatases, SHP-1 (SH2 domain

protein-1) et SHP-2 (SH2 domain protein-2) sont activées et associées au récepteur

VEGFR2 suite à une stimulation par VEGF (Kroll et Waltenberger, 1997). Il est

probable que les trois récepteurs de VEGF interagissent à la fois avec des substrats

communs et distincts, et induisent différentes réponses dans les cellules

endothéliales.

J

B.2.3.4f. Distribution et expression des récepteurs de VEGF

Les gènes VEGFR1, 2 et 3 sont exprimés de façon prédominante dans les

cellules du compartiment endothélial et leurs progénitures. Cette expression

restreinte s'accorde avec l'activité spécifique des promoteurs des gènes des
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récepteurs de VEGF (Morishita et al., 1995). En plus de leur expression

endothéliale, les récepteurs de VEGF sont également retrouvés sur différentes

cellules telles que les cellules hématopoïétiques et les monocytes. Cependant,

malgré l'expression sur ces types cellulaires, aucune activité mitogénique de

ligands VEGF n'a été mise en évidence (Katoh et al., 1995).

Les gènes des récepteurs de VEGF sont exprimés dans les cellules

endothéliales dès les stades initiaux du développement embryonaire. VEGFR1 est

exprimé à partir de jour E7.5 dans tout le compartiment endothélial de l'embryon.

Son expression persiste à l'état adulte. Quant à VEGFR2, il est exprimé de façon

précoce dans le sac vitellin et le mésoderme embryonnaire dès le jour E7, puis

dans le système vasculaire (Eichmann et al., 1993 ; Yamaguchi et al., 1993 ;

Peters et al., 1993). Les études d'inactivation génique chez les souris déficientes

« knock out » pour le gène VEGFR2 ont démontré que ces souris se caractérisent

par de profonds défauts dans la vasculogénèse, la differentiation des cellules

endothéliales et la formation des îlots sanguins (Shalaby et al., 1997 ; Flamme et

al., 1995). Par contre, le phénotype des souris déficientes pour VEGFR1, se

manifeste par une dilatation vasculaire et une désorganisation de l'assemblage des

cellules endothéliales, et agirait donc à un stade plus tardif dans le processus de

vasculogénèse (Fong et al., 1995). L'inactivation de VEGFR2 ou de VEGFR1 est

létale au 9 jour de la vie embryonnaire chez les animaux homozygotes (Shalaby et

al., 1995).

Quant à l'expression du récepteur VEGFR3, elle apparaît être plus

restreinte que l'expression des récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 (Kaipainen et al.,



0

31

1993). L'expression de VEGFR3 est détectée par hybridation in situ dans les

angioblastes du mésenchyme de la tête et les veines d'embryon. Durant les étapes

plus tardives du développement, l'ARNm de VEGFR3 est restreint aux vaisseaux

lymphatiques en formation. Seuls l'endothélium lymphatique et quelques veinules

expriment l'ARNm de VEGFR3 dans les tissus adultes (Kaipainen et al., 1995).

0

B.2.3.4g. Régulation de VEGF dans les conditions d'hypoxie

L'un des éléments qui régule l'expression de VEGF-A est sa sensibilité à

des conditions hypoxiques. La synthèse des autres membres de la famille VEGF,

comme VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et P1GF ne semblent pas être influencée par

la tension d'oxygène (Jeltsch et al., 1997 ; Enholm et al., 1997). En fait, le VEGF

fait partie d'une large famille de protéines ou dont l'expression des gènes est

induite dans des conditions de stress hypoxique. Cette induction fait intervenir des

éléments de réponse à l'hypoxie localisés au niveau du promoteur du gène. Une

période de faible tension en oxygène conduit à une cascade de signaux

intracellulaires analogues à la transmission du signal mitogénique. L'induction

hypoxique de l'érythropoétine est bien documentée. Les éléments de réponse à

l'hypoxie ont été identifiés au niveau d'un activateur « enhancer » dans la région

3' de ce gène. Ces éléments sont des sites de liaison pour un facteur de

transcription spécifique, HIF (Hypoxia Inducible Factor) qui a été purifié,

sequence et dont l'ADNc a été clone. Le facteur HIF est un hétérodimère constitué

de deux protéines de la famille BHLH-PAS ( Basic Helix-Loop-Helix-Per ARNT
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Single-minded). L'une de ces protéines, Hifi a, est rapidement dégradée en

presence d'oxygène mais stabilisée en condition d'hypoxie (Semenza et al., 1991).

Les éléments de réponse à l'hypoxie pour VEGF présentent de fortes

analogies de séquence avec les éléments de réponse à l'hypoxie du gène de

l'érythropoétine (Goldberg et Schneider, 1994). L'induction de transcription de

l'ARNm de VEGF est médié au moins en partie par la liaison de la protéine HIF-1

à un site de liaison de HIF sur le promoteur de VEGF (Levy et al., 1995 a ; Liu et

al, 1995). L'induction hypoxique de VEGF semble faire intervenir le proto-

oncogène c-Src et Raf-1 (Mukhopadyay et al., 1995). Cette action serait inhibée

par le gène suppresseur de tumeurs, p53 (Mukhopadyay et al., 1995). En plus

d'induire la transcription de VEGF, l'hypoxie joue un rôle important dans la

stabilisation de l'ARNm de VEGF par le biais des protéines qui lient des

sequences localisées dans la région 3' UTR (Untranslated Region) de l'ARNm de

VEGF (Stein et al., 1995 ; Damert et al., 1997 ; Claffey et al., 1998). Récemment,

il a été démontré que les protéines HuR et hnRNP-L (heterogeneous Nuclear

Ribonucleoprotein L) lient des régions du messager, connues comme importantes

pour la stabilisation en hypoxie. Des expériences indiquent que ces protéines

jouent un rôle dans la stabilité des ARNms (Levy et al., 1998 ; Shih et Claffey,

1999). Il est clair que d'autres protéines interviennent dans la stabilisation de

l'ARNm de VEGF mais leur identité n'a pas encore été élucidée. Des évidences

récentes indiquent que l'augmentation de la transcription du gène VEGF est

également médiée par des sites localisés dans les séquences encodant la région

0
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non-traduites de 5'UTR de l'ARNm de VEGF, cette dernière étant

particulièrement longue (Stein et al., 1998 ; Akiri et al., 1998). L'hypoxie stimule

directement la production de VEGF au niveau des cellules musculaires lisses

vasculaires (Brogi et al., 1994) et des cellules musculaires myocardiques

(Hashimoto et al., 1994), ainsi que l'expression du récepteur de VEGF au niveau

des cellules endothéliales (Brogi et al., 1996).

0

0

B.2.3.4h. Récepteur Neuropiline-1

Les cellules endothéliales contiennent d'autres récepteurs que VEGFR1 et

VEGFR2. Le récepteur neuropiline-1 est identifié comme un récepteur pour

plusieurs types de semaphorines. Les semaphorines ont été initialement

caractérisés comme des facteurs agissant sur la croissance des neurones (He et

Tessier-Lavigne, 1997 ; Kolodkin et al., 1997). Des recherches additionnelles ont

démontré que certaines lignées cellulaires de cancer de la prostate et du sein,

expriment de façon anormale une grande quantité de neuropiline-1 (Soker et al.,

1996).

Le récepteur neuropiline-1 est capable de lier l'isoforme VEGFies mais pas

VEGFi2i. La liaison de VEGFi65 au récepteur neuropiline-1 est médiée par les

acides aminés de l'extrémité carboxyl-terminale de l'exon 7 de la protéine

VEGFi65 (Soker et ai, 1996 ; Soker et al., 1997). Il a été également démontré que

le récepteur neuropiline-1 est capable de lier le facteur de croissance P1GF-2 mais

pas l'isoforme P1GF-1 (Migdal et al., 1998). Les études de mutagénèse indiquent
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que le récepteur neuropiline-1 peut agir conime un régulateur important dans le

développement des vaisseaux sanguins chez la souris. Les souris déficientes pour

le gène neuropiline-1 meurent parce que leur système cardiovasculaire n'est pas

développé (Kitsukawa et al., 1997). De plus, la neuropiline-1 constitue un co-

récepteur pour le récepteur VEGFR2. En effet Soker et ses collaborateurs (1998)

ont démontré que le VEGFi65 lie VEGFR2 plus efficacement dans les cellules

exprimant le gène neuropiline-1 et cet effet se traduit par une augmentation de la

proliferation cellulaire. L'identification de neuropiline-1 comme un co-récepteur

pour le récepteur VEGFR2 peut expliquer pourquoi le système cardiovasculaire

des embryons neuropiline-1 ne se développe pas normalement (Kitsukawa et al.,

1997). Tout récemment, par l'approche de clonage, un autre récepteur de VEGF|65

a été identifié et est très similaire au produit du gène neuropiline-2 (Soker et al.,

1998 ; He et Tessier-Lavigne, 1997).

A la lumière de la description de l'activité de tous les facteurs impliqués

dans le phénomène d'angiogénèse, il est possible de dire que ce processus est

réalisé en deux phases : la phase d'activation et la phase de résolution. La phase

d'activation inclue les étapes suivantes :

l) la dégradation de la membrane basale et la matrice extracellulaire ; 2) la

migration et differentiation cellulaire ; 3) la prolifération des cellules endothéliales

et 4) la fonnation de capillaires.

La phase de résolution, consistant principalement à la maturation des

vaisseaux sanguin, est donc caractérisée par les étapes suivantes : l) l'arrêt de

migration cellulaire ; 2) l'arrêt de prolifération cellulaire ; 3) la reconstitution de la
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membrane basale et la matrice extracellulaire et 4) la maturation de la jonction

inter-cellulaire et le recmtement de cellules périendothéliales.

Bien qu'il y ait beaucoup de données sur les facteurs impliqués dans la

phase de l'activation, très peu d'informations sont coimues sur les molécules

impliquées dans la phase de résolution, mais un des candidats potentiels impliqués

dans cette phase serait l'angiopoïétine-1.

J

B.2.3.5. Angiopoïétine-1

Une nouvelle génération de molécules qui participent à l'angiogénèse ont

été identifiées: l'angiopoïétine l (Ang-1) et l'angiopoïétine 2 (Ang-2). Le gène

codant pour Ang-1, premier ligand de Tie-2/Tek (Tyrosine kinase avec Ig et

epidermal growth factor homology domains-1/Tunica interna endothelial cell

kinase), est largement exprimé dans les tissus embryonnaires et également chez

l'adulte (Maisonpierre et al., 1997 ; Davis et al., 1996). Le facteur Ang-1 induit la

phosphorylation du récepteur Tie-2/Tek en se fixant sur les cellules endothéliales,

mais il n'induit pas leur prolifération ni la fomiation de réseaux capillaires dans

des gels de collagène. Cependant, son expression à proximité des vaisseaux

sanguins en formation et le phénotype des embryons Ang-1 suggèrent qu'il est

impliqué dans le phénomène d'angiogénèse. Ces embryons ne dépassent pas le

stade du jour E 12 où la complexité du réseau vasculaire est réduite alors que le

nombre total de cellules endothéliales n'est pas affecté. Les vaisseaux ont une

taille relativement homogène. L'analyse ultrastmcturale des embryons Ang-1
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montre un défaut d'étalement et d'apposition des cellules endothéliales sur la

matrice sous-jacente ainsi qu'un déficit de cellules péri-endothéliales dans les

zones de bourgeonnement de nouveaux vaisseaux (Suri et al., 1996). De plus, les

souris déficientes pour le gène Ang-1 (Ang-1 ) possèdent les mêmes phénotypes

que les souris déficientes pour le gène Tie-2 (Tie-2 ), c'est à dire que leur système

vasculaire présente un développement limité surtout au niveau de la tête et du cœur

(Suri et al., 1996). Toutes ces données suggèrent donc un rôle du facteur Ang-1

dans la stabilisation des cellules endothéliales lors de la formation des nouveaux

vaisseaux.

B.2.3.6. Angiopoïétine-2

Le facteur angiopoétine-2 (Ang-2) présente 85% d'homologie en séquence

d'acides aminés avec Ang-1. Le facteur Ang-2 est exprimé chez l'adulte où se

produit une angiogénèse importante, comme dans l'ovaire, l'utéms et le placenta

(Maisonpien-e et al., 1997). Comme Ang-1, Ang-2 est un ligand pour le récepteur

Tie-2 mais pas Tie-1. Dans les cellules endothéliales, Ang-2 bloque la

phosphorylation de Tie-2 induite par Ang-1. L'expression de Ang-2, ciblée dans

les cellules endothéliales par transgénèse avec le promoteiir de Tie-2, induit des

défauts vasculaires identiques ou parfois plus sévères que ceux observés chez les

souris Tie2 ou Ang-1 (Maisonpierre et al., 1997). Ces résultats suggèrent que

Ang-2 est un antagoniste naturel de Ang-1.

J
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n Le modèle proposé pour expliquer ime relation entre le facteur VEGF et

Ang-1 dans l'induction d'angiogénèse suggère que Ang-2 coopère avec le facteur

VEGF pour induire l'angiogénèse en empêchant Ang-1 de maintenir l'intégrité de

l'endothélium. En revanche, en absence de VEGF, l'inhibition de l'activité de

Ang-1 par Ang-2 conduirait à un détachement des cellules endothéliales de la

matrice et des péricytes, à leur mort et à la régression des vaisseaux (Suri et al.,

1996) (Figure 6).

Figure 6: Presentation schématique de la relation entre le VEGF et
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B.2.3.7. Récepteurs Tie-1 et Tie-2/TEK

Les récepteurs Tie-1 et Tie-2/Tek sont deux autres récepteurs appartenant à

la famille des récepteurs tyrosine kinase spécifiques aux cellules endothéliales.

L'expression du gène Tie-2 a été détectée dans les îlots sanguins du sac vitellin, là

où se trouvent les précurseurs communs aux cellules endothéliales et aux premiers

érythroblastes (Dumont et al., 1995). Elle est ensuite observée dans l'endocarde et

dans les cellules endothéliales, aussi bien à l'intérieur de l'embryon et que dans les

annexes extra-embryonnaires. Cette expression persiste chez l'adulte à un niveau

plus faible, alors que les cellules endothéliales ne prolifèrent plus. Les embryons

Tie2'/- ne survivent pas au-delà du stade E9.5 et E10.5 (Sato et al., 1995). Leur

système vasculaire présente un développement limité surtout au niveau de la tête et

du cœur. La taille des vaisseaux est homogène : on ne distingue pas de gros et de

petits vaisseaux. Le nombre de cellules endothéliales est normal et elles sont

assemblées en fonne de tube mais les vaisseaux sont immatures et dépourvus

d'embranchements et d'organisation (Dumont et al., 1994 ; Sato et al., 1995).

Donc, il semble que le récepteur Tie2 joue un rôle important dans la maturation et

la stabilisation de la structure des vaisseaux sanguins.

Le récepteiu- Tiel possède une structure similaire à celle de Tie2 et est

également impliqué dans le maintient de l'intégrité des vaisseaux. Les embryons

«knock out» pour le gène Tie l meurent à partir de jour E 14, en raison d'un défaut

de recrutement des péricytes et des cellules musculaires lisses (Sato et al., 1995 ;

Puri et al., 1995).

J
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B.2.4. ]V[olécules d'adhésion

L'angiogénèse est contrôlée à la fois par les cytokines et les molécules

d'adhésion qui assurent en quelque sorte l'assemblage et l'étanchéité des

vaisseaux sanguins. Des progrès considérables ont été faits dans l'identification

des molécules d'adhésion cellulaire et leur modulation par les cytokines dans le

phénomène d'angiogénèse. Il existe entre les cellules et la matrice extracellulaire

des interactions complexes qui interviennent dans de nombreux processus

biologiques tels que la prolifération, la differentiation cellulaire, l'embryogénèse,

pour n'en citer que quelques uns (Revue dans Hynes, 1996). Ces interactions sont

médiées par quatre principales familles de molécules d'adhésion cellulaire qui ont

été identifiées sur la base de leur séquence en acides aminés: les intégrines, les

cadhérines, les molécules de la superfamille des immunoglobulines et les

sélectines. Les trois derniers groupes régulent certaines interactions durant le

processus inflammatoire, entre les leucocytes d'une part et les cellules

endothéliales d'autre part. Leur potentiel angiogénique a été principalement

caractérisé dans les essais d'angiogénèse in vivo tels que le modèle de CAM ou le

modèle de la cornée de lapin (Klagsbum et al., 1990).

Les intégrines seraient impliquées dans un très grand nombre d'événements

physiologiques importants comme le développement embryonnaire, l'hémostase,

la thrombose, la guérison tissulaire, les mécanismes de la réponse immunitaire et

l'angiogénèse, et aussi dans des événements pathologiques comme l'invasion

tumorale et la dissémination métastatique (Folkman, 1990).

..)
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De nombreux travaux montrent l'importance des cadhérines dans le

maintient de la cohésion et de l'organisation des tissus. Notamment, la VE-

cadhérine (Vascular Endothelial Cadherin) participe spécifiquement aux contacts

des cellules endothéliales entre elles (Gumbiner, 1996). Cette protéine est

également impliquée dans la prolifération, la differentiation et la migration des

cellules endothéliales (Dejana, 1996). La molécule VE-cadhérine semble participer

au phénomène d'angiogénèse médiée par le VEGF. Il a également été démontré

que la protéine VE-cadhérine jouait un rôle important dans la survie des cellules

endothéliales puisque les souris dépourvues du gène VE-cadhérine (VEC-/-)

étaient déficientes en vaisseaux matures (Carmeliet et al., 1999).

Panni les nombreuses molécules de la superfamille des iinmunoglobulines,

PECAM (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule), qui a d'abord été mise en

evidence sur les plaquettes, pour ensuite être clonée à partir des cellules

endothéliales, est exprimée en un très grand nombre de copies par les cellules

endothéliales et interyient dans les interactions homophyliques cellule-cellule

(Breier et al., 1996).

Quant aux sélectines, il est à noter qu'il n'y a pas d'évidences directes

montrant un rôle pour les membres de la famille des sélectines dans le phénomène

d'angiogénèse mais la fixation des cellules sanguines telles que les monocytes aux

molécules d'adhésion permet de produire sur place des facteurs angiogéniques

(Melder et al., 1996).

^)
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B.2.5. Inhibiteurs de l'angiogénèse

L'existence des inhibiteurs d'angiogénèse a suscité énormément d'intérêt

notamment dans le domaine de la cancérologie. La liste des facteurs ayant une

telle activité s'allonge régulièrement. Elle comprend notamment l'angiostatine,

l'endostatine et les TIMPs (Revue dans Folkman et D'Amore, 1996). C'est dans

les tissus non vascularisés qu'ont d'abord été recherchés des inhibiteurs de

l'angiogénèse. Par exemple, l'activité du fragment de 140 kDa de la

thrombospondine a été identifiée dans le surnageant de cellules non transformées

(Good et al., 1990). On trouve panni les inhibiteurs de l'angiogénèse des

fragments protéolytiques de protéines qui n'ont pas d'activité lorsqu'elles ne sont

pas clivées. C'est le cas de l'angiostatine (fragment du plasminogène) et de

l'endostatine, (fragment du collagène XVIII) qui sont principalement localisés à la

périphérie des vaisseaux sanguins ou du fragment 16 de la prolactine (Clapp et al.,

1993) dont on trouve des quantités importantes dans le plasma. La coupure

protéolytique du « platelet factor-4 » (PF-4) engendre un fragment qui inhibe

beaucoup plus efficacement la prolifération des cellules endothéliales que PF-4

entier (Gupta e? a/., 1995).

Les mécanismes d'action et les cibles moléculaires de ces facteurs anti-

angiogéniques sont encore mal connus. Par exemple, le fragment 16 kDa de la

prolactine inhibe la MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) activée par le

VEGF et le FGF-2 (D'Angelo et al., 1995) mais le récepteur de ce fragment n'a

pas été identifié.
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B.2.6 Effet des facteurs angiogéniques dans les conditions

d'ischémie

)

B.2.6.1. Etudes animales

De nombreuses études expérimentales concernant l'effet de

l'administration exogène de facteur de croissance dans diverses situations

d'ischémie expérimentale sont en cours. L'administration de ces facteurs de

croissance pennet d'augmenter le nombre de vaisseaux collatéraux et la densité

capillaire dans les tissus ischémiques. Il est intéressant de noter que ces résultats

ont été retrouvés dans plusieurs espèces animales : rat, lapin, chien et porc, et dans

différents sites vasculaires tels que les membres inférieurs et le myocarde.

Banai et ses collaborateurs (1994 a,b), ont démontré que l'administration

intracoronarienne de la protéine recombinante de VEGFi65 dans un modèle de

chien avec une ischémie myocardique augmente de 89% la densité de vaisseaux et

que le développement des vaisseaux collatéraux est accompagné d'une

augmentation de 40% du flux sanguin telle que déterminée par la méthode des

microsphères radioactives. Egalement, Takeshita et ses collaborateurs (1994) ont

démontré l'effet angiogénique de VEGF dans un modèle de lapin en donnant une

seule injection intra-artérielle de la protéine recombinante de VEGFi65 dans les

membres inférieurs ischémiques de lapin. Cette étude a démontré une

augmentation de nouveaux vaisseaux capillaires.

J
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Parallèlement à l'isoforme 165 de la famille VEGF-A, l'isoforme 121 a

également été utilisée en thérapie angiogénique. Mack et ses collaborateurs (1998)

ont rapporté que l'administration intramyocardique d'adénovirus exprimant le

gène VEGFizi au niveau d'un coeur ischémique chez le modèle porcin, induit le

développement de vaisseaux collatéraux, ce qui améliore la fonction et la

perfusion myocardique. Takeshita et ses collaborateurs (1996) ont comparé l'effet

angiogénique des trois isoformes de VEGF-A, soient, 121, 165 et 189 dans un

modèle d'ischémie des membres inférieurs de lapin. Les auteurs ont conclu que

l'administration de chaque isofonne conduit au développement de nouveaux

vaisseaux collatéraux ainsi qu'à l'augmentation de flux sanguin dans la région

ischémique.

Patel et ses collaborateurs (1999) ont également démontré la faisabilité

d'injection des adénovims exprimant le gène VEGFizi dans un coeur ischémique

chez le porc. Un autre groupe (Komowski et al., 2000b) a démontré que

l'utilisation des adénovirus exprimant le gène de VEGFisi conduit a l'expression

du transgène au site de l'injection. Cependant, ils ont présenté aucun résultats sur

la fonction myocardique ni sur l'histologie.

Il y a également des études plus récentes sur l'utilisation d'un plasmide

exprimant le gène VEGFi65. Alors que le groupe de Tio et ses collaborateurs

(1999) a démontré une amélioration de la fonction myocardique dans un coeur

ischémique chez le modèle porcin, Schwartz et ses collaborateurs (2000) a

démontré aucun changement dans ce paramètre chez le modèle de rat.

J
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Un autre facteur de croissance dont l'activité angiogénique a été testée in

vivo, est FGF. En effet, le groupe de Yanagisawa-Miwa (1992) a démontré que

l'administration intracoronarienne de bFGF dans un modèle de chien d'infarction

aiguë peut réduire la taille de la zone infarctie et ainsi conserver la fonction du

ventricule gauche. Un autre groupe, Unger et ses collaborateurs (1994) ont

rapporté que l'administrât! on intracoronarienne de bFGF augmente le

développement des vaisseaux collatéraux dans un modèle de coeur ischémique

canin. L'administration par voie intracoronarienne de bFGF sur une période de

quatre semaines n'a aucun effet significatif sur le flux myocardique mais elle

augmente la formation de nouveaux vaisseaux collatéraux. Plus récemment,

Giordano et ses collaborateurs (1996) ont démontré que l'injection

intracoronarienne de FGF-5 dans un modèle porcin de myocarde ischémique,

améliore la fonction cardiaque ainsi que le flux sanguin deux semaines après le

traitement. Une seule étude a été faite pour comparer l'effet angiogénique de

VEGFi65 et bFGF dans un modèle de coeur ischémique chez le chien : Lazarous et

ses collaborateurs (1996) ont rapporté que le traitement par bFGF augmente le

développement des vaisseaux collatéraux sans formation de néointima au site

d'administration du facteur de croissance, alors que l'administration de VEGF était

accompagnée de la formation d'une couche néointimale au site d'administration.

L'avantage théorique du VEGF est sa spécificité pour les cellules

endothéliales et des résultats positifs ont été rapportés avec des modes

d'administration variés soit local, soit intraveineux et ceci de façon unique ou

répétée. Cependant, une des limites potentielles de l'utilisation des protéines
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recombinantes est leur très courte demi-vie lorsqu'elles sont administrées dans la

circulation. Ceci a conduit à l'élaborât! on de stratégies faisant appel à la thérapie

génique.

Toutes ces données suggèrent que l'administration ou l'expression locale

du gène VEGF est associée à une augmentation de la circulation collatérale liée à

l'ischémie, aussi bien dans le tissu myocardique que dans les tissus périphériques.

J

B.2.6.2 Etudes cliniques

Losordo et ses collaborateurs (1998) ont initié une étude clinique de phase

l pour déterminer l'innocuité et la bioactivité d'injection directe de façon

myocardique du plasmide codant pour le gène VEGFi65. Cette étude a été réalisée

sur 5 patients qui n'étaient pas éligibles à des thérapies conventionnelles, telles que

l'angioplastie coronarienne, le pontage ou l'implantation de prothèse vasculaire.

Chaque patient a reçu 4 injections de 125 p,g d'im plasmide encodant pour le gène

de VEGFi65, pour un volume total de 2 ml via une mini-thoracothomie au niveau

de la paroi antéro-latérale du ventricule gauche. Les 5 patients traités, ont montré

aucune complications opérationnelles. Les résultats obtenus de cette étude

suggèrent que l'injection myocardique de VEGF sous fonne de plasmide est

sécuritaire et conduit, chez les patients présentant une ischémie myocardique

chronique, à une amélioration de la perfusion myocardique analysée par

tomographie « SPECT : Single Photon Emission Computed Tomography ».
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D'autre part, Baumgartner et ses collaborateurs (1997) ont récemment démontré

que l'administration intramusculaire du plasmide exprimant le gène VEGFi65 dans

les membres inférieurs ischémiques de patients, conduit au développement de

nouveaux vaisseaux localisés au niveau du site d'injection dans la région

ischémique, et une augmentation qualitative du flux sanguin. De plus, Schumacher

et ses collaborateurs (1997) ont démontré que l'injection intramyocardique de la

protéine recombinante de FGF-1 a conduit au développement de nouveaux réseaux

capillaires.

Une autre étude clinique a été initiée afin d'étudier la sécurité d'injection

de VEGF sous forme plasmidique chez l'humain. Cet étude examine l'effet de

VEGF chez les patients avec une ischémie dans les membres inférieurs

(Baumgartner et al., 1998). Malgré une expression limitée de VEGF chez ces

patients, formation des vaisseaux collatéraux a été documentée chez 7 sur 10

patients traités avec amélioration du flux sanguin chez 8 sur 10. Aucun effets

secondaires a été rapporté. Cependant, dû à la nature non-controlée de ces études,

il est juste possible de démontrer la faisabilité d'une telle thérapie pour traiter les

maladies vasculaires périphériques.

D'autre part. Vale et ses collaborateurs (2000) ont démontré que

1'utilisation de VEGFizi sous forme plasmidique conduit à une diminution de

l'angine de poitrine. Cependant, cette étude manque le groupe contrôle.

Toutes les études animales et cliniques suggèrent la faisabilité d'une

thérapie par angiogénèse en utilisant des protéines angiogéniques. Cependant, de

nombreux champs d'investigation restent à être explorer.
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C. Thérapie des maladies ischémiques

La maladie coronarienne et ses complications demeurent la principale

cause de mortalité dans les pays industrialisés. Cette maladie est actuellement

traitée à l'aide de différents approches : agents pharmaceutiques, angioplastie

coronarienne et enfin pontage coronarien. Cependant, dans la majorité des cas, la

récidive engendrée par ces traitements nécessite des réinterventions souvent

beaucoup plus complexes. Ces complications ont incité les chercheurs à

développer entre autre deux nouvelles stratégies thérapeutiques : l) l'approche

biologique basée sur la thérapie génique, est une fomie de la thérapie par

angiogénèse et 2) l'approche mécanique basée sur l'utilisation du laser

transmyocardique (TMR).

Le champ potentiel d'application de la thérapie génique est vaste, portant à

la fois sur les maladies héréditaires comme la mucoviscidose,

l'hypercholestérolémie familiale et les maladies acquises telles que différents types

de cancer et les maladies cardiovasculaires. La thérapie génique appliquée à la

revascularisation d'une région myocardique ischémique, consiste à injecter des

facteurs de croissance angiogéniques sous forme de gène ou de protéine

recombinante. Les nouveaux vaisseaux permettraient une meilleure perfusion dans

le tissu ischémique et amélioraient la condition du patient.

J
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C.l. Approche biologique : thérapie génique

La thérapie génique a eu pour ambition initiale le traitement des maladies

génétiques héréditaires, comme la myopathie de Duchênne ou la mucovicidose.

Cette approche est maintenant envisagée pour le traitement de maladies acquises

comme le cancer et les maladies cardio vasculaires. Aussi, les techniques de

transfert de gènes se sont remarquablement développées ces dernières années et

plusieurs types de vecteurs non-viraux et viraux ont été proposés.

La thérapie génique a connu un développement considérable et de

nombreuses pathologies ont fait l'objet de travaux expérimentaux. Les résultats

prometteurs chez l'animal ont incité plusieiirs équipes à initier des essaies

cliniques chez l'humain.

La thérapie génique consiste à considérer un gène comme un médicament,

qu'il s'agisse de remplacer la fonction d'un gène défectueux ou de commander la

synthèse dans l'organisme d'une protéine thérapeutique. L'un des aspects

essentiels du transfert de gènes à visée thérapeutique, est la vectorisation de l'ADN

jusqu'à la cellule cible. Le transfert de gènes dans les cellules de mammifères peut

s'effectuer soit sous forme d'ADN plasmidique, soit incorporé dans un vecteur

viral recombinant. La liste de ces vecteurs est résumée dans le tableau II.

Les différentes étapes de transfert de gènes sont l'accès aux cellules cibles,

1'interaction avec ces cellules, le transfert cytoplasmique, la libération et la

stabilisation de l'ADN ou de l'ARN dans le noyau, et finalement la régulation de

l'expression de la protéine.

J
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Comme décrit dans le tableau II, les vecteurs non-viraux et les vecteurs

viraux possèdent des avantages et des inconvénients qui font qu'ils ne peuvent

remplir toutes les conditions pour un vecteur de transfert génique idéal dans le but

de thérapie par angiogénèse. Cependant, les adénovirus pourraient être des

candidats très intéressants pour atteindre un tel but.

En effet, les adéno virus sont des vims à ADN dont le génome compte 36

kb. Une cinquantaine d'adénovims différents peuvent infecter l'homme ; ils

appartiennent au genre Mastadénovims. Certains sont pathogènes et déclenchent

de graves entérites chez les nourrissons, mais ils sont souvent présents chez leur

hôte sans se manifester. S'ils infectent tous les types cellulaires (KLirshenbaum et

al., 1993; Revue dans Walther et Stein, 2000), les adénovims humains ont deux

cibles privilégiées : les tissus respiratoires et les tissus oculaires. Les virions

s'adsorbent sur la membrane des cellules via les récepteurs CAR (Coxsakievirus

Adenovims Receptor) (Bergelson et al., 1997), puis pénètrent par endocytose ; le

virus perd alors progressivement les composants de sa capside (Greber et al.,

1993). L'ADN viral associé à des protéines migre vers le noyau, y pénètre puis

commence à être transcrit par les enzymes de l'hôte sans qu'il y ait insertion.

0

C.1.1. Adénovirus : vecteur de gènes

Bien qu'historiquement les rétrovirus aient été les premiers utilisés dans la

recherche pour la thérapie génique, un intérêt croissant s'est manifesté envers les

vecteurs adénoviraux. Les avantages des adénovims sur les rétrovirus sont
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multiples. Contrairement aux rétrovirus sauvages, l'adénovirus est un agent

infectieux bénin, responsable avant tout d'atteintes des voies aériennes

supérieures. La souche sérotype 5 a été utilisée sans atténuation pour vacciner les

soldats du corps expéditionnaire américain en Corée, sans effets secondaires

particuliers. Par ailleurs, les adénovirus ont un tropisme pour divers types

cellulaires de nombreuses espèces animales y compris l'homme. La caractéristique

la plus séduisante est la possibilité d'obtenir un transfert génique également à

l'intérieur de cellules incapables de se diviser (Revue dans Walther et Stein, 2000).

Ils sont donc d'excellents candidats pour le transfert de gènes thérapeutiques

évitant, à l'inverse des vecteurs rétroviraux, les manipulations ex vivo des cellules

de patients. Contrairement au rétrovirus, l'ADN adénoviral reste en position extra-

chromosomique et ne risque pas d'interférer avec le fonctionnement de gènes

cellulaires par suite à une intégration dans l'ADN génomique (Revue dans Walther

et Stein, 2000). Enfin, les adénovims peuvent être obtenus à des titres plus élevés

(de l'ordre de 109-10'° pfù/ml) que ceux observés avec les rétrovirus (105-107

pfii/ml) (Kelly, 1984).

Comme dans le cas des rétrovirus recombinants, les vecteurs adénoviraux

sont modifiés de telle sorte qu'ils soient incapables de se répliquer et sont

dépourvus de tout effet pathogène. Dans la première génération des vecteurs

adéno viraux recombinants, les régions El (E l A et E l B) et E3 ont été délétées et

remplacées par jusqu'à 7 kb d'ADN étranger thérapeutique. Jusqu'à présent, la

faisabilité de l'approche thérapeutique, l'experimentation animale et les premiers

essais cliniques de phase l chez l'homme ont été réalisés à l'aide de vecteurs de
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première génération. Des vecteurs de nouvelle génération sont en cours de

développement dans les laboratoires (Revue dans Danthinne et Impériale, 2000).

Les vecteurs de deuxième génération ont été conçus pour réduire la réponse

immunitaire, soit en mutant un gène de la région E2, ce qui inhibe l'expression des

gènes tardifs (Zhou et al., 1996). Des vecteurs de troisième génération présentent

une deletion de certains cadres de lecture ouverts de la région E4 (Scaria et al.,

1995). Et plus récemment, des vecteurs de quatrième génération quasiment

dépouryus de toute séquence codante appelés gutless ont été élaborés

(Hammerschmidt, 1999 ; Kochanek, 1999). La production de ces vecteurs dépend

d'un vims auxiliaire (helper) capable de complementer en trans les fonctions

protéiques indispensables à l'empaquetage et à la replication du vims

thérapeutique. La grande difficulté avec cette génération de virus était de produire

à des titres élevés le virus d'intérêt et se débarrasser du vims auxiliaire dans les

preparations finales. Les generations récentes d'adénovirus recombinants

pennettent l'insertion des transgènes de taille allant jusqu'à 8 kb. Cependant, ces

nouvelles générations de virus sont très peu documentés et leur efficacité dans la

thérapie génique reste à être confirmée.

0

C.l.1.1 Principes d'obtention d'un vecteur adénoviral

Comme pour les rétro virus, l'adénovirus recombinant est empaqueté par un

système ex vivo ou complémentation en trans dans la lignée de cellules 293. Il

s'agit de cellules de rein embryonnaire humaines transformées par la présence
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d'ADN d'adénovims de type 5, qui comportent au sein de leur génome les gènes

El a et Elb. La transfection, à l'intérieur de ces cellules, d'un plasmide adénoviral

recombinant comportant le transgène permet d'obtenir par complémentarité, des

virions vecteurs doués de la propriété d'infecter des cellules réceptives, mais

incapables de se répliquer. Un risque de trans-complémentation par un adénovirus

sauvage reste néanmoins théoriquement possible. L'insertion d'ADN étranger dans

le génome viral s'effectue par recombinaison homologue entre le plasmide

recombinant portant le transgène et le génome viral. Un inconvénient de ce type de

vecteur retrouvé dans les cellules qui se divisent où le transgène est appelé à être

rapidement perdu puisque l'ADN recombinant extrachromosomique ne se réplique

pas et finit par disparaître des cellules filles. Mais l'état extrachromosomique du

vecteur dans les cellules infectées fournit un transfert sans risque de transformation

(maligne ou bénigne) par insertion (Stratford-Perricaudet et al., 1992). Ceci

constitue un avantage par rapport aux vecteurs rétroviraux. Un autre défaut de

l'adénovirus en tant que vecteur de thérapie génique est sa capacité à déclencher

chez l'hôte une réaction immunitaire tant humorale que cellulaire due à

l'expression résiduelle de protéines virales.

0
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C.2. Approche mécanique : Laser transmyocardique ou TMR

L'utilisation du laser transmyocardique est une nouvelle procédure

chirurgicale qui a récemment été appliquée dans des études cliniques. Les patients

ayant reçu ce traitement, étaient réfractaires aux techniques de revascularisations

conventionnelles telles que l'angioplastie coronarienne ou le pontage cardiaque

principalement dû à la nature diffuse de leur maladie. Le principe de la technique

du TMR implique l'utilisation de laser à haute énergie afin de créer des canaiDt

transmyocardiques, de l'épicarde vers l'endocarde, dans le tissu ischémique. Les

résultats préliminaires d'études utilisant le laser myocardique ont démontré que

cette technique réduit les symptômes de l'angine de poitrine (Cooley et al., 1994 ;

Frazier et al., 1995 ; Mirhoseini et al., 1988, 1990) sans évidence solide

d'amelioration de la perfusion. Cependant, le mécanisme exact de son

fonctionnement n'est pas encore connu. Il a été spéculé que les canaux fonnés par

le laser agissent comme des conduits qui amènent du sang oxygéné du ventiicule

gauche dans le plexus vasculaire intramyocardique. Cependant, il existe un grand

débat sur la perméabilité de ces canaux. Fleicher et ses collaborateurs (1996) ont

démontré que l'application de TMR dans un cœur non ischémique chez le modèle

porcin conduit à une augmentation de vascularité sans cependant avoir des canaux

pennéables. Cependant, Mirhoseini et ses collaborateurs (1983) ont publié des

evidences histo logiques que les canaux demeurent pemiéables jusqu'à deux ans

après l'opération. D'autres investigations ont également montré que les canaux

formés par le laser sont endothélialisés plusieurs années après l'opération (Okada
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et al., 1986). Des études cliniques indiquent que les canaux créés par le laser

restent ouverts après différents temps suivant l'intervention (Mirhoseini et al.,

1990 ; Cooley et al., 1994). D'un autre côté, plusieurs études suggèrent que les

canaux restent perméables pour une courte période, ou deviennent occlus deux

semaines après l'opération (Hardy et al., 1987 ; Owen et al., 1984). Un mécanisme

proposé serait que la cicatrisation ou l'inflaiTimation au site des canaux induise une

angiogénèse naturelle. Il est bien connu que lors d'une réponse inflammatoire, il y

a une augmentation significative de différents facteurs de croissance. Chu et ses

collaborateurs (1999) ont démontré que le traitement par le laser est associé avec

une augmentation de facteurs angiogéniques tel ques VEGF, bFGF et TGFR, ainsi

que la densité des vaisseaux une semaine post-traitement. Ces facteurs

angiogéniques peuvent initier et promouvoir la néovascularisation dans le site de

laser.

D'autre part entre 1995 à 1997, il y a eu plusieurs études cliniques

rapportées (Frazier et al., 1995; Horvath et al., 1996;Vincent et al., 1997;

Horvath et al., 1997). Les résultats de certaines de ces études étaient intéressants,

mais elles manquent des groupes contrôles. Récemment, quatre études cliniques

randommisées ont été publiées, comparant la thérapie médicale et TMR (Revue

dans Horvath, 2000). Tous les patients ont été suivi pendant 12 mois. Toutes ces

études ont démontré une amélioration significative dans la perfusion myocardique

chez les patients traités par le laser.
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que la densité des vaisseaux une semaine post-traitement. Ces facteurs

angiogéniques peuvent initier et promouvoir la néovascularisation dans le site de
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D'autre part entre 1995 à 1997, il y a eu plusieurs études cliniques

rapportées (Frazier et al., 1995 ; Horvath et al., 1996 ;Vincent et al., 1997 ;

Horvath et al., 1997). Bien que les résultats de certaines de ces études étaient

intéressants mais elles manquent des groupes contrôles. Récemment, quatre études

cliniques randommisées ont été publiées, comparant la thérapie médicale et TMR

(Revue dans Horvath, 2000). Tous les patients ont été suivi pendant 12 mois.

Toutes ces études ont démontré une amélioration significative dans la perfusion

myocardique chez les patients traités par le laser.
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Malgré toutes les études effectuées sur la thérapie par angiogénèse en

utilisant le facteur angiogénique VEGF ainsi que le TMR, il reste encore beaucoup

d'aspects à considérer. Dans la première partie de ma thèse de doctorat, nous

avons étudié l'effet synergique de la thérapie génique soit l'utilisation du facteur

angiogénique, le VEGF avec une approche mécanique soit l'utilisation de laser

transmyocardique dans le coeur ischémique chez un modèle porcin.
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D. Fonction endothéliale et radiation ionisante

D.1. Resténose

L'angioplastie coronaire percutanée (PTCA) s'est imposée comme une

technique de revascularisation myocardique. La première angioplastie coronaire

par balloimet fut réalisée en septembre 1977 par Andréas Gmentizg. Depuis son

introduction, I'angioplastie coronaire transluminale est devenue une méthode

classique de revascularisation myocardique. L'adaptation optimale de

l'environnement phannacologique et les performances en constante amélioration

des ballons expliquent l'excellence des résultats acquis aujourd'hui par la

technique.

Le principe de l'angioplastie coronarienne percutanée consiste à rétablir la

circulation sanguine dans les artères coronaires bloquées à l'aide d'un cathéter-

ballon. L'angioplastie transluminale des vaisseaux par ballonnet réduit la sténose

d'une part, par pression sur la plaque d'athérome en provoquant sa rupture ou son

tassement, et d'autre part, par distension de la paroi vasculaire elle-même (Guenot

et Terraube, 1991). Le cathéter ballon est introduit dans l'artère coronaire bloquée

où il est dilaté afin d'écraser la lésion contre la paroi artérielle.

Malgré les progrès accomplis, des difficultés subsistent. L'apparition d'une

resténose dans 40-50% des cas au cours des 6 mois suivant la dilatation coronaire

constitue le talon d'Achille de la technique. La resténose reste la principale limite

de l'angioplastie coronaire (Steg, 1996). Les données cliniques et expérimentales à

partir des modèles animaux ont mis en évidence le caractère précoce, local et
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transitoire de ce phénomène. Quatre paramètres ont été avancés pour en expliquer

le mécanisme, l) L'hyperplasie néo-intimale, liée à une prolifération dans l'intima

de cellules musculaires lisses en provenance de la média et favorisée par de

nombreux facteurs de croissance. 2) Le défaut de remodelage ou retour élastique

chronique, caractérisé par une réduction du calibre de l'artère au site dilaté. 3) Le

retour élastique aigu intervenant dans les premières minutes ou heures suivant

l'angioplastie. 4) Le dépôt de matrice extracellulaire.

J

D.1.1. Hyperplasie intimale

La paroi des artères est composée de trois tuniques avec, de l'intérieur vers

l'extérieur, l'intima, la média et l'adventice. L'intima est constituée d'un

endothélium et d'une couche sous-endothéliale inconstante. La média comporte

des cellules musculaires lisses, des constituants extracellulaires faits des fibres

conjonctives et de substance fondamentale. L'adventice est une tunique

d'épaisseur variable selon le calibre du vaisseau, composée de tissu conjonctif

lâche plus ou moins enrichi en fibres élastiques, en fibroblastes et en cellules

contingentes (macrophages, mastocytes). Elle contient du tissu adipeux, des fibres

nerveuses (nervi vasorum) et des vaisseaux sanguins et lymphatiques (yasa

vasorum) (Silverthon et al., 1987). L'hyperplasie intimale reste un élément

important de la resténose chez l'homme, mais ne joue probablement pas un rôle

exclusif. L'hyperplasie intimale post-angioplastie correspond à la prolifération et à

la migration des cellules du muscle lisse vers l'espace intimai et coïncide avec une
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transformation phénotypique de ces dernières. Les cellules passent d'un phénotype

contractile (ou différencié) à un phénotype synthétique (ou activé). Elles

prolifèrent et migrent de la média vers l'intima à travers la lame limitante élastique

interne pour former un épaississement néo-intimal (Revue dans Bittl, 1996). Cette

proliferation est extrêmement rapide et caractérisée par l'activation de divers gènes

classiquement impliqués dans la régulation des phases initiales de la croissance

cellulaire, comme les oncogènes nucléaires. La réponse des cellules musculaires

lisses après l'angioplastie au niveau de la paroi vasculaire est un processus

complexe et multifactoriel sous le contrôle de facteurs de croissance de plusieurs

origines : plaquettes, cellules musculaires, cellules endothéliales, macrophages.

Les principaux facteurs de croissance impliqués dans la resténose sont le PDGF, le

FGF, l'EGF le TGF-p, l'IGF (Insulin-like Growth Factor) mais également

l'angiotensine II, la thrombine et l'endothéline qui ont une action mitogénique sur

les cellules musculaires lisses activées. La phase de la fonnation de la néointima

est accompagnée de la synthèse d'une abondante matrice extracellulaire riche en

collagène (Ueda et al., 1995).

L'endothélium sain joue un rôle essentiel dans l'inhibition de la croissance

des cellules musculaires lisses grâce à la synthèse et à la sécrétion de facteurs tels

que l'héparane sulfate, l'EDRF (Endothelial Relaxant Factor) ou le N0 (oxyde

nitrique) (Gravanis et Roubin, 1989 ; Garland et al., 1995), prostacycline,

bradykinine (Revue dans Goligorsky, 2000). L'apparition d'une

réendothélialisation après l'angioplastie a aussi été documentée chez l'homme dès
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la fin du premier mois, et dans certains cas de régénération incomplète étant

observes jusqu'à cinq mois après le traumatisme initial (Ueda et al., 1991). La

regeneration endothéliale se fait à partir des limites de la région dénudée (Lindner

étal., 1989).

L'administration, chez l'animal, des facteurs de croissances endothéliaux

tels le bFGF ou le VEGF a été associée à une accélération de la

réendothélialisation de segments artériels préalablement dénudés. En effet,

Asahara et ses collaborateurs (1995) ont démontré que l'administration de

VEGFi65 après une denudation artérielle permettait non seulement d'entraîner une

repousse très rapide de l'endothélium mais aussi de limiter de manière

significative 1'hyperplasie néo-intimale. Il est vraisemblable que cet effet

inhibiteur soit une conséquence de repousse rapide de l'endothélium qui exerce

des propriétés inhibitrices sur la croissance des cellules musculaires lisses. Des

effets similaires ont été démontrés sur l'endothélialisation des endoprothèses

vasculaires (Ombrellaro et al., 1996).

L'effet de bFGF sur l'hyperplasie néo-intimale est plus controversé.

Certaines études ont démontré une augmentation et d'autres une diminution, voire

même une absence de l'hyperplasie (Meurice et al., 1996 ; Linder et al., 1990). A

la différence du VEGF, le bFGF n'est pas un facteur de croissance spécifique des

cellules endothéliales et il est aussi actif sur les cellules musculaires lisses.
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D.1.2. Remodelage vasculaire

Les théories traditionnelles concernant les mécanismes de resténose,

accordent à l'hyperplasie des cellules musculaires lisses un rôle prédominant, voire

exclusif. Des données expérimentales et cliniques récentes obtenues notamment

grâce à l'échographie endocoronarienne, ont montré qu'indépendamment de la

réponse hyperplasique néo-intimale, l'angioplastie pouvait induire des

modifications morphologiques chroniques de l'ensemble de la paroi du vaisseau

conduisant à une réduction du calibre de la lumière (Revue par Nikol et Huehns,

2001). Ce concept est indirectement issu des travaux décrits en 1987 par Glagov

sur le remodelage artériel au stade précoce du développement de l'athérosclérose.

Il repose sur une tendance à l'augmentation de la surface de section, donc la

lumière artérielle, lorsque la plaque se développe. Il s'agit d'un phénomène

adaptatif réduisant l'importance relative de la plaque par rapport à la lumière. Le

mécanisme impliqué dans le remodelage pourrait être un processus actif lié à un

signal de croissance engendré par la sténose ou un phénomène passif d'involution

de la structure de la paroi artérielle qui se laisserait alors distendre. Le défaut de

remodelage est une réduction de calibre de l'ensemble du vaisseau au site de

dilatation aboutissant à une réduction du calibre de la lumière artérielle. Les

mécanismes du défaut de remodelage sont encore mal connus.
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D.1.3. Retour élastique « Elastic recoil »

Le retour élastique immédiat après angioplastie est caractérisé par une

perte rapide de gain survenant dans les 15 minutes suivant l'angioplastie, parfois

immédiatement après la déflation du ballonnet. Son évaluation se fait par la

différence entre le diamètre du ballon gonflé et le diamètre de la lumière artérielle

après déflation (Kakuta et al., 1994). Ce phénomène est essentiellement rencontré

dans les lésions excentriques où l'augmentation initiale de la lumière est surtout

liée à une expansion du segment sain. Comme le remodelage artériel, le retour

élastique est prévenu ou traité par les endoprothèses qui forment une contention

mécanique de la paroi.

u

D.1.4. Dépôt de la matrice extracellulaire

L'accumulation substantielle des protéoglycanes dans la matrice

extracellulaire a aussi été confirmé dans les lésions resténotiques (Nikkari et al.,

1994; Lin et al., 1995). Plus spécifiquement, une augmentation de l'expression du

biglycan et versican a été observée, tandis qu'aucun changement n'a été remarqué

en ce qui concerne l'expression de décorin (Nikkari et al., 1994; Riessen et al.,

1994; Lin et al., 1995). Des études préliminaires suggèrent que le trasilast, un

composé réduisant la déposition du collagène, atténue de façon significative le

phénomène de la resténose 3 mois après l'angioplastie (Ueda et al., 1995). En plus

d'occuper l'espace extracellulaire, les molécules de la matrice extracellulaire

peuvent modifier des fonctions biologiques dans la paroi vasculaire incluant la
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retention des lipides, la prolifération des cellules musculaires lisses et la relâche

des facteurs de croissance (Nikkari et al., 1994). En soi, l'accumulation de la

matrice extracellulaire survient en réponse aux facteurs de croissance, le plus

puissant stimulus étant TGF-P. L'expression de ce facteur corrèle avec

l'accumulation de la matrice extracellulaire autant dans les modèles animaux de

resténose que chez l'humain (Assali et al., 1995 ; Feueurstein, 1996).

0

D.2. Thérapie de la resténose

Les approches thérapeutiques potentielles pour prévenir la resténose

incluent l'angioplastie coronarienne citée précédement, l'utilisation de

médicaments phannaceutiques, l'implantation de prothèse endovasculairc, la

stratégie d'antisens et plus récemment la radiothérapie endovasculaire.

0

D.2.1. Approche pharmaceutique

L'approche pharmacologique à elle seule est incapable de démontrer un

effet bénéfique quant au problème de resténose. Parmi les agents

pharmacologiques utilisés cliniquement on compte les agents anticoagulants, les

agents antiplaquettaires, les inhibiteurs de l'enzyme de conversion de

l'angiotensine, les antagonistes du PDGF, les huiles de poissons, les agents

diminuant les lipides ainsi que les stéroides (Revue dans Fleser et Leclerc, 1996).
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D.2.2. Prothèse endovasculaire « Stent »

Depuis quelques années, l'apparition de nouveaux outils, comme

l'utilisation de prothèses endovasculaires « Stents », cherche à contourner les

problèmes engendrés par l'angioplastie coronarienne.

Les prothèses endovasculaires, cylindres métalliques d'acier à mailles plus ou

moins larges, sont destinées à être encastrées dans la paroi artérielle au niveau du

site dilaté. Les stents sont transportés dans l'artère sur un ballon dégonflé et suite

au déploiement du stent par une pression, la prothèse est ancrée dans la paroi

endothéliale, permettant ainsi de recoller la dissection artérielle. La mise en place

d'une prothèse endovasculaire semble prévenir l'élément du remodelage

vasculaire (Anthony et al., 1987 ; Revue dans Gmberg et al., 2000).

J

D.2.3. Livraison locale d'oligonucléotides antisens

Si les endoprothèses vasculaires semblent prévenir le remodelage, elles

n'empêchent pas l'hyperplasie intimale qui joue un rôle important dans le

développement de la resténose. La thérapie génique pourrait prévenir la

composante proliférative de l'hyperplasie intimale. Elle repose sur la prévention de

la prolifération des cellules musculaires lisses de la média vers l'intima. Le

principe de la thérapie génique pour la prévention de la resténose consiste à inhiber

l'expression des gènes impliqués dans la prolifération des cellules musculaires

lisses (Ohno et al., 1994). En absence d'identification claire des molécules

biologiques ou de gènes impliqués dans la prolifération des cellules musculaires
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lisses, de nouvelles thérapies, comme des oligonucléotides antisens (antisens c-

myc, c-myb, etc) ont été étudiées (Steg et al., 1997). Un autre exemple

d'utilisation des oligonucléotides d'antisens c'est l'étude par Pollman et ses

collaborateurs (1998). Ce group a démontré que l'administration des

oligonucléotides d'antisens anti-bcl-x dans la paroi carotidienne chez le lapin

inhibe la prolifération néo-intimale en induisant le phénomène d'apoptose.

Plusieurs équipes ont déjà démontré le potentiel des molécules antisens à

prévenir l'hyperplasie néo-intimale dans différents modèles animaux. Cependant,

ces études sont limitées par les méthodes de livraison utilisées qui sont

inapplicables chez l'humain ou encore limitées par un faible taux de transfection et

de rétention des oligonucléotides antisens dans la paroi vasculaire.

J

D.2.4. Radiothérapie

Malgré des avancées récentes concernant la thérapie de la resténose, soit

par le déployement d'un stent, l'utilisation des médicaments pharmaceutiques ou

encore d'autres strategies thérapeutiques, aucune approche n'a fait la preuve d'une

nette efficacité dans la prévention de la resténose. Récemment, l'utilisation de la

radiothérapie semble plus prometteuse dans la prévention de la resténose. Il y a

deux types de particles radioactives : gamma (y) ou bêta (p) (Revue dans Teirstein,

1998). L'isotope idéal pour une irradiation vasculaire doit pouvoir être administré à

une dose adéquate à travers une faible épaisseur tissulaire pour obtenir un effet

biologique maximal. Cette dose doit être homogène à tout le volume cible, tout en



n

J

66

épargnant les tissus sains. Ces critères seraient plutôt en faveur de l'irradiation

beta.

La radiothérapie peut être utilisée sous quatre formes pour effectuer une

irradiation vasculaire: la radiothérapie externe, le cathéter porte-source

(curithérapie), le ballonnet rempli d'une substance radioactive et le stent

incorporant une molécule radioactive (Revue dans Kotzerke et al., 2000).

La radiothérapie externe a été utilisée pour irradier des vaisseaux

périphériques. Elle doit délivrer une dose à une faible épaisseur. La nécessité

d'utiliser des champs d'irradiation de faibles dimensions avec leurs conséquences

radiophysiques et les difficultés pour localiser précisément le volume cible rendent

sa pratique difficile. (Dorros et Jaff, 1997).

Pour le cathéter porte-source, la source est fixée à l'extrémité d'un cathéter

qui est guidé sous radioscopie jusqu'à la sténose à traiter. Des études ont évalué la

possibilité d'un trajet de source radioactive le long d'un cathéter de 150 cm. Le

cathéter porte-source a un inconvénient majeur: son accolement à la paroi

vasculaire est à l'origine d'une répartition de dose non adéquate sur toute la

circonférence du vaisseau (Condado et al., 1997).

Si les sources solides sont les plus utilisées, une autre possibilité consiste à

utiliser un liquide contenant une molécule radioactive. Le ballon comprimant la

sténose est rempli de ce liquide. Ainsi, l'irradiation a lieu après la dilatation.

Contrairement au cathéter porte-source, les ballonnets permettent d'obtenir une

dose homogène sur toute la paroi vasculaire (Amols et al., 1996). En cas de

rupture du ballonnet, la source radioactive est diluée dans la circulation générale et
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en choisissant une molécule radioactive à demi-vie courte, les risques pour le

patient sont minimes (Weinberger et al., 1998). Cependant, les problèmes de

manipulation et de conservation de ce liquide empêchent son utilisation en

pratique courante (Raizner, 1997).

L'utilisation des endoprothèses radioactives s'est développée en imprégnant

les endoprothèses avec les molécules radioactives (Revue dans Fischell, 1998 ;

Albiero et Colombo, 2000). Cette approche est utilisée sans avoir à augmenter la

dose d'irradiation lorsque effectuée avec des sources émettrices P pour obtenir le

même résultat que celui obtenu avec les rayonnements gamma, car l'endoprothèse

est au contact de la paroi vasculaire. Un inconvénient a été décrit avec ce système:

la lésion à l'endothélium par l'endoprothèse est plus importante aux extrémités de

celle-ci, or c'est aussi à cet endroit que la dose d'irradiation est la plus faible ce qui

conduit à l'effet de bord ou « edge effect ». Il en résulte que ces deux facteurs

favorisent la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses, source de

resténose sur endoprothèse (Wiederman et al., 1995). Cependant, le même

phénomène a été décrit avec l'utilisation de ballonnet ce qui permet de supposer le

rôle majeur de la faible dose aux extrémités du système d'irradiation (Popowski et

ai, 1996).

Plusieurs études expérimentales renforcent néanmoins la radiothérapie pour

traiter la resténose. Le groupe de Wiedermann (1995) a démontré que l'utilisation

de l'irridium 192 avant la procédure de l'angioplastie, dans un modèle porcin,

diminue la formation de néointima de 63%. Cet effet bénéfique est maintenu
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jusqu'à six mois. Egalement, Waksman et ses collaborateurs (1995) ont rapporté

une diminution de la région néointimale en utilisant différentes doses de l'irridium

192, dans un modèle porcin. Ils ont démontré que le ratio de la zone néointimale

est inversement proportionel à la dose de la radiation doimée. De plus, l'utilisation

de l'endoprothèse imprégnée d'irridium 192 a conduit à une réduction de la région

néointimale. Fischel et ses collaborateurs (1994) ont démontré que les

endoprothèses imprégnées de particules de 32P ont complètement inhibé la

proliferation et la migration des cellules musculaires lisses humaines et de rat.

Finalement, utilisation de cathéter avec une source beta (9 Ytrium) a également

mené à une réduction de la néointima (Vérin et al., 1995). Wilcox et ses

collaborateurs (1996) quant à eux, ont étudié le mécanisme d'action de

l'irradiation immédiatement après effraction par ballonnet d'un vaisseau de porc

en injectant la bromodéoxyuridine (Brdu). Les résultats obtenus par cette étude

semblent suggérer une action inhibitrice de l'irradiation sur la prolifération

cellulaire de l'adventice, de la média et une réduction de la production de

collagène par les myofibroblastes de l'adventice.

Bien qu'il y ait eu beaucoup d'intérêt sur le développement de nouvelles

approches en radiothérapie pour prévenir la resténose, le mécanisme d'action et les

conséquences à long terme n'ont pas été encore élucidés. Récemment, Fareh et ses

collaborateurs (1999) ont étudié extensivement l'effet de la radiation bêta, basé sur

l'utilisation d'un oligonucléotide marqué avec la molécule de P de façon interne,

sur la viabilité cellulaire, la prolifération et la migration des cellules musculaires

lisses. Ils ont également étudié l'effet de la radiation bêta sur la progression du
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cycle cellulaire, la cytotoxicité et l'induction du phénomène de l'apoptose sur le

même type cellulaire. Ces études ont démontre que les radiations bêta inhibent la

proliferation et la migration des cellules musculaires lisses et induisent l'arrêt du

cycle cellulaire à GO/G1 sans cependant induire la cytotoxicité et l'apoptose.

Les études cliniques préliminaires ont montré la faisabilité de l'approche

de radiothérapie endoluminale, mais le faible nombre de patients traités et la courte

période d'observation incitent à la pmdence (Condado et al., 1997; Popowski et

al., 1996). L'essai randomisé avec placebo publié récemment par Teirstein et ses

collaborateurs (1997) a évalué le rôle d'une curiethérapie à l'irridium 192 après la

mise en place d'une sonde chez une population de patients ayant une récidive de

sténose coronarienne après un premier traitement. Après 6 mois, la réduction de la

lumière vasculaire était de 17% après la curiethérapie et de 37% dans le groupe

placebo. Le taux de resténose était respectivement de 8% dans le groupe irradié et

de 36% dans le groupe placebo. Toutes ces différences étaient significatives et

suggèrent donc un bénéfice à la radiothérapie endoluminale.

Toutes ces études visent à inhiber la prolifération et la migration des

cellules musculaires lisses et il y a très peu d'information sur l'effet de radiation

ionisante sur la fonction de l'endothélium. Après irradiation le risque de resténose

n'est pas nul. A partir des expériences in vitro, Brenner et al., (1996), ont conclu

que la dose nécessaire pour éradiquer toute la prolifération de cellules musculaires

lisses, devait être supérieure à 20 Gy. Cependant, les doses utilisées sont souvent

inférieures. Donc, il serait intéressant d'envisager une approche thérapeutique

alternative qui serait complémentaire à la radiothérapie telle que la stimulation de
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la réendothélisation des artères dénudées en utilisant par exemple le facteur de

croissance spécifique aux cellules endothéliales, le VEGF. Asahara et ses

collaborateurs (1995) ont démontré que VEGF joue un rôle important dans la

réendothélisation. Néanmoins, le rôle de VEGF sur la fonction endothéliale en

conditions de radiations est inconnu.

J
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Hypotheses de travail

Les maladies cardiovasculaires et ses complications constituent une des

principales causes de mortalité dans les sociétés industrialisées. A l'heure actuelle,

en dépit de tous les travaux prometteurs réalisés chez les animaux et les humains,

aucune thérapie conventionnelle, telles que l'angioplastie, le pontage coronarien

ou les traitements médicamenteux n'a indiqué une efficacité sans équivoque pour

la thérapie de l'athérosclérose chez l'humain. De façon naturelle, un cœur

ischémique développe des vaisseaux collatéraux qui irriguent la zone devenue

ischémique. Le développement de ces vaisseaux à partir des capillaires déjà

existants, est appelle l'angiogénèse. Ce phénomène est régulé par plusieurs

molécules dont les facteurs de croissance tels que la famille VEGFs et la famille

FGFs. Contrairement aux facteurs de la famille FGFs, la famille VEGFs agit

exclusivement sur les cellules endothéliales. Egalement, il a été démontré que le

gène de VEGFi65 joue un rôle important dans le développement des vaisseaux

sanguins lors du développement embryonnaire. Déplus, il a été démontré que

l'expression de l'ARNm de VEGF est induite dans les conditions d'hypoxie dans

différents types cellulaires. Dans les conditions d'ischémie myocardique causée

par l'occlusion de l'artère descendante antérieure, l'ARNm du gène VEGFi65 est

induit dans le myocarde du modèle porcin et rat, suggérant ainsi que VEGFi65 est

un médiateur important qui intervient dans la revascularisation du myocarde

ischémique. Comme pour le VEGF, l'hypoxie joue un rôle important dans la

J
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regulation de l'expression du gène des récepteurs de VEGF. Il a été démontré que

l'exposition à l'hypoxie conduit à une augmentation de l'expression des gènes

VEGFR1 et VEGFR2 dans les vaisseaux pulmonaires dans le modèle de rat.

Egalement, l'ARNm de ces deux récepteurs a été augmenté dans le myocarde

ischémique chez le modèle de rat. De plus, les études récentes ont démontré que

VEGF est capable d'augmenter l'expression du gène du récepteur VEGFR2 dans

les cellules endothéliales capillaires d'origine bovine. Toutes ces données

suggèrent que le VEGF ainsi que ses récepteurs jouent un rôle dans le

développement des vaisseaux sanguins dans les conditions d'ischémie.

Très récemment, il y a eu une avancée remarquable dans le développement

des nouvelles modalités thérapeutiques pour traiter l'athérosclérose. D'une part,

plusieurs groupes ont démontré le potentiel d'utiliser le VEGF sous forme

protéique ou génique en utilisant différents vecteurs de transfert génique, dans le

but de promouvoir le phénomène d'angiogénèse. D'autre part, des études cliniques

récentes ont démontré que la revascularisation transmyocardique ou TMR est une

nouvelle procédure chimrgicale efficace dans la réduction des symptômes

d'angine de poitrine.

En se basant sur les données de la littérature, sur l'efficacité potentielle

d'une thérapie génique, utilisant le vecteur adénoviral exprimant le gène du facteur

angiogénique VEGFi65 pour traiter l'athérosclérose ainsi que l'application du laser

transmyocardique, le but de cette thèse de doctorat consiste à : l) d'étudier s'il y a

un effet synergique entre une approche biologique soit l'administration de facteur

VEGFi65 sur-exprimé par les vecteurs adénoviraux en combinaison avec une
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approche mécanique, soit l'utilisation de laser transmyocardique, dans un cœur

ischémique chez un modèle porcin et 2) d'évaluer le rôle de VEGF|65 sur la

proliferation, la differentiation ainsi que l'expression du récepteur VEGFR2 chez

les cellules endothéliales exposées à une irradiation (particules bêta) afin de

prévenir le phénomène de la réstenose.

Le facteur VEGFies exerce son activité exclusivement sur les cellules

endothéliales. Cette caractéristique rend ce facteur particulièrement intéressant.

D'autre part, nous avons choisi de travailler avec le vecteur adénoviral à cause de

ses multiples avantages, entre autre sa capacité d'infecter des cellules quiescentes

et aussi parce qu'il est possible de le produire à des titres élevés. Ces

caractéristiques font de l'adénovims un outil idéal pour notre étude.

Dans cette perspective, nous avons d'abord clone le gène du facteur de

croissance VEGF]65 dans le vecteur adénoviral et caractérisé la sur-expression et la

sécrétion de cette protéine. Ensuite, nous avons administré le vecteur adénoviral

exprimant le gène VEGFi65 dans un cœur porcin rendu préalablement ischémique

en implantant un constricteur améroïde sur l'artère descentande antérieure, en

combinaison avec le laser transmyocardique. Le constricteur améroide est un

anneau métalique qui contient du matériel hydrophobique, capable d'absorber les

liquides environnants et bloquer graduellement l'artère du cœur. Ce modèle

représente le plus la maladie d'athérosclérose chez l'humain. Déplus, le modèle

porcin possède le système cardiovasculaire le plus proche de celui de l'homme.

Ces travaux sont présentés dans le chapitre 2 de cette thèse.
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Dans la deuxième partie de notre travail, nous avons étudié le rôle de la

radiation ionisante sur la fonction endothéliale. Malgré, le développement

important de la radiothérapie endovasculaire pour prévenir la resténose, il y a très

peu d'informations sur l'effet d'une telle thérapie sur la fonction endothéliale. Il a

été démontré que les protéines mitogéniques telles que VEGF et bFGF jouent un

rôle important dans la survie des cellules hématopoïétiques dans les conditions de

radiation ionisante. Cependant, la protéine VEGFi65 n'a montré aucun effet

mitogénique sur les cellules hématopoïétiques. L'objectif spécifique de la

deuxième partie de ma thèse consiste à étudier le rôle de la radiation bêta sur la

proliferation, et la differentiation des cellules endothéliales ainsi que sur

l'expression du récepteur VEGFR2 dans ces mêmes cellules. Pour réaliser nos

objectifs, nous avons utilisé un oligonucléotide marqué de façon interne avec un

isotope de 32P, comme moyen d'irradiation locale et homogène des cellules

endothéliales en culture. Nous avons démontré que les radiations ionisantes

inhibent la prolifération des cellules musculaires lisses ainsi que les cellules

endothéliales. La radiation ionisante induit l'arrêt cellulaire à la phase Gl sans

aucun signe de toxicité ou d'apoptose des cellules vasculaire. Ces travaux sont

présentés dans le chapitre 3 de cette thèse. Ma contribution à ce papier consistait à

étudier le rôle de radiation sur la prolifération des cellules endothéliales. Nous

avons également étudié l'effet de VEGFi65 sur la prolifération et la differentiation

des cellules endothéliales ainsi que l'expression du récepteur VEGFR2 dans les

conditions de radiation bêta. Ces travaux sont présentés dans le chapitre 4 de cette

these.
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both to induce angiogenesis in ischémie myocardium.
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Background : Laser-mediated transmyocardial revascularisation (TMR) and gene

therapy are two strategies currently under evaluation in clinical trials aimed at

treating patients in whom complete revascularization is not possible. Angiogenesis

induction represents a potential mechanism by which these strategies may improve

coronary circulation. We sought to evaluate and compare directly TMR and VEGF

gene therapy and a combination of both approaches for their ability to induce

myocardial angiogenesis.

Methods and Results: An ameroid constrictor was surgically implanted on the

left anterior descending artery of 35 pigs. Animals were randomized 7 weeks later

to either one of four groups: Group I: control (n=10) to receive intramyocardial

injections of either saline or an adenovims vector (Ad) expressing the reporter

gene lacZ encoding for BGalactosidase (AdlacZ); Group II: intramyocardial

injections of an Ad expressing the VEGFi65 complementary DNA (n=10); Group

Ill: TMR and intramyocardial AdVEGFi65 (n=10); Group IV: TMR and

intramyocardial AdlacZ (n=5). Another 7 weeks later, animals were evaluated for

collateral vessel development by angiography, left ventricular function both by

angiography and echocardiography (with and without pacing), and capillary

density at histopathology by automated computer-assisted detection of Factor VIII

in the ischémie myocardium. Cardiac function was not significantly improved in

any of the treatment groups at the end of the study, as assessed by angiography or

by echography, either stress or at rest. Coronary angiography 7 weeks post-
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treatment did not show any significant increase in measurable vessel number in

any of the four groups. Histopathological examination, however, disclosed a

significant advantage for the gene therapy approaches (Groups II and III) in

increased capillary density in the ischémie myocardium (p=0.006) when compared

to control animals. TMR alone did not result in any significant increase in

myocardial angiogenesis.

Conclusion: AdVEGFi65 administered in an ischémie myocardium can induce

significant angiogenesis but does not appear to improve, in the short term,

myocardial function. TMR does not show any significant effect on angiogenesis

induction and myocardial function.

3
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Overview summary

Using a porcine ischémie myocardium model, we compared the angiogenic

potential and the effect on myocardial function of VEGF cDNA-mediated gene

therapy, transmyocardial revascularization or a combination of both. When

compared to control groups, only strategies involving gene therapy significantly

induced angiogenesis. There was no effect on myocardial function by any of the

therapies examined. Altogether, these results support the potential of VEGF gene

therapy in treating patients in whom complete revascularization is not possible.

Key words : Genes, lasers, angiogenesis

u
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Introduction

Despite optimal medical therapy, many patients with ischémie heart disease

suffering from disabling angina are not amenable to coronary bypass surgery nor

angioplasty because of diffuse atherosclerotic disease or poor distal mnoff. The

use of transmyocardial laser revascularization (TMR), first proposed m 1981 by

Mirhoseini (Mirhoseini and Cayton, 1981), was based on the assumption that

formation of transmural left ventricular channels could circumvent that problem

by providing oxygenated blood to the underperfused myocardium through a

network of sinusoids. Although this hypothesis was never clearly demonstrated

(Whittaker et al., 1993; Fleisher et al., 1996; Fisher et al., 1997; Dédie et al.,

1998), TMR has proven effective to significantly alleviate angina (Cooley et al.,

1996; Horvath et al., 1997; Alien et al., 1999; Frazier et al., 1999). The

mechanism of symptomatic relief, however, remains controversial. Denervation,

the destmction of myocardial efferent innervation associated with local

vasodilatation, could occur as a result of the thermoacoustic damage caused by

TMR (Kwong et al., 1997; Kwong et al., 1998). Angiogenesis at the sites of the

lased channels has also been proposed to explain the beneficial effects of TMR

(Horvath et al., 1995; Mack et al., 1997). The laser-induced increased vascularity

could potentially represent an evolving, richly vascular cicatricial process (Fisher

et al., 1997), consistent with a non-specific inflammatory response to injury

(JVtalekan et al., 1997). Imaging studies have thus far failed to demonstrate

J
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perfusion (Cooley et al., 1996; Horvath et al., 1997; Milano et al., 1998; Alien et

al., 1999), except in one study (Frazier et al., 1999). Alternatively, therapeutic

angiogenesis mediated by the use of vascular endothelial growth factor (VEGF)

(Engler, 1996), a patent angiogenic mediator that shows great specificity for

endothelial cells (Thomas, 1996), represents another strategy that could be

applicable for the treatment of these patients. VEGF has been shown to stimulate

the development of new vessels in models ofmyocardial (Banal et al., 1994) and

peripheral (Takeshita et al., 1994) ischemia. Direct intramyocardial administration

of a replication-deficient adenovirus (Ad) encoding the human VEGF

complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) has been successfully used to

induce collateral vessel development and significantly improve myocardial

perfusion and function in ischémie porcine hearts (Mack et al., 1998). In view of

these results, we sought to compare the angiogenesis induction and myocardial

function changes resulting from either TMR, gene therapy by Ad-mediated

delivery of VEGFi65 cDNA, or a combination of these two approaches, in a

porcine model of chronic myocardial ischemia.

J

Methods

Cloning of human VEGFiss in adenoviral vector. A replication deficient

recombinant adenovims based on human adenovims serotype 5 was used. The

full-length cDNA for human VEGFi65 was amplified by PCR, sequenced and
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McGill University, Montreal, Qc, Canada) under the control of constitutive CMV

promoter. The plasmid carrying the cDNA for VEGFi65 was co-transfected

(calcium phosphate) with plasmid pJM17 (provided generously by P. Branton)

into human embryonic kidney 293 cells that complement El early viral promoter.

Homologous recombination between the pCA14 and pJM17 plasmids in 293 cells

replaced the El region ofpJM17 with the VEGFi65 gene fi'om the pCA14 plasmid.

Fifteen days after transfection, individual viral plaques were isolated and

amplified in 293 cells. Plaques containing recombinant adenovims were screened

for expression of the cDNA ofVEGFi65 by PCR using primers corresponding to

the sequence of the pCA14 plasmid. The control vector was AdlacZ (provided

generously by P. Branton) which carries the cDNA for E. coli Lac Z gene under

the control of constitutive CMV promoter, and encodes the enzyme p-

galactosidase. Expression ofVEGFi65 protein was determined by infecting rabbit

smooth muscle cells (SMCs) with AdVEGF and AdlacZ at a MOI of 100 for 60

minutes at 37°C. After 48 hours the supematants were collected and VEGFi65

protein was purified from the conditioned medium by using the HiTrap Heparin

column (Phannacia, Upsala, Sweden) and its presence was confinned by Western

blot using monoclonal antibodies raised against human VEGFi65 (R&D system,

Minneapolis, MN). Plaque-purified vims were amplified on 293 cells and large-

scale vims stocks were prepared by infecting 6X109 293 cells in suspension

cultures (293s) (In Dr. B. Massie's laboratory. Biotechnology Research
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Institute/NRC, Montréal, Canada). Vims stocks were concentrated and purified by

two cesium chloride ultracentrifugations and desalted by column filtration through

Sephadex G-25 (Pharmacia) equilibrated with PBS. Final viral concentrations

were determined by plaque titration assays in 293 cells, and stocks were stored at -

80°C. For in vivo animal experimentation, frozen adenovims stocks were thawed

on ice and used within 30 minutes.

In vitro efficacy of AdVEGF. Human Coronary Artery Endothelial Cells

(HCAECs, Clonetics Corporation, San Diego, ÇA) were grown in MCDB131

medium (Sigma, St-Louis, MI) supplemented with 10% FBS, 10 ng/ml Human

Recombinant Epidennal Growth Factor, Ip.g/ml Hydrocortisone and 12 |^g/ml

Bovine Brain Extract (Clonetics Corporation, San Diego, CA). Vascular Smooth

Muscle Cells (VSMCs) were harvested from unused specimens ofsaphenous veins

obtained after bypass surgery, following approval by the ethics committee of the

Louis-Charles Simard Research Center and informed consent of patients. VSMCs

were grown in DMEM medium (Gibco-BRL, Rockville, MD) supplemented with

20% FBS. Biological activity ofVEGFi65 expressed by adenovirus was measured

by thymidine incorporation assay. HCAECs (1.5X104) were seeded m 24 well

plates in MCDB131 growth medium. Cells were synchronized by semm-

deprivation medium for 48 hours and then stimulated with different concentrations

of VEGFi65 and R-galactosidase purified from conditioned medium of VSMCs

infected cells as described above. Twenty-four hours later sterile [methyl-3H]-

u
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products, Mississauga, Ontario, Canada) was added to the medium. Cells were

then harvested and total activity assayed.

Animal model. A model of chronic myocardial ischemia was created in Duroc

pigs (21.7±0.5 kg). All experimental protocols were approved by the Institutional

Committee for Animal Care of the Louis-Charles Simard Research Center. Pigs

were premedicated with ketamine (15 mg/kg), azoperone (4 mg/kg), atropine (0.5

mg) and pentobarbital (20 mg/kg), then intubated and maintained with 1 % to 2%

isoflurane. Lidocaine (1.5 mg/kg bolus followed by 1.5 mg/min perfusion) and

penicillin (300,000 U) were also given as prophylaxis against, respectively,

ventricular arrhythmia and infection. Under sterile conditions, a left anterior

minithoracotomy was performed in the fifth intercostal space and the pericardium

incised longitudinally to expose the left anterior descending artery (LAD). A 2.5

mm internal diameter ameroid constrictor (Research Instruments & MFG,

Corvallis, OR) was then placed around the LAD, immediately distal to the origin

of the first diagonal branch. After closure of the pericardium and chest, animals

were allowed to recover for 7 weeks (52.3=1=0.4 days) to ensure complete occlusion

of the constrictor and stabilisation of collateral development.

J

Angiographie and echographic assessment. Seven weeks later, 35 pigs that

survived the ameroid constrictor placement were sedated and anaesthetised as
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introduction of a 7F arterial sheath. A left ventriculography was performed in a

45° left anterior oblique incidence, using 40 ml of contrast media injected at 14

ml/second. Global ejection fraction of the left ventricle as well as regional wall

motion were assessed using computer-assisted analysis (Ventrek, Quinton

Imaging, Sunnyvale, CA). Right and left coronary angiograms were then obtained.

Confirmation of complete closure of the ameroid constrictor was established and

evaluation of baseline endogenous collateral formation was performed using the

scoring system described by the Isner group (Takeshita et al., 1994). Briefly,

selective right coronary arteriograms in the right anterior oblique incidence with

optimal coronary flow were collected. A transparent grid with 36 circles of 2.5

mm diameter per 7.8 cm was placed on each image and used to draw a region of

interest (ROI) covering the surface bordered on the left by the right coronary

artery, on the right by the LAD, and by the junction of the LAD and the edge of

the heart superiorly and inferiorly. The total number of circles for each ROI was

determined, then the total number of circles crossed by visible collateral vessels

within the ROI was assessed. Angiogenic scores were defined by the percentage

of circles encompassing collateral vessels over the total number of circles in the

corresponding ROI.

Through a median stemotomy, the heart was then exposed to allow direct

epicardial echography at the papillary muscle level with a 5 MHz probe (Siemens,

Erlangen, Germany). First, in the resting state, two-dimensional tomographic short

J
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Regional wall motion was assessed at the mid-papillary level using the American

Society of Echocardiography standard 6 segments. Measures of the LV internal

diameter and anterior wall thickness were performed in diastole and systole with

M-mode imaging. All echographic measurements were then repeated during

ventricular pacing at 150 beats per minute. All pigs were thereafter randomly

assigned to one of the four treatment groups described below. Every angiographie

(LV global function, LV regional motion, collateral scoring) and echographic

measure (regional wall motion with two-dimensional, M-mode, resting state and

under pacing) were repeated as described above 7 weeks later (48.9±0.6 days) and

images stored for comparison. Animals were then sacrificed, hearts harvested and

pressure-fixed in fonnaldehyde for further histopathological analysis. All

angiographie and echographic measurements were done by an independent

cardiologist blinded to treatment.

u

Treatment groups. A total of 35 animals survived the ameroid constrictor

placement procedure and were thus randomised to either one of the four following

treatment strategies. Group I (controls, n=10) had 12 injections of either saline

(lOO^il, n=5) or AdlacZ (108 pfu/100^1, n=5) with a 30-gauge needle. These two

groups have been pooled and will be fiirther treated as one, since separate analysis

for all parameters measured show no statistical differences between the two.

Injections were made in the ischémie anterior wall according to the distribution

pattern shown in Figure 1. Group II (AdVEGF, n=10) had 12 injections of
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AdVEGF (10s pfu/lOO^il) m the same manner. Group III (TMR-VEGF, n=10)

underwent treatment with a nd:YAG laser (A, = 1.064 p,m; Medilas 4060N, MBB

Medical Technology, Munich, Germany) in the same 12 sites shown in Figure 1.

Nd:YAG lasers have been used successfully by others to perfonn TMR

(Whittaker et al., 1999). A 400 pm diameter probe with a 20 W discharge was

used to produce transmural chamiels, which were confirmed by pulsatile bleeding

during systole. An injection ofAdVEGF was then made with a 30-gauge needle,

within 2 mm of each lased channel. Group TV (TMR, n=5) also had 12 channels

created with a nd:YAG laser. To control for the adenovims injection variable in

group III, this TMR treated group also received a control injection of AdlacZ at

each site. AdLacZ or AdVEGF were administered by a surgeon blinded to

treatment. For each group, the 12 sites of treatment were marked with a metallic

clip placed on the epicardium. The sternum and the femoral area were then closed

and animals were allowed to recover for 7 more weeks (48.9±0.6 days).

L)

Histopathological evaluation. Evaluation of the various therapeutic modalities

effect on endothelial cell density in porcine myocardium was done by

immunohistochemistry detection of Factor VIII (von Willebrand factor)

expression. A section was taken from each heart, including a portion extending

from the epicardium to the endocardium and always taken from the mid-anterior

wall that received treatment. After processing the tissue, samples were embedded

in paraffin. Sections were cut at 5|j,m, mounted on poly-L-lysine slides and
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polyclonal rabbit anti-human antibody) was performed using an avidin-biotin-

peroxidase complex. After washing in PBS, the peroxidase was developed using

diaminobenzidine with hydrogen peroxide. Finally, sections were counterstained

with haematoxylin. All histology sections fi-om every heart were treated in the

same fashion during the same session. Positive controls were included in that

immunostaining session and consisted of sections from skin fi-agments with richly

vascularized dermal components.

In order to compare the different treatments, a Factor VIII marker density

within the plane section was obtained by using automated computer-based image

analysis (AutoCyte Inc., Elon College, NC) with a specific algorithm. Briefly, a

composite image representing the entire heart section from contiguous low

resolution images (2.5X) was first built from as many as necessary contiguous

fields. Up to 299 fields per section were analyzed in this manner. The system then

automatically scanned all the contiguous fields at high resolution (40X) and for

each field, performed autofocus, determined marked area according to a

predetennined tint levels, targeted Factor VIII marquage according to

predetermined radius, drew Voronoi polygons (geometrical influence of a point

within the plane) and, finally, computed Factor VIII density (Fig 2). This

methodology has been previously used for histological quantification of specific

event occurrences (Duyckaerts et al., 1994; Bigras et al.,\996).

u
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Statistical analysis. Results are expressed as mean ± SEM. According to the

treatment groups described above, a two-way ANOVA was appropriate to test

first, the potential interaction between the two major treatments (TMR and VEGF)

and second, if no interaction was observed, to evaluate the individual effect of

both treatments. The null hypothesis was rejected when p < 0.05.

Results

Biological activity ofAdVEGF in vitro. To demonstrate the biological activity of

VEGFi65 expressed by adenovims, we determined the mitogenic effect ofVEGFi65

on HCAECs. The effect of VEGFie5 on cell proliferation was presented as fold

increase when compared to the effect of LacZ condition. The results showed that

VEGFi65, purified from AdVEGFi65-SMCs infected cells, induced a 1.7 to 2.9-fold

increase in proliferation ofHCAECs at 1 to 10 ng/ml, compared to conditioned

medium from AdLacZ infected cells. This induction was dose dependent with a

maximal effect at 10 ng/ml and reached a plateau thereafter, in accordance with

previous results (Van Belle et al., 1998).

J

Morbidity and mortality. Forty-six animals underwent placement of an ameroid

constrictor. Thirty-five survived the implantation at 7 weeks and were then

randomized in the four different treatment groups. There was no acute procedural

death. Two pigs died before scheduled assessment time. The first animal, from the

AdVEGF group, died suddenly 24 hours after the administration of therapy. The
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second animal was sacrificed prematurely at day 45 post treatment. This animal

was part of the combined therapy group, TMR and AdVEGF, and showed at

autopsy extensive mediastinitis which prevented adequate histopathological

analysis of the treated heart.

J

Angiogenesis.

Angiographie analysis. First, occlusion of the ameroid constrictor was confirmed

anglo graphically, at a mean 52 days post placement. Then, we assessed the

presence of collateral vessels reaching the ischémie territory at baseline (average

52.3 days post constrictor implantation) and after therapy (average 48.9 days post

treatment). The initial angiogenic score was 17.0 +/-1.3, 13.8 +/- 0.7, 14.2 +/-1.1,

15.2+/- 1.1% respectively for groups I to TV. There was no statistical difference

between this baseline score amongst the groups. Post therapy score was evaluated

with the same methodology and showed levels of 15.5 +/- 1.7, 14.0 +/- 1.2, 14.0

+/- 2.0, 16.8 +/- 2.7% respectively for groups I to TV. There was no statistical

difference between the four groups in levels of angiogenic score at the post-

treatment phase. We also evaluated the variation of angiogenic score amongst all

groups in the course of the treatment period. As shown in Figure 3, there was no

significant difference in the level of angiographically detectable collateral

development between the four groups.

Histopathological analysis. Since arteriograms cannot recognize smaller vessels

and capillaries, histopathological analyses were made to more thoroughly evaluate

angiogenesis (Fig. 4). A mean of 147 contiguous fields per tissue section were
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assessed by computer-assisted image analysis at 40X magnification. Microscopic

inspection revealed that most of the myocardial sections from animals that

received recombinant adenovims had scattered mononuclear cell infiltrate (Fig.

4c), most often near the epicardium. In addition, many capillaries were found

associated with these infiltrates, especially when AdVEGF had been administered

(Fig. 4c). In the cases where TMR alone was used, the treated areas with

transmural punctures showed fibrous tissue with inflammatory cells surrounding

occluded channels (Fig. 4b). No patent channel was observed in any all TMR

alone treated hearts (n=15).

Objective assessment of Factor VIII expression occurrence was generated by

analysis of large segments of treated hearts (Fig. 5). Mean Factor VIII density

values (Fig. 6) were 0.65 unit for the control group, 1.57 units for the AdVEGF

treated group, 1.55 units for the TMR-AdVEGF treated group and 0.98 unit for

the TMR alone treated group. The observation that the AdVEGF treated groups

(group II and III) showed a higher number of Factor VIII staining cells was

confinned by the two-way ANOVA statistical analysis as a significant effect was

found for these groups when compared to groups that did not receive AdVEGF

(p=0.006). Units reflecting Factor VIII presence increased 106% in the AdVEGF-

treated groups, from 0.75 average units in groups non-treated with AdVEGF to

1.55 in AdVEGF-treated groups. In contrast, no additive effect on Factor VIII

density was seen for the TMR treated groups (groups III and TV) as the capillary

density went from a mean 1.13 units in groups without laser to 1.37 in groups with

J
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laser (p=0.669). Analysis failed to demonstrate any positive interaction between

AdVEGF and TMR therapy (p=0.521).

Myocardial function.

Left ventricular ejection fraction. A 45 left anterior oblique ventriculography

was obtained for each pig just before and 7 weeks after treatment. Left ventricular

ejection fraction (LVEF) was digitally measured and expressed as the percentage

of end-diastolic volume ejected during systole. Pre- and post-treatment LVEF

were respectively 49.7±4.4% and 57.6±4.6% for group I, 53.3±3.5% and

56.3±3.6% for group II, 51.4±4.4% and 55.0±1.9% for group III, and 48.5±3.2%

and 54.3±3.6% for group IV. Neither the absolute LVEF values nor the post

treatment change in LVEF within or among the treatment groups were found to be

statistically different.

Left anterior wall kinetics. Qualitative analysis of left ventricular wall motion

revealed significant impairment of anterior wall kinetics in all pigs 7 weeks after

ameroid placement, as expected with proximal occlusion of the LAD. The anterior

wall was described as either severely hypokinetic or akinetic in all animals. Left

anterior wall kinetics were specifically evaluated on the venteiculogram pre- and

post-treatment. No significant difference was observed among the treatment

groups at baseline and no significant modification of anterior wall motion

following therapy were found in any of the groups.

J
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Echographic assessment of regional myocardial function. Wall motion can be

normal at rest, even in the ischémie region. However, contractility abnormalities

can be manifest imder stress conditions, when myocardial oxygen demands are

increased. Short axis images of two-dimensional echocardiograms performed at

rest and under direct ventricular pacing at 150 beats/minute, both before and 7

weeks after treatment, were divided into 6 radial segments. Fractional wall

thickening of the ischémie left anterior wall was assessed for the different

treatment groups and conditions, and expressed as a percentage of wall thickening

during systole compared to diastolic wall thickness. At rest, pre- and post-

treatment fi-actional wall thickening were respectively 22.7±4.6% and 30.8±4.9%

for group I, 31.3±3.5% and 32.1±4.3% for group II, 29.3±6.7% and 26.8±7.9% for

group III, and 33.1±4.1% and 37.7±3.9% for group TV. Under pacing at 150

beats/minute, they were 14.6±4.6% and 21.1±3.5% for group I, 17.9±3.3% and

20.8±4.5% for group II, 24.3±7.7% and 11.8±3.9% for group III, and 27.2±4.6%

and 24.7±3.2% for group IV. No statistically significant difference could be

observed for fi-actional wall thickening under these conditions between groups I

through IV, neither when absolute values nor changes in values were considered.

J

Discussion

TMR and gene therapy using angiogenic factors constitute potential

strategies to treat myocardial ischémie disease. Whereas pre-clinical (Banai et al.,

1994) and clinical (Symes et al., 1999) studies tend to show an improvement in
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the development of collateral blood vessels associated with the use of VEGF, the

contribution of these newly formed vessels on the improvement of cardiac

function has not been clearly nor repeatedly demonstrated. On the other hand,

although evidence shows that TMR can alleviate symptoms of angina (Horvath et

al., 1996; Alien et al., 1999; Frazier et al., 1999), different studies have refuted its

capacity to improve cardiac function (Frazier et al., 1995; Cooley et al., 1996;

Agarwal et al., 1999), exercise tolérance (Schofield et al., 1999), or survival at

one year (Alien et al., 1999; Frazier et al., 1999; Schofield et al., 1999). The

initial hypothesis that laser-created channels would remain patent is strongly

contested (Whittaker et al., 1993; Fleisher et al., 1996; Fisher et al., 1997; Dédie

et al., 1998; Sigel et al., 1998). While some authors have advocated that TMR

stimulates the expression of growth factors and promotes angiogenesis (Horvath et

al., 1999), others have reported that neovascularization associated with TMR was

non-specific, not different than that expected in any scar tissue (Mack et al., 1997;

Hughes et al., 1998). It has also been suggested that TMR relieves angina through

a destruction of the afferent nerve fibres, shutting down pain influxes at their

source (Kwong et al., 1998). Arguments supporting that theory include the

observation of silent myocardial ischemia in the immediate postoperative period

(Hughes et al., 1999b), asynchrony between the early relief of symptoms and the

time required for the development of significant neovascularization, and the

absence of improvement in left ventricular function and survival at one year.

Despite all these controversies and the absence of a clear explanation

regarding the exact mechanism through which they exert their beneficial actions,
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these approaches have recently entered the clinical arena (Alien et al., 1999;

Frazier et al., 1999; Rosengart et al., 1999; Symes et al., 1999). Accordingly, this

study was designed to compare the angiogenic potential of VEGFie5 and TMR,

and explore the potential synergy between these two therapeutic modalities m a

porcine model of chronic myocardial ischemia.

Our data corroborate previous findings that intramyocardial injections of a

DNA construct leading to the expression of VEGFi65 can significantly increase

the vascular density of chronically ischémie myocardium. Pigs treated with

AdVEGFi65 demonstrated a significant increase in Factor VIII density compared

to other groups, as assessed by two-way ANOVA. This did not translate, however,

in a significant enhancement of angiographically observable vessels, as

detennined by the angiogenic assessment score. Angiograms are known to

discriminate only vessels that are more than 200 fim in diameter, whereas vessels

produced in angiogenic responses are typically less than 180 |^m in diameter. The

apparent disparity between results obtained Irom these two methods of analysis is

thus probably attributable to the lack of sensitivity of the latter.

In contrast with angiogenesis assessment techniques usually reported in

the literature, mainly light microscopic examination using different magnifications

and stereological evaluation using electronic microscopes, an automated

planimetric method of quantification was favored in this study. Light microscope

examination can be imprecise for the direct detection of capillaries, which can be

missed given their small diameter, and may be biased by sampling errors from the

operator. Electronic microscopes allow for the analysis of several three-
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dimensional unbiased variables (e.g. capillary density, capillary surface area per

volume of muscle fibre), but unfortunately rely on a hypothetically isotropic

distribution of these three-dimensional parameters. Because of these drawbacks,

we selected an approach that offered both operator and vessel size independence,

focusing on a specific cytoplasmic constituent of endothelial cells (factor VIII).

Although the "Factor VIII density within a plane section" variable does not match

a real three-dimensional analogue, its immediateness and reproducibility permit

reliable comparisons between treatment groups.

We used an ultra-violet laser (neodymium:YAG), to effect

transmyocardial revascularization. Although there is no clear demonstration to

date of the superiority of one type of laser over another, ultraviolet lasers may

produce ablation that cause less thermal injury than do inirared lasers to adjacent

tissue (Hartman and Whittaker, 1997) . The mechanism by which laser-mediated

TMR may improve the clinical status of patients remains unclear but angiogenesis

represents one possible avenue. Malekan and colleagues (Malekan et al., 1997)

observed new vessels fonnation in myocardium treated either by COz laser or a

mechanical drill, suggesting that the new conduits were formed in the healing

channels via a non specific response of the myocardial tissue to injury. The use of

Nd:YAG laser alone or in combination with AdVEGFi65 did not, in this study,

provide an additive increase of factor VIII density in the treated myocardium. If,

as suggested, TMR promotes angiogenesis through an increase in the expression

of growth factors, we would have expected that the addition of an exogenous

source ofVEGF could have resulted in a synergistic, additive or at least beneficial
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effect on new vessels formation, compared with the use ofAdVEGFi65 alone. The

failure of this combination of approaches to show a synergy in neovascularization

may be explained at least in two different manners. First, AdVEGFi65 and AdlacZ

were administered through needle injections in the myocardium. If, as suggested

by Chu and collaborators (Chu et al., 1997), that the stimulation of growth factor

expression associated with TMR was not different fi'om that obtained with needle

punctures, then the laser channels created in the close vicinity of the injection sites

would bring no additional benefit. In fact, TMR with Nd:YAG could even be

detrimental to the development of new vessels when used in combination with

needle punctures. Although recombinant adenoviruses have emerged as the most

efficient method of in vivo gene transfer in the cardiovascular system (Li et al.,

1997), work by Hughes and colleagues (Hughes et al., 1999a) showed that

adenoviral-mediated transgene expression was more ta'ansient and about 50% less

efficient when performed in conjugation with TMR. Scarification, necrosis and

inflammatory response due to the injury associated with the use of TMR may

produce a tissue that is less favorable for the development of angiogenesis

following adenoviral-mediated growth factor administration. Second, even if there

is a significant increase in endogenous VEGF concentration following TMR, there

may be a retroactive inhibitory mechanism preventing further expression of the

molecule when high doses of exogenous VEGF are added. The experimental

protocol used in this study may have increased the specificity of angiogenesis

detection following administration of the various strategies tested. As opposed to

several studies where the treatment (TMR or growth factor administration) was
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synchronized with the implantation of the ameroid constrictor or within the few

days following its placement, our protocol mandated a waiting period of seven

weeks before treating the pigs. This allowed for the completion of the endogenous

angiogenic response to ischemia, and therefore showed specifically the angiogenic

potential of the treatments being tested, and not their ability to boost a naturally

occurring phenomenon. This strategy has also been applied by others (Sayeed-

Shah et al., 1998) and may represent a more accurate model of long term ischmia

often observed in the clinical setting. Technetium-99 sestamibi (± dobutamine)

evaluation of perfusion in a similar model in our laboratory (unpublished data) has

reproducibly shown persistent reversible ischemia with an average 30% perfusion

deficit 7 weeks after ameroid implantation.

None of the treatment groups showed a significant improvement in cardiac

function. Left ventricular ejection fraction assessed angiographically was not

significantly improved after treatment for any of the groups. To eliminate the

eventual bias of a hyperkinetic compensatory response of imdiseased walls

preserving global contractility, we also analysed segmentai kinetics of the left

ventricle. Again, no significant difference could be observed within and among

the groups studied. Echographic studies were also conducted both at rest and

under physiologic stress by ventricular pacing at 150 beats per minute. Even with

the placement of a constrictor and the secondary development of ischemia,

endogenous angiogenesis can be sufficient to assure nomial left ventricular

function at rest, despite relative hypoperfusion. We hypothesised that the

increased demand in oxygen seen during stress could umnask a perfusion deficit



98

'J

resulting in an altered contractility that would have otherwise appeared normal.

However, pacing of the hearts in our study did not result in different systolic

thickening of the anterior wall for the different treatment groups, revealing no

beneficial effect of VEGF or TMR on left ventricular function as assessed at a

mean of seven weeks post therapy. The newly formed vessels, significantly higher

in number in AdVEGF treated pigs, thus seem to contribute very little to global

ventricular function and segmentai kinetics. This may be caused by an incomplete

maturation of these vessels and/or with failure to organise in an efficient network.

Prolonging the recovery period after treatment over seven weeks could yield

different results regarding this aspect.

There has been one other study comparing the angiogenic effect of TMR

and VEGF used individually or in combination (Sayed-Shah et al., 1998). Using

direct injections of a plasmid encoding the VEGF cDNA and a C02 laser, they

reached the conclusions that TMR enhanced plasmid-mediated transgene

expression, and that the combination of TMR and VEGF could reverse ventricular

wall motion abnonnalities induced by ischemia. However, important limitations

regarding the interpretation of their results need to be addressed. First, ventricular

contractility was assessed only qualitatively and expressed as either normal or

abnormal wall motion, not considering the different degrees of wall motion defect

(hypokinetic vs akinetic vs dyskinetic). This is of particular importance since

myocardial function was evaluated immediately following ameroid implantation,

and not after 6 weeks, when ischemia had developed. Wall motion abnonnalities

were thus never documented at baseline, and animals did not serve as their own
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reversibility of wall motion defects was deducted by comparison of the treated

groups with ischemic-untreated and non-ischemic control groups, and may have

been biased by differing degrees of severity of ischemia among these groups,

especially given their small size. Second, there has been no demonstration of

neovascularization to account for the observed effects. Correction of contractile

dysfunction was not been correlated with an angiogenic response by angiographie,

histopathological or perfusion analyses in their stidy.

Our study demonstrates for the first time, in direct comparison, that gene

therapy using adenovims-mediated VEGF cDNA transfer induces a significantly

higher angiogenic response than TMR or controls in an ischémie myocardium

model. Moreover, not only did TMR fail to induce any significant myocardial

angiogenesis when compared to controls, it did not enhance the development of

new vessels expected from the administration ofAdVEGFies m this combination

strategy. Clinical trials comparing both therapeutic modalities, alone and in

combination, will be essential in defining optimal therapy for the "no option"

patients.

J
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Figure 1 : Distribution pattern for the 12 sites of treatment. Three laser and/or

injection sites were concentrated in a triangular fashion near the apex, while the

others were distributed in 3 rows extending fi-om the LAD to the lateral wall of the

left ventricle, and equidistant between the apex and the ameroid constrictor

(Am.C.).

Figure 2 : Vronoi polygons represent the geometrical influence of a point (blue

dot) within the plane. Immunostained heart sections are partitioned by assigning a

region of influence to every factor VIII "event", comprising all points in the

Euclidean two-dimensional plane that are at least as close to this factor VIII event

as to any other one. Factor VIII presence is then expressed in arbitrary density

imits.

Figure 3: Change in angiogenic score post treatment. Variations in density of

angiographically observable collateral vessels 7 weeks after treatment are shown

for the different therapeutic modalities. No statistically significant differences

could be observed among the different treatment groups studied.

J

Figure 4: Myocardial sections from pigs treated with different modalities. A)

Section from a control heart treated with saline injections (20X, scale = lOO^im).

B) Section from a TMR treated heart showing complete closure of channel with
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fibrous tissue and mononuclear cell infiltration (arrow) (2 OX, scale = lOOp.m). C

and D) Immunostained sections firom AdVEGF treated heart, with an important

density of capillaries associated with (C) and without (D) the presence of

important mononuclear cell infiltrates (20X, scale = lOO^im). Higher power

magnification (E: 50X, F:200X) of capillaries labelled with Factor VIII staining in

AdVEGF treated hearts.

Figure 5: Representative examples of Voronoi polygon analysis. Immunostained

sections outlining Factor VIII presence in TMR treated hearts (A) and AdVEGF

treated hearts (B).

Figure 6: Histopathological evaluation of factor VIII density. Mean factor VIII

density values derived fi-om Voronoi polygons analysis are expressed in arbifa-ary

units for the different treatment groups. Treatment groups, when considered

globally, induced a significant rise in Voronoi units when compared to the control

group (p:=0.015). Factor VIII presence was increased by 106% in AdVEGF-treated

groups (p=0.006), whereas there was no significant increase associated with the

use of TMR (p=0.669). No positive interaction was observed between TMR and

AdVEGF (p=0.521).
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n Chapitre 3 : Cellular Effects of p-Particle Delivery on Vascular

Smooth Muscle Cells and Endothelial Cells A Dose-Response

Study
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Condensed Abstract

Using 32P-labeled-oligonucleotides, we report that local beta-particle delivery

inhibited in a dose-dependent manner cell proliferation of vascular smooth muscle

cells and endothelial cells by inducing a Gi/Go arrest, with no alteration of cell

viability or apoptosis appearance at low and high dose ranges. Irradiated VSMCs

were characterized by a reduced migrative function associated with the appearance

of a contractile phenotype. Altogether, these results reinforce the potential of

ionizing radiation to prevent neointima formation following balloon angioplasty.

J



n

114

Abstract

Background Although endovascular radiotherapy inhibits neointimal hyperplasia,

the exact cellular alterations induced by beta-irradiation remain to be elucidated.

Methods and Results We investigated in vitro the ability of P-1abeled-

oligonucleotides to alter:(1) proliferation of human and porcine vascular smooth

muscle cells (VSMCs) and human coronary artery endothelial cells (ECs), (2) cell

cycle progression, (3) cell viability and apoptosis, (4) cell migration, (5) cell

phenotype and morphological features. Beta-radiation significantly reduced

proliferation of VSMCs (ED5o:1.10 Gy) and ECs (ED5o:2.15 Gy) in a dose-

dependent manner. Exposure to beta-emission interfered with cell cycle

progression, with induction of Go/Gi arrest in VSMCs, without evidence of cell

viability alteration, apoptosis or ultrastmctural changes. This strategy also proved

to efficiently inhibit VSMC migration by 80% and induce contractile phenotype

appearance, as shown by the predominance of a-actin immunostaining in beta-

irradiated cells compared to control cells.

Conclusions P-labeled-oligonucleotide was highly effective in inhibiting

proliferation of both VSMCs and ECs in a dose-dependent fashion, with ECs

showing a higher resistance to these effects. Beta-irradiation-induced Gi arrest was

not associated with cytotoxicity and apoptosis, thus demonstrating a potent

cytostatic effect of beta-based therapy. This effect, coupled to that on VSMC

migration inhibition and the appearance of a contractile phenotype, reinforced the

potential of ionizing radiation to prevent neointima fonnation post-angioplasty.
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Introduction

It is well established that restenosis following angioplasty is characterized by

significant neointimal formation and geometric remodeling of the artery . Since

the stent-based strategy is effective in preventing vessel shrinkage, excessive

neointimal proliferation through the metallic prothesis continues to reduce lumen

size1. To prevent neointimal hyperplasia, various therapeutic strategies have been

developed, based on pharmacological approaches, gene transfer ' and more

recently on ionizing radiation (beta- and gamma-emitting sources) ' . Several

animal studies using either beta-particle emitting stents or wire-mediated

endovascular beta-9'10 and gamma-emissions10"13 have shown great promise in the

field ofrestenosis prevention. Beta radioactive stents allow a long-term delivery of

beta-particles within the arterial wall with a low dose-rate, whereas endovascular

brachytherapy is characterized by high dose-rates over a short-term period 5.

While there is a great interest in developing an effective clinical endovascular

radiation strategy to prevent restenosis14'16, several questions pertinent to the use

of such strategies remain unanswered. Indeed, the cellular consequences of

ionizing radiation leading to the prevention of neointima fonnation following

balloon angioplasty remain to be elucidated.

Accordingly, we developed a strategy combining radiotherapy and gene transfer

approaches to effect an in situ delivery of pure beta-particles in vascular cells in an

homogeneous manner. We propose in the present study, to investigate in vitro the

.)
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effect of beta-emission on (1) proliferation of vascular smooth muscle cells

(VSMCs) and endothelial cells (ECs), (2) cell cycle progression, (3) cytotoxicity

and apoptosis induction, (4) cell migration, (5) vascular cell phenotype and

morphology features. We demonstrate in vitro the impact of local beta-irradiation

on both proliferation and migration of vascular cells in a dose-dependent manner

and describe for the first time the interference of beta-radiation with VSMC cell

cycle progression, phenotype modulation and absence ofcytotoxic effects.

Methods

J

Cell Culture. All experimental protocols were approved by the Institutional

Committee for Animal Protection of the Centre Hospitalier de l'Université de

Montreal. Porcine VSMCs were isolated from aortic expiants of Yorkshire Swine

(Charles Rivers, St Constant, Quebec, Canada) as previously described17. Human

VSMCs were harvested from unused specimens of saphenous veins obtained after

bypass surgery, following informed consent of patients. Cell purity was estimated

to be >95%, using VSMC a-actin-immunostaining (Sigma). Human coronary

artery endothelial cells (ECs, Clonetics Corporation, San Diego, CA) were grown

in MCDB 131 medium (Sigma) and U937 human cells (Monocyte-like leukemic

tumor, ATCC, Rockville, MD) in RPMI medium.

Dosimetry for P-Labeled-Oligonucleotides. In vitro predicted dose was

calculated considering both the specific activity of P-labeled-oligonucleotides
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and the exposure time according to the dose-point-kemel (DPK) prediction. The

DPK estimation, derived from the Monte Carlo method, was based on the

homogeneous distribution of radioactive particles in the medium . Based on

autoradiograms, beta-particle delivery was shown to be uniform in the 2 cm2-well

and no radiation was detected in adjacent wells (data not shown).

Local Beta-Particle Delivery. We used P-labeled-DNA oligonucleotides as a

molecular delivery mode of beta-particles to vascular cells. In the present in vitro

report, the sense sequence of c-myc was used to ensure that the observed effects

were not sequence-specific but mainly due to beta-particle emission. Previous

studies conducted to compare sense and antisense sequences, reported that the

efficacy of both P-labeled-sequences was statistically similar in inhibiting VSMC

proliferation (unpublished data, 1996). Sense c-myc phosphorothioate

oligonucleotides (5'-ATGCCCCTCAACGTG-3') were synthesized on a

DNA/RNA automated synthesizer (Applied Biosystems, Foster City, CA) and

purified according to the supplier's protocol (Glen Research, Sterling, VA).

Oligonucleotides were internally labeled with [32yATP] (3000 Ci/mmol, Du Pont

Canada Inc., Mississauga, ON) by T4 polynucleotide kinase (Gibco-BRL). The

stability of the labeled-oligomer was assessed by incubating VSMCs with the

probe (0.4 mnol/L) for 1 to 7 days. Extracts were loaded on 20% urea-

polyacrylamide gel and revealed by autoradiography. To determine the cellular

localization of the radioactive source, VSMCs were transfected with oligomer 5'-

labeled with fluoresceine-isothyocyanate molecule (FITC, 2 ^imol/L).
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External Gamma- and Electron-Particle Deliveries. To compare the low dose-

rate strategy obtained with the use of labeled-oligonucleotides to a high dose-rate

approach, we exposed VSMCs, ECs and U937 cells to either 60Co (Cobalt-60) or

electron beam sources, leading to gamma- (1.6 Gy/min) or electron-particle (4

Gy/min) deliveries respectively (3, 10, 20 and 30 Gy).

VSMC Viability. Cell integrity was evaluated by the trypan blue exclusion test

(Gibco-BRL)19. Increasing beta-doses were tested (1, 3, 5, 10, 20 and 30 Gy) by

incubating VSMCs with labeled-oligonucleotides for 72 hours. Cell viability assay

was performed in triplicate on 4 cell preparations and expressed as a percent of

total cell counts.

Cell Proliferation Assay. VSMCs and ECs were synchronized with semm-

deprived medium for 48 hours and then stimulated with FBS in the presence of

increasing levels of 32P-labeled-oligonucleotides (0.4 to 10 Gy). Non-irradiated

cells received equal concentrations of unlabeled-oligonucleotides (>20 nmol/L).

After [methyl- H]-thymidine incorporation (6.7 Ci/inmol, NEN Life Science

Products, Mississauga, Ontario, Canada), cells were treated as previously

described . To evaluate the cell regrowth following removal of the beta-source

from the medium, VSMCs were first incubated with labeled-oligonucleotides (5.5

Gy) leading to severe iiAibition of proliferation (80%), then the beta-source was

removed from the cell layer for 3 and 5 days. The effects of local irradiation on

proliferation was calculated as a percent of that obtained with non-irradiated cells,

based on quadruplicates with 5 to 7 cell preparations. Since similar effects of
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labeled-oligonucleotides on porcine and human VSMCs were seen (Figure 3), we

then decided to perform all the following experiments on porcine VSMCs, as

porcine expiants are more readily available.

Cell Cycle Progression. VSMCs were synchronized in semm-deprived medium

for 48 hours. Labeled-oligonucleotides were simultaneously added with 10% FBS.

Cells were incubated with beta-sources (2, 10 and 30 Gy) and harvested 6, 10, 16,

20, 24, 48,72,96 and 120 hours after serum-activation. Cells were fixed in 70%

ethanol and treated with 0.1% sodium citrate, 0.3% NP-40, 0.02 mg/mL RNAse

and 0.05 mg/mL propidium iodide. Stained cells were analyzed by flow cytometry

using a FACScan model (Becton Dickinson Immunocytometry systems, San Jose,

ÇA).

Internucleosomal DNA Fragmentation. VSMCs, ECs and U937 cells were

incubated with labeled-oligonucleotides for 72 hours (1, 3, 5, 10, 20 and 30 Gy).

The three cell-types were also exposed to external 60Co and electron beam sources

(3,10,20,30 Gy) and processed 24 and 72 hours post-irradiation. As a positive

control of DNA fragmentation, we treated U937 cells with 1 |Limol/L

camptothecin, a DNA Topoisomerase l inhibitor (Sigma) for 6 hours. Genomic

DNA was extracted from treated cells as described21.

Transmission Electron Microscopy. VSMCs, ECs and U937 cells were incubated

with labeled-oligonucleotides for 72 hours (3 and 30 Gy). Cells were fixed in

Millonig' sodium phosphate solution containing 2.5% glutaraldehyde and stored in

J
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0.1 mol/L Millonig' solution until processing (50 to 70 nm thick). Transmission

electron microscopy was performed with a Zeiss EmlO CA microscope (JFE

Enterprises, Brookeville, MD).

Cell Migration and Immunofluorescence. VSMC and EC migration assays were

perfonned with modified Boyden chambers (Neuroprobe Inc., Cabin Johjn, MD) in

which cells were allowed to migrate through a polycarbonate membrane (8-p,m

pore size, Costar Corp., Cambridge, MA) . Immunostaining was performed to

investigate effects of beta-irradiation on cell phenotype, by incubating cells with

either anti-a-actin or anti-von Willbrand factor antibodies (Sigma) for VSMCs and

ECs respectively23. After nuclei staining with 0.01% Hoechst solution (Sigma),

slides were observed with an epifluorescence microscope. Low beta-irradiation

doses (0.4 and 1 Gy) were used to evaluate the setting of migration and phenotype

modulation.

Statistical Analysis. All values are expressed as means ± SEM. Differences

between control and irradiated cells were assessed by ANOVA with subsequent

Student-Newman-Keuls test for multiple comparisons. Statistical significance was

established when p<0.05.

J
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-7 Results

Local Beta-particle Delivery. We used a phosphorothioate-modified-

oligonucleotide as its high stability has been previously demonstrated24. The

labeled-oligomer showed no evidence of radiolysis or degradation within the

media even after 7 days (Figure 1), demonstrating the high stability of 32P-labeled-

oligonucleotides in vitro. As illustrated in Figure 2A, >95% of cells were positive

for fluorescent label, showing that the transfection was highly effective and

unifonn in vitro. FITC-oligomers were localized mainly m the nucleus in

accordance with previous studies ' . In agreement with the DPK prediction18, no

radiation was reported in adjacent wells (Figure 2B) ; the level and the distribution

of beta-particle emission were reinforced by autoradiography analysis (data not

shown). Together these results demonstrated that stable labeled-oligonucleotides

homogeneously emit beta-particles.

Cell Viability. After beta-irradiation, viable cell proportion was maintained to an

average of 95±1% (1, 3, 10 Gy), compared to 96±0.6% in control VSMCs.

Interestingly, molecular beta-irradiation, even at high doses (20 and 30 Gy), did

not alter significantly VSMC viability (94±0.9% for 30 Gy, p=NS vs l to ÏO Gy),

suggesting that 32P-labeled oligonucleotides were not lethal for VSMCs.

Vascular Cell Proliferation. The effect of unlabeled-oligonucleotides (<20

nmol/L) on the cell proliferation was evaluated to be a reduction of less than 10%

J
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in accordance with previous studies20' 26. For the first time, we report a significant

inhibition ofVSMC proliferation with beta-irradiation in a dose-dependent manner

(0.4 to 10 Gy, Figure 3A), with an ED5o at 1.10±0.07 Gy and 1.08±0.12 Gy for

porcine and human respectively, an ED5o statistically similar in both species.

Increasing beta-dose induced comparable patterns of growth inhibition in ECs,

with an ED5o at 2.15±0.10 Gy (Figure 3B). However, ED5o comparison ofVSMC

and EC demonstrated that the ability ofbeta-irradiation to inhibit proliferation was

significantly higher in VSMCs compared to that with ECs (p<0.01), except at the

highest dose (10 Gy). Removal of 32P-labeled oligonucleotides did not completely

abolish the potential inhibitory effect of beta-irradiation on VSMC proliferation

over 3 to 5 days (p<0.05 vs non-irradiated cells. Figure 4).

Cell Cycle Progression in VSMCs. As shown in Figure 5, serum-deprived cells

were mainly distributed in the Go/Gi phase of the cell cycle (57±2%, panel A) with

reduced DNA synthesis activity (32±2%) and low level of cell division (8±1% in

the G2/M phase). Between 3 to 20 hours following serum-activation, quiescent

cells did not progress into S phase (data not shown). As previously described27, 24

hours after semm addition, we observed that most ofVSMCs progressed into the S

phase (85±3%, Figure 5B), and to a lesser extent, cells remained in the Go/Gi state.

Interestingly, VSMCs remained in the Go/Gi phase aflter beta-exposure (2, 10 and

30 Gy), with a concomitant reduction in cell cycle progression into the S phase

(Figures 5 and 6). Beta-irradiation did not modify significantly the G^/M phase of

the cell cycle (Figure 6). As illustrated in Figure 5, no apoptotic peak,
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corresponding to DNA degradation was noted at low or high beta-doses.

Investigation of long-term effects of beta-exposure on cell cycle progression

showed that cells remained mainly in the Go/Gi state (57%±3%) for up to 120

hours.

Comparative Effects of Local and External Irradiation on DNA Fragmentation.

Labeled-oligonucleotides at low (3 Gy) and elevated dose-ranges (10, 20 and 30

Gy) did not induce DNA fi-agmentation in VSMCs, ECs and U937 cells (Figure

7A). Exposure to 60Co or electron beam sources did not alter DNA integrity in

VSMCs and ECs, whereas this type of delivery induced DNA laddering in U937

cells (Figures 7B and 7C). These data suggest that U937 cells may be more

sensible than vascular cells following high dose-rate radiation. Camptothecin also

led to severe DNA fi-agmentation in leukemic cells after 6 hours (Figure 7A, lane

4) as previously reported21.

Morphological Changes and Apoptosis. Electron micrographs showed that

following labeled-oligonucleotides irradiation (3 and 30 Gy), VSMCs, ECs and

U937 cells conserved nonnal ultrastmctural features (Figure 8). Presence of

apoptotic cells was identified by the following features: chromatin compaction,

cell surface blebbing, cytoplasmic shrinkage and condensation. Morphological

studies reported that the fi-equency of apoptotic cells in control and beta-irradiated

VSMCs, ECs and U937 cells was <3%, whereas following camptothecin

treatment, 50 to 60% ofleukemic cells met the apoptosis criteria .

J
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Cell Migration and Phenotype. Our results reported similar inhibitory effect in

migration of VSMCs (43±0.4% and 20±3.5% of control cell level) and ECs

(47.3±2.5 and 13±2.3% of control cell level) for doses of 0.4 and l Gy

respectively (p<0.001 vs control cells). Proliferating VSMCs showed a weak

immunostaining of a-actin proteins, corresponding to the synthetic phenotype

(Figure 9A). Local beta-irradiation induced an increase in a-actin fibers, which

appeared to be dose-dependent (Figures 9B and 9C) and occurred in nearly all

cells (>95%, panel D), suggesting the appearance of a contractile phenotype in

irradiated VSMCs. With ECs, beta-irradiation (0.4 and l Gy) did not modify von

Willbrand factor immunostaining (data not shown).

Discussion

J

The development of endovascular radiotherapy initiated a series of seminal

experiments demonstrating the effectiveness of a gamma-source to prevent

restenosis over short-9'10'12 and long-tenn observation periods9'11; 28. Vérin et al19

and Waksman et al. ' subsequently demonstrated the effectiveness of a beta-

source in reducing intimai hyperplasia m rabbit and pig models respectively. Stent-

based approaches were also proposed as platforms fi-om which beta-emission

could be delivered to the vessel wall6'8. In a landmark trial, Teirstein et al.u

reported the successful reduction of restenosis rates in injured arteries with

Indium-192. Although the concept of radiotherapy to prevent restenosis recently
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reached the clinical arena, several questions regarding its mechanism of action on

vascular cells remain unanswered. Therefore, we proposed in this study to examine

the consequences of beta-emission radiation on various fundamental functions of

vascular cells, such as cell viability, proliferation and migration. We also dissected

the effects of beta-radiation on cell cycle progression, apoptosis induction,

phenotype modulation and morphological features in VSMCs and ECs.

To deliver beta-particles in a homogenous fashion, we developed a novel approach

based on the local delivery of radiolabeled short DNA single-strands. We

demonstrate that oligomers internally labeled with Phosphoms-32 (32P) provided a

stable source of radiation and an uniform dose distribution to target cells.

Comparison of the effects of sense and antisense sequences demonstrated that both

labeled-sequences had similar inhibitory effect, supporting the concept that the

oligonucleotides only served as a molecular vector to locally deliver beta-particles.

The P-isotope (half-life :14.3 days) has already been adopted by two different

platforms in coronary radiation clinical trials (wire- and stent-based).

To date, few data are available on the biological effects of radiation on vascular

cells. Fischell et al. observed that P-radioactive wires inhibited the growth and

migrative functions of VSMCs using a non-uniform dose-distribution. A dose-

response effect of a Cesium-137 source on VSMC proliferation was reported and

showed "reproductive cell death", without, however, any sign of apoptosis . The

current study reports for the first time that beta-irradiation efficiently inhibits

human and porcine VSMCs and human ECs in a dose-dependant manner. At

moderate range of beta-particle delivery (0.4 to 6 Gy), ECs appeared to be more
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radioresistant than VSMCs. No difference, however, could be seen at doses that

induced optimal proliferation inhibition. Protocols used in current clinical trials of

brachytherapy would thus not be expected to have a different effect on VSMCs

and ECs. VSMC growth inhibition was maintained over at least 5 days following

radioactive-source removal, suggesting either that the effects of beta-irradiation

are sustained even after source removal or that remaining incorporated

intracellular oligonucleotides continued to inhibit proliferation .

To understand the mechanisms of the inhibitory effect of radiation, we

investigated cell cycle progression in irradiated VSMCs. For the first time, we

report that beta-irradiation caused cells to remain in the Go/Gi phase and reduced

cell numbers in the S phase, as leukemic cells after radiotherapy^ . Moreover, this

growth arrest was maintained over 5 days. The mechanisms of beta-irradiation-

induced Gi arrest in VSMCs remain, however, to be defined. Recent recombinant

adenoviral strategies reported that adenovims containing p21 , p5334 or

retinoblastoma35 efficiently blocked the cell cycle progression and successfully

reduced intimai hyperplasia m animais. It may be hypothesized that p53-induced

p21 inhibits the cyclin-dependent kinases ' , leading to the Gi arrest in irradiated

VSMCs.

Previous studies on the effects of external radiation using high dose-rates reported

damage leading to "reproductive cell kill"' or apoptosis induction33. However,

"reproductive cell kill" is not synonymous to the loss of physical integrity. The

current low dose-rate beta-emission approach did not induce signs of loss of

organelle integrity or DNA fragmentation as shown by ultrastmctural and FACS
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analyses. To compare this low dose-rate approach to that used in brachytherapy,

we exposed cells to external sources of gamma- or electron-particles. High dose-

rate irradiation did not induce any DNA laddering in VSMCs and ECs, whereas

leukemic cells appeared to die by radiation-induced DNA fragmentation. This is in

accordance with the low level of apoptosis found in rabbit beta-irradiated arteries29

and the absence of apoptosis reported in porcine irradiated arteries . The low

dose-rate delivery effected by labeled-oligonucleotides (2-10 cGy/hour) is more

closely related to that used with radioactive-stents6"8 than that used in

brachytherapy (1-5 Gy/min) ' ' . Consequently, such low dose-rate

strategies could be defined as cytostatic, preserving cell integrity and viability and

acting as a growth suppressor . Also, no apoptosis could be seen in vascular cells

in our high dose-rate experiments. Whether "physical cell kill" is a desirable end-

point in the objective of preventing clinical restenosis remains unanswered.

In addition to inhibiting cell proliferation, beta-irradiation significantly reduced

migration of VSMCs and ECs, at much lower beta-doses (1 Gy) than those

affecting the proliferative properties, suggesting that the migrative function may be

more radiosensible than cell growth. Beta-irradiation inhibited EC migration, but

failed to alter von Willbrand factor immunostainmg, suggesting that reduced

migrative function of irradiated ECs may be responsible for potential endothelial-

related dysfunction, by altering re-endothelialization of injury site after balloon

angioplasty. VSMC functions are closely related to their phenotype modulation

and in proliferative disorders, such as restenosis, contractile VSMCs become

dedifferentiated and develop the synthetic phenotype. This immature stage, similar
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to the in vitro conditions, is correlated with a high migrative capacity ofVSMCs38.

We demonstrate that low beta-irradiation induced the transition from the synthetic

to the contractile phenotype as shown by the higher a-actin immunostaining in

beta-irradiated cells.

In conclusion, we report that labeled-oligonucleotides iiihibited proliferation of

VSMCs and ECs in a cell- and dose-specific manners, by acting as a growth

suppressor resulting in Gi-arrest, with no morphological changes and apoptosis

induction. Beta-radiation succeeded in inhibiting cell migration and enhanced the

contractile phenotype of VSMCs. By acting on vascular cell function, the beta-

radioactive strategy may contribute to prevent intimai hyperplasia following

angioplasty.
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l Figure legends

Figure 7: Stability of P-oligonucleotides in the presence ofVSMCs 1 to 7 days

post-transfection. The 15-mers internally labeled conserved the 32P -isotope within

the sequence. At a lower level, labeled-oligomers of 14 mers were also detected,

corresponding to the ligation of two 7 mers with an internal P within the

sequence.

Figure 2:(panel A), Uniform localization of FITC-oligonucleotides in transfected

VSMCs. Negative control (omission of fluorescent-oligomers) was negligible

(data not shown). X20. (panel B), Dosimetry of beta-particle delivery. This

illustration represents the dosimetry for l (J.Ci of 32P-oligonucleotides distributed

in 2 cm , when incubated for 1, 3 and 5 days in presence of cell monolayer.

Figure 3:Line graph of dose-response effects of beta-irradiation on cell

proliferation of human and porcine VSMCs (panel A) and ECs (Human Coronary

artery Endothelial Cells) (panel B). Data are expressed in mean ± SEM and beta-

doses in gray (Gy).

Figure ^:VSMC regrowth after 32P-labeled-oligonucleotide removal. Data were

expressed as mean ± SEM, * :p<0.05 when regrowing cells were compared to 5.5

Gy-irradiated cells.

Figure 5:Effects of beta-irradiation on cell cycle progression of VSMCs.

Representative cell cycle progression (measured on 6,500 cells) of quiescent

(panel A), proliferating (panel B), 2 Gy- (panel C) and 30-Gy- (panel D) irradiated

cells are illustrated. Treatment of 10 Gy gave similar results.

J
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Figure (î:Statistical effect of beta-irradiation on cell cycle distribution ofVSMCs.

Data are represented as mean ± SEM, *:p<0.01 when proliferating VSMCs

compared to quiescent cells,^:p<0.01 when treated VSMCs compared to

proliferating cells.

Figure 7.-DNA fi-agmentation after local and external irradiation. VSMCs, ECs and

U937 cells were exposed to labeled-oligonucleotides (panel A), 60Co (panel B) or

electron beam (panel C) sources (0, 3, 10 and 30 Gy for lanes 0, 1, 2 and 3

respectively). Intemiediate dose (20 Gy) led to similar results. U937 cells were

also treated with camptothecin (lane 4, panel A). MW means molecular weight

markers.

Figure 5:Micrographs of morphology features of beta-irradiated cells. VSMCs

(panels A, B and C), ECs (panels D, E and F) and U937 cells (panels G, H and I)

were exposed to labeled-oligonucleotide (0, 3 and 30 Gy) for 72 hours. For

comparison, arrow represents a typical apoptotic cells in panels H and I (<3%),

characterized by chromatine condensation within an intact nuclear membrane

(arrowhead), whereas normal cells had homogeneous chromatine (n). (X6,000).

Figure P:Immunostaining of a-actin m beta-irradiated VSMCs (left panel) with 0

(panel A), 0.4 (panel B) and 1 Gy (panel C) during 72 hours. Nuclei were stained

with Hoechst assay (corresponding right panels). Panel D represents the

superposition ofa-actin and nuclei staining, demonstrating that >95% of irradiated

cells were altered (l Gy). (X40).
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Abstract

Purpose: Late thrombosis of irradiated vascular segments may be the consequence

of endothelial cell (EC) dysfiinction following radiation therapy. We investigated

the effects of beta ionizing radiation on human EC viability, Thymidine uptake and

differentiation. Methods and Materials: Endothelial cells were exposed to P-

labeled-DNA oligonucleotides in incrémental doses of 2, 6 and 10 Gy. The

modulation of the VEGFR2 receptor expression after irradiation and the overall

potential radioprotective effect of VEGFi65 on these functions were assayed.

Results: A dose dependent inhibitory effect of beta-irradiation on ECs thymidine

uptake and differentiation was observed. EC viability, however, was not affected

at levels of radiation up to 10 Gy. VEGFi65 proved to have a radioprotective effect

as ECs thymidine uptake, following radiation doses of 2, 6 and 10 Gy, was

increased by 1.5, 2 and 4 fold respectively, in presence of 10 ng/ml ofVEGFi65

(p<0.05 versus LacZ). This concentration of VEGFi65 also proved beneficial in

maintaining cell differentiation at 16 hours post-irradiation when compared to

controls. These biological effects were in direct correlation with the upregulation

of VEGFR2 receptor expression in irradiated ECs. Conclusions: Beta-irradiation

disrupts EC functions by significantly reducing their ability to differentiate and

proliferate, associated with upregulation of VEGFR2. These effects can be

prevented in part by pre-treating cells with VEGFi65, an effect potentially favored

by the upregulation ofVEGFR2 receptor protein expression following irradiation.
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0 Introduction

One of the most potent endothelial mitogenic factor is VEGF (Vascular

Endothelial Growth Factor). It plays a role in the physiological and pathological

regulation of endothelial cell and blood vessel functions (1-4). VEGF, a heparin-

binding protein of 23 kDa subunits, is a key modulator of endothelial cell

proliferation, migration and angiogenesis (5-7). The homodimer is found in five

alternatively spliced forms (5) including the 165-amino acid isoform which is the

most abundant. In vitro as in vivo, the potent mitogenic effect of VEGFi65 was

reported to be specific to endothelial cells (ECs) (8). This effect is mediated

through high affinity receptors fms-like tyrosine kinase Fit-1 or VEGFR1 (9) and

Flk-1/KDR or VEGFR2 (10, 11). Both transmembrane receptors

autophosphorylate in response to VEGF treatment (10-13).

VEGFi65 expression is upregulated by several environmental signals, such

as hypoxia (14-17). Recently, Brogi et al., (18) and Waltenberger et al., (19)

demonstrated that hypoxia can also induce a posttranscriptional upregulation of

VEGFR2 in ECs. Bauters et al., (20) reported that exogenous administration of

VEGFi65 induced angiogenesis specifically in the rabbit ischémie limb. Moreover,

the mRNA expression of VEGFi65 and VEGFR2 were upregulated in the lung

tissue of rats chronically exposed to hypoxic condition (21). These data suggest

that under stressful conditions, such as hypoxia, VEGFi65-induced angiogenesis

seems to be correlated with an upregulation ofVEGF receptor expression.

J
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n The presence ofVEGF receptors in hematopoietic cells, such as monocytes

and melanoma cell lines, was also reported (22). During ionizing radiation VEGF

was able to suppress apoptotic cell death of normal hematopoietic stem cells and

human leukemia cell lines caused by gamma-particle exposure, suggesting a

positive effect for VEGF overexpression in hematopoietic cell survival (22).

Radiotherapy prevents restenosis post-angioplasty (23, 24), but little data is

available on the effects of ionizing radiation on endothelial cell proliferation and

differentiation, nor on the expression ofVEGFi65 and its receptors, VEGFR2 and

VEGFR1 in these stressful conditions.

The purpose of the present study was to investigate the effects of ionizing

radiation (beta-particle exposure) on endothelial cell function, by assessing: 1)

endothelial cell viability, thymidine uptake and differentiation and 2) VEGFR2

and VEGFR1 receptor regulation in human ECs exposed to beta-particle radiation.

The potential effect ofVEGFie5 on thymidine uptake and differentiation was then

assessed in irradiated human ECs.

D

Methods and materials

Cell Culture. All experimental protocols were approved by the Institutional

Committee for Animal Protection of the Centre Hospitalier de l'Université de

Montreal. Human Coronary Artery Endothelial Cells (ECs, Clonetics Corporation,

San Diego, ÇA) were grown in MCDB 131 medium (Sigma, St-Louis, MO)

supplemented with 10% FBS, 10 ng/ml human recombinant Epidermal Growth



150

J

Factor, 1 g/ml hydrocortisone and 12 g/ml Bovine Brain Extract (Clonetics

Corporation, San Diego, ÇA). Human Vascular Smooth Muscle Cells (VSMCs)

were harvested from unused specimens of saphenous veins obtained after bypass

surgery, following informed consent of patients. VSMCs were grown in DMEM

medium supplemented with 20% FBS and cell purity was estimated to be 95%,

using SMC-actin immunostaining (Sigma Immunochemicals, St-Louis, MO).

Cloning of human VEGFjss in adenovirus. A replication deficient recombinant

adenovims based on human adenovirus serotype 5 was used according to previous

studies (25). The expression and secretion ofVEGFi65 was confirmed by infecting

rabbit VSMCs by adenovims for 2 hours at MOI of 100 at 37°C. Conditioned

media of VSMCs transduced with AdCMV.VEGFi65 or AdCMV.LacZ (used as

negative control) for 48 hours, were concentrated and purified as previously

described (26). Briefly, after 48 hours the supematants were collected and

VEGFi65 protein was purified fi-om the conditioned medium by using the HiTrap

Heparin column (Pharmacia, Upsala, Swenden). Total protein extract was

subjected to SDS-PAGE (15% polyacrylamide gel) and blotted onto a PVDF

membrane (Bio-Rad, Hercules, California). VEGFi65 protein was detected using

monoclonal antibodies raised against human VEGFi65 (l|J.g/ml) (R&D system, Inc,

Minneapolis, MN), followed by a chemiluminescence-based detection method

(ECL, Amersham Corp.).

Cell thymidine uptake assay of ECs and VSMCs in presence of VEGF or LacZ

extracts. Biological activity ofVEGFi65 derived from recombinant-adeno virus was

assayed by thymidine incorporation assay as previously described (27). Human
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ECs or VSMCs (1.5X104 cells) were seeded in 24 well plates in presence of 10%

FBS for 24 hours and then synchronized by serum-deprivation for 48 hours.

Quiescent cells were stimulated with 1 or 10 ng/ml ofVEGF or LacZ extracts, in

serum free medium. After 24 hours, [ H]-thymidine was added to the medium and

cells were treated as previously described (28). Thymidine uptake assay was

performed in quadruplicates with 4 to 5 different cell preparations.

Ionizing radiation exposure and thymidine uptake. For the irradiation conditions,

we used 32P-labeled-DNA oligonucleotides corresponding to beta-particles

exposure as previously described (27). To assess the direct dose-response effect of

beta irradiation on ECs proliferation, cells were incubated with 32P-labeled-

oligonucleotides for 48 hours resulting to an exposure of 2, 6 and 10 Gy. To assess

the effect of VEGFi65 under radiation exposure, quiescent endothelial cells were

incubated during 48 hours, in the presence of increasing activities of 32P-labeled-

oligonucleotides corresponding to increased doses of 2, 6 and 10 Gy (27). To that

incubation, 1 and 10 ng/ml ofVEGFi65 or LacZ extracts were added. Control non-

irradiated cells received equal concentrations of unlabeled-oligonucleotides (27).

The level of endothelial cell thymidine uptake was determined as previously

described (27). Thymidine incorporation was expressed as percentage for

condition without VEGF treatment and as fold-increase of the effect of VEGFi65

compared to the effect of LacZ. Thymidine uptake assay was performed in

quadruplicates in 4 series of experiments.

Determination of cell viability following beta-irradiation. Cell viability was

assessed by the trypan blue staining (Gibco-BRL)(29). ECs were exposed to 2, 6
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or 10 Gy of P-1abeled oligonucleotides m serum fi-ee media for 48 hours. Cells in

presence of 10% FBS without irradiation were used as positive control. Cell

viability assay was performed in quadruplicates on 4 separate cell preparations of

ECs and expressed as a percent viable cell of total cell counts.

In vitro endothelial cell differentiation. Endothelial cell differentiation was

assessed on a Matrigel system as previously described (30). Matrigel, serves as an

in vitro attachment matrix, which promotes cell differentiation in normal and

transformed anchorage dependent cells. ECs were seeded at 5X105 cells/6 cm2 and

grown for 24 hours in serum-fi'ee medium. For irradiation experiments, cells were

stimulated with a maximal dose of 10 Gy for 16, 24 or 48 hours. Matrigel-coated

plates (Becton Dickinson labware, Bedford, MA) were thawed overnight at 40C

and then incubated at 37°C for 30 minutes. Irradiated cells were plated on the

dishes in the presence of 10 ng/ml of either VEGFi65 or LacZ extracts. After 16, 24

or 48 hours cells were examined to evaluate the formation of capillary-like

network by phase contrast microscopy.

RT-PCR. PCR was performed with primers to VEGFR2 (31) and using GAPDH

as a internal standard control. Total RNA was isolated after the indicated times

(32). RNA, l^ig, was reverse-transcribed and cDNA produced using M-MuLV

reverse transcriptase (GibcoBRL) and synthetic oligo (dT) primers for 1 hour at

37°C. PCR was performed with cDNAs in the presence of 500 ng/ml of each

primer in a total volume of 100 \i\. Following a hot-start (94°C, 5 minutes), the

amplification program used was as follow: l min at 94°C ; l min at 50°C ; 2 min at
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72°C , for a total of 25 cycles. The amplification products were separated on 1.5%

agarose gel and visualized by ethidium bromide staining.

Analysis of receptor protein expression. Subconfluent ECs were cultured in semm

fi-ee medium and exposed to doses of 2, 6 and 10 Gy of 32P-labeled

oligonucleotides for 16, 24 or 48 hours. Cells were washed 2 times in PBS

containing 1 mM Na3V04 and then treated with cell lysis buffer (50 nM HEPES,

pH 7.5, 150 mM Nad, l mM EDTA, l mM EGTA, 25 mM NaF, 5 mM Sodium

pyrophosphate, l mM Na3VÛ4, 1% Triton-X-100, 1% NP-40, 0.25% Sodium

deoxycholate containing fi-eshly added protease inhibitors (1 mM PMSF, 0.15

Units/ml aprotinin and 10 mg/ml leupeptin)). Total cell lysates (500 p.g) were

immunoprecipitated with a polyclonal antibody (Santa Cmz Biotechnology, Inc,

Santa Cmz, CA) raised against a peptide mapped to the carboxy terminus of

mouse Flk-1 (C-1158, amino acids 1158-1345) or Flt-1 (C-17). The supematants

were precleared overnight at 4°C using 20 ^1 of protein A/G plus Agarose (Santa

Cmz Biotechnology, Inc, Santa Cmz, CA) according to manufacturer instructions.

Immunoprecipitates were reduced with 2-mercaptoethanol and run in a SDS-

PAGE (7.5% polyacrylamide gel) and blotted onto a nitrocellulose membrane

(Bio-Rad, Hercules, ÇA). Flk-1 protein was detected with the polyclonal antibody

F-7 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA) and Fit-1 with polyclonal

antibody C-17 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cmz, CA). Iimnunoreactive

bands were detected with a perxidase-conjugated secondary antibody and the ECL

chemiluminescence detection system (Amersham Corp.). Bands on films were

quantitated by scanning with an LKB Ultrascan densitometer.
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mean. Comparison between control and irradiated conditions as well as VEGF

exposure was evaluated by two-way analysis (ANOVA), with Tukey test. A

p<0.05 was taken to indicate statistical significance.

Results

VEGF overexpression and its biological activity in adenovirus infected VSMCs.

VSMCs infected with AdCMV.VEGFi65 overexpressed and secreted the VEGFi65

protein, as evaluated by western blot analysis (Fig l). In contrast, no VEGFi65 was

found in the conditioned medium of AdCMV.LacZ transduced cells. We used

clone 1 for the western blot analysis and the same clone has been used for all the

biological studies. To demonstrate the biological activity of VEGFi65 expressed

following VSMC infection, we determined the mito genie effect of VEGFi65 on

ECs. The effect ofVEGFi65 on cell thymidine uptake is presented as fold increase

of the effect ofLacZ or cytokine free conditions. The results showed that VEGFi65

purified fi-om supematants ofVSMCs virally transduced induced 2.1 and 2.6 fold-

increases in thymidine uptake in ECs at 1 and 10 ng/ml respectively, in normal

conditions compared to basal activity induced by conditioned medium

AdCMV.LacZ infected cells (p<0.05).

Mitogenic effect of VEGFiss in beta- irradiated ECs and VSMCs. In the absence

ofVEGFi65 EC proliferation was significantly reduced by 50±2%, 40±3.4% and

13±6% when exposed to 2, 6 and 10 Gy, respectively. In presence ofVEGFi65 (10

J



n

^

155

ng/mL) and ionizing radiation, endothelial cell thymidine uptake was enhanced by

1.5-, 2- and 4-fold for 2, 6 and 10 Gy respectively, when compared to conditions

without growth factors (i.e. Lac Z, p<0.05) (Fig 2). To evaluate the specificity of

VEGFi65 to human endothelial cells, we treated human VSMCs in the same

manner than ECs. VEGFi65 did not modify (P=NS) the thymidine uptake rate of

irradiated VSMCs, underlying the specific mitogenic effect of VEGFi65 to ECs

(data not shown), as previously reported in normal conditions without irradiation

(8).

Endothelial cell viability in beta-irradiation condition. The EC viability was

maintained to an average of 94.1% after beta-irradiation (2, 6 and 10 Gy), which

was statistically similar to control ECs (96.1%) (P=NS). These results suggest that

exposure to beta particles does not seem to be lethal for human ECs at doses up to

10 Gy.

Endothelial cell differentiation during beta-irradiation. Based on

photomicrograph observations, beta-irradiated ECs (10 Gy) were characterized as

having reduced differentiation suggested by lower number of capillary-like

networks on three dimensional matrigel; this reduction is observed after 16, 24 and

48 hours ofECs treatment when compared to non-irradiated cells. Addition of 10

ng/ml ofVEGFi65 extracts reversed the inhibition of cell differentiation at 16 hours

after irradiation. This positive effect of VEGFi65 extract was maintained at 24

hours but decreased by 48 hours, when compared with LacZ-extract treated cells.

The level of differentiation of irradiated ECs in the presence of 10% FBS was

similar to VEGF extract condition in semm free conditions (Fig 3). These results
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suggest that VEGFi65 at 10 ng/ml reduces the inhibiting effect of beta radiation on

human EC differentiation by 16 hours, but this effect progressively decreases with

time thereafter. The photomicrographs are representative of 4 series of

expenments.

Effect of beta-irradiation on VEGF receptor expression. We observed a

significant upregulation ofVEGFR2 gene and protein expression in ECs following

ionizing beta-irradiation (p<0.05). Subconfluent ECs were incubated for 16, 24

and 48 hours at 2, 6 and 10 Gy to assess VEGFR2 mRNA level by

semiquantitative RT-PCR. RT-PCR revealed a time and dose dépendant increase

in VEGFR2 mRNA in ECs treated with 10 Gy with a maximal 2-fold increase at

16 to 24 hours (Fig 4A, B). As a positive control, we used 10 ng/ml ofbFGF

resulting in a 1.5-fold to 2-fold increase in VEGFR2 mRNA level as compared

with untreated cells, as previously described (33). The effect of ionizing radiation

on VEGFR2 expression was further investigated at the level of protein expression.

Mature receptors migrate in SDS-PAGE corresponding to a molecular size of 205

kDa, whereas the precursors migrate slightly lower, at less than 200 kDa (19). The

upregulation was dose and time-dependent. At 10 Gy, the upregulation of

VEGFR2 receptor was detected at 16 hours of irradiation with a maximum

expression at 16 to 24 hours and decreased at 48 hours when compared to controls

(Fig 5A, B). In contrast, the VEGFR2 protein or RNA expression was unaffected

in ECs in the presence of 2 and 6 Gy (data not shown). Evaluation of VEGFR1

protein expression revealed that beta radiation did not modify the level of that
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receptor expression at 2, 6 and 10 Gy (data not shown). The mRNA data are in

accordance with the protein level detected by western blot (Fig 5A).

Discussion

Although prevention of restenosis via endovascular radiotherapy is well

developed and has reached the clinical trial arena, limited data are available on the

effect of ionizing radiation on endothelial cell function. In this study, we

demonstrate, for the first time, the inhibitory effect of beta-irradiation on human

endothelial cell thymidine uptake and differentiation, with a specific upregulation

of VEGFR2 receptor expression. Moreover, VEGFi65 promoted EC thymidine

uptake and differentiation under radiation exposure, suggesting a potential

radioprotective role for VEGF.

Recently, our laboratory demonstrated that beta-irradiation inhibited

endothelial cell thymidine uptake in a dose-dependent manner (0.4 to 10 Gy),

characterized by a dose inducing 50% of inhibition (ED5o) at 2 Gy and a maximal

inhibitory effect at 10 Gy (27). In these conditions, beta-irradiation induced Gl-

arrest without any sign of cytotoxicity or apoptosis in vascular cells. We limited

our maximum exposure to 10 Gy since a plateau was observed (27). It is important

to mention that we previously demonstrated that EC were more radioresistant than

VSMC (27). The present study focused mainly on the effects of irradiation on

endothelial thymidine uptake, differentiation, viability and the regulation of

VEGFR2 expression. In human endothelial cells, both cell thymidine uptake and
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differentiation were inhibited under beta-irradiation exposure. Interestingly, in

presence ofVEGFi65, both the irradiated EC thymidine uptake and differentiation

were significantly improved in a dose-dependent manner. In our study we chose

the range of concentration of 1 and 10 ng/ml of VEGFi65 based on other

investigations (34). We reported that the positive impact ofVEGFi65 appears to be

dose related, up to 10 Gy.

The effect of irradiation on the release of growth factors from human

endothelial cells was previously demonstrated (35-37). The protective role of basic

Fibroblast Growth Factor (bFGF) to reduce apoptotic DNA degradation in

endothelial cells exposed to radiation in vitro has been demonstrated (36, 37). Our

data demonstrates the positive impact ofVEGFi65 on radiation-induced endothelial

cell growth arrest.

To examine whether the positive impact effect of VEGF is mediated by its

receptors expressed in endothelial cells, the expression regulation of VEGFR2 and

VEGFR1 were investigated in beta-irradiated endothelial cells. We found that the

level of VEGFR2 mRNA and protein expression was increased in a time- and

dose-dependant manner with maximum expression at 16 hours, for a dose of 10

Gy. Waltenberger et al., (19) and Brogi et al., (18) recently reported that hypoxia

upregulated VEGFR2 protein expression in a time dependant manner, whereas the

level of mRNA remained imaffected. Unlike hypoxia, other investigators have

reported that bFGF increased both the mRNA and protein expression level of

VEGFR2 in bovine microvascular endothelial, aortic endothelial and transformed

fetal aortic endothelial cells (33). However, whether the increase in VEGFR2
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transcripts in irradiated ECs is due to a higher transcription rate or to an increase in

VEGFR2 mRNA stability remains to be elucidated. Thus, the increase in

endothelial cell thymidine uptake by VEGFi65 in ionizing conditions may be

explained, at least in part, by the upregulation of VEGFR2 receptor in these

conditions. Our observations suggest that VEGFi65, via the upregulation of

VEGFR2 receptor expression may play an important role in endothelial cell

proliferation in stressful conditions such as ionizing radiation; those physical

conditions seem to be comparable to hypoxia (18, 19).

In conclusion, we demonstrate the inhibitory effect of beta-irradiation on

human endothelial cell thymidine uptake and differentiation, correlated with an

upregulation of VEGFR2 receptor expression. We also reported, for the first time,

the improvement of thymidine uptake and differentiation of irradiated endothelial

cells by VEGFi65 in a dose and time dependent manners. The radiation-induced

upregulation of VEGFR2 expression in endothelial cells seems to be important in

the survival ofradiation-damaged endothelium and regulation ofreendothelization

in blood vessels in vivo. These observations may lead to a better understanding of

endothelial fiinction m endovascular radiotherapy treatment.
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Figure Legends

Figure 1: Expression of VEGFios protein. A: Viral plaques were isolated and

screened for expression of VEGFi65 by PCR reaction. The positive control

conresponds to PCA14 containing VEGFi65 gene used for homologous

recombination in 293 cells. Lanes 1 to 10 correspond to 10 clones of

AdCMVVEGFi65. B: The overexpression and secretion of VEGFi65 was

confirmed by Western blot. An equal amount of total protein extract from infected

cells was subjected to 15% polyacrylamide gel. Lane 1, total protein extract from

supernatant ofVSMCs infected with AdCMVLacZ and lane 2, total protein extract

from supernatant of VSMCs infected with AdCMVVEGFi65. MW: Molecular

Weight

Figure 2: Effect of VEGFies on endothelial cell thymidine uptake under beta

irradiation condition. The endothelial cell thymidine uptake was assessed in the

presence of increasing amounts of 32P-labeled oligonucleotides corresponding to

increased doses of 2, 6 and 10 Gy and 1 and 10 ng/ml ofVEGFi65 or LacZ extract,

quantified by Bio-Rad assay. The endothelial cell thymidine uptake was expressed

as fold increase of the effect ofVEGFi65 compared to the effect ofLacZ. Data are

means ± SEM.
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Figure 3: Endothelial cell differentiation during beta-irradiation. Endothelial

cell differentiation was assessed on matrigel in the presence of 10 Gy and 10 ng/ml

of VEGFi65 or LacZ extracts alone for 16, 24 or 48 hours and examined for

fonnation of capillary-like network by phase contrast microscopy. 0% FBS

medium was used as negative control and 10% FBS medium as positive control.

The basal condition (non irradiated cells) was same for different period of time (16

to 48 hours).

Figure 4: Effect of beta-irradiation on VEGFR2 gene expression. A:

Subconfluent endothelial cells were cultured in 0% FBS medium in presence of

doses of 2, 6 and 10 Gy of -P oligonucleotides for 16, 24 and 48 hours. Lanes 1

to 3 correspond to non-irradiated cells and 4 to 6 to irradiated cells. BFGF was

used as postive control and GAPDH as an internal standard control. B: Histograms

showing the optical densities of VEGFR2 cDNA fragment (320 bp) as a function

of time by densitometry in presence of 10 Gy dose. Data shown reflect the means

± SEM of four independent experiments.

J

Figure 5: Beta-irradiation-induced up-regulation of VEGFR2 protein is time-

dependent. Confluent endothelial cells were exposed to a dose of 10 Gy for 16, 24

and 48 hours at 37°C. An equal amount of protein from each sample (500 \ig of

immimoprecipitation of lysates) was separated on SDS-polyacrylamide gel

electrophoresis. A: Western blot showing time-dependent increase in VEGFR2
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proteins. Lanes 1 and 4, 16 hours; Lanes 2 and 5, 24 hours and lanes 3 and 6, 48

hours. B: Histograms showing the optical densities ofVEGFR2 bands at 210, 180

and 150 kDa by densitometry in presence of 10 Gy dose. Data shown reflect the

means ± SEM of four independent experiments.
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Chapitre 5: Discussion

L'occlusion graduelle des artères coronaires engendre le développement de

nouveaux vaisseaux sanguins appelés les vaisseaux collatéraux, qui correspondent

à l'extension de l'arbre vasculaire par bourgeonnement des vaisseaux préexistants

ou l'angiogénèse. L'angiogénèse est un phénomène multifactoriel, incluant la

degradation de la matrice extracellulaire, la migration et la prolifération des

cellules endothéliales qui sont sous le contrôle des protéinases, d'un éventail de

facteurs de croissance et de cytokines, des molécules d'adhésion et également des

inhibiteurs. Parmi les facteurs angiogéniques comius, VEGFi65 et son récepteur

VEGFR2, jouent un rôle important dans l'initiation de l'angiogénèse.

Le but de mon projet de doctorat consistait à vérifier l'effet mitogénique de

VEGFi65 dans deux conditions expérimentales : l- ischémie myocardique (chez le

porc adult), 2- radiation ionisante (cellules endothéliales en culture).

Depuis une dizaine d'années, il y a eu une avancée significative dans la

prevention des maladies cardiovasculaires par thérapie génique. L'utilisation de

facteurs angiogéniques est la principale approche utilisée (Sinnaeve et al., 1999 ;

Komowski et al., 2000 b). En se basant sur les doimées de la littérature relatives à

la spécificité de la protéine VEGFi65 aux cellules endothéliales et son effet

mitogénique pro-angiogénique dans les tissus ischémiques, nous voulions

démontrer que l'administration du vecteur adéno viral exprimant le gène VEGFi65

de façon intramyocardique dans un modèle d'ischémie myocardique porcin,

permettrait le développement de nouveaux vaisseaux collatéraux. La spécificité de

J
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VEGFi65 pour les cellules endothéliales offre plus d'avantages par rapport à

d'autres molécules angiogéniques comme les facteurs de la famille FGF, qui sont

non seulement mitogéniques pour des cellules endothéliales mais aussi pour

d'autres types cellulaires tels que les fibroblastes et les cellules musculaires lisses

(Deroanne e? a/., 1997).

La livraison de l'agent thérapeutique est primordial pour le succès de la

thérapie dans la prévention des maladies cardiovasculaires. La molécule

thérapeutique peut être administrée sous fonne, soit protéinique, soit génique. La

thérapie génique pour traiter les maladies ischémiques présente plusieurs

avantages sur une stratégie thérapeutique basée sur l'utilisation de protéine. En

effet, le transfert de gène fournit une concentration élevée de la protéine

thérapeutique à un taux de libération lent, pour une période relativement longue.

Le vecteur de livraison peut être un vecteur non viral, tel qu'un plasmide, ou viral,

tels qu'un adénovims et un rétrovims. Il a été démontré que les adénovims

exprimaient la protéine VEGF dans le myocarde, jusqu'à 7 jours (Magovem et al.,

1996 ; Komowski et al., 2000b). Par contre, l'administration locale de VEGF sous

forme protéinique n'est pas efficace étant donné sa très courte demi e-vie

biologique dans la circulation (Takeshita et al., 1994). C'est pour cette raison que

la plupart des études précédentes, ont injecté la protéine VEGF de façon continue

ou par des doses répétitives pour atteindre l'effet thérapeutique escompté. Parmi

d'autres avantages de la thérapie angiogénique par le gène de VEGF, le transfert

direct du gène permet d'obtenir des concentrations élevées de VEGF localisées

dans les sites ischémiques. A l'inverse, l'administration systémique de la protéine
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peut conduire à une angiogénèse non-désirée dans des sites périphériques,

entraînant des effets secondaires néfastes, au niveau par exemple de la rétine, du

liquide synovial ou des tumeurs occulaires (Folkman, 1990).

Pamii les différents systèmes d'expression de gène nous avons choisi de

travailler avec les vecteurs adénoviraux pour leurs propriétés inhérentes, qui les

définissent comme des vecteurs idéaux pour l'angiogénèse thérapeutique. Les

adénovirus sont capables d'infecter aussi bien des cellules en division que des

cellules quiescentes, comme les cardiomyocytes et les cellules endothéliales.

L'expression du transgène par les adénovims est extrachromosomique, ce qui

diminue considérablement le risque d'insertion inappropriée du transgène dans le

génome de la cellule infectée. Par ailleurs, la durée de l'expression de la protéine

par les vecteiirs adéno viraux est plus appropriée pour induire l'angiogénèse (i.e.

une à deux semaines). Par conséquent, en tenant compte de tous les avantages des

vecteurs adénoviraux, nous avons clone le gène de l'isofomie VEGFi65 hiimain

dans ces vecteurs sous le contrôle du promoteur constitutif CMV

(Cytomégalovims). Nous avons par la suite évalué la présence du gène de

VEGFi65 dans les vecteurs adénoviraux d'une part par la méthode de PCR

(Polymerase Chain Reaction) et d'autre part par la méthode d'immunoblot pour

détenniner la sur-expression et la sécrétion de la protéine dans les cellules

musculaires lisses en culture. La protéine de VEGFi65 surexprimée par les

adénovims a conservé son effet biologique, puisque la stimulation des cellules

endothéliales par différentes concentrations (1,10 ng/ml) de VEGFi65 a aboutit à

1'augmentation de la prolifération de ces cellules. Ces résultats confirment que
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l'expression de la protéine VEGFi65 par les vecteurs adénoviraux n'affecte pas la

nature biologique de la protéine.

Plusieurs études expérimentales et cliniques renforcent l'importance du

rôle de VEGFi65 dans le processus de l'angiogénèse. Banai et ses collaborateiirs

(1994 a) ont démontré que l'administration intracoronarienne de la protéine

recombinante de VEGFi65 dans un modèle de chien avec une ischémie

myocardique, d'une part augmente de 89% la densité des vaisseaux, et d'autre part

améliore de 40% le flux sanguin analysé par la méthode des microsphères

radioactives. Un autre groupe, Pearlman et ses collaborateurs (1995), a démontré

que l'administration continue de la protéine VEGFi65 dans le myocarde sur une

période de 6 semaines réduisait la zone ischémique et améliorait la fraction

d'ejection et l'épaississement de la paroi ventriculaire évaluées par l'imagerie par

résonance magnétique. D'autre part, Mack et ses collaborateurs (1998) ont

rapporté que l'injection intramyocardique d'adénovirus, exprimant le gène

VEGFi2i dans un modèle de coeur ischémique porcin, conduisait à la formation

des nouveaux vaisseaux collatéraux associée à l'amélioration de la fonction et la

perfusion cardiaque évaluée par la méthode d'imagerie SPECT (avec utilisation de

99mTc- sestamibi). Dans cette dernière étude, les auteurs ont choisi l'isofonne 121

de VEGF puisque cet isoforme n'est pas capable de lier la molécule d'héparine, ce

qui augmente sa diffusion à travers le myocarde par rapport aux autres isofonnes

(Thomas, 1996). Le groupe de Rosengart (1999) a récemment démontré que

l'injection intramyocardique chez l'humain, du gène VEGFizi transporté par le

vecteur adénoviral, permettait, d'une part le développement des nouveaux
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vaisseaux capillaires évalué par angiographie, et d'autre part une amélioration de

la contractilité de la paroi ventriculaire et de la fonction myocardique à l'état de

stress, évaluée par la méthode de détection de Tc-sestamibi.

D'autre part, l'étude clinique réalisée par Losordo et ses collaborateurs

(1998) a démontré que l'administration intramyocardique de VEGFi65 sous forme

plasmidique peut conduire à la réduction des symptômes d'angine de poitrine et

améliorer la perfusion myocardique chez les patients sélectionnés avec une

ischémie myocardique chronique. Cette étude a cependant été effectuée sur

seulement 5 patients. Baumgartner et ses collaborateurs (1998) ont démontré que

l'administration intramusculaire de VEGFi65 sous fonne plasmidique augmentait,

aussi bien la densité de capillaire que la perfusion des membres inférieurs chez les

9 patients atteints d'une ischémie périphérique. Toutes les études mentionnées ci-

dessus et renforcées par d'autres expériences basées sur l'utilisation du VEGFi65

dans les conditions d'ischémie, ont démontré que ce facteur est non seulement

capable d'augmenter le nombre de vaisseaux capillaires, mais joue aussi un rôle

important dans l'amelioration de la fonction cardiaque. Ces différentes expériences

semblent montrer qu'il serait possible de développer la circulation collatérale dans

un territoire souffrant d'une ischémie chronique suite à l'administration du

VEGFi65.

Les résultats obtenus lors de notre étude in vivo, c'est à dire l'augmentation

de la densité de capillaires suite à l'injection d'adénovims exprimant le gène

VEGFi65, sont comparables et en accord avec ceux rapportés dans la littérature.

Néanmoins, l'augmentation de la densité de capillaire, dans notre cas, n'a pas
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conduit à l'amélioration de la fonction myocardique ; cette différence pourrait être

expliquée par plusieurs hypothèses.

Dans l'étude de Mack et ses collaborateurs (1998), le modèle ischémique

utilisé différait du nôtre dans la mesure où afin de créer la région ischémique, les

auteurs ont implanté le constricteur améroïde sur l'artère circonflexe gauche. Cet

anneau métallique, contenant du matériel hydroscopique qui absorbe le liquide

enviroimant, écrase graduellement la paroi vasculaire entraînant un bloquage de la

circulation sanguine. Par contre, dans notre modèle, l'ischémie myocardique a été

créée en implantant le constricteur améroide sur l'artère descendante antérieure,

qui est une artère importante pour la fonction cardiaque. Etant donné cette

différence expérimentale majeure, nous suggérons que la région ischémique que

nous avons créée en bloquant l'artère descendante antérieure, pourrait être moins

facilement réversible qu'une zone ischémique induite par le blocage d'une artère

circonflexe. Cette différence pourrait expliquer en partie l'absence d'amelioration

de la fonction myocardique.

Par ailleurs, dans notre modèle experimental, nous n'avons pas utilisé la

méthode la plus appopriée pour détenniner la fonction myocardique. En effet,

Mack et ses collaborateurs (1998) ont utilisé la méthode de thalium radioactif pour

determiner la fonction myocardique ; la méthode de thalium pemiet une meilleur

quantification de la fonction myocardique que l'échocardiographie de contraste,

que nous avons utilisé dans notre étude.

Une autre hypothèse pouvant expliquer les différences de.la fonction

myocardique serait que le développement de nouveaux vaisseaux n'avait pas
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atteint les vaisseaux fonctionels. En effet, Suri et ses collaborateurs (1996) ont

démontré que le facteur de croissance VEGF n'est pas suffisant pour compléter le

phénomène d'angiogénèse, car d'autres facteurs de croissance tels que les

angiopoïétines l et 2 pourraient jouer un rôle crucial dans la maturation et la

stabilisation des cellules endothéliales ainsi que dans le recrutement des cellules de

support telles que les péricytes. Il y a de plus en plus de données démontrant l'effet

important des différents facteurs angiogéniques dans le développement des

vaisseaux sanguins mah-ires (Donavan et al., 2000). Toutes ces données suggèrent

que le développement des vaisseaux collatéraux matures, fonctionnels et stables

dans une zone ischémique, nécessiterait la présence de plusieurs facteurs, qui

joueraient chacun un rôle précis dans l'initiation de l'angiogénèse ainsi que dans le

maintient des vaisseaux nouvellement formés.

Des études récentes ont identifié plusieurs facteurs angiogéniques

impliqués dans la modulation des interactions réciproques entre les cellules

endothéliales et les cellules de supports, telles que les péricytes et les cellules

musculaires lisses. Ces cellules, recrutées durant le processus de remodelage

vasculaire, sont importantes dans le processus de stabilisation des vaisseaux. Les

facteurs de croissance tels que PDGF-BB et HB-EGF (Heparin Binding-Epidemial

Growth Factor), synthétisés par les cellules endothéliales sont en partie

responsables du recrutement des cellules de supports. La déficience dans la

production de ces facteurs pourrait conduire à un manque de recouvrement des

cellules endothéliales par des cellules de supports (i.e. les péricytes et les cellules

musculaires lisses) (Folkman et D'Amore, 1996 ; Edelberg et al., 1998). D'autre
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part, les cellules musculaires lisses synthétisent et sécrètent le facteur

angiopoïétine-1 pour activer le récepteur Tie2 sur les cellules endothéliales

adjacentes, résultant ainsi à une signalisation bidirectionnelle entre les cellules

endothéliales et les cellules de supports (Suri et al., 1996).

Par conséquent, une thérapie génique efficace serait basée sur

l'administration de différents facteurs pennettant de stimuler différentes étapes de

l'angiogénèse, soient l'induction de la prolifération, la migration ainsi que la

maturation des cellules endothéliales.

La revascularisation biologique des tissus ischémiques via l'administration

d'un facteur angiogénique, a été définie comme étant efficace dans des études

cliniques chez des patients non admissibles aux interventions conventioimelles,

telles que CABG (Coronary Artery Bypass Graft) ou PTCA. La thérapie

angiogénique est d'autant plus intéressante, puisque l'administration des facteurs

angiogéniques conduit à la formation de vaisseaux de petits calibres alors que

l'athérosclérose affecte principalement les vaisseaux de moyens ou et larges

calibres. Par conséquent, les vaisseaux nouvellement développés ne devraient pas

être de nouveaux occlus.

Dans de récentes études cliniques, il a été démontré que la

revascularisation ti-ansmyocardique ou TMR est une nouvelle procédure

chirurgicale efficace dans la réduction des symptômes d'angine de poitrine.

Cependant, le mécanisme exact de cette intervention reste inconnu et encore

controversé. L'hypothèse proposée par certains auteurs serait que le flux sanguin

transite dans les canaux perméables, qui sont formés par le laser. Cependant, le
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groupe de Burkhoff et ses collaborateurs (1996) a démontrré que les canaux

formés par le laser ne restaient pas perméables, dans la mesure où ces ouvertures

se remplissent d'une matrice fibreuse après 24 heures. Deux semaines plus tard,

ces canaux sont complètement bloqués par du tissu cicatriciel. Ces observations

ont incité les chercheurs à proposer une hypothèse alternative basée sur le

phénomène d'angiogénèse. Le groupe de Chu et ses collaborateurs (1999) ont

récemment démontré de façon histologique qu'aucun canal crée par le laser ou

encore par l'utilisation d'un simple aiguille, causant des perforations mécanique,

ne restait perméable et que, l'utilisation des deux méthodes conduisait à

1'expression de VEGF et à l'augmentation de la densité vasculaire lorsque

comparées au groupe contrôle. Ces résultats suggèrent que la réponse

inflammatoire et angiogénique causées par le dommage tissulaire pourraient en

partie expliquer les résultats obtenus. Cependant, nos résultats n'ont démontré

aucune augmentation significative de la densité capillaire ainsi que de

l'amélioration de la fonction myocardique dans le groupe traité avec le TMR.

Une troisième hypothèse serait que le laser dénerverait le tissu et le patient

ne ressentirait plus son angine, même si sa condition n'est pas améliorée (Kwong

etal.,ï997).

Bien qu'il a eu beaucoup d'études sur cette approche, il reste encore

beaucoup d'investigation à effectuer.

J

Dans la deuxième partie de mon projet de doctorat, nous avons vérifié

l'effet de VEGFi65 dans les conditions d'irradiation ionisante sur la prolifération
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des cellules endothéliales. Nous avons amorcé notre étude en étudiant l'effet

d'emission de particules bêta sur la prolifération, la migration et sur la

differentiation des cellules endothéliales ainsi que sur l'expression du récepteur

VEGFR2.

La radiothérapie endovasculaire, nouvelle modalité thérapeutique pour

prévenir la rcsténose post-angioplastie, connait un grand développement. Plusieurs

études ont décrit l'effet inhibiteur de l'irradiation sur la prolifération des cellules

musculaires lisse, réduisant ainsi l'épaississement de l'intima survenant post-

angioplastie. Les dommages mécaniques sur l'endothélium suite à la procédure de

l'angioplastie, peut conduire à une dysfonction sévère de l'endothélium et

constitue alors une des premières étapes responsable de la thrombose et de

l'épaississement de l'intima. Cependant, Asahara et ses collaborateurs (1995) ont

démontre qu'une acceleration de la réendothélisation pouvait prévenir

l'hyperplasie néointimale : ainsi l'administration de facteurs de croissance, tels que

VEGF|65 dans le modèle de carotide de rat prévenait la resténose. L'intégrité de

l'endothélium joue un rôle important dans la physiopathologie de la resténose. Ces

observations nous ont incité à étudier la fonction endothéliale en conditions de

radiations ionisantes ainsi que le rôle de VEGFi65 dans cette fonction, étant donné

l'important développement de la radiothérapie endovasculaire.

Récemment, nous avons (Fareh et al., 1999) démontré que les radiations

ionisantes inhibent la prolifération de cellules musculaires lisses ainsi que les

cellules endothéliales. Cette inhibition proportionelle à la dose, est caractérisée par

une dose induisant 50% d'inhibition (ED5o) de la prolifération de 1.10 et 2.15 Gy,
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pour les cellules musculaires et endothéliales, respectivement. La radiation

ionisante induit l'arrêt cellulaire à la phase Gl sans aucun signe de toxicité ou

d'apoptose des cellules vasculaires. Durant mon projet de doctorat, nous avons

étudié l'effet de la radiation bêta sur la prolifération, la differentiation et la

viabilité cellulaire ainsi que la régulation de l'expression du récepteur VEGFR2

sur les cellules endothéliales humaines. Pour réaliser nos objectifs, nous avons

utilise un oligonucléotide marqué de façon interne avec un isotope de P, comme

moyen d'irradiation locale et homogène des cellules en culture (Fareh et al., 1999).

La prolifération et la differentiation des cellules endothéliales humaines ont

été significativement inhibées en présence de radiations ionisantes. Cependant, en

presence de VEGFi65, la prolifération ainsi que la differentiation des cellules

endothéliales ont été significativement améliorées en fonction de la dose de

VEGFi65 et de radiation bêta. L'effet bénéfique de VEGFi65 semble être plus

important à des doses plus élevées de radiation bêta, 10 Gy (la dose la plus élevées

testée dans nos expériences). Ces résultats sont comparables à ceux obtenus

précédemment par Katoh et ses collaborateurs (1995) qui ont démontré que VEGF

pouvait supprimer l'apoptose cellulaire chez les cellules hématopoïétiques dans

des conditions de radiation ionisantes. Nos résultats soulignent l'impact positif de

VEGFi65 sur la prolifération et la differentiation des cellules endothéliales

irradiées. L'effet radioprotecteur de VEGFi65 a été mis en evidence sur la

proliferation et la differentiation de cellules endothéliales. VEGFi65 semble jouer

un rôle important dans le maintien de l'intégrité endothéliale lors de l'irradiation.

J
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Nous voulions par la suite savoir si l'effet proliferatif de VEGFi65 lors

d'une irradiation était médié par un récepteur spécifique pour les cellules

endothéliales. Pour cette raison nous avons étudié l'effet de l'irradiation sur

l'expression du récepteur VEGFR2 et VEGFR1, les récepteurs spécifiques de

VEGF, exprimés par les cellules endothéliales.

L'étude cinétique de la régulation de l'expression protéinique et génique de

VEGFR2 a démontré une augmentation de niveau de protéine ainsi que le niveau

de l'ARNm en fonction de la dose et du temps. Cependant, nos résultats ne nous

permettent pas d'expliquer la cause de cette augmentation. L'augmentation de

l'expression du messager de VEGFR2 peut provenir soit d'une augmentation du

taux de la transcription soit d'une augmentation de la stabilité de l'ARNm de

VEGFR2. Waltenberger et ses collaborateurs (1996) ainsi que le groupe de Brogi

(1996), ont rapporté que l'expression protéinique de VEGFR2 est augmentée dans

les conditions d'hypoxie en fonction du temps, alors que le niveau de l'ARNm

reste non-affecté. Contrairement aux conditions d'hypoxie, d'autres groupes ont

reporté que bFGF augmente le niveau de l'ARNm ainsi que la protéine de

VEGFR2 dans les cellules endothéliales microvasculaires, aussi bien que dans les

cellules fétales transformées (Pepper et Mandriota, 1998).

Dans notre étude, nous n'avons pas observé de différence au niveau de

l'expression du récepteur VEGFR1. Le récepteur VEGFR1 semble ne pas être

impliqué dans l'effet prolifératifde VEGF sur des cellules irradiées.

Nos résultats suggèrent que l'augmentation de la prolifération des cellules

endothéliales en présence de VEGFie5 lors de l'irradiation serait en partie due à
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une sur-expression de gène du récepteur VEGFR2. Ces dernières observations

suggèrent que VEGFi65 ainsi que son récepteur VEGFR2 peuvent jouer un rôle

important dans la prolifération des cellules endothéliales dans certaines conditions

stressantes comme l'exposition aux radiations ionisantes. Cependant, afin de

mieux caractériser le mécanisme d'action de VEGF dans les conditions de

radiation beta, dans les expériences futures, il serait intéressant de bloquer l'effet

prolifératif de VEGF en utilisant des anticorps contre le récepteur KDR sur les

cellules endothéliales irradiées in vitro.

Par ailleurs, Montrucchio et ses collaborateurs (2000) ont récemment

démontré que l'expression du facteur PAF (Platelet-Activating Factor), induit par

VEGF, joue un rôle important dans la prolifération et la migration des cellules

endothéliales. Il est possible de spéculer que l'effet radioprotecteur de VEGF sur

les cellules endothéliales dans les conditions de radiation, est en partie due à

l'expression indirecte d'autres facteurs de croissance tel que PAF. Afin de

détenniner le mécanisme d'action de VEGF il serait intéressant d'étudier dans le

futur l'effet de VEGF sur l'expression du PAF et examiner son rôle sur la

protection de l'intégrité de l'endothélium dans les conditions d'irradiation.

Il est important également de vérifier si l'endothélium régénéré conserve sa

fonction biologique. L'endothelium module le tonus vasculaire et donc le débit

sanguin tissulaire régional par la production de vasodilateurs (Prostacycline,

Bradykinine et monoxyde de l'azote) et de vasoconstricteurs (Endothéline,

Angiotensine II) (Revue dans Goligorsky, 2000). Ces mêmes substances sont

capables à long terme d'agir sur la structure des cellules musculaires lisses
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vasculaires sous-jacentes, les vasodilateures en inhibant leur croissance et les

vasoconstricteurs en les stimulants. L'intégrité de la fonction endothéliale est donc

essentielle pour le contrôle du tonus vasculaire et la stmcture de la paroi artérielle.

Plusieurs études soulignent le rôle du monoxyde d'azote qui joue dans la fonction

de l'endothélium. La production endogène du NO par l'endothélium est le point de

convergence de plusieurs voie de signalisation intracellulaire (Revue dans

Goligorsky, 2000).

Le monoxyde d'azote exerce son effet vasodilateur sur les vaisseaux

sanguins. L'importance du monoxyde d'azote en physiologie et pathologie

vasculaire a été étudiée de façon précise en utilisant des inhibiteurs du monoxyde

d'azote. Egalement, des études récentes ont suggéré que le monoxyde d'azote joue

un rôle essentiel dans la migration, la prolifération des cellules endothéliales ainsi

que l'angiogénèse induit par VEGF (Papapetropoulos et aï., 1997). Donc, il serait

intéressant de caractériser plus le maintien de l'intégrité endothéliale par le VEGF

dans les conditions de radiations bêta en exminant la production de monoxyde

d'azote par les cellules endothéliales.

Le mécanisme d'action de VEGF dans les conditions de radiation ionisante

n'est pas encore connu. Cependant, Gerber et ses collaborateurs (1998) ont

démontré que VEGF joue le rôle d'un facteur de survie en utilisant la voie

intracellulaire AKT/PI3-kinase. Ils ont également démontré que l'activation de

cette voie de signalisation est suivant l'activation du récepteur VEGFR2 et pas le

récepteur VEGFR1. Nous spéculons que VEGF pourrait induire la voie de
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signalisation intracellulaire de AKT/PIS-kinase dans les conditions d'irradiation

beta.

De plus, le mécanisme d'inhibition de la prolifération des cellules

vasculaires reste à comprendre. Nous avons étudié la progression du cycle

cellulaire dans les conditions d'irradiation. La radiation bêta a induit l'arrêt du

cycle cellulair à la phase GO/G1 et a réduit le nombre des cellules dans la phase S.

Il a été démontré que l'expression des protéines p53 et p21 par les vecteurs

adéno viraux, bloquent la progression du cycle cellulaire et réduit l'hyperplasie

néointimale chez le modèle carotidien de rat (Chang et al., 1995 ; Katayose et al.,

1995). Nous spéculons que l'irradiation bêta inhibe la prolifération des cellules

vasculaires via les molécules p53 et p21, conduisant à l'arrêt cellulaire à la phase

GO/G1.

De nombreux champs d'investigation restent à être explorer quant au

développement d'une thérapie génique efficace pour les maladies vasculaires.

L'accent doit être mise sur la recherche de nouvelles molécules angiogéniques,

nouveaux vecteurs de livraison ainsi que déterminer la voie de livraison efficace.

Ainsi, à l'aide de ces nouvels outils, il sera possible dans un avenir proche

d'envisager une thérapie efficace contre les maladies vasculaires. Quant au rôle de

VEGF|65 dans les conditions de radiation bêta, bienqu'il ne s'agisse que d'une

experience unique pour l'instant, elle ouvre la voie à une thérapie ciblée de la paroi

artérielle afin d'éviter la réstenose.

J



189

n

0

Chapitre 6 : Conclusions et perspectives

En résumé, notre étude visait à explorer le potentiel du VEGF|65 en

utilisant un vecteur adénoviral, dans le traitement des maladies cardiovasculaires

ischémiques. Dans un premier temps nous avons démontré que la protéine

VEGFi65 surexprimée par les vecteurs adéno viraux conservait son activité

biologique c'est à dire son effet prolifératif sur les cellules endothéliales. En

utilisant un modèle d'ischémie myocardique chez le porc, nous avons étudié les

effets angiogéniques du VEGFi65 comparativement ou en combinaison avec le

laser transmyocardique. Nous avons démontré que l'administration

intramyocardique des adéno virus exprimant le gène VEGFiôs dans un modèle

d'ischémie myocardique chez le porc conduit au développement des nouveaux

vaisseaux collatéraux, sans cependant améliorer la fonction myocardique. En

revanche, 1'application du laser transmyocardique a été sans effet sur ces

paramètres.

Bien que notre modèle animal soit représentatif d'une condition

ischémique se rapprochant le plus des conditions observées en clinique, il serait

intéressant dans les expériences futures d'étudier l'effet de VEGF dans un modèle

animal athérosclérotique.

Par ailleurs, avec l'identification de nouveaux facteurs angiogéniques

impliqués dans le développement des vaisseaux sanguins, où ils intervienent de

façon orchestrée du point de vue de temps, espace et dose, il est difficile à

imaginer que l'administration d'un seul facteur comme VEGFi65 pourrait suffir à
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former des vaisseaux fonctionnels. Il serait possible de potentialiser l'effet

anglo génique de VEGFi65 en co-injectant des facteurs qui ciblent différents

composants de la vasculature tel que l'angiopoétine, qui joue un rôle important

dans la maturation des vaisseaux sanguins. La caractérisation continue des

nouveaux facteurs angiogéniques qui contrôlent la fonnation des nouveaux

vaisseaux sanguins, mèneraient à compléter et raffiner les approches

thérapeutiques visant à former des nouveaux vaisseaux sanguins. Dans les études

fiitures. II serait important de vérifier le rôle de plusieurs facteurs angiogéniques

dans un modèle animal d'ischémie myocardique afin de mieux comprendre le

mécanisme d'angiogénèse et d'améliorer ce phénomène.

D'autre part, malgré toutes les études animales et cliniques sur le TMR, le

mécanisme de cette technique n'est pas encore connu. L'application de TMR, chez

les patients ayant des maladies cardiovasculaires, avec des multiples occlusions au

niveau des artères coronnaires s'avère une technique invasive possédant un degré

élevé de mortalité et morbidité. Avec toutes ces considérations, à notre avis,

1'induction de la néovascularisation par TMR ouvre de nouvelles possibilités de

traitement pour les maladies ischémiques. Cependant, avant que certaines de ces

possibilités soient réalisées, plus de développement pré-cliniques et cliniques sont

nécessaires.

D'autre part nous avons mis en évidence une fonction importante de

VEGFi65 dans des conditions de radiations ionisantes ; VEGFi65 et son récepteur

VEGFR2 jouent un rôle dans la prolifération et la differentiation des cellules

endothéliales dans les conditions d'irradiation bêta m vitro. Dans ces conditions
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1'expression du récepteur VEGFR2 est augmentée en fonction de la dose et du

temps. Nos résultats suggèrent que VEGFi65 joue un rôle important non seulement

dans le processus de l'angiogénèse en condition d'ischémie tissulaire, mais

également dans le maintien de la fonction endothéliale dans certaines conditions

stressantes, telles que la radiation ionisante. Ces dernières données sont

importantes pour mieux comprendre la fonction endothéliale et donc l'intégrité

endothéliale suite à la radiothérapie endovasculaire, thérapie récemment

développée pour prévenir la resténose post-angioplastie. Dans les études futures il

serait intéressant de vérifier l'effet de radiations ionisantes sur l'expression

endogène de VEGF dans de telle condition dans le but de mieux comprendre

l'effet radioprotecteur de VEGF. Il serait également important d'étudier l'effet de

radiations ionisantes sur l'expression du récepteur VEGFR2 et également de

définir l'implication de VEGFi65 dans une artère porcine irradiée.

Le potentiel thérapeutique de VEGF dans la thérapie des maladies

cardiovasculaires est très excitant, mais exploiter cette thérapie présente plusieurs

défis pour les scientifiques de même que pour les cliniciens. Il est clair que VEGF

et son récepteur VEGFR2, jouent un rôle important sur l'intégrité de la fonction

endothéliale en conditions d'hypoxie ou de radiation.

L'association d'un geste mécanique de dilatation à une thérapie génique

pourrait permettre d'éviter la réstenose.
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