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Introduction 
 

1. L’angiogenèse  

1.1 Généralités 
Chez les mammifères, durant le développement embryonnaire, le système 

cardiovasculaire composé du cœur, du sang et des vaisseaux sanguins, est le premier à se 

former et à fonctionner, ce qui témoigne de son importance.  En effet, le sang, via les 

vaisseaux sanguins transporte l’oxygène des poumons aux organes distants. Le transport 

d’oxygène n’est pas son unique rôle, il transporte également les nutriments aux tissus et 

permet l’élimination des déchets métaboliques (Carmeliet 2000).   

1.2 Initiation du réseau vasculaire  
Durant l’embryogenèse, les vaisseaux sanguins se forment tout d’abord par 

vasculogenèse. Durant ce processus, les angioblastes (cellules précurseurs indifférenciées) se 

différencient en cellules endothéliales qui s’assemblent en un réseau vasculaire primitif. 

Après la phase de vasculogenèse, commence l’angiogenèse. Historiquement, le terme 

angiogenèse était utilisé pour décrire la croissance des bourgeons endothéliaux à partir de 

vénules pré-existantes. Maintenant, ce terme est généralement utilisé pour décrire la 

croissance et les processus de remodelage du réseau primitif en un réseau plus complexe.  

Finalement, les vaisseaux sanguins sont recouverts de cellules murales composées de cellules 

musculaires lisses (Smooth muscle cells, SMC) et de péricytes (PC), apportant une stabilité au 

nouveau réseau vasculaire établi (Figure 1). 
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Figure 1 : Développement du système vasculaire. Durant la vasculogenèse, les progéniteurs endothéliaux  
donnent naissance au réseau vasculaire primitif d’artères et de veines. Pendant l’angiogenèse, le réseau 
s’agrandit et les péricytes (PC) et les cellules musculaires lisses (SMCs) couvrent les canaux endothéliaux 
naissants, ce qui donne le réseau vasculaire mature. Le réseau lymphatique se développe par transdifférenciation 
des veines. Adapté de (Carmeliet 2005). 

1.3 Développement du réseau vasculaire 
L’angiogenèse peut se dérouler selon trois mécanismes principaux. Il y a tout d’abord 

l’angiogenèse dite de « sprouting », pendant laquelle les vaisseaux sanguins sont formés par 

bourgeonnement. Cette angiogenèse est relativement lente car elle dépend de la prolifération 

des cellules endothéliales activées par différents facteurs tels que le Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF) ou le Fibroblast Growth Factor (FGF). Le deuxième type est 

l’angiogenèse par intussusception, pendant laquelle les vaisseaux sont formés par 

élargissement et séparation des vaisseaux déjà formés. Le troisième type est le bridging, 

septation par les cellules poussant à l’intérieur des vaisseaux pour créer des canaux 

vasculaires séparés (Risau 1997; Carmeliet 2000; Carmeliet et al. 2011). (Figure 2) 

  

Figure 2 : Mécanisme d’angiogenèse. La 
formation des vaisseaux peut avoir lieu par 
sprouting, par élargissement et séparation 
des vaisseaux sanguins formés 
(intussusception) ou par septation des 
vaisseaux déjà formés  pour créer des 
canaux vasculaires séparés (bridging). 
Figure adaptée de (Carmeliet 2000). 
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1.4 Les différentes étapes de l’angiogenèse 
Lors de la croissance tissulaire, les vaisseaux sanguins existants ne sont plus suffisants 

pour fournir l’oxygène et les nutriments à toutes les cellules. Les cellules dites alors en 

hypoxie expriment le facteur de transcription HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor), ce qui 

active l’angiogenèse. L’activité transcriptionnelle d’HIF-1α est induite par sa dimérisation 

avec le facteur HIF-1β constitutivement exprimé. En se liant aux éléments de réponse à 

l’hypoxie (HRE) au niveau du promoteur, le dimère HIF-1α/HIF-1β induit la transcription de 

ses gènes cibles tels que celui du VEGF (Milkiewicz et al. 2006) (Semenza 2001). Le VEGF 

est le facteur clé impliqué dans la plupart des évènements morphogénétiques de l’angiogenèse 

et contrôle la perméabilité, la  migration, la prolifération et la survie des cellules endothéliales 

(Affolter et al. 2009). 

Bien qu’il existe trois types d’angiogenèse, l’angiogenèse par bourgeonnement 

(sprouting) est de loin le mécanisme le plus étudié. Cette dernière est caractérisée par 

plusieurs étapes (Figure 3).  

Figure 3 : Formation de nouveaux vaisseaux. A Réponse à l’hypoxie ; les cellules non vascularisées déposent 
le VEGF en gradient. B La cellule endothéliale exposée à la plus haute concentration de VEGF est sélectionnée 
pour devenir une cellule « tip ». C La cellule « tip » dirige le bourgeonnement et envahit le tissu environnant  en 
étendant ses nombreux filopodes. D Le bourgeon s’allonge via la prolifération des cellules « stalk » derrière la 
cellule « tip ». E Le nouveau vaisseau se connecte avec les autres via la fusion des cellules « tip ». F La 
formation du lumen vasculaire permet l’initiation du flux sanguin, qui à son tour, entraîne l’oxygénation du tissu, 
ce qui réduit le niveau de VEGF. G La maturation et la stabilisation du plexus naissant sont reliées au 
recrutement des péricytes et au dépôt de matrice extracellulaire. H Dans le réseau établi, les cellules 
endothéliales adoptent un phénotype quiescent de type « phalanx ». Abbréviation : MEC : matrice 
extracellulaire. Figure adaptée de (Carmeliet et al. 2009). 
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1.4.1 Vasodilatation et perméabilité vasculaire 
La phase d’initiation de l’angiogenèse est marquée par une augmentation de la 

perméabilité vasculaire, dépendante de l’oxyde nitrique (NO) en réponse au VEGF. Cette 

augmentation de la perméabilité est causée par la formation de fenestrations, d’organelles 

vésiculo-vacuolaires et par la dissociation des molécules d’adhésion telles que PECAM-1 

(Platelet Endothelial Cell adhesion molecule) et VE (Vascular Endothelial)-cadhérine. La 

perméabilité vasculaire est également augmentée par l’angiopoïétine 2 (Ang2), un inhibiteur 

de la voie de signalisation Tie2. L’Ang2 déstabilise les vaisseaux sanguins en induisant le 

détachement de la matrice et des péricytes, permettant ainsi la migration des cellules 

endothéliales. 

1.4.2 La dégradation de la matrice 
La dégradation de la matrice extracellulaire implique une série de MMPs (Matrix 

Metalloproteinases), produites ou non par les cellules endothéliales. Ces protéases agissent 

sur l’angiogenèse en libérant les cellules endothéliales migrantes mais également en activant 

ou libérant les facteurs de croissance (bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), VEGF,…) 

séquestrés dans la matrice extracellulaire (Coussens et al. 1999). 

Un autre acteur impliqué dans la dégradation matricielle est le système 

plasminogène/plasmine. La plasmine, enzyme active, participe à la protéolyse extracellulaire 

soit directement en dégradant les protéines de la matrice, soit indirectement en activant 

plusieurs MMPs (Tkachuk et al. 2009). Le système plasminogène/plasmine sera vu plus en 

détail dans le point 4.1. 

1.4.3  L’élongation des vaisseaux 
La prolifération et la migration des cellules endothéliales permettent toutes deux 

l’élongation du vaisseau néoformé. Tout d’abord, une sous-population de cellules 

endothéliales va acquérir un phénotype particulier requis pour la migration. Ces cellules sont 

appelées les cellules  « tip » et sont localisées à l’extrémité du vaisseau. En réponse au VEGF-

A, elles produisent de nombreux filopodes sondant l’environnement afin d’induire la 

migration vers le gradient de facteurs de croissance (Phng et al. 2009).  Dans les vaisseaux 

migrants, les cellules endothéliales situées derrière les cellules « tip » sont appelées les 

cellules « stalk ». Celles-ci ont la caractéristique de produire peu de filopodes et de ne pas 

migrer mais de proliférer sous l’effet du VEGF-A (Gerhardt et al. 2003).  
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Les cellules « tip » et « stalk » possèdent également d’autres caractéristiques qui sont reprises 

dans le tableau 1.  

Cellule « Tip » Cellule « Stalk » 

Cellule endothéliale hautement polarisée 

Nombreux filipodes riches en actine 

Induite par le VEGF-A 

Expression de VEGFR-2 sur les filopodes 

Absence de lumen vasculaire 

Expression accrue de PDGF-B, Dll4, 
VEGFR-2, VEGFR-3,…. 

Spécialisée dans la guidance de la migration 

Peu proliférative  

Prolifère suite à une stimulation au VEGF-A 

Forme le lumen vasculaire 

Etablit des jonctions adhérentes 

Dépôt de membranes basales 

Très haute expression de Jagged 1, Robo 4 et 
VEGFR-1 

 

Peut être induite pour devenir une cellule 
«Tip » 

 

Tableau 1 : Caractéristiques des cellules endothéliales « Tip » et « Stalk ». Tableau adapté 
de (Phng et al. 2009). 
 

La spécification des cellules endothéliales  en cellules «tip» ou «stalk» est contrôlée 

par la voie de signalisation Notch (Hellstrom et al. 2007; Phng et al. 2009; Eilken et al. 2010). 

En réponse au  VEGF-A, les cellules « tip » expriment très fortement le ligand de Notch, Dll4 

(Delta-like ligand 4), qui lie le récepteur Notch présent à la surface des cellules adjacentes 

(future cellule « stalk »). Ainsi, l’expression du récepteur au VEGF, le VEGFR2, est réduite, 

ce qui supprime le phénotype « tip ». Le phénotype cellule « stalk » est alors spontanément 

induit (Figure 4) (Hellstrom et al. 2007; De Smet et al. 2009).  
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1.4.4 La formation du lumen  
Après l’induction des cellules « tip » et l’élongation des cellules « stalk », le vaisseau 

a besoin de générer un lumen et d’initier un flux sanguin. La formation du lumen peut se faire 

par coalescence de vacuoles intracellulaires (cell hollowing) (Kamei et al. 2006) ou par fusion 

de membranes de deux cellules endothéliales adjacentes (cord hollowing) (Milkiewicz et al. 

2006) (Potente et al. 2011). Signalons que différentes intégrines peuvent jouer un rôle 

important dans la formation du lumen, d’une part, par leur capacité d’interaction avec la 

matrice extracellulaire et d’autre part, par les voies de signalisation qu’elles sont capables 

d’induire tels que SRC, FAK (Focal Adhesion Kinase), MAPK (Mitogen Activated Protein 

Kinase), Rho GTPases… (Liu et al. 2004; Avraamides et al. 2008; Iruela-Arispe et al. 2009). 

1.4.5 La maturation des vaisseaux sanguins 
Les vaisseaux néosynthétysés sont maturés et stabilisés afin de former un réseau 

vasculaire fonctionnel. Une fois ce réseau établi, les cellules endothéliales redeviennent 

quiescentes et établissent des jonctions adhérentes composées de VE-cadhérines et de N-

cadhérines ainsi que des jonctions serrées composées de Claudines et Occludines. Ces cellules 

endothéliales sont alors recouvertes de cellules murales qui sont de deux types, les péricytes 

(PC) et les cellules musculaires lisses (SMC). Les PC établissent un contact direct avec les 

cellules endothéliales dans les capillaires et les vaisseaux immatures, tandis que les SMC 

recouvrent les artères et les veines et sont séparées des cellules endothéliales par une matrice. 

Figure 4. Induction des cellules « tip » et cellules « stalk ». Au cours de 
l’angiogenèse, la voie de signalisation du VEGF détermine la formation 
de bourgeons angiogènes et contrôle l’identité de la cellule « tip » 
(orange) et des cellules « stalk » (rose) via la signalisation Delta-Notch. 
Figure adaptée d’après (Affolter et al. 2009). 
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Le recrutement des cellules murales est contrôlé par le Platelet-derived Growth Factor 

(PDGF) et son récepteur-1 (PDGFR-1). Les cellules endothéliales sécrètent le PDGF qui se 

lie à son récepteur présent à la surface des cellules murales, stimulant ainsi leurs migration et 

prolifération (Gaengel et al. 2009). Les cellules murales, quant à elles, expriment 

l’angiopoïétine 1 (ANG1) qui active son récepteur endothéliale Tie2 et stabilise donc les 

vaisseaux (Augustin et al. 2009; Huang et al. 2010). La sphingosine-1- phosphate (S1P) via sa 

voie de signalisation lié à son récepteur (S1PR), joue également un rôle prépondérant dans les 

interactions entre les cellules endothéliales et les cellules murales (Lucke et al. 2010). Notch3 

est également requis pour la maturation et la différentiation des SMCs artérielles (Gridley 

2010). La voie de transduction TGF-β (Transforming Growth Factor β) via ALK1 et ALK5 

est également impliquée dans la maturation. Elle inhibe la prolifération et la migration 

endothéliales, induit la différenciation des SMCs et stimule la production de matrice 

extracellulaire (Dickson et al. 1995; Pardali et al. 2010). Après ce recouvrement par les 

cellules murales, une membrane basale est produite par les cellules endothéliales avec l’aide 

des cellules environnantes qui fournissent un support structural et maintiennent la quiescence 

des cellules endothéliales. Une fois la formation du vaisseau terminée, le flux sanguin amène 

au nouveau vaisseau formé l’oxygène qui entraîne une diminution du niveau de VEGF. Le 

processus d’angiogenèse est ainsi terminé (Chung et al. 2010). 

1.5 La régulation de l’angiogenèse 
Alors que l’angiogenèse est extrêmement active durant l’embryogenèse, l’endothélium 

vasculaire se trouve à l’état de quiescence durant la vie adulte. Néanmoins, il existe quelques 

circonstances dans lesquelles l’angiogenèse est réactivée, telles que la réparation tissulaire, la 

vascularisation de l’endomètre, et celle du placenta lors de la gestation, l’adaptation à 

l’exercice musculaire, les maladies rhumatoïdes et ophtalmiques, le psoriasis, les maladies 

ischémiques ainsi que le développement tumoral (Carmeliet 2000; Carmeliet 2005). Par 

conséquent, ce processus est extrêmement bien régulé par une balance entre des facteurs pro-

angiogènes et des facteurs anti-angiogènes (Bergers et al. 2003). En présence d’un excès de 

facteurs anti-angiogènes, les cellules endothéliales sont maintenues en quiescence. Lors du 

« switch angiogène », excès de facteur pro-angiogène, l’angiogenèse est activée (Figure 5) 

(Hanahan et al. 1996). 
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De nombreuses molécules sont impliquées dans l’activation de l’angiogenèse telles que le 

VEGF, bFGF, HGF (Hepatocyte Growth Factor), l’EGF (Epidermal Growth Factor), le NO, 

le PDGF, l’uPA (urokinase Plasminogen Activator), les MMPs, le TGF-β, HIF-1, Ets-1,…. 

(Milkiewicz et al. 2006). Le rôle du VEGF sera développé au point 3. 

La plupart des inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse sont des fragments issus de 

molécules de la matrice extracellulaire. Ces fragments sont libérés après une protéolyse de la 

matrice extracellulaire et de la membrane basale par divers enzymes tels que les MMPs, les 

cathepsines et les élastases. Le premier inhibiteur de l’angiogenèse découvert est la 

thrombospondine-1 (TSP-1), une protéine de liaison à l’héparine (Good et al. 1990). TSP-1 

est capable d’inhiber la prolifération des cellules endothéliales et de déstabiliser les contacts 

entre les cellules (Taraboletti et al. 1990; Iruela-Arispe et al. 1991; Nyberg et al. 2005; Ribatti 

2009). L’endostatine, quant à elle, est un fragment, C-terminal de 20-22 kDa, issu du 

collagène de type XVIII, capable de se lier aux intégrines β1 et à l’héparine présents à la 

surface des cellules endothéliales. Celle-ci inhibe directement l’angiogenèse en interférant 

avec les voies de signalisation du FGF2 et du VEGF. Par conséquent, elle induit l’apoptose et 

inhibe la prolifération ainsi que la migration des cellules endothéliales. L’endostatine exerce 

aussi une action indirecte sur l’angiogenèse en inhibant l’activité de la MMP2 et MMP9 ainsi 

qu’en stabilisant les interactions cellules-cellules et cellules-matrices (Nyberg et al. 2005; 

Ribatti 2009). Il existe également des inhibiteurs de l’angiogenèse non issus de la matrice 

extracellulaire. L’angiostatine est un fragment de 38 kDa issu du plasminogène capable 

d’inhiber principalement la prolifération et la migration des cellules endothéliales. Le 

fragment de haut poids moléculaire issu du Kininogène (HKa) présente une activité anti-

Figure 5: La balance du « switch 
angiogène ».  L’angiogenèse normalement 
quiescente peut être déclenchée par un 
changement d’équilibre  entre les activateurs et 
les inhibiteurs de l’angiogenèse. Figure adaptée 
de (Hanahan et al. 1996). 
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angiogène via son domaine 5 (D5). Il est capable d’inhiber l’adhésion, la prolifération et 

d’induire l’apoptose des cellules endothéliales. Le D5 est capable de se lier au domaine 

somatomédine B de la vitronectine mais également directement au domaine DII/DIII de 

l’uPAR (urokinase Plasminogen Activator Receptor) (Colman et al. 2010). Un autre 

inhibiteur ne provenant pas de la matrice extracellulaire est la prolactine 16K. Les différents 

effets anti-angiogènes de ce fragment N-terminal issu de la prolactine entière seront repris en 

détail dans le point 2.3. (Nyberg et al. 2005; Ribatti 2009). 

1.6 L’angiogenèse tumorale  
La croissance tumorale et la dissémination des métastases sont dépendantes de 

l’angiogenèse. En effet, les vaisseaux sanguins permettent l’élimination des déchets 

métaboliques mais également l’apport des nutriments, d’oxygène ainsi que de facteurs de 

croissance nécessaires à la croissance tumorale (Folkman 1971). Cette dernière est 

caractérisée par deux phases. Tout d’abord, il y a la phase avasculaire ou dormante et, ensuite, 

vient la phase vascularisée ou invasive. Lors de la phase avasculaire, les cellules tumorales 

prolifèrent jusqu’à ce que la tumeur atteigne une taille de 1-2 mm de diamètre. Cette 

croissance ne requiert pas de vaisseaux sanguins et les cellules sont alimentées en oxygène et 

nutriments par simple diffusion.  Sous l’accumulation d’altérations génétiques, la prolifération 

tumorale s’accentue et la tumeur grandit jusqu’à obtenir une taille critique à la simple 

diffusion de l’oxygène.  A ce stade, les cellules intra-tumorales se retrouvent en hypoxie, ce 

qui induit l’expression de divers facteurs pro-angiogènes tels que le VEGF.  Par conséquent, 

l’environnement tumoral est enrichi en facteurs pro-angiogènes, ce qui entraîne le «switch 

angiogène». La phase invasive qui est dépendante de l’angiogenèse, est, alors déclenchée, ce 

qui engendre une croissance tumorale exponentielle. Cette phase vascularisée permet 

également la dissémination des métastases (Bergers et al. 2003).  

Les vaisseaux tumoraux peuvent être formés par bourgeonnement, intussusception ou 

par recrutement des précurseurs endothéliaux provenant de la moelle osseuse. Les cellules 

tumorales peuvent également participer à l’élaboration de la vascularisation en cooptant les 

vaisseaux existants ou en mimant les cellules endothéliales pour former des « vaisseaux » 

(vascular mimicry) (Carmeliet et al. 2000; Carmeliet et al. 2011). Les vaisseaux tumoraux 

sont structurellement et fonctionnellement anormaux en comparaison à la vascularisation 

physiologique (Figure 6). 
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Figure 6: Représentation des vaisseaux sanguins normaux et tumoraux. Les vaisseaux tumoraux sont 
structurellement et fonctionnellement anormaux. Adapté d’après (Goel et al. 2011) 

En effet, ils sont hautement désorganisés, tortueux, dilatés, avec une densité de branchement 

excessive. Au niveau cellulaire, les cellules endothéliales des vaisseaux tumoraux sont 

également irrégulières présentant une morphologie désorganisée. Par conséquent, ces cellules 

endothéliales sont pauvrement connectées entre elles;  en témoignent la haute perméabilité 

des vaisseaux tumoraux. De plus, les péricytes et les SMCs possèdent également des 

caractéristiques structurales anormales (Carmeliet et al. 2000; Goel et al. 2011; Potente et al. 

2011). Ajoutons que le flux sanguin est également chaotique et irrégulier, favorisant ainsi des 

régions acides et hypoxiques au sein de la tumeur. Ces conditions engendrent la production de 

stimulateurs angiogènes et la sélection des cellules cancéreuses plus malignes et métastatiques 

(Carmeliet et al. 2000). 

1.7 La thérapie anti-angiogène 
Au vu de l’implication de l’angiogenèse dans la croissance et la progression tumorale, 

l’inhibition de la vascularisation semble être une stratégie thérapeutique très prometteuse 

(Folkman 1971). De plus, en comparaison aux cellules tumorales génétiquement instables, les 

cellules endothéliales recrutées par les tumeurs sont plus stables et, par conséquent, moins 

susceptibles de développer des résistances aux traitements (Tugues et al. 2011). Par ailleurs, 

les agents anti-angiogènes utilisés ne ciblent que les cellules endothéliales en prolifération, 

minimisant ainsi leur toxicité, puisque l’angiogenèse chez l’adulte est quasi totalement 

quiescente. Ainsi, en inhibant la vascularisation tumorale, la thérapie anti-angiogène induit 

également l’apoptose des cellules tumorales. Par conséquent, un même agent anti-angiogène 

peut traiter différents types de cancers (Abdollahi et al. 2010). Notons qu’il existe 2 classes 

d’inhibiteurs de l’angiogenèse à savoir les inhibiteurs directs et indirects. Les inhibiteurs 

directs tels que l’endostatine ciblent directement les cellules endothéliales, les empêchant 
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ainsi de répondre aux stimuli angiogènes. Les inhibiteurs indirects, eux, empêchent la 

communication entre les cellules endothéliales et les cellules tumorales.  Ces inhibiteurs 

peuvent interférer avec l’expression des facteurs pro-angiogènes (VEGF, bFGF, …) au sein 

des cellules tumorales. Ils peuvent également agir en neutralisant les facteurs angiogènes, les 

empêchant ainsi d’atteindre les cellules endothéliales. Une dernière façon d’agir est 

d’empêcher l’activation des récepteurs présents à la surface des cellules endothéliales 

(Abdollahi et al. 2003; Abdollahi et al. 2010). 

Le VEGF étant un facteur clé dans la vascularisation tumorale, il est une cible idéale 

dans le cadre de la thérapie anti cancéreuse. C’est pourquoi le Bévacizumab, un anticorps 

monoclonal humanisé neutralisant le VEGF soluble, a été développé (Ferrara et al. 2004).  

Etant donné les résultats très encourageants obtenus sur la croissance tumorale en modèle 

souris, la thérapie anti-angiogène devient une réalité. Ainsi, en 1997, le Bevacizumab rentre 

en phase clinique (Ferrara et al. 2004). Ensuite, une seconde génération d’inhibiteurs du 

VEGF a également vu le jour. Ce sont des petites molécules inhibant l’activité tyrosine kinase 

des récepteurs du VEGF tels que le sunitinib  ou le sorafenib (Loges et al. 2009). Une étude a 

montré que ce type de thérapie augmente la vie de nombreux patients atteints du cancer. Ce 

succès a d’ailleurs révolutionné la vision de l’oncologie clinique. Néanmoins, ce type de 

traitement augmente bien la survie totale des patients mais en réalité seulement que de 

quelques mois (Kerbel 2008). De plus, bien qu’elles inhibent la croissance de la tumeur 

primaire, les drogues ciblant la voie de transduction du VEGF favorisent l’invasion tumorale 

et la formation de métastases (Ebos et al. 2009).  

Ces données fournissent l’évidence que les tumeurs sont capables de développer des 

mécanismes de résistance à l’encontre de la thérapie antiangiogène. Lors de la thérapie anti-

VEGF, les tumeurs sont notamment capables d’utiliser d’autres facteurs pro-angiogènes  

(bFGF,…) pour induire leur vascularisation (Casanovas et al. 2005).  

Afin de contrer ce mécanisme de résistance, il serait important de cibler plusieurs 

voies de signalisation angiogènes simultanément. L’hypoxie au sein de la tumeur causée par 

la régression des vaisseaux suite au traitement anti-angiogène, n’induit pas seulement 

l’expression d’activateurs angiogènes mais également le recrutement de progéniteurs 

vasculaires provenant de la moelle osseuse. Les progéniteurs endothéliaux et péricytaires se 

différencient ainsi pour former de nouveaux vaisseaux sanguins. En réponse à la thérapie anti-

VEGF, les cellules endothéliales peuvent également induire un recrutement accru des 

péricytes afin de se protéger contre l’apoptose. Une des stratégies visant à contrer ce 
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phénomène était de développer une  double thérapie anti-angiogène simultanément, composée 

d’un anti-VEGF et d’un inhibiteur de la voie de signalisation du PDGF. Ce double traitement 

rend l’endothélium tumoral plus sensible à la thérapie anti-VEGF mais malheureusement avec 

beaucoup d’effets indésirables. La réduction sévère ou le manque total de couverture 

péricytaire peut détruire l’intégrité vasculaire, favorisant la dissémination des métastases.  De 

plus, il existe des tumeurs qui, suite à un traitement anti-angiogène, n’utilisent plus 

l’angiogenèse pour croître et envahir les tissus sains. C’est le cas des cellules de glioblastomes 

qui sont capables de co-opter elles-mêmes les vaisseaux sanguins existants (Bergers et al. 

2008). 



Introduction 

13 

 

2. La famille Prolactine/Hormone de 
Croissance/Lactogène Placentaire (PRL/GH/PL) 

2.1 Généralités 
La PRL est une hormone polypeptidique qui a été découverte il y a  plus de 70 ans (Freeman 

et al. 2000). Sur base de ces propriétés génétiques, structurelles et fonctionelles, la PRL 

appartient à la famille d’hormones protéiques PRL/GH/PL. La comparaison de séquences de 

ces hormones chez les tétrapodes montre que le gène codant pour la PRL, GH et PL a évolué 

à partir d’un gène ancestral par duplication. De plus, la divergence entre la PRL et la GH se 

serait déroulée il y a 400 millions d’années (Bole-Feysot et al. 1998). 

2.2 La Prolactine (PRL) 

2.2.1  La structure de la PRL 
La PRL, une protéine d’environ 23 kDa, est présente chez tous les vertébrés. A 

l’exception de la PRL issue du poisson, toutes les PRL identifiées à présent possèdent de 197 

à 199 acides aminés et contiennent 6 cystéines formant 3 ponts disulfure intramoléculaires.  

La PRL humaine (hPRL)  mature est une protéine composée de 199 acides aminés et a un 

poids moléculaire de 23 kDa.  Elle est synthétisée sous forme de molécules précurseurs et 

possède un peptide signal de 28 acides aminés.  

Des études ont montré que la PRL a une structure secondaire composée de 4 hélices 

α majeures, de la Leu 15 à l’Arg 43 (hélice 1),  Lys 78 à l’Arg 103 (hélice 2), Ala 111 à la 

Val 137 (hélice 3) et de la Glu 161 à Ile 193 (hélice 4).    

Sa structure tertiaire est composée des 4 hélices α qui sont groupées en deux paires anti-

parallèles hélice1/hélice4 et hélice2/hélice3 (Figure 7) (Teilum et al. 2005) 
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De nombreux variants de la PRL ont été caractérisés chez les mammifères. Ces variants 

peuvent être le résultat d’épissages alternatifs du transcrit primaire, ou de modifications post-

traductionnelles tels qu’une glycosylation, une phosphorylation, une dimérisation, une 

polymérisation ou un clivage protéolytique (Freeman et al. 2000). 

2.2.2 La régulation de la synthèse et de la sécrétion de la PRL 
La majeure partie de la PRL est synthétisée et sécrétée par les cellules lactotrophes de 

l’hypophyse, mais elle est également produite par de nombreuses autres cellules (cellules 

épithéliales mammaires, lymphocytes, fibroblastes, cellules endothéliales) et tissus (cerveau, 

rate, thymus, tumeurs, prostate…) (Bole-Feysot et al. 1998; Corbacho et al. 2002). 

La PRL se retrouve dans de nombreux fluides biologiques tels que le sérum, le lait, le liquide 

amniotique, le liquide céphalo-rachidien, les larmes, la transpiration,… La majorité de la PRL 

circulante est d’origine hypophysaire et agit selon la voie endocrine classique. Elle est 

sécrétée par une glande, transportée par le système circulatoire et agit sur les cellules cibles 

via un récepteur présent à la surface de ces cellules. La PRL, qui est produite par plusieurs 

types cellulaires, peut également agir sur les cellules adjacentes (paracrine) ou directement sur 

la cellule la produisant (autocrine) (Bole-Feysot et al. 1998; Freeman et al. 2000).  

La sécrétion de la PRL est un mécanisme hautement régulé positivement ou négativement par 

de nombreux facteurs. La régulation majeure de la production de la PRL se fait par la 

dopamine à travers ses récepteurs D2 présents dans les lactotrophes (Goffin et al. 2002).  

La PRL est également régulée au niveau transcriptionnel par deux promoteurs distincts. Le 

promoteur proximal, rapporté comme étant le promoteur hypophysaire, est nécessaire et 

Figure 7 : Représentation de la 
structure tridimensionnelle de la 
hPRL. La hRPL est composée de 4 

hélices α. L’hélice 1 (Leu15 - Arg43), 
l’hélice 2 (Lys78 – Arg103), l’hélice 3 
(Ala111 – Val137) et l’hélice 4 (Glu161 
– Ile193). Figure adaptée de (Teilum et 
al. 2005) 
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suffisant à la transcription. Le second est rapporté comme étant le promoteur extra-

hypophysaire.  

2.2.3  Les fonctions biologiques de la PRL 
La PRL présente plus de 300 fonctions biologiques. Elle joue un rôle dans la 

reproduction, l’homéostasie, l’angiogenèse, la réponse immunitaire,…  Bien qu’il existe de 

nombreux variants de la PRL issus des modifications post-traductionnelles, ceux-ci ne 

semblent pas impliqués dans ses diverses fonctions. En effet, ces modifications post-

traductionnelles semblent plutôt néfastes à l’activité de la PRL. Par exemple, la glycosylation 

et la phosphorylation diminuent son activité. Les produits issus du clivage protéolytique n’ont 

même plus la capacité de se lier au récepteur de la prolactine essentielle à son activité (Sinha 

1995; Goffin et al. 2002).  

L’effet le plus connu de la PRL est celui sur la glande mammaire. En effet, elle 

participe à la croissance et au développement de la glande mammaire, à la synthèse du lait 

ainsi qu’à la maintenance de la sécrétion lactée (Freeman et al. 2000). Durant la lactogenèse, 

la PRL stimule la synthèse protéique, la prise de glucose, la synthèse du lactose et celle des 

lipides (Freeman et al. 2000).  

La PRL intervient également dans la fertilité ainsi que dans le développement et la 

fonction du corps jaune, dans la fonction du pancréas en augmentant la sécrétion de l’insuline, 

dans l’induction de réponses comportementales d’adaptation au stress et présente des effets 

analgésiques. La PRL semble favoriser l’immunité en induisant la production de certains 

anticorps ou du récepteur à l’IL-2 par exemple (Bole-Feysot et al. 1998). 

De plus, la PRL peut stimuler l’angiogenèse, mais son effet est dépendant du modèle utilisé et 

des conditions locales de l’endothélium vasculaire. En effet, il a été montré que la PRL n’a 

pas d’effet sur le développement précoce des vaisseaux sanguins dans les CAM (Chick 

Chorioallantoic Membrane assay). Néanmoins, la PRL stimule la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins dans des CAM durant la phase tardive. La PRL agit via l’activation de son 

récepteur dont l’expression n’est pas présente dans toutes les cellules endothéliales. Dans ce 

cas, la PRL induirait l’angiogenèse de façon indirecte en stimulant la production de facteurs 

angiogènes produit par les cellules non-endothéliales (Freeman et al. 2000; Corbacho et al. 

2002).  
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2.3 La Prolactine 16K 

2.3.1 Clivage de la PRL 
Comme dit précédemment, la PRL peut subir de nombreuses modifications post-

traductionnelles. Une de ces modifications est le clivage protéolytique qui génère des 

fragments biologiquement actifs. Ainsi, une forme clivée de la PRL a été découverte en 1980 

par Mittra et al. dans des extraits hypophysaires de rats (Mittra 1980). Plus tard, Sinha et al. 

ont identifié la PRL clivée dans des extraits hypophysaires de souris (Sinha 1995) mais 

également dans des extraits d’hypophyse et du sérum humains (Sinha 1995).  

La présence de PRL clivée a également été observée dans divers tissus tels que la glande 

mammaire, le cerveau, la partie antérieure de l’hypophyse, la prostate, le foie, les reins et la 

rate (Compton et al. 1984; Clapp 1987; Baldocchi et al. 1992). 

Par spectrométrie de masse, il a été montré que la cathepsine D clive la PRL de rat 

entre les acides aminés Tyr145-Leu146 et Trp148-Ser149. L’excision du tripeptide Leu-Val-

Trp, suivie d’une étape de réduction, mène à la production d’un fragment N-terminal de       

16 364 Da (la PRL 16K) et d’un fragment C-terminal de 5808 Da (Figure 8) (Baldocchi et al. 

1993).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 8 : Production de la PRL 16K.  Le clivage de la PRL de rat par la cathepsine D, suivie d’une étape de 
réduction des ponts disulfures, libère deux fragments de 16 kDa N-terminal et de 6 kDa C-terminal, Figure 
adaptée de (Sinha 1995).  
 

La PRL humaine (hPRL) est également clivée par la cathepsine D en condition acide générant 

ainsi plusieurs fragments correspondant aux acides aminés 1-132 (15 kDa), 1-147 (16,5 kDa) 

et 1-150 (17 kDa). Un alignement de séquence des fragments issus de la hPRL et rPRL a 

montré que le fragment de 16,5 kDa humain et celui de 16 kDa de rat sont homologues 

(Piwnica et al. 2004).  
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La libération physiologique de cathepsine D active générant le fragment 16K de la PRL a été 

décrite dans des cellules épithéliales mammaires (Lkhider et al. 2004). 

Une étude de Piwnica et al., a identifié un nouveau mécanisme de clivage 

extracellulaire de la PRL par la cathepsine D dans des conditions de pH physiologique. Ce 

clivage serait dépendant d’une acidification locale par des pompes à proton qui permet ainsi 

l’activité de la cathepsine D (Piwnica et al. 2006). Par ailleurs, l’équipe de Clapp a montré 

que les MMPs sécrétées de chondrocytes sont également capables de générer un fragment de 

17 kDa issu de la PRL entière (Macotela et al. 2006). 

2.3.2 Effets anti-angiogènes de la PRL 16K  
Le fragment N-terminal de 16 kDa issu de la PRL possède une activité anti-angiogène. 

En 1991, Ferrara a montré pour la première fois que la rPRL 16K inhibe la prolifération des 

Bovine Brain Capillary Endothelial Cell (BBCE) induite par le bFGF. Cette capacité est 

absente chez la PRL entière, ce qui suggère ainsi que l’effet de la PRL 16K ne requiert pas le 

récepteur de la PRL. (Ferrara et al. 1991).  

Afin de mieux caractériser les effets anti-angiogènes de la PRL 16K, la protéine 

recombinante a été produite. La PRL 16K recombinante est capable d’inhiber la croissance 

des BBCE stimulées au bFGF et VEGF (Clapp et al. 1993). De plus, Struman et al. ont 

montré que l’effet anti-angiogène du fragment N-terminal de 16 kDa n’est pas restreint à celui 

de la PRL. En effet, les fragments issus de la GH et de la PL possèdent également la capacité 

d’inhiber l’angiogenèse dans un modèle de CAM tandis que les hormones entières sont 

angiogènes (Struman et al. 1999). 

2.3.3 Mode d’action de la PRL 16K  
Un des processus impliqué dans l’action anti-angiogène de la hPRL 16K est 

l’inhibition de la vasodilatation, une étape importante dans l’angiogenèse. La hPRL 16K 

empêche l’activation de l’oxyde nitrique synthétase endothéliale (eNOS), ce qui diminue la 

production du NO (Gonzalez et al. 2004). De plus, l’expression de l’oxyde nitrique synthétase 

inductible (iNOS) peut également être inhibée par la hPRL 16K dans les cellules 

endothéliales. Elle agit en inhibant l’activation de la MAPK P38 et STAT1, ce qui empêche 

l’expression d’IRF-1  (interferon regulatory factor-1), un activateur de la transcription de 

l’iNOS (Lee et al. 2005). 
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La hPRL 16K inhibe la prolifération  des cellules endothéliales en empêchant 

l’activation des MAPK . En effet, l’activation et la phosphorylation des MAPK P42 et P44 

induites par le bFGF et le VEGF est inhibée par la hPRL 16K (D'Angelo et al. 1995). Cet 

effet est dû à l’inhibition de l’activation de Ras et par conséquent de Raf-1 (D'Angelo et al. 

1999). De plus, dans notre laboratoire, il a été montré que la hPRL 16K peut induire l’arrêt du 

cycle cellulaire en phase G0-G1 et G2-M en réduisant l’expression de la cycline D1 et cycline 

B1 et en induisant l’expression de deux inhibiteurs du cycle cellulaire, p27 (Kip1) et p21 

(cip1) (Tabruyn et al. 2005). 

L’induction de l’apoptose des cellules endothéliales est un autre mécanisme utilisé par 

la PRL 16K pour inhiber l’angiogenèse. En 2000, il a été montré que la hPRL 16K est capable 

d’induire la fragmentation de l’ADN (acide désoxyribonucléique) et d’activer les caspases 1 

et 3 spécifiquement dans les cellules endothéliales. En effet, la hPRL 16K n’induit pas 

l’apoptose des cellules épithéliales ni celle des cellules stromales (Martini et al. 2000). De 

plus, l’activation de NF-κκκκB (nuclear factor κB) est requise pour l’induction de l’apoptose par 

la hPRL 16K. Il est nécessaire à l’activation de la caspase 8 et 9 et par conséquent à 

l’activation de la caspase effectrice, la caspase 3 (Tabruyn et al. 2003). 

La migration  des cellules endothéliales, étape cruciale dans la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins, est également inhibée par la hPRL 16K. Elle agit en interférant avec la 

voie de signalisation Ras-Tiam1-Rac1-Pak1 (Lee et al. 2007). Une autre étude a montré que 

la hPRL 16K induit l’expression de la protéine PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor 1). 

Dans de nombreuses études, il a été montré qu’en excès PAI-1 inhibe la migration des cellules 

endothéliales. C’est pourquoi, PAI-1 a été suggéré comme étant un composant important dans 

les effets anti-angiogènes de la hPRL 16K (Lee et al. 1998). 

En réduisant l’expression de Dll1 (Delta like ligand 1), Dll4, Notch 3 ou Notch 4, la 

hPRL 16K perturbe la voie de signalisation Delta/Notch. Ceci réduit ainsi le recrutement des 

péricytes et inhibe, par conséquent, la maturation  des vaisseaux sanguins (Nguyen et al. 

2011). 

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action de la hPRL 16K, Tabruyn et al. ont 

réalisé une étude transcriptomique par microarray. A l’issue de celle-ci, de nouveau gènes 

cibles de la hPRL 16K ont été identifiés (Sprouty, Caspase-3, ICAM-1 (Intercellular 

Adhesion Molecule 1), VCAM-1 (Vascular Cell adhesion molecule 1),…). Cette analyse à 

grande échelle a confirmé le rôle majeur de NF-κκκκB dans les effets anti-angiogènes de la hPRL 

16K. De plus, sur base des nouveaux gènes cibles identifiés, il a été suggéré que la hPRL 16K 
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joue également un rôle dans l’inflammation  et dans l’adhésion cellulaire. En effet, en 

induisant l’expression de diverses molécules d’adhésion, la hPRL 16K est capable 

d’augmenter le recrutement des leucocytes au niveau des cellules endothéliales. Les différents 

effets de la PRL 16K sont repris dans la figure 9. 

 
Figure 9: Résumé des différentes actions anti-angiogènes de la PRL 16K. La PRL 16K inhibe la prolifération 
des cellules endothéliales en empêchant l’activation des MAPK. L’inhibition de la migration des cellules 
endothéliales par la PRL 16K requiert la voie de signalisation Ras-Tiam-Rac-Pak, bien que l’induction de 

l’apoptose est dépendante de l’activation des caspases dépendantes de NF-κB. Le  blocage de l’eNOS par la PRL 
16K inhibe la vasodilatation. La PRL 16K, via l’induction de l’expression d’ICAM-1, VCAM-1 et de la sélectine 
E (SELE), augmente les interactions cellules endothéliales-leucocytes. Les tumeurs traitées avec la PRL 16K 
montrent moins de vaisseaux matures avec une couverture péricytaire réduite, la PRL 16K interfère avec la voie 
de signalisation Delta/notch. Figure adaptée de (Hilfiker-Kleiner et al. 2012). 
 

Un des éléments manquants à la compréhension totale du mécanisme d’action de la 

hPRL 16K est l’identité de son récepteur. En effet, il a été montré que la hPRL 16K n’agit pas 

via le récepteur de la PRL entière ni via celui du bFGF (Ferrara et al. 1991), mais qu’elle 

possède un site de liaison spécifique, saturable et de haute affinité à la surface des cellules 

endothéliales. Des analyses de Scatchard ont montré que la constante de dissociation (Kd) est 

de 9,9X10-9M et que la capacité de liaison (Bmax) est de 4,8 pmol/mg de protéines 

membranaires. D’autres études ont également montré que la PRL entière ainsi que la GH ou 

la PL ne sont pas capables de lier ce site de liaison (Clapp et al. 1992). L’identité de ce site 

sera présentée dans la partie résultat de ce travail. 
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Dans le but de mieux comprendre le mode d’action de la hPRL 16K, notre laboratoire 

a identifié une séquence de 14 acides aminés dans les différents fragments de 16 kDa de la 

famille PRL/GH, responsable de leur activité antiangiogène. Cette séquence présente les 

caractéristiques d’un peptide oblique. Les peptides obliques issus de ces fragments sont 

capables d’induire l’apoptose des cellules endothéliales, d’inhiber la prolifération et la 

formation de capillaires. De plus, l’activité caspase des cellules endothéliales, traitées avec 

une hPRL 16K ayant un peptide oblique muté, est significativement réduite. Cette donnée 

suggère que cette structure amphipatique est en partie responsable de l’activité anti-angiogène 

de la hPRL 16K. Le peptide oblique est localisé dans la région N-terminale de la deuxième 

hélice près du site de clivage de la cathepsine D. Ceci pourrait expliquer les actions 

différentes de la hPRL et de la hPRL 16K sur l’angiogenèse, car ce peptide oblique serait plus 

exposé dans les fragments que dans l’hormone entière (Nguyen et al. 2006). 

2.3.4 Effets in vivo de la hPRL 16K 
Le potentiel thérapeutique de la hPRL 16K a été analysé dans différents modèles 

tumoraux. En 2001, Bentzien et ses collaborateurs ont développé des clones stables de 

cellules tumorales de colon humain HCT 116 surexprimant la hPRL 16K. La hPRL 16K 

produite par ces cellules implantées dans des souris RAG -/- entraîne une diminution de la 

croissance tumorale via une réduction de la vascularisation de ces tumeurs (Bentzien et al. 

2001). Kim et al., quant à eux, ont développé un vecteur adénoviral permettant l’expression 

de la hPRL 16K dans deux types de cellules cancéreuses prostatiques, PC-3 et DU145. La 

hPRL 16K inhibe la croissance de ces tumeurs dans un modèle murin de xénogreffe (Kim et 

al. 2003). La croissance de mélanome murin B16F10 est également inhibée par la hPRL 16K 

non seulement via une inhibition de l’angiogenèse mais également par une augmentation de la 

réponse immunitaire. En effet, l’infiltration leucocytaire au sein des tumeurs augmente en 

présence de la hPRL 16K (Tabruyn et al. 2007). Une autre étude réalisée dans notre 

laboratoire a démontré que la hPRL 16K est capable d’inhiber la croissance de la tumeur 

primaire mais également l’établissement des métastases dans un modèle murin de mélanome 

B16F10 (Nguyen et al. 2007; Kinet et al. 2009). Dans ce même modèle murin, il a été montré 

que la réduction de croissance tumorale par la hPRL 16K est associée à une diminution de la 

taille et de la perfusion des vaisseaux tumoraux ainsi que du recouvrement péricytaire 

(Nguyen et al. 2011). Récemment, nous avons démontré que la hPRL 16K, en plus d’être un 

agent anti-angiogène, inhibe la lymphangiogenèse in vitro et in vivo (Kinet et al. 2011). De 
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plus, en 2010, il a été montré que la hPRL 16K est capable d’inhiber la vascularisation des 

tumeurs MDA-MB-231 et MCF-7 (Faupel-Badger et al. 2010). Ces résultats suggèrent que la 

hPRL 16K a un haut potentiel thérapeutique dans le traitement des cancers. 

Le potentiel thérapeutique de la hPRL 16K a également été observé dans un modèle 

pathologique mais non tumoral. L’administration intra-vitréenne d’un vecteur adénoviral 

codant pour la hPRL 16K inhibe la néovascularisation de la rétine dans un modèle murin de 

rétinopathie induite par l’oxygène (Pan et al. 2004). 

2.3.5 Effets de la PRL 16K associés à des pathologies 
Bien que la hPRL 16K présente un intérêt thérapeutique très intéressant dans le 

traitement des cancers, elle se présente également comme étant un facteur 

pathophysiologique. En effet, elle a été montrée comme un acteur responsable de la régression 

vasculaire dans des rétines de patients atteints de rétinopathie prématurée (Aranda et al. 

2005). De plus, une étude récente propose la hPRL 16K comme étant le facteur majeur 

induisant et menant à la PPCM (PostPartum CardioMyopathy), une insuffisance cardiaque 

associée à la grossesse. La génération excessive de hPRL 16K dans le cœur des patientes 

inhibe le réseau de capillaires cardiaques et réduit le métabolisme des cardiomyocytes 

(Hilfiker-Kleiner et al. 2007). Au niveau moléculaire, il a été montré que la hPRL 16K induit 

la PPCM via sa capacité à induire l’expression dans les cellules endothéliales d’un microARN 

anti-angiogène, mir 146 (Halkein et al. 2013).  

Une étude a également mis en avant que le niveau de la hPRL 16K augmente tant dans 

le sérum que dans l’urine et le liquide amniotique des femmes atteintes de pré-éclampsie, une 

affection touchant certaines femmes chez lesquelles la dérégulation de l’endothélium 

vasculaire maternelle engendre de l’hypertension et de la protéinurie. De ce fait, la hPRL 16K 

a été proposée par Gonzalez et al. comme étant le facteur responsable de cette dérégulation 

endothéliale (Gonzalez et al. 2007). 
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3. Le système VEGF-A/VEGFR-2 

Le système VEGF-VEGFR occupe une place importante dans la régulation de la 

vasculogenèse, de l’angiogenèse et de la lymphangiogenèse chez les vertébrés. Les VEGFs 

forment une famille de cytokines régulant l’angiogenèse autant dans un contexte 

physiologique que pathologique. Le VEGF a un rôle prépondérant dans l’angiogenèse 

embryonnaire puisqu’il est impliqué dans ces différentes étapes comme l’augmentation de la 

perméabilité, la migration et la prolifération des cellules endothéliales, la spécification des 

cellules « tip » et « stalk », ainsi que la formation du lumen des nouveaux vaisseaux. Le 

VEGF joue également un rôle dans l’angiogenèse tumorale. Sécrété par les tumeurs, il agit sur 

les cellules endothéliales via des récepteurs présents à leur surface, favorisant ainsi la 

croissance tumorale et la dissémination des métastases.  

Le génome des mammifères code 5 membres de la famille des VEGFs, le VEGF-A, 

PlGF (Placental Growth Factor), VEGF-B, VEGF-C et VEGF-D. Le VEGF-E et le VEGF-F, 

des protéines qui leur sont apparentées ont été identifiées respectivement chez les 

parapoxvirus et dans le venin de serpent (Tugues et al. 2011). Les membres de la famille 

VEGF exercent leurs fonctions biologiques via l’interaction avec des récepteurs présents à la 

surface membranaire des cellules endothéliales. Trois récepteurs ont été identifiés à ce jour : 

VEGFR-1 (FLT1), VEGFR-2 (Flk1/KDR) et VEGFR-3 (FLT4). Le VEGF-B et le PlGF se 

lient tout les deux au VEGFR-1.  

3.1 Le VEGF-A 
Le VEGF-A a été décrit pour la première fois par Senger et al. comme étant un facteur 

de perméabilité sécrété par les tumeurs (Senger et al. 1983). Le VEGF-A est un facteur clé 

dans la vasculogenèse et l’angiogenèse. Son importance a été prouvée par des études 

génétiques chez la souris.  En effet, l’inactivation du gène codant le VEGF-A chez la souris 

provoque l’arrêt du développement embryonnaire suite à un défaut vasculaire aux jours 9,5-10 

(E9,5-10). De façon surprenante, l’inactivation d’un seul allèle codant le VEGF-A engendre 

également l’arrêt du développement embryonnaire E11-12 associé à un réseau vasculaire 

défectueux (Carmeliet et al. 1996; Ferrara et al. 1996). 

Le gène codant le VEGF-A est localisé sur le bras court du chromosome 6, comprend 14kb et 

est composé de 8 exons.  Son épissage alternatif produit plusieurs isoformes de la protéine 

mature comprenant de 121 à 206 acides aminés (Figure 10).  
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Figure 10 : Structure en exons des différents isoformes du VEGF-A résultant de l’épissage alternatif. Le 
gène codant pour le VEGF-A comprend 8 exons qui codent pour des motifs structuraux différents. L’épissage 
alternatif de l’ARNm mène à la formation de plusieurs isoformes différents qui ont un nombre d’acides aminés 

(aa) différent. Chez l’humain, le VEGF165 est la forme prédominante. Figure adaptée de (Holmes et al. 2007). 
 

Le VEGF-A165 représente l’isoforme dominant responsable de l’angiogenèse 

pathologique (Djordjevic et al. 2012). Les isoformes diffèrent dans leur affinité de liaison aux 

VEGFRs mais également dans leur capacité à se lier à l’héparan sulfate et à la matrice 

extracellulaire (Tozer et al. 2008). L’importance de la liaison du VEGF à la matrice 

extracellulaire a longtemps été négligée. Cependant, Bergers et al. ont montré que 

l’interaction du VEGF avec les protéines de la matrice extracellulaire est importante pour le 

« switch angiogène », facilitant la formation de tumeurs malignes (Bergers et al. 2000). De 

plus, il a été montré que lorsque le VEGF-A est lié à la matrice extracellulaire, il favorise une 

interaction entre le VEGFR-2 et les intégrines β1. Cette interaction provoque une 

phosphorylation prolongée de la tyrosine 1214, ce qui entraîne une activation accrue de la 

voie P38/MAPK (Chen et al. 2010).  

Le VEGF-A est une cytokine homodimérique qui est stabilisée par un lien covalent, 

ainsi que par des ponts disulfures intra et interpeptidiques. Chez l’humain, le VEGF-A165 est 

la forme la plus abondante et agit sous forme d’homodimère de 46 kDa.  Exprimé par toute 

une série de cellules incluant les cellules musculaires lisses, les macrophages, les cellules 

tumorales, il agit comme médiateur de l’angiogenèse de manière paracrine sur les cellules 

endothéliales. En 2006, Maharaj et al. ont montré que le VEGF-A peut également être 
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exprimé par les cellules endothéliales et agir de façon autocrine, ce qui favorise la survie des 

cellules endothéliales même à l’âge adulte (Maharaj et al. 2006; Lee et al. 2007).  

Un régulateur important de l’expression du VEGF-A est l’hypoxie, le gène VEGF-A 

comprenant un élément de réponse à l’hypoxie (HRE) dans ses régions 5’ et 3’ UTR. Son 

expression peut également être induite par de nombreux autres facteurs tels que le PDGF, 

EGF (Epidermal Growth Factor), TGF-β, TNF-α (Tumor Necrosis Factor α), par l’activation 

de la cyclooxygénase 2 (Cox-2) et par les ROS (Reactive Oxygen species) (Cross et al. 2003; 

Koch et al. 2011).  

3.2 Le VEGFR-2 
Le VEGFR-2 (fetal liver kinase-1, Flk-1 pour sa forme murine ou kinase insert 

domain-containing receptor, KDR, pour son homolgue humain) tout comme le VEGFR-1 

(fms-like tyrosine kinase, Flt-1) et le VEGFR-3 (fms-like-tyrosine kinase 4, Flt-4) sont des 

récepteurs à activité tyrosine kinase (RTKs), appartenant à la superfamille du récepteur au 

PDGF. 

Dans les cellules, le gène vegfr-2 code un polypeptide de 150 kDa qui, maturé par plusieurs 

glycosylations, génère une protéine de 200-230 kDa exprimé à la surface cellulaire.  

Au niveau structurel, le VEGFR-2 contient un domaine extracellulaire composé de 7 

domaines immunoglobulines, une partie transmembranaire et un domaine à activité tyrosine 

kinase interrompu par un insert de 70 acides aminés (figure 11).  
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Le VEGF-A se lie aux domaines immunoglobulines 2 et 3 du VEGFR-2 avec une 

affinité 10 fois plus faible que l’interaction VEGF-A-VEGFR-1. La liaison du ligand induit la 

dimérisation et l’autophosphorylation du récepteur. Le VEGFR-2 contient 5 tyrosines qui sont 

autophosphorylées. De plus, l’extrémité C-terminale du VEGFR-2 contient d’autres sites de 

phosphorylation composés de sérines. Le rôle de ces sérines n’est pas encore bien élucidé, 

bien que des expériences de mutations des sérines 1188 et 1191, dans l’extrémité C-terminale 

du VEGFR-2 murin, montrent qu’elles sont impliquées dans l’atténuation du signal induite 

par le ligand (Singh et al. 2005; Holmes et al. 2007). 

Durant l’embryogenèse murine, l’expression du VEGFR-2 est détectée dès le 7ème jour 

du développement embryonnaire, au niveau des progéniteurs des ilôts sanguins 

mésodermiques. Plus tard, il est exprimé dans les précurseurs endothéliaux ainsi que dans les 

cellules endothéliales différenciées. Les souris Flk1-/- (correspondant au VEGFR-2 humain) 

Figure 11 : Structure du VEGFR-2 
(KDR) humain. Le VEGFR-2 est un 
récepteur tyrosine kinase 
transmembranaire de type III composé 
de 1356 acides aminés. Le domaine 
extracellulaire est composé de 7 
domaines immunoglobulines (I-VII). 
Les domaines immunoglobulines 2 et 3 
sont les sites de liaison du VEGF-A. 
Le domaine intracellulaire contient 
deux domaines tyrosine kinase, séparés 
par un domaine insert de 70 acides 
aminés. Dans le domaine 
intracellulaire, 5 résidus tyrosines ont 
été identifiés comme étant des sites 
majeurs de phosphorylation (Y951, 
Y1054, Y1059, Y1175 et Y1214). La 
phosphorylation des ces sites crée un 
site de liaison pour les domaines SH2 
de nombreuses molécules de 
signalisation. Figure adaptée d’après 
(Holmes et al. 2007). 
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meurent au 9ème jour de l’embryogenèse suite à un développement vasculaire inabouti, un 

phénotype similaire à celui des souris VEGF-A-/- (Shalaby et al. 1995; Tugues et al. 2011).  

Ces données indiquent que le VEGFR-2 joue un rôle essentiel dans la vasculogenèse et 

l’angiogenèse durant l’embryogenèse. 

Durant la vie adulte, le VEGFR-2 est exprimé par les cellules endothéliales vasculaires 

et lymphatiques, les progéniteurs endothéliaux, les cellules hématopoïétiques,… Son 

expression est fortement induite dans les cellules présentant une angiogenèse active comme 

dans l’utérus mais également dans des processus pathologiques associés à la 

néovascularisation de cancers (Holmes et al. 2007; Tugues et al. 2011; Koch et al. 2012).  

3.2.1 Activités du VEGFR-2 
De nombreuses études ont montré que le VEGFR-2 est le principal médiateur des 

effets physiologiques et pathologiques du VEGF-A dans les cellules endothéliales. 

 La liaison du VEGF-A au VEGFR-2 induit la dimérisation du récepteur, stabilisé par des 

interactions faibles entre les différents domaines immunoglobulines, permettant la trans ou 

autophosphorylation des résidus tyrosines.  Les sites majeurs de phosphorylation sont les 

résidus Y951, localisés dans le domaine insert, Y1054 et Y1059, présents dans les domaines 

kinases, et Y1175 et Y1214 situés dans la queue C-terminale. Matsumoto et al., ont montré 

que les trois résidus tyrosines 1305, 1309 et 1319 sont également phosphorylés mais à un 

moindre niveau par le VEGF-A. Néanmoins, le rôle de ces trois phosphorylations n’est pas 

encore élucidé (Matsumoto et al. 2005). 

Par double hybride en levure, Wu et al., ont montré que la protéine VRAP (VEGFR-2 

Receptor Associated Protein) interagit avec le résidu Y951 phosphorylé, localisé dans le 

domaine insert du VEGFR-2 (Wu et al. 2000). Activé uniquement dans certaines cellules 

endothéliales suite à une stimulation au VEGF-A, le résidu Y951 phosphorylé, via la protéine 

VRAP, régule la réorganisation de l’actine et, par conséquent, la migration des cellules 

endothéliales. Par contre, ce site ne possède aucune activité mitogène (Matsumoto et al. 

2005). 

La phosphorylation de la tyrosine 1175 est particulièrement importante pour la 

fonction du VEGFR-2. En effet, elle est le site de liaison de nombreuses protéines (PLCγ, 

ShB, Sck, Grb2,…) impliquées dans diverses voies de signalisation. Le rôle prépondérant de 

ce résidu a été montré par une étude menée in vivo sur des souris dans lesquelles la tyrosine 

1173 (équivalent de la tyrosine 1175 humaine) est substituée par une phénylalanine. Les 
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souris homozygotes Flk1Y1173F meurent entre les jours embryonnaires 8,5 et 9,5 et présentent 

un phénotype semblable à celui des souris Flk-1-/-, soit un réseau vasculaire déficient (Sakurai 

et al. 2005). De plus, une étude réalisée in vitro a montré que la substitution de la tyrosine 

1173 par une phénylalanine empêche la migration des cellules endothéliales suite à une 

stimulation au VEGF-A (Holmqvist et al. 2004). 

La phosphorylation de la tyrosine 1212 est un site d’interaction avec la protéine 

adaptatrice Nck, qui en activant la protéine PAK-2 (P21-activated protein kinase-2) induit la 

migration des cellules endothéliales (Lamalice et al. 2006). Toutefois, l’importance de ce site 

dans l’activation du VEGFR-2 est controversée. En effet, une étude réalisée sur des récepteurs 

portant des mutations au niveau de ce site semble indiquer qu’il est essentiel à l’activation du 

VEGFR-2 et à l’angiogenèse induite par le VEGF-A (Meyer et al. 2002). Cependant, une 

étude in vivo réalisée sur des souris dans lesquelles la tyrosine 1214 (analogue de la tyrosine 

1212 humaine) est substituée par une phénylalanine montre que ce site n’est pas essentiel aux 

effets du VEGF. En effet, les souris Flk-1Y1214F sont viables et fertiles (Sakurai et al. 2005). 

Enfin, les sites Y1054 et Y1059 phosphorylés sont des régulateurs positifs de l’activité kinase 

du récepteur (Dougher et al. 1999).  

Cette diversité de phosphorylation permet le recrutement de différents médiateurs de 

signalisation, ce qui permet au VEGFR-2 d’induire diverses fonctions angiogènes telles que la 

perméabilité, la prolifération, la migration et la survie (Figure 12).  
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Figure 12 : Voies de transduction induites par le VEGFR-2. Représentation schématique du VEGFR-2 
dimérisé et activé. Suite à la liaison du VEGF-A aux domaines immunoglobulines 2 et 3 du VEGFR-2, des 
molécules adaptatrices se lient aux différents sites phosphorylés dans le domaine intracellulaire du VEGFR-2 et 
activent les médiateurs en aval. Les Y1054 et Y1059 sont cruciales à l’activité kinase du VEGFR-2. Le réseau 
complexe des voies de signalisation intracellulaires entraîne des réponses biologiques, à savoir la prolifération, la 
migration, la survie et la perméabilité. Tous ces effets sont requis à l’organisation tri-dimensionnelle des cellules 
endothéliales pour former et maintenir les tubes vasculaires. Cdc 42 : cell division cycle 42 ; DAG : 
diacylglycérol ; IP3 : inositol 1,4,5-triphosphate ; PIP2 : phosphatidylinositol 4,5-biphosphate ; SOS : Son of 
Sevenless. Figure provenant de (Koch et al. 2011). 
 

3.2.1.1 Perméabilité  

A l’origine, le VEGF-A a été découvert comme étant un facteur de perméabilité 

vasculaire, un effet important aussi bien dans l’angiogenèse physiologique que pathologique. 

La perméabilité induite par le VEGF-A requiert l’oxyde nitrique synthase endothélial (eNOS) 

qui permet la formation de monoxyde d’azote (NO). L’activité de l’eNOS peut être stimulée 

par l’influx de calcium dépendant de la PLC-γ ou par AKT qui phosphoryle la sérine 1179 de 

l’eNOS (Dimmeler et al. 1999; Fulton et al. 1999).  

La perméabilité induite par le VEGF-A est également dépendante de la protéine Src. Celui-ci 

régule les contacts entre les cellules endothéliales en induisant la phosphorylation des VE-
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cadhérines (Wallez et al. 2007). Une autre étude récente montre que la perméabilité est 

également dépendante de FAK. Une fois activé, FAK déstabilise les jonctions cellulaires en 

induisant la dissociation du complexe VE-cadhérine/β-caténine (Chen et al. 2012). 

Pour induire la perméabilité vasculaire, le VEGFR-2 requiert également  les neuropilines qui 

seront décrites dans le point 3.2.2.1. 

L’augmentation de la perméabilité vasculaire provoque l’extravasation de protéines 

plasmatiques telles que la fibrine. Cela mène à la formation d’un gel de fibrine extracellulaire, 

formant un substrat pour la croissance endothéliale (Fulton et al. 1999). 

3.2.1.2 La dégradation matricielle 

L’implication directe du VEGFR-2 dans la dégradation de la matrice extracellulaire 

n’est pas réellement décrite. Néanmoins, en 2004, Prager a montré que le VEGF-A via son 

interaction avec le VEGFR-2 induit un changement conformationnel des intégrines β1, 

présentes à la surface cellulaire, qui est dépendant de la voie des PI3 kinases. Cette 

modification de conformation engendre l’activation des pro-MMP2, associées aux intégrines, 

en MMP2. Les MMP2 activent alors le pro-uPA en uPA, lorsqu’il est lié à l’uPAR. Dans cet 

état, l’uPA est capable de dégrader la matrice extracellulaire, favorisant ainsi l’invasion 

cellulaire (Prager et al. 2004). 

3.2.1.3 La migration 

La migration des cellules endothéliales est induite par plusieurs voies de signalisation 

impliquant plusieurs sites de phosphorylation du VEGFR-2. La phosphorylation de la tyrosine 

1175 joue un rôle majeur dans ce processus via le recrutement de la protéine adaptatrice Shb. 

La phosphorylation de Shb qui en découle est dépendante de Src. Une étude utilisant des 

siARN ciblant Shb a montré son implication dans l’activation de la PI3K (phosphoinositide 3-

kinase) et FAK. PI3K est connue pour induire la migration des cellules endothéliales et FAK 

est un enzyme impliqué dans l’attachement et la migration cellulaires. La phosphorylation de 

la tyrosine 951 est également impliquée via le recrutement du complexe protéique 

VRAP/TSAD/Src. Etant donné que l’activation de ce site n’est pas ubiquiste dans toutes les 

cellules endothéliales, il est considéré comme secondaire face à l’importance de la tyrosine 

1175. Enfin, la phosphorylation de la tyrosine 1214 via les protéines Cdc42 et P38 MAPK est 

impliquée dans la réorganisation de l’actine et dans la migration cellulaire (Koch et al. 2012).  
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3.2.1.4 La prolifération 

Le VEGF-A est un mitogène pour les cellules endothéliales. Il stimule la prolifération 

via la voie classique des MAPK, soit Ras/Raf/Erk/Mapk. Le mécanisme exact d’activation de 

Ras via le VEGFR-2 n’est pas clair. Contrairement à de nombreux RTKs, VEGFR-2 ne 

stimule pas les ERK via Grb2-Sos-Ras, mais plutôt via la phosphorylation de la PLCγ/PKC 

(protéine Kinase C) dépendant de la tyrosine 1175 (Takahashi et al. 2001). La 

PLCγ phosphorylé hydrolyse le phosphatidylinnositol (4,5)-biphosphate (PIP2) membranaire, 

ce qui génère l’accumulation de diacylglycérole (DAG) et d’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). 

La génération d’IP3 induit une augmentation de la concentration en ions calcium dans le 

cytoplasme et le DAG active la PKC. Les membres de la famille PKC sont impliqués dans la 

prolifération induite par le VEGF-A (Takahashi et al. 1999; Koch et al. 2012). 

3.2.1.5 La survie  

L’activation de la voie PI3K/AKT favorise la survie cellulaire en inhibant par 

phosphorylation l’activité apoptotique de deux protéines, BAD (Bcl-2 associated death 

promoter) et caspase 9. De plus, le VEGF-A via AKT est capable d’induire l’expression de 

protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, IAP (Inhibitor Apoptosis Protein) et survivine, 

qui inhibent l’activation des caspases 3 et 7.  Pour protéger les cellules endothéliales de la 

mort cellulaire, le VEGFR-2 requiert également la co-opération des intégrines αvβ3 (Cardone 

et al. 1998; Gerber et al. 1998; Fujio et al. 1999). Ce point sera détaillé dans le point 3.2.2.3.  

3.2.2 Les Co-Récepteurs du VEGFR-2 
Durant de nombreuses années, les VEGFRs ont été considérés comme étant les seuls 

médiateurs des effets du VEGF. Mais, de plus en plus, de nouvelles molécules semblent 

réguler également les effets du VEGF, ce sont les co-récepteurs. Dans ce paragraphe, les co-

récepteurs sont définis comme étant des protéines transmembranaires qui modulent les voies 

de signalisation du VEGFR-2. 

3.2.2.1 Les Neuropilines (NRP) 

Les neuropilines, NRP-1 et -2, ont été initialement identifiées pour leur rôle essentiel 

dans la guidance neuronale au cours du développement du système nerveux et vasculaire 

(Chen et al. 1997; He et al. 1997). Découvertes initialement chez le Xénope, elles sont 
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hautement conservées au sein des vertébrés. Chez l’humain, NRP-1 et -2 présentent une 

identité de séquence de 44%.  

NRP-1 et -2 sont des protéines transmembranaires de 130 kDa, dépourvues d’activités 

catalytiques. Plus tard, il a été montré que les NRPs sont des co-récepteurs du système 

VEGFR. En effet, NRP-2 s’associe avec le VEGFR-3 de façon dépendante du VEGF-A, -C 

ou –D.  

NRP-1, quant à elle, est capable de lier le VEGF-A lié à l’héparan sulfate ce qui lui 

permet d’interagir avec le VEGFR-2. Cette association physique permet à NRP-1 de moduler 

les voies de signalisation impliquées dans la survie et la migration cellulaires induites par 

VEGFR-2 (Figure 13) (Vander Kooi et al. 2007). D’autres études ont également montré que 

cette association est impliquée dans la perméabilité induite par le VEGFR-2 mais également 

dans le bourgeonnement et le branchement des vaisseaux sanguins (Wang et al. 2003; Becker 

et al. 2005; Favier et al. 2006; Kawamura et al. 2008).  

Un des mécanismes  proposés pour expliquer l’effet de NRP-1 est sa capacité à réguler 

le trafic intracellulaire de VEGFR-2. Ainsi, NRP-1 recrute les protéines synectine-myosine VI 

au complexe VEGF-A/VEGFR-2/Héparan Sulfate/NRP-1, ce qui entraîne l’internalisation de 

ce complexe (Cai et al. 1999) (Figure 13).  

 

Une étude récente a également démontré que NRP-1 joue un rôle dans la perpétuation du 

signal induit par le VEGF-A en favorisant le recyclage membranaire de VEGFR-2. 

En effet, en absence de NRP-1, le VEGFR-2 est dégradé dans les lysosomes mais en présence 

de NRP-1, VEGFR-2 est envoyé dans les vésicules de recyclage à la membrane plasmique 

(Ballmer-Hofer et al. 2011).  

Figure 13 : Représentation schématique des interactions du 
VEGFR-2 avec ses co-récepteurs Héparan Sulfate (HS) et 
Neuropiline-1 (NRP-1). Le VEGF-A (vert) se lie au VEGFR-2 
(rouge) via la région codée par son exon 4 et à NRP-1 (jaune) via 
la région codée par l’exon 8.  Le domaine codé par l’exon 6 du 
VEGF-A interagit avec HS (brun) et les régions codées par les 
exons 1-5 sont impliquées dans la liaison au VEGFR-2. Le VEGF-
A forme ainsi un complexe HS/VEGFR-2/NRP-1. Le 
protéoglycan (brun) peut être soluble ou ancré dans la membrane 
plasmique. Le motif intracellulaire SEA de NRP-1 se lie au 
domaine PDZ de la synectine, qui entraîne l’internalisation du 
complexe via la myosine VI. Figure adaptée de (Koch et al. 2011) 
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Durant le développement embryonnaire, NRP-1, préférentiellement exprimé par les 

artères, joue un rôle de régulateur dans la néovascularisation. En effet, sa surexpression ou sa 

délétion engendrent une létalité embryonnaire entre les jours 12,5 et 13,5, associée à un excès 

de vaisseaux formés ou à des anormalités vasculaires et de guidance neuronale, 

respectivement (Fujisawa et al. 1998; Herzog et al. 2001).  

A l’état adulte, NRP-1 est exprimé d’une part par les cellules endothéliales mais 

également par les cellules des muscles lisses, les cellules immunitaires et les cellules 

épithéliales (Tugues et al. 2011; Djordjevic et al. 2012).  

3.2.2.2 L’Héparan Sulfate (HS) 

 HS module les voies de signalisation du VEGFR-2 par son interaction non seulement 

avec le VEGF mais également avec les récepteurs et co-récepteurs tels que NRP-1. HS est 

actuellement vu comme étant un réservoir de facteurs de croissance qui contrôle la libération 

de ces facteurs pour ainsi former des gradients de concentration (Gerhardt et al. 2005). De 

plus, HS peut également stabiliser le signal induit. En effet, lorsque le VEGF-A est lié à 

VEGFR-2, il peut interagir avec les protéoglycans présents à la membrane des cellules 

adjacentes comme les péricytes, ce qui empêche probablement l’internalisation du récepteur 

et augmente par conséquent le temps de transduction du signal (Jakobsson et al. 2006) 

(Figure 14). 

 

 

 

 

Figure 14 : Représentation schématique de l’interaction 
du complexe VEGF-A/VEGFR-2 et HS présent à la 
surface d’une cellule adjacente. Le complexe VEGF-
A/VEGFR-2 peut interagir avec le HS présent sur les 
cellules adjacentes, menant à une voie de signalisation 
modifiée et probablement empêchant l’internalisation du 
complexe. Figure adaptée de (Koch et al. 2011). 
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3.2.2.3 Les intégrines 

 Les intégrines sont des glycoprotéines hétérodimériques et transmembranaires 

responsables des interactions cellules-cellules et cellules-matrice extracellulaire. La famille 

des intégrines comprend 24 récepteurs transmembranaires différents constitués par 

l’association non covalente de sous-unités α et β. Actuellement, 8 sous-unités β et 18 α sont 

répertoriées. Chaque sous-unité comprend un grand domaine extracellulaire, une région 

transmembranaire et un petit domaine cytosolique.  

 Les intégrines ont la particularité de pouvoir transmettre un signal bidirectionnel. En 

effet, la queue cytosplasmique de la sous-unité β peut interagir avec différentes protéines 

comme la taline, qui induisent un changement conformationnel du domaine extracellulaire et 

qui contrôlent ainsi l’interaction avec les ligands. C’est le « inside-out signaling ». D’autre 

part, la liaison d’un ligand extracellulaire aux intégrines peut activer des voies de signalisation 

intracellulaires. Ce type de transmission de signal est le « outside-in signaling » (Hynes 

2002). Dans ce cas, le domaine cytosolique, exempt d’activité catalytique, agit comme 

support à la formation des complexes de signalisation multiprotéiques. La queue cytosolique 

de la sous-unité β, contenant deux sites de phosphorylation, interagit directement avec des 

protéines adaptatrices (taline, vinculine et paxiline), ce qui permet une interaction indirecte 

avec le cytosquelette. De plus, il y a également des protéines possédant une activité tyrosine 

kinase qui sont recrutées au intégrines, tels que FAK, Src,… Au final, tous ces recrutements 

protéiques contribuent à l’activation des voies MAPK, AKT, Rho GTPases, et beaucoup 

d’autres. Par conséquent, les intégrines sont impliquées dans de nombreux effets biologiques 

tels que l’adhésion, la motilité, la prolifération et la survie cellulaires (Figure 15). 
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Figure 15 : Représentation de la voie de signalisation des intégrines. Les voies de signalisation, modifiant le 
comportement cellulaire, induites par les intégrines agissent souvent en association avec les récepteurs couplés à 
la protéine G ou les récepteurs à activité tyrosine kinase. Sous la membrane plasmique, la queue cytosolique des 
intégrines s’associe à différentes protéines (pourpre), entraînant ainsi l’activation de diverses voies de 
signalisation telles que PI3K, Ras, ERK, RAC. En activant ces différentes voies de transduction, les intégrines 
sont capables de réoganiser le cytosquelette et de réguler l’expression transcriptionnelle de certains gènes, ce qui 
entraîne la prolifération, la migration et la survie cellulaire. D’après (Hynes 2002). 

 

Une autre particularité des intégrines est qu’elles ont la capacité de réguler d’autres 

voies de signalisation indépendamment de la leur. En effet, les intégrines peuvent également 

s’associer avec d’autres protéines membranaires telles que l’uPAR et les récepteurs RTKs 

(VEGFR, EGFR, PDGFR,…) (Garmy-Susini et al. 2008; Smith et al. 2010). L’association 

des intégrines avec l’uPAR sera vue plus en détail dans le point 4. 

 De nombreuses études montrent que les intégrines peuvent moduler les voies de 

transduction induites par le VEGFR-2. En effet, il a été montré que le VEGF-A est capable 

d’induire la formation d’un complexe entre le VEGFR-2 et l’intégrine αvβ3. La sous-unité β3 

se lie au VEGFR-2 via son domaine extracellulaire et le complexe est stabilisé par la sous-

unité αv (Borges et al. 2000; Liu et al. 2009). Cette association entraîne ainsi un changement 

conformationnel de la sous-unité β3, ce qui induit sa phosphorylation sur ses sites Y747 et 

Y759 (Soldi et al. 1999; Byzova et al. 2000; Mahabeleshwar et al. 2006; Mahabeleshwar et 

al. 2007). Cette association entre le VEGFR-2 et l’intégrine αvβ3, ainsi que les 

phosphorylations qui en découlent, sont cruciales aux effets angiogènes induits par le 

VEGFR-2 (West et al. 2012). En 2011, une autre étude a montré que les effets induits par le 
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VEGFR-2 requièrent également l’activation des intégrines αvβ3. Néanmoins, dans cette 

étude, l’activation des intégrines ne serait pas due à un changement conformationnel. En effet, 

selon Lakshmikanthan et al., le complexe VEGF/VEGFR-2 induit l’activation de la GTPase, 

RAP-1, qui une fois active, va phosphoryler la sous-unité β3 de l’intégrine αvβ3 

(Lakshmikanthan et al. 2011). 

 De façon surprenante, Robinson a montré que l’intégrine αvβ3 peut également 

s’associer avec NRP-1 et ainsi, en séquestrant NRP-1, réguler négativement la voie de 

transduction induite par le VEGFR-2 (Robinson et al. 2009). 

 Le VEGF-A lié à la matrice extracellulaire peut également induire une association 

entre le VEGFR-2 et les intégrines β1. Cette association facilite l’internalisation du VEGFR-

2, permettant ainsi une phosphorylation prolongée de la tyrosine 1214 et par conséquent une 

activation prolongée de la MAPK P38 (Chen et al. 2010). Par ailleurs, en 2012, Alexander et 

al., ont montré que la capacité du VEGF-A à induire la migration des cellules endothéliales 

est dépendante de la redistribution des intégrines β1 (Alexander et al. 2012). 

3.2.2.4 Les VE-cadhérines 

 La VE-cadhérine est un co-récepteur du VEGFR-2 un peu particulier. En effet, en 

2003, Lampugnani a montré que le VEGFR-2 forme un complexe avec les VE-cadhérines. 

Mais contrairement à toutes les interactions décrites précédemment, celles-ci a un effet négatif 

sur l’activation du VEGFR-2 et entraîne l’atténuation de l’activation des MAPK. Cet effet 

avait été attribué à la phosphatase DEP-1, qui par liaison à la β-caténine et p120, est recruté 

au complexe VEGFR-2/VE-cadhérine (Grazia Lampugnani et al. 2003). En 2006, 

Lampugnani a décrit un autre aspect de ce phénomène. En effet, l’absence de VE-cadhérine 

induit une internalisation plus efficace et plus rapide du VEGFR-2. Etonnamment, cette 

internalisation ne termine pas le signal, mais le perpétue au sein des endosomes. C’est 

pourquoi, la délétion de la VE-cadhérine dans les cellules induit une croissance non contrôlée 

(Lampugnani et al. 2006). 

3.2.2.5 Les autres co-récepteurs 

De nombreuses études, visant à déterminer de nouveaux co-récepteurs, ont été 

entreprises durant ces dernières années. De fait, il a été montré à multiples reprises que la bi-

thérapie, la thérapie anti-VEGF associé à un anti-co-récepteur, présente un effet synergique. 

En effet,  l’étude de Pan a montré que la thérapie anti-NRP-1 en combinaison à un anti-VEGF 
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présente un effet additif sur la réduction de la croissance tumorale (Pan et al. 2007). Au vu de 

ces résultats encourageants, de nombreuses recherches visant à comprendre tout le complexe 

du VEGFR-2 ont vu le jour.  

En 2010, Sawamiphak a montré que l’éphrine-B2 régule la guidance des cellules 

endothéliales « tip », en contrôlant l’internalisation du VEGFR-2. Dans ce cas, l’endocytose 

du VEGFR-2 permet l’activation des voies de transduction en aval (Sawamiphak et al. 2010). 

Le rôle de l’internalisation sera vu plus en détail dans le point 3.2.3.1.  

Récemment, l’interaction entre le VEGFR-2 et la protéine CD146, une molécule 

d’adhésion cellulaire, a été identifiée à la surface des cellules endothéliales. Cette interaction 

est importante pour les processus d’angiogenèse in vitro et in vivo. Par ailleurs, ils ont 

également montré que la combinaison du bevacizumab avec un anti-CD146 présente un effet 

additif  sur l’inhibition de la croissance de carcinomes pancréatiques et mélanome humain. Le 

mécanisme d’action de CD146 sur l’activation de VEGFR-2 doit encore être élucidé (Jiang et 

al. 2012). 

3.2.3 L’internalisation du VEGFR-2 
3.2.3.1  Rôle de l’internalisation du VEGFR-2 

VEGFR-2 est un des nombreux RTKs qui est internalisé en réponse à une stimulation 

par un ligand. Suite à une stimulation au VEGF-A, le VEGFR-2 est internalisé de façon 

clathrine et dynamine dépendante (Damke et al. 1994; Lampugnani et al. 2006). Le rôle de 

cette internalisation dans la régulation de la voie de transduction est très controversé. En 

2006, Ewan a montré que suite à une stimulation au VEGF-A, le VEGFR-2 est dans un 

premier temps internalisé dans les endosomes, ensuite dégradé dans les lysosomes. Ce 

processus entraîne la terminaison du signal induit par le VEGF-A (Ewan et al. 2006). De plus, 

récemment, il a été montré que le LDL (Low Density Lipoprotein) est capable d’atténuer 

l’angiogenèse induite par le VEGF-A en entraînant l’internalisation et la dégradation du 

VEGFR-2 (Jin et al. 2013). Ces deux études tendent à montrer que l’endocytose du VEGFR-2 

est plutôt associé à l’atténuation du signal, en réduisant la disponibilité du récepteur à la 

surface cellulaire mais également en entraînant sa dégradation. Cependant, de nombreuses 

autres études montrent que l’internalisation du VEGFR-2 permet la perpétuation du signal. En 

effet, en 2006, l’équipe de Dejana a montré que présent dans les endosomes, VEGFR-2 est 

toujours phosphorylé et capable d’induire la phosphorylation des MAPK (Lampugnani et al. 

2006). Récemment, une nouvelle étude a montré que l’internalisation du VEGFR-2 était 
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cruciale à l’activation des ERK suite à une stimulation au VEGF-A. Cette dernière a 

également montré qu’un inhibiteur de l’endocytose tel que la dynasore est capable de 

supprimer l’angiogenèse in vivo (Gourlaouen et al. 2013). De plus, Lanahan a montré que 

durant le développement, la morphogenèse artérielle induite par le VEGF-A requiert non 

seulement l’internalisation du VEGFR-2 mais également le trafic intracellulaire de ce dernier 

dépendant du complexe synectine-myosine VI. En effet, lorsque le trafic cellulaire est 

perturbé via la délétion de la synectine ou de la myosine VI, la phosphorylation du VEGFR-2 

sur la tyrosine 1175 est altérée entrainant ainsi une réduction de l’activité des voies 

PLCγ/MAPK et PI3K/AKT. Cet effet est probablement dû à la présence de la phosphatase 

PTP1b (Protein Tyrosine Phosphatase 1b) localisée près de la membrane plasmique (Lanahan 

et al. 2010). L’étude de Ballmer-Hofer, quant à elle, montre qu’une fois que le VEGFR-2 est 

entré dans les vésicules de recyclage Rab11, il n’est plus phosphorylé sur sa tyrosine 1175. 

Rab 11 est une GTPase  impliqué dans le recyclage des protéines internalisées via le reticulum 

endoplasmique et le golgi (Stenmark et al. 2001). Collectivement, ces deux études suggèrent 

que le VEGFR-2 signale à partir des endosomes précoces ou des endosomes de recyclage 

Rab4/Rab5 (Horowitz et al. 2012). Rab5, localisé dans les puits de clathrines et dans les 

endosomes précoces, est impliqué dans les premières étapes de l’internalisation et dans la 

fusion des endosomes précoces. Rab4, quant à elle, est impliquée dans le recyclage vers la 

membrane plasmique (Somsel Rodman et al. 2000).  

3.2.3.2 Régulation de l’internalisation du VEGFR-2 

La régulation de l’internalisation du VEGFR-2 n’est pas encore tout à fait élucidée. 

Néanmoins, la phosphorylation de celui-ci induite par le VEGF-A serait à la base de son 

internalisation. En effet, en plus de posséder plusieurs sites de phosphorylation sur les 

tyrosines, la queue C-terminale du récepteur comporte deux autres sites de phosphorylation, la 

sérine 1188 et la sérine 1191. Il a été montré que lorsque ces deux sites sont mutés, 

l’internalisation du récepteur ainsi que l’atténuation du signal sont altérés (Singh et al. 2005). 

Une seconde étude a également mis en avant que l’ubiquitinylation du VEGFR-2, de manière 

kinase dépendante (Y1054 et Y1059), entraîne l’internalisation du complexe récepteur-ligand 

ainsi que sa dégradation par les lysosomes (Ewan et al. 2006). En plus d’être régulée de façon 

intrinsèque, l’internalisation du VEGFR-2 est également contrôlée par de nombreuses autres 

protéines.   
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Lampugnani a montré que dans les cellules quiescentes, la VE-cadhérine associée au 

VEGFR-2 via la β-caténine le stabilise à la surface cellulaire en empêchant son 

internalisation. Une fois le VEGFR-2 activée, les VE-cadhérines s’associent à la β-arrestine et 

se dissocient du récepteur. La β-arrestine est une protéine qui facilite la formation des 

vésicules de clathrines, et donc induit l’internalisation du VEGFR-2 (Lampugnani et al. 2006; 

Horowitz et al. 2012) (Figure 16). 

 

De plus, une étude récente sur des rétines de souris a également montré que l’Ephrine 

B2 contrôle l’endocytose du VEGFR-2 et les voies de signalisation en aval, ce qui permet 

l’extension des filopodes des cellules en migration (Sawamiphak et al. 2010). Le mécanisme 

par lequel l’Ephrine B2 régule l’internalisation n’est pas encore tout à fait décrit. Bien que par 

spectrométrie de masse, il a été montré que suite à une stimulation au VEGF-A, le complexe 

VEGFR-2/Ephrine B2 interagit avec les protéines PAR-3 et Dab-2 (Disabled 2). De plus, dans 

les cellules endothéliales Knockdown pour PAR-3 ou Dab-2, l’internalisation du VEGFR-2  

est empêchée ainsi que l’angiogenèse induite par celui-ci (Nakayama et al. 2013). Une autre 

étude ménée par Chen a également suggéré que le recrutement des intégrines β1 au VEGFR-2 

facilite son internalisation ainsi que l’activation de la voie P38 MAPK (Chen et al. 2010). 

Figure 16 : Représentation schématique de 
l’internalisation du VEGFR-2 et de la VE-
cadhérine. Le VEGFR-2 activé induit Src, ce qui 
active Vav2-Rac et Pak. Ensuite, la sérine 665 de la 
queue cytosolique de la VE-cadhérine est 

phosphorylée, entrainant le recrutement de la β-
arrestine. Cette protéine facilite la formation des 
vésicules de clathrines. Durant ou après 
l’internalisation, la VE-cadhérine et le VEGFR-2 se 
dissocient et entament un trafic cytosolique 
séprarément via les endosomes précoces (EE, Early 
Endosome) 
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4. Les acteurs du système plasminogène-plasmine 

4.1 Le système plasminogène-plasmine 
La conversion du plasminogène (plg) en plasmine est un processus qui entraîne la 

dégradation de la matrice extracellulaire, la migration cellulaire, l’invasion tumorale, la 

formation des métastases ainsi que la fibrinolyse.  

La plasmine permet la dégradation matricielle soit en clivant directement les protéines 

de la matrice ou soit en activant d’autres protéases tels que les MMPs. Chez les mammifères, 

deux activateurs physiologiques du plasminogène ont été identifiés : celui de type tissulaire 

(tPA, tissue Plasminogen Activator) et celui de type urokinase (uPA, urokinase Plasminogen 

Activator). L’uPA est une protéase à sérine sécrétée sous la forme d’un zymogène (pro-uPA), 

qui doit interagir avec son récepteur, l’uPAR (urokinase Plasminogen Activator Receptor), 

afin d’être activée. Lié à son récepteur, l’uPA est activée et localisée à la surface cellulaire. 

Sous cette forme, l’uPA génère la plasmine par clivage protéolytique du plg, ce qui permet la 

dégradation matricielle et la libération de différents facteurs de croissance séquestrés dans la 

matrice tels que le TGF-β ou le VEGF-A. Cette protéolyse est notamment impliquée dans la 

migration et l’invasion cellulaires durant l’angiogenèse. Le second activateur du 

plasminogène, le tPA, quant à lui, est directement sécrété sous sa forme active et agit dans la 

circulation où il est requis pour la fibrinolyse (van Hinsbergh et al. 2006).  

Au vu de son importance, l’activation du plg est hautement régulée. En effet, 

l’inhibition du système du plasminogène se fait soit au niveau de la plasmine, principalement 

par l’α2-antiplasmine, soit au niveau des activateurs du plasminogène via PAI-1 

(Plasminogen Activator Inhibitor 1) (Figure 17). 
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Figure 17: représentation simplifiée du système plasminogène (Plg)-plasmine. Chez les mammifères, il ya 
deux activateurs du plasminogène, uPA et tPA qui convertissent le Plg en plasmine. L’activation du plg est 
hautement régulée. En effet, l’inhibition du système du plasminogène se fait soit au niveau de la plasmine, 
principalement par l’α2-antiplasmine, soit au niveau des activateurs du plasminogène via PAI-1. Adapté d’après 
(Dellas et al. 2005). 

4.2 PAI-1 
PAI-1, décrit pour la première fois en 1963, est un membre de la superfamille des 

Serpines (Serine protease inhibitor) (Brakman et al. 1963). Cette famille contient également 

l’anti-thrombine, l’α2-antiplasmine, PAI-2 et PAI-3. Ces deux dernières protéines sont 

apparentées à PAI-1. 

4.2.1 Généralités biochimiques de PAI-1 
PAI-1 est une glycoprotéine de 379 acides aminés et est la serpine la plus étudiée. Sa 

structure primaire est totalement exempte de cystéines mais enrichie en méthionines. Cette 

protéine globulaire est composée de 3 feuillets β, 9 hélices α et d’une boucle appelé RCL 

(Reactive Center Loop), son site actif (Dupont et al. 2009). 

Sa fonction majeure est d’inhiber les activateurs du plasminogène, tPA et uPA, en 

formant un complexe stœchiométrique 1:1. La protéase (uPA ou tPA) interagit avec le RCL. 

Un intermédiaire acyl-enzyme covalent est alors formé, dans lequel le site actif sérine de la 

protéase est attaché au groupe hydroxyl du résidu P1 par un lien ester. Le RCL est alors 

rapidement incorporé comme un nouveau brin β dans le feuillet β de la serpine. Cela entraîne 

la translocation de la protéase covalentiellement attachée de l’autre côté de la serpine et la 

distorsion de son site actif. Au final, la protéase se retrouve capturée dans un état 
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irréversiblement inactif. Cependant dans certains cas, la protéase, toujours active, peut cliver 

le RCL ce qui génère le PAI-1 clivé (Dupont et al. 2009; D'Amico et al. 2012).  

En condition physiologique, PAI-1 existe sous 3 formes, active, latente et clivée 

(Figure 18). La forme clivée a été décrite précédemment.  La conversion de la forme active 

en latente est due à l’insertion spontanée du RCL dans le feuillet β. La signification 

biologique de la forme latente reste toujours inconnue, bien qu’elle contribue probablement à 

la régulation de l’activité de PAI-1. En effet, le PAI-1 latent n’est plus capable d’interagir 

avec les protéases, ce qui le rend complètement inactif. Il est important de noter que le temps 

de demi-vie pour la transition de latence de PAI-1 in vitro, n’est que 1 ou 2 h dans les 

conditions physiologiques.  

 

L’activité de PAI-1 peut également être régulée par sa capacité à interagir avec le 

domaine somatomédine B de la vitronectine, une protéine de la matrice extracellulaire. Il a 

d’ailleurs été suggéré que l’interaction de ces deux protéines permet de conserver PAI-1 sous 

son état actif et par conséquent d’empêcher la transition de latence (Wiman et al. 1988; 

Lindahl et al. 1989; Salonen et al. 1989; Dupont et al. 2009) .  

4.2.2 Régulation de l’expression de PAI-1 
PAI-1 est exprimé et sécrété par de nombreux types cellulaires incluant les 

hépatocytes, les cellules des muscles lisses, les adipocytes, les cellules endothéliales, les 

fibroblastes, les cellules épithéliales, les cellules tumorales, le placenta ainsi que les 

plaquettes. L’expression de PAI-1 est hautement régulée par une série de cytokines et facteurs 

Figure 18 : Structure 3D 
de PAI-1 latent, clivé et 
actif. Le feuillet β A est 
représenté en vert, l’hélice 

α F est montrée en jaune et  
le RCL est représenté en 
rouge. Les résidus du site 
actif R346 et M347 (P1-
P1’) sont représentés en 
bleu et en violet, 
respectivement. Figure 
adaptée de (Novoa de 
Armas et al. 2007). 
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de croissance tels que le TGF-β, EGF, interleukine-1-β (Il-1β) et les lipopolysaccharides 

(LPS) (Dellas et al. 2005; Samarakoon et al. 2008). 

L’hypoxie peut également induire l’expression de PAI-1 de façon HIF-1α dépendante et 

indépendante. En effet, des études réalisées sur le promoteur murin du gène pai-1 ont montré 

la présence d’un site de liaison pour l’EGR (Early growth response), un site de liaison pour la 

protéine C/EBP α, ainsi que deux HRE. Ces 4 sites présents dans la région promotrice de 

PAI-1 sont essentiels à son expression en réponse à l’hypoxie (Liao et al. 2007).  

Plusieurs autres éléments régulateurs cis et facteurs de transcription (activateurs, co-

activateurs ou répresseurs) ont également été caractérisés. En effet, le promoteur de PAI-1 

contient également un site de liaison pour la protéine activatrice-1 (AP-1), CTF/NP-1, et les 

Smads (Riccio et al. 1992; Yingling et al. 1997; Dennler et al. 1998) 

4.2.3 Rôles de PAI-1 
La majorité des fonctions de PAI-1 sont dues à sa capacité à interagir avec les 

activateurs du plasminogène uPA et tPA. Son activité inhibitrice sur tPA interfère avec la 

fibrinolyse. Le rôle de PAI-1 dans la fibrinolyse sera vu en détail dans le point 4.2.3.5. 

Son interaction avec uPA lui permet de réguler la dégradation de la matrice extracellulaire 

mais également de le localiser à la surface cellulaire et donc de réguler la migration, 

l’adhésion et l’apoptose des cellules.  

4.2.3.1 La migration cellulaire 

La régulation de la migration cellulaire par PAI-1 est très controversée. En effet, in 

vitro, selon le type cellulaire (endothéliales, épithéliales, cancéreuses,…), les conditions de 

culture, ainsi que les protéines de la matrice extracellulaire présentes, PAI-1 agit soit en 

favorisant, soit en inhibant la migration. 

En se liant au complexe uPA/uPAR, PAI-1 favorise la migration sur la vitronectine. En effet, 

présent dans ce complexe, il induit l’internalisation de ce dernier de façon LRP-1 dépendante. 

Le complexe PAI-1/uPA est alors dégradé dans les lysosomes. L’uPAR, quant à lui, est 

recyclé à la surface apicale de la cellule, au « leading edge », ce qui induit la migration en 

alternant des phases d’attachement et de détachement des cellules à la matrice extracellulaire 

(Chapman et al. 2001). De plus, via son interaction directe avec LRP-1, PAI-1 est capable 

d’induire la migration cellulaire via l’activation de la voie JAK/STAT (Degryse et al. 2004). 
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D’ailleurs, l’inhibition de l’interaction entre PAI-1 et LRP-1 par le TM5275 empêche la 

migration des macrophages (Ichimura et al. 2013). 

Bien que de nombreuses études tendent à montrer PAI-1 comme un inducteur de la 

migration, d’autres travaux relatent que PAI-1 peut également l’inhiber. En effet, une étude 

réalisée sur des cellules épithéliales provenant de souris PAI-1-/- a montré que PAI-1 inhibe la 

migration en empêchant l’attachement des cellules à la vitronectine (Lazar et al. 2004). 

Stefansson a également montré que PAI-1 inhibe la migration des cellules de muscles lisses 

en empêchant la liaison de la vitronectine aux intégrines αvβ3 par encombrement stérique 

(Stefansson et al. 1996). 

L’effet de PAI-1 sur la migration n’est pas seulement dépendant du type cellulaire 

mais également de la nature de la matrice extracellulaire. PAI-1 inhibe la migration des 

cellules HBMEC (Human Brain Microvascular Endothelial Cell) semées sur de la 

vitronectine, mais il la stimule vers la fibronectine. Au vu de l’abondance de la fibronectine 

au sein des tumeurs, et de la présence de vitronectine en périphérie des vaisseaux sanguins, il 

a été suggéré que PAI-1 permet aux cellules endothéliales d’échapper à leur environnement 

riche en vitronectine pour ainsi pénétrer dans la zone avascularisée enrichie en fibronectine au 

sein des tumeurs (Isogai et al. 2001).  

4.2.3.2 L’adhésion cellulaire 

En interagissant avec le domaine somatomédine B, PAI-1 inhibe la liaison de l’uPAR 

à la vitronectine, et empêche donc l’adhésion cellulaire (Deng et al. 1996; Deng et al. 2001). 

De plus, la liaison de PAI-1 au domaine somatomédine B inhibe aussi l’adhésion cellulaire 

dépendante de l’intégrine αvβ3, vraisemblablement par encombrement stérique de son site de 

liaison (Stefansson et al. 1996). Etant donné la plus forte affinité de la vitronectine pour PAI-

1 que pour l’uPAR, PAI-1 favorise également le détachement cellulaire (Deng et al. 1996). 

Czekay a démontré que PAI-1 peut également détacher les cellules de la vitronectine ou 

d’autres types de protéines de la matrice extracellulaire tels que le collagène de type I ou la 

fibronectine en inactivant spécifiquement les intégrines impliquées dans l’adhésion. Ce 

processus, qui requiert l’interaction entre l’uPAR et les intégrines, peut également conduire à 

l’internalisation de ce complexe via la protéine LRP-1 (Czekay et al. 2003; Stefansson et al. 

2007; Czekay et al. 2009).  
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4.2.3.3 L’apoptose 

Par sa capacité à induire le détachement, PAI-1 peut entraîner la mort cellulaire par 

anoïkose. De plus, une autre étude menée sur des cellules endothéliales provenant de souris 

PAI-1-/- a montré que PAI-1 induit l’apoptose des cellules endothéliales en inhibant 

l’activation de la voie de signalisation AKT (Balsara et al. 2006). De façon surprenante, PAI-

1 est également une protéine anti-apoptotique. En effet, il est capable de protéger les cellules 

endothéliales de l’apoptose dépendante de FASL, en inhibant la génération du fragment de 

21,5 kDa issu du clivage protéolytique de FASL par la plasmine (Bajou et al. 2008). 

4.2.3.4 L’angiogenèse et la croissance tumorale 

Le rôle de PAI-1 dans l’angiogenèse est très complexe. Selon le contexte, sa 

concentration et le modèle utilisé, il se comporte soit comme un agent pro-angiogène soit anti-

angiogène. 

En concentration supraphysiologique, PAI-1 inhibe la néovascularisation dans un 

modèle de CAM via ses capacités à inhiber l’activité protéolytique de l’uPA mais également 

via sa liaison à la vitronectine (Stefansson et al. 2001). Par contre, en concentration 

physiologique (nanomolaire), il se définit comme un agent pro-angiogène. C’est son activité 

antiprotéolytique qui lui confère sa capacité à induire l’angiogenèse (Devy et al. 2002).  

Par ailleurs, le rôle de PAI-1 sur l’angiogenèse et la croissance tumorale n’est pas 

mieux défini. Il est dépendant des conditions expérimentales, du stade de la progression 

tumorale et de l’origine des cellules.  Il a été montré que des kératinocytes malins (PVDA) 

implantés dans des souris PAI-1-/- sont incapables d’induire la vascularisation et par 

conséquent d’envahir les tissus hôtes (Bajou et al. 1998).  PAI-1 contrôle la vascularisation 

tumorale in vivo via son interaction avec les protéases et non via sa liaison à la vitronectine 

(Bajou et al. 2001).  De façon similaire, la croissance tumorale de fibrosarcome T241 et de 

neuroblastome est supprimée dans les souris déficientes en PAI-1 comparée aux souris wild 

type (Gutierrez et al. 2000; Bajou et al. 2008). Cependant, des données contradictoires ont 

aussi été documentées. En effet, la déficience de PAI-1 n’affecte pas la taille de la tumeur 

primaire ni le potentiel métastatique des cellules de mélanomes B16F10 (Eitzman et al. 1996). 

D’autres études ont également montré que la présence de PAI-1 actif inhibe la croissance 

tumorale de mélanome humain M21 et de carcinome pancréatique PC3 (McMahon et al. 

2001; Chen et al. 2008).  
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4.2.3.5 La fibrinolyse 

En interagissant avec l’activateur du plasminogène tissulaire (tPA), PAI-1 régule 

également les processus de fibrinolyse en limitant la production excessive de plasmine. Chez 

l’homme, l’absence de PAI-1 mène à une hyperfibrinolyse et à des saignements anormaux 

suite à des traumas ou des chirurgies (Minowa et al. 1999). Le rôle de PAI-1 dans les 

événements thrombotiques a été confirmé en utilisant des modèles de souris transgéniques. 

Les souris surexprimant PAI-1 souffrent de thromboses au sein des artères coronaires 

(Erickson et al. 1990). Par ailleurs, les souris déficientes en PAI-1 (PAI-1-/-) présentent une 

dissolution plus rapide du caillot (Carmeliet et al. 1993). Dans le plasma, PAI-1 est complexé 

à la vitronectine, ce qui le maintient dans sa configuration active. Il a d’ailleurs été montré 

que les souris déficientes en vitronectine présentent un temps d’occlusion plus long par 

rapport aux souris wild type (Eitzman et al. 2000). Toutes ces données confirment que PAI-1, 

dans sa conformation active, inhibe la fibrinolyse et la thérapie antithrombolytique en 

empêchant ou en retardant la dissolution des caillots de fibrine. 

4.3 L’uPA 
 L’uPA est généré sous la forme d’un zymogène (pro-uPA) de 54 kDa qui comprend 

trois domaines indépendants: le domaine GFD (Growth Factor Domain), un domaine Kringle 

et un domaine sérine protéase. La liaison du pro-uPA  à son récepteur  mène à l’activation de 

l’uPA en clivant le propeptide entre les résidus Lys158 et Ile159. L’uPA actif, composé de deux 

chaînes (A et B) reliées entre elles par un pont disulfure, initie alors une cascade protéolytique 

entraînant la conversion du plasminogène en plasmine à la surface cellulaire. La plasmine 

générée dégrade alors la matrice extracellulaire, ce qui contribue à la migration, l’adhésion et 

l’invasion cellulaire (Takada 2012; Yue et al. 2012).  

En plus de participer à la dégradation de la matrice, l’uPA lié à l’uPAR initie toute une 

série de voies de signalisation impliquées dans l’adhésion, la prolifération et la survie 

cellulaire (Binder et al. 2007; Blasi et al. 2010).  

L’uPA est produit par les cellules endothéliales, les cellules des muscles lisses, les 

monocytes, les macrophages, les fibroblastes, les cellules épithéliales ainsi que les cellules 

tumorales (Fuhrman 2012).  
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4.4 uPAR 

4.4.1 Structure de la protéine 
L’uPAR est un polypeptide de 283 acides aminés hautement glycosylé et lié à la 

membrane plasmique par un lien glycosyl phosphatidylinnositol (GPI).  Il contient trois 

domaines de 90 acides aminés désignés DI-DII-DIII connectés entre eux par de courtes 

régions « linker ». 

L’uPA se lie au domaine DI de l’uPAR via son domaine GFD, ce qui lui permet d’être inséré 

dans la structure concave de l’uPAR formé par ses trois domaines (Figure 19) (Huai et al. 

2006; Blasi et al. 2010; Smith et al. 2010; Fuhrman 2012). 

 

La liaison de l’uPA induit la dimérisation de l’uPAR, ce qui favorise son interaction avec le 

domaine somatomédine B de la vitronectine (Caiolfa et al. 2007).  

Etant exempt de domaine transmembranaire et cytosolique, l’uPAR doit interagir avec des co-

récepteurs (les intégrines, LPR-1, EGFR, …) pour  transduire une voie de signalisation. Ce 

sont les domaines DII et DIII de l’uPAR qui sont impliqués dans ces interactions. Les 

interactions  entre l’uPAR et les co-récepteurs sont détaillées dans le point 4.4.3. 

4.4.2 Régulation de l’expression  
L’uPAR est exprimé par de nombreuses cellules. Dans les individus sains, il est 

modérément exprimé dans de nombreux tissus incluant les poumons, les reins, la rate, les 

vaisseaux, l’utérus, la vessie, le thymus, le cœur, le foie et les testicules. Une expression 

importante de l’uPAR est observée dans les tissus subissant un remodelage important tels que 

les cellules du trophoblaste, les kératinocytes et les cellules endothéliales. L’expression de 

Figure 19 : Structure tri-
dimensionnelle de l’uPAR. Le domaine 
DI est représenté en rouge, le domaine 
DII est en bleu et le domaine DIII en vert. 
Les sites de liaison du domaine 
somatomédine de la vitronectine sont 
réprésentés en violet. Le site de liaison de 
l’uPA est localisé dans la cavité centrale 
formé par les trois domaines. Figure 
adaptée de (Smith et al. 2010). 
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l’uPAR est augmentée dans des conditions pathologiques incluant les cancers, l’inflammation 

et les infections (Blasi et al. 2010). 

L’uPAR est exprimé dans de nombreux cancers humains tels que les tumeurs solides, 

les leucémies et les lymphomes. L’expression élevée de l’uPAR dans les cancers est souvent 

associée à un mauvais diagnostique (Bene et al. 2004; Smith et al. 2010).  

Au niveau moléculaire, dans les cellules tumorales, l’expression de l’uPAR peut être 

induite par les voies de signalisation des MAPK, Wnt. Dans les cellules endothéliales, 

l’inhibition de la phosphorylation des ERK par DEP-1 (Density Enhanced Phosphatase-1) 

réduit l’expression de l’uPAR (Brunner et al. 2011). 

Le promoteur de l’uPAR contient également des HRE, des sites de liaison de NF-κB, de SP1 

(Specificity Protein 1), de Ets-1 et d’AP2 (Activator protein 2) (Wang et al. 2000; Ragno 

2006; Rius et al. 2008; Smith et al. 2010).  

Au niveau post transcriptionnel, l’expression d’uPAR est aussi régulée par des protéines qui 

se lient et stabilisent l’ARNm uPAR tels que HuR (HU antigen) et hnRNPC (heterogeneous 

nuclear RiboNucleoProtein C). La protéine P53, quant à elle, accélère la dégradation de son 

ARNm en se liant à sa région 3’UTR (Shetty et al. 2007; Smith et al. 2010). 

4.4.3 L’interactome uPAR 
Outre sa fonction protéolytique suite à la liaison de l’uPA, l’uPAR possède également 

diverses activités biologiques. Comme tout récepteur membranaire, il est impliqué dans 

diverses voies de signalisation entraînant la prolifération, l’adhésion, la survie et la migration 

cellulaire. Suite à la liaison à son ligand, l’uPAR peut subir des changements 

conformationnels favorisant son interaction avec des co-récepteurs. De plus, étant donné que 

l’uPA se lie dans la cavité centrale de l’uPAR, il ne gêne aucune interaction latérale 

essentielle aux voies de transduction induites par l’uPAR. En effet, étant exempt de domaine 

transmembranaire, l’uPAR doit interagir avec des protéines membranaires pour pouvoir 

transduire un signal. 

Au vu de la diversité des co-récepteurs de l’uPAR (cavéoline, LRP-1, intégrines, EGFR, 

PDGFR, vitronectine,….), il est capable de transduire de nombreuses voies de signalisation 

tels que MAPK, FAK, PI3K, RAC, STAT, … (Figure 20). 
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Figure 20: Schéma résumant les interactions de l’uPAR avec ses différents partenaires et menant à 
différentes voies de signalisation. D’après (Binder et al. 2007).  
 

Dans ce travail, seules les interactions entre l’uPAR et les intégrines, LRP-1 et EGFR sont 

étudiées. 

4.4.3.1 Les intégrines 

Les intégrines sont des composants majeurs de l’interactome de l’uPAR. En effet, 

l’interaction entre l’uPAR et les intégrines a été montrée pour la première fois par co-

immunoprécipitation en 1995 (Bohuslav et al. 1995). Ensuite, il a été montré par de 

nombreuses études que l’uPAR peut interagir physiquement avec les intégrines αv, β1, β2 

ainsi qu’avec les hétérodimères α5β1 et α3β1 (Xue et al. 1997; Wei et al. 2001; Pluskota et 

al. 2003). 

Le site de liaison des intégrines sur l’uPAR n’est pas encore réellement connu. Ses 

domaines DII et DIII semblent être impliqués dans l’interaction avec les intégrines. Une étude 

menée par le groupe de Chapman a montré que l’acide aspartique 262 et l’histidine 249 du 

domaine DIII de l’uPAR sont des sites importants pour l’interaction avec les intégrines α3β1 

et α5β1, respectivement (Wei et al. 2007). Indépendamment à cette étude, le groupe 

d’Ossowski a identifié une région de 9 acides aminés (résidus 240-248) venant du domaine 

DIII, capable d’interagir avec l’intégrine α5β1 purifiée (Chaurasia et al. 2006). De plus, la 

substitution de la sérine 245 par une alanine empêche l’interaction avec l’intégrine. Toutes les 

données fournies par ces études suggèrent que les résidus 240 à 250 du domaine DIII de 

l’uPAR constituent les sites de liaison des intégrines α5β1. L’équipe de Blasi, quant à elle, a 

identifié une séquence de 13 acides aminés (130IQEGEEGRPKDDR142) dans le domaine DII 
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responsable de l’interaction avec les intégrines α5β1 et αvβ3. Cependant, il n’exclut pas la 

présence éventuelle de sites de liaison dans le domaine DIII de l’uPAR (Degryse et al. 2005) 

L’uPAR, quant à lui, peut interagir avec la chaîne α et β des intégrines. En effet, 

l’intégrine α3β1 s’associe avec l’uPAR via leurs résidus 242-246 situés dans la chaîne α3 

(Wei et al. 2001). Une seconde étude a identifié un site de liaison dans la chaîne β aux résidus 

224 à 232  de l’intégrine α5β1 (Wei et al. 2005). 

Les conséquences des interactions entre les intégrines et l’uPAR sont d’autant plus 

grandes qu’elle modifie non seulement les effets et les voies de signalisations des intégrines 

mais aussi de l’uPAR. En effet, deux études menées indépendamment montrent que 

l’association entre l’uPAR et les intégrines α5β1 modifie la conformation des intégrines et 

par conséquent régule les fonctions et voies de signalisation de celles-ci (Liu et al. 2002; Wei 

et al. 2005). De plus, lorsque les cellules cancéreuses HT1080 et H1299 sont déficientes en 

uPAR, l’activation des ERK dépendante des intégrines α5β1 est réduite (Tang et al. 2008). 

Cette association est également cruciale aux voies de signalisation et aux effets induits par 

l’uPAR. En effet, l’expression d’un mutant d’uPAR portant une double mutation H249A-

D262A, incapable de se lier aux intégrines α5β1 et α3β1, dans les cellules cancéreuses de 

poumon, empêche l’activation des voies de transduction induites par l’uPA à savoir                

p-GSK3β, p-AKT, p-STAT (Tang et al. 2008). De plus, cette interaction uPAR/intégrines 

peut provoquer des recrutements protéiques dans l’interactome de l’uPAR tels que l’EGFR, 

favorisant ainsi l’angiogenèse (LaRusch et al. 2010). Ce point est détaillé dans la rubrique 

4.4.4.  

4.4.3.2 LRP-1 

LRP-1 (Low-density lipoprotein Receptor-related Protein-1) ou CD91 est une protéine 

membranaire appartenant à la surperfamille des récepteurs LDL (Low Density Lipoprotein).  

LRP-1 natif est une protéine de 600 kDa qui est clivée durant sa biosynthèse en deux 

polypeptides associés non covalentiellement: un fragment C-terminal de 85 kDa et une chaîne 

N-terminale de 515 kDa. La partie extracellulaire est composée de 4 domaines (1 à 4) de 

liaison aux ligands. Les différents ligands, se lient préférentiellement aux domaines 2 et 4 de 

la partie extracellulaire de LRP-1. LRP-1 se lie à plus de 30 ligands différents incluant PAI-1, 

tPA, les facteurs de coagulation, la leptine, la lactoférrine.   (Gaultier et al. 2006). 
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Son domaine cytosolique, quant à lui, se lie à des protéines adaptatrices impliquées soit dans 

la transduction du signal ou dans l’endocytose des récepteurs. Il contient deux motifs NPxY, 

un motif YxxL et deux motifs di-leucines qui seraient associés à l’endocytose rapide de    

LRP-1 (Deane et al. 2008). De plus, sa queue cytosolique peut également être phosphorylée 

sur les résidus sérine et/ou tyrosine, ce qui lui permet d’interagir avec des protéines 

adaptatrices associées aux voies de signalisations telles que disabled-1 (Dab-1), FE65, JNK, 

PSD95 (Postsynaptic density protein 95) (Spuch et al. 2012). En interagissant avec des 

protéines adaptatrices, LRP-1 peut activer la voie des MAPK et induire l’expression de gènes 

cibles directement impliqués dans la composition de la matrice extracellulaire (figure 21) 

(Gaultier et al. 2006).  

 
Figure 21: Représentation schématique de LRP-1.  LRP-1 contient 5 domaines différents, le domaine de 
liaison aux ligands, les répétitions de type EGF, le domaine lié aux sucres, le domaine transmembranaire et le 
domaine intracellulaire. La queue cytosolique de LRP-1 contient la séquence NPXY qui interagit avec les 
protéines adaptatrices impliquées dans l’endocytose et le transport intracellulaire. LRP-1 peut être clivé par la 

furine en deux sous-unités : la sous-unité α N-terminale de 515 kDa qui contient les domaines de liaison aux 

ligands et la sous-unité β C-terminale qui contient les domaines transmembanaires et cytosolique. Modifié 
d’après (Gaultier et al. 2006). 

Le domaine cytoplasmique de LRP-1 peut également être clivé par la furine et 

transloquer directement dans le noyau, ce qui lui confère également une activité 
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transcriptionnelle. Bien qu’il y ait très peu de gènes transcriptionnellement régulés par LRP-1 

identifiés, les gènes associés au réseau d’actine ou aux complexes d’adhésion focale le sont 

probablement  (Dedieu et al. 2008). 

LRP-1 est une protéine hautement exprimée au niveau des neurones, des astrocytes 

activés. Il est également très exprimé dans différents types cellulaires du sytème nerveux 

central. Au niveau des cellules endothéliales, l’expression de LRP-1 est controversée. Il a été 

reporté précédemment que les cellules endothéliales n’exprimaient pas LRP-1. Maintenant, il 

est reporté que LRP-1 n’est pas exprimé de manière ubiquiste au sein des cellules 

endothéliales et que cela est dépendant de l’origine et du type cellulaire (Moestrup et al. 1992; 

Lupu et al. 1994; Degryse et al. 2004; Spuch et al. 2012).  

4.4.3.2.1. Rôle de LRP-1 dans l’interactome de l’uPAR 

LRP-1, en interagissant avec le domaine DIII de l’uPAR lié au complexe uPA/PAI-1, 

est un composant de l’interactome de l’uPAR (Czekay et al. 2001).  LRP-1 est directement 

impliqué dans l’internalisation du complexe PAI-1/uPA/uPAR suivie du recyclage de l’uPAR 

à la membrane plasmique, favorisant ainsi la migration cellulaire (Conese et al. 1995; Nykjaer 

et al. 1997). 

De plus, LRP-1 peut également induire l’internalisation du complexe                                                  

PAI-1/uPA/uPAR/intégrines suivie du recyclage du complexe uPAR/intégrines à la surface 

cellulaire, favorisant ainsi le détachement et la migration cellulaire. En absence de LRP-1, 

l’inhibition de l’internalisation de l’uPAR induit l’augmentation de son association avec les 

intégrines ainsi que la stabilisation du complexe uPAR/intégrines, modifiant ainsi leur 

capacité à transduire les signaux. Par exemple, dans les cellules cancéreuses, l’activation des 

ERK dépendantes des intégrines est régulée par la stabilité du complexe uPA/uPAR/intégrine 

β1 et est donc par conséquent modulée par LRP-1 (Degryse et al. 2001; Dedieu et al. 2008).  

4.4.3.3  EGFR 

ErbB1 ou EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), membre de la famille des 

récepteurs tyrosine kinase ErbB, est une glycoprotéine de 170 kDa composée d’un domaine 

extracellulaire, d’une région transmembranaire et d’un domaine intracellulaire possédant 

l’activité tyrosine kinase. Le domaine extracellulaire d’EGFR est le site de liaison de ces 

différents ligands dont les trois principaux l’EGF, l’amphiréguline et TGF-α (Citri et al. 

2006).   
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En condition physiologique, l’EGFR est surtout impliqué dans le développement des 

cellules épithéliales. En effet, les souris déficientes en EGFR sont létales. Elles présentent des 

problèmes dans le cerveau suite à une anomalie dans la prolifération, la migration et la 

différenciation des cellules épithéliales (Citri et al. 2006). 

 En condition pathologique, EGFR est impliqué dans de nombreux types de cancers 

humains, où il contrôle la prolifération et la survie des cellules métastatiques. D’ailleurs, les 

membres de la famille ErbB sont considérés comme étant de bonnes cibles dans la thérapie 

anti-cancéreuse (Yarden 2001). Au niveau clinique, deux types d’inhibiteurs de l’EGFR, un 

anticorps monoclonal antagoniste et des petites molécules qui inhibent son activité tyrosine 

kinase (ZD1839 et PKI166), se révèlent efficaces. En effet, ces inhibiteurs empêchent non 

seulement la croissance tumorale mais ont également des propriétés anti-angiogènes (Bruns et 

al. 2000; Thomas et al. 2004). 

4.4.3.3.1. Voie de signalisation de l’EGFR 

La liaison du ligand au domaine extracellulaire induit non seulement 

l’homodimérisation de l’EGFR mais également l’hétérodimérisation avec un autre membre de 

la famille ErbB tels que ErbB2 (Her2), ErbB3 (Her3) ou ErbB4 (Her4) (Riese et al. 1998).  

Etant donné qu’ErbB2 ne sait pas interagir avec les ligands et qu’ErbB3 n’a pas d’activité 

tyrosine kinase, seule la formation d’hétérodimères avec d’autres membres ErbB leur confère 

la capacité de transduire un signal à l’intérieur de la cellule (Citri et al. 2006).  

La dimérisation du récepteur entraîne un changement conformationnel, l’activation des 

kinases du récepteur, ainsi que l’autophosphorylation de ses résidus tyrosines situés dans la 

région COOH terminale. Ces diverses phosphorylations induisent le recrutement de 

différentes protéines adaptatrices telles que la protéine Grb2 (Growth-factor Receptor Bound 

2) et la protéine Shc (Src-Homology-2- Containing), qui sont responsables du recrutement de 

Ras et de l’activation des MAPK. Une autre voie directement activée par EGFR est la voie 

STAT. Bien qu’aucun site d’interaction pour PI3K n’ait été trouvé sur EGFR, la voie AKT 

peut être activée de façon indirecte soit via Ras-PI3K-AKT, soit via l’interaction entre la 

protéine « docking » Gab1 et l’EGFR. Par contre, comme ErbB3 possède un site d’interaction 

avec PI3K, la formation de l’hétérodimère EGFR/ErbB3 peut directement activer la voie 

AKT. Via ces différentes voies de transduction, EGFR est surtout impliqué dans la 

prolifération et la survie cellulaire (Schlessinger 2002; Citri et al. 2006; Katz et al. 2007; 

Yoshida et al. 2010).  
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Suite à la liaison du ligand, le complexe ligand-EGFR est rapidement internalisé, ce qui 

perpétue l’activation des voies AKT et ERK. Ensuite, l’EGFR peut être recyclé à la 

membrane plasmique ou être dégradé (figure 22).  

 
Figure 22: Représentation schématique de la voie de signalisation de l’EGFR.  La liaison du ligand induit 
des changements conformationnels et la dimérisation de l’EGFR suivie de l’activation de son activité kinase, de 
l’autophosphorylation des résidus tyrosines situés dans son domaine intracellulaire. L’internalisation suivie de 
l’EGFR entraîne son interaction avec le domaine SH2 de nombreuses protéines de signalisation telles que Grb2 
et PI3K. L’association de Grb2 avec Sos induit l’activation de la voie de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK, ce 
qui induit la prolifération cellulaire. La voie de signalisation PI3K/AKT, quant à elle, est associée à la survie 
cellulaire. D’après (Yoshida et al. 2010).  

4.4.3.3.2 EGFR et l’angiogenèse 

L’impact de l’EGFR dans l’angiogenèse devient de mieux en mieux admis. En effet, il 

a été montré que le ZD1839, un inhibiteur de l’activité tyrosine kinase de l’EGFR, est capable 

d’inhiber la croissance de tumeurs humaines mais également d’inhiber l’angiogenèse (Hirata 

et al. 2002). Cependant, le mécanisme par lequel EGFR régule l’angiogenèse n’est pas encore 

réellement clair. En effet, n’étant pas exprimé dans les cellules endothéliales, l’EGFR induit 

l’angiogenèse de façon indirecte, en induisant dans les cellules cancéreuses l’expression et la 

sécrétion de facteurs angiogènes tels que le VEGF ou l’angiopoiëtine (Maity et al. 2000; Kim 

et al. 2003). Par contre, l’étude réalisée par Sini montre que les HUVEC et les HDMVECs 

(Human Dermal MicroVascular Endothelial Cell) expriment toutes deux ErbB1 et ErbB2 

mais pas ErbB3 ni ErbB4 (Sini et al. 2005). De plus, le ZD1839 est capable d’inhiber la 

migration et la formation de tubes des HUVEC in vitro ainsi que la néovascularisation in vivo 
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dans un modèle de cornée (Hirata et al. 2002). Ces données montrent que l’EGFR peut 

également induire l’angiogenèse en agissant directement dans la cellule endothéliale. 

4.4.3.3.3. EGFR dans l’interactome de l’uPAR 

Au vu de la surexpression de l’EGFR et de l’uPAR dans les cellules tumorales, la 

présence de l’EGFR dans l’interactome de l’uPAR a surtout été rapportée au niveau de ces 

cellules.  L’effet de cette interaction est bénéfique pour les deux protéines. En effet, dans les 

cellules cancéreuses mammaires MDA-MB 231, l’activité mitogène de l’EGF via l’activation 

de l’EGFR est bloquée lorsque les cellules sont transfectées avec un siARN ciblant l’uPAR  

ou traitées avec un anticorps bloquant la liaison de l’uPA à l’uPAR (Jo et al. 2007). De plus, 

dans les cellules du cancer de la prostate (DU145), l’EGFR présent dans le complexe 

uPAR/intégrine α5β1/EGFR est phosphorylé sur sa tyrosine 1173, ce qui le rend capable 

d’activer la voie AKT et celle des MAPK (Liu et al. 2009).  

Cette association permet également la transmission du signal induit par l’uPAR. En 

effet, dans les cellules de carcinomes humains HEp3, l’inhibition de l’activité kinase de 

l’EGFR bloque l’activation des ERK induites par l’uPAR (Liu et al. 2002).  

De même, au niveau des cellules endothéliales, la formation du complexe uPAR/intégrine 

β1/EGFR induit l’angiogenèse in vitro via l’activation des voies AKT et ERK (LaRusch et al. 

2010). 

4.4.4 Rôle de l’uPAR dans l’angiogenèse  
L’uPAR est un acteur essentiel dans l’angiogenèse. En effet, selon Balsara les cellules 

endothéliales issues de souris déficientes en uPAR n’ont qu’une angiogenèse faiblement 

activée suite à un traitement par des facteurs angiogènes tels que le VEGF.  Par des tests in 

vitro et in vivo, ils ont montré que la migration, l’adhésion, la tubulogenèse ainsi que la 

prolifération de ces cellules sont altérées par rapport aux cellules endothéliales provenant de 

souris sauvages (Balsara et al. 2011). De plus, l’invasion cellulaire induite par le VEGF 

requiert à la fois les intégrines β1 ainsi que le complexe uPA/uPAR. Le VEGF induit un 

changement conformationnel, dépendant de la voie PI3K, des intégrines β1 à la surface des 

cellules endothéliales. Cette modification de conformation induit l’activation des pro-MMP2 

en MMP2. Les MMP2 activent alors le pro-uPA en uPA, lorsqu’il est lié à l’uPAR, ce qui 

induit la dégradation de la matrice extracellulaire et par conséquent l’invasion cellulaire 

(Prager et al. 2004). En 2004, Prager a également montré que le VEGF, via le VEGFR-2, 
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induit l’internalisation de l’uPAR et des intégrines α5β1, suite à la formation du complexe 

PAI-1/uPA/uPAR et à son interaction avec LRP-1. Cette internalisation suivie du recyclage de 

l’uPAR et des intégrines à la surface apicale des cellules favorise la migration des cellules 

endothéliales (Prager et al. 2004; Alexander et al. 2012). Les effets du VEGF sur uPAR sont 

repris dans la figure 23. 

 
Figure 23: Evénements déclenchés dans la cellule endothéliale suite à la stimulation au VEGF. Le VEGF 
lié à son récepteur induit l’activation du pro-uPA en uPA lié à l’uPAR. uPA actif interagit avec PAI-1. Ce 
complexe est internalisé par un mécanisme faisant intervenir LRP-1. uPAR est ensuite redistribué au point 
d’adhésion focale, le leading edge. D’après (Binder et al. 2007). 
 

Récemment, cette équipe a également montré que l’implication de l’uPAR dans la 

migration des cellules endothéliales n’est pas seulement restreinte au VEGF mais également à 

l’EGF, FGF2, HGF (Poettler et al. 2012).  

L’uPAR, en agissant via de nombreuses voies de signalisation tels que MAPK, PI3K, 

FAK, NF-κB et JAK/STAT est capable de favoriser la migration ainsi que la survie cellulaire. 

En effet, dans les cellules endothéliales adhérentes, l’uPA en se liant à son récepteur est 

capable d’activer la voie NF-κB et d’induire l’expression de XIAP (X-linked Inhibitor of 

Apoptosis Protein). Cette activation est non seulement dépendante de l’uPAR mais également 

de LRP-1 (Prager et al. 2009).  
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But du travail 
 

L’angiogenèse est un des processus clés dans la croissance tumorale et dans la 

dissémination des métastases. Elle est déclenchée par l’expression de facteurs angiogènes 

produits par les cellules tumorales ou cellules stromales, dont le plus connu et le mieux 

caractérisé est le VEGF. C’est pourquoi une des stratégies pour combattre le cancer est de 

développer des composants qui ciblent ces facteurs pro-angiogènes, tels que le traitement anti-

VEGF. Malheureusement, cette thérapie est confrontée à quelques limitations telles qu’une 

faible réponse, l’induction de mécanisme de résistances (production d’autres facteurs de 

croissance, augmentation de la maturation des vaisseaux sanguins,…) ainsi qu’une toxicité 

(Ebos et al. 2009).  

Dans notre laboratoire, nous travaillons sur un inhibiteur de l’angiogenèse, la 

prolactine 16K (PRL 16K), le fragment N-terminal de 16 kDa issu de la prolactine. Les 

résultats obtenus précédemment font de la PRL 16K un agent antiangiogène très prometteur 

agissant suivant des mécanismes différents de la thérapie anti-VEGF. En effet, nous avons 

montré in vivo que la PRL 16K est capable d’inhiber l’angiogenèse dans plusieurs modèles 

(Struman et al. 1999; Nguyen et al. 2007; Sabatel et al. 2010). Au niveau in vitro, nous 

savons déjà que la PRL 16K est capable d’inhiber les effets du bFGF (basic Fibroblast 

Growth Factor) (Tabruyn et al. 2005) et du VEGF. Récemment, dans notre laboratoire, il a 

été montré que la PRL 16K inhibe également la maturation des vaisseaux sanguins en 

perturbant le recrouvrement péricytaire et ce en inhibant la voie de signalisation Delta Notch 

(Nguyen et al. 2011). Tous ces résultats montrent que ce facteur anti-angiogène semble agir 

suivant des mécanismes différents à celui des thérapies anti-VEGF. A la différence des 

thérapies actuelles qui ne ciblent qu’une voie angiogène (celle du VEGF), la PRL 16K est 

capable de cibler aussi d’autres voies d’activation comme celle du bFGF. Bien qu’en 1992, un 

site de liaison saturable, spécifique et de haute affinité pour la PRL 16K ait été décrit, celui-ci 

demeure inconnu. Le but majeur de ce travail est, donc d’identifier le récepteur de la PRL 

16K, afin de comprendre le mécanisme d’action de cette dernière.  

De plus, la combinaison du double hybride en levure, des expériences de proximité 

(PLA) et de co-immunoprécipitation indiquent que la PRL 16K agit en interagissant avec le 

complexe PAI-1/uPA/uPAR. Les résultats obtenus dans cette première partie du travail 

montrent un rôle essentiel de l’uPAR dans l’inhibition de l’angiogenèse par la PRL 16K. 
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Nous nous sommes alors demandé si l’uPAR est également requis dans la situation opposée à 

savoir une induction de l’angiogenèse. Comme inducteur, nous avons choisi d’étudier le 

VEGF. 
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Matériel et Méthodes 
 

1. Souris 

La génération de souris C57BL/6J possédant une délétion du gène PAI-1 (PAI-1-/-) a 

été décrite par (Carmeliet et al. 1993) et celle possédant une délétion du gène uPAR (uPAR-/-) 

a été décrite précédemment par (Bugge et al. 1995) 

Toutes les procédures animales sont approuvées par l’institut de la protection des 

animaux et sont réalisées en accord avec les directives de la commission d’éthique animale de 

l’Université de Liège.  

2. Cellules 

  Les cellules endothéliales humaines de la veine ombilical (HUVEC) sont isolées 

comme précédemment décrit (Jaffe et al. 1973). Brièvement, la veine ombilicale est lavée au 

PBS puis remplie d’une solution de trypsine (0,05% trypsine, 0,2% EDTA, PBS, pH 7,6), 

clampée et ensuite incubée 30 minutes à 37°C. La veine ombilicale est alors lavée au PBS et 

l’éluat est centrifugé afin de récupérer les cellules. Les HUVEC sont semées dans des boîtes 

de culture « coatées » à la gélatine (0,2%) et cultivées dans un milieu composé de 75% de 

milieu SFM (Serum Free Medium, Invitrogen) et 25% EGM-2 (EGM-2 BulletKit medium, 

Lonza) supplémenté de 5% de sérum suprême (BioWhittaker). Les HUVEC sont utilisées 

pour les expériences entre les passages 6 et 11. Les cellules ABAE (Adult Bovine Aortic 

Endothelial) sont isolées comme précédemment décrit (Gospodarowicz et al. 1986). Les 

cellules sont cultivées dans un milieu composé de 75% de SFM et 25% de milieu DMEM 

(Gibco) supplémenté de 10% de sérum suprême (BioWhittaker) et 100 unités/ml de 

pénicilline.streptomycine (Gibco). Chaque jour, 1ng/ml de bFGF recombinant (Promega) sont 

ajoutés. Les cellules ABAE sont utilisées entre les passages 8 et 13. Les cellules de mélanome 

murin (B16F10) sont cultivées dans du milieu DMEM contenant une haute concentration de 

glucose (Gibco) supplémenté de 10% de sérum (BioWhittaker), 4 mM de glutamine (Gibco)  

et 100 unités/ml de Pénicilline/Streptomycine (Gibco).  
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3. Réactifs  

  La PRL 16K recombinante est produite et purifiée comme décrit précédemment 

(Struman et al. 1999). Brièvement, le codon Cys 58 (TGC) est muté en un codon Ser (TCC) et 

la séquence nucléotidique codant les acides aminés 139-144 (Pro-Glu-Thr-Lys-Glu-Asn: 

CCT-GAA-ACC-AAA-GAA-AAT) dans la hPRL sauvage est remplacée par la séquence 

nucléotidique codant le site de clivage spécifique pour la protéase IgA (Pro-Arg-Pro-Pro-Thr-

Pro: CCT-AGA-CCC-CCA-ACA-CCT). Le clivage a lieu entre les Pro 142 et Thr 143. Pour 

générer la hPRL 16K, le clivage de la hPRL est réalisé par la protéase IgA (0,05 %, 25 °C, 

durant une nuit, Boehringer Mannheim). La pureté de la hPRL 16K est supérieure à 95 %. Les 

endotoxines sont mesurées par le test Limulus amoebocyte lysate assay (Sigma).  

  Le PAI-1 recombinant contenant une étiquette histidine (PAI-1 His-tag) est produit 

comme décrit précédemment (D'Amico et al. 2012). Brièvement, le gène pai-1 est inséré dans 

le plasmide pCold IV (Takara Bio) entre les sites de restriction Nde1 et BamH1. La 

production de PAI-1 His-tag est réalisée à 15°C en utilisant les cellules E. coli Star Bl21 

(DE3) (Invitrogen). Après la lyse des cellules, le PAI-1 His-tag est purifié en utilisant une 

colonne HP HiTrap Ni2+ (GE Healthcare). Nous récupérons approximativement 50 mg de 

protéines recombinantes purifiées à partir d’1L de milieu de culture. Le RAP (Receptor 

Associated Protein) provient de chez Calbiochem et est utilisé à une concentration de 5 µM à 

200 µM selon les essais. La dynasore (Sigma) est utilisée à une concentration de 20 µM. Le 

VEGF-A (Reliatech) est utilisé à une concentration de 50 ng/ml. 

4.  Transfections des siARN dans les cellules ABAE 
et HUVEC 

Les siARN sont transfectés selon la méthode au phosphate calcique. Les cellules 

ABAE ou HUVEC sont semées dans des plaques 6 puits (250000 cellules/puits) dans du 

milieu SFM (Gibco) supplémenté avec 5 ng/ml de bFGF. Le lendemain, 1h avant la 

transfection, le milieu est remplacé par du milieu complet (75% SFM, 25% EGM-2). Les 

complexes siARN-CaCl2 sont formés par mélange des siARN (siARN PAI-1 bovin 20 nM, 

siARN PAI-1 humain 20 nM, siARN uPAR humain 10 et 50nM et siARN EGFR humain 50 

nM) (IDT DNA technologies) avec 10 µl de CaCl2 2,5 µM. Ensuite, 100 µl de HSBP (280 

mM NaCl, 1,9 mM Na2HPO4; 12 mM glucose, 10 mM KCl; 50 mM Hepes, pH 7.05) sont 
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ajoutés et le mélange est incubé 1 minute 30 secondes à température ambiante. Le mélange est 

ensuite ajouté goutte à goutte dans le puits et les cellules sont finalement incubées pendant    

16 h à 37 °C. Les cellules sont alors trypsinisées et semées dans les supports adéquats aux 

différents tests.  

5. Analyse quantitative de l’expression des gènes par 
qRT PCR 

Les ARN totaux sont extraits grâce au kit miRNeasy (Qiagen). La synthèse d’ADNc 

est réalisée à partir de 1 µg d’ARN grâce au kit iScript DNA Synthesis Kit (Biorad). Les 

ADNc produits sont alors utilisés pour la réaction de PCR quantitative réalisée en utilisant la 

méthode du SYBR green (Bioline). Le cycle thermique est réalisé sur le système de détection 

Applied Biosystem 7900 HT (Applied Biosysems). Pour toutes les réactions, deux contrôles 

négatifs sont réalisés, le premier sans ADNc et le second soumis à une transcription réverse 

sans enzyme afin de vérifier l’absence d’amplification génomique. La quantité relative du 

niveau des ARNm est quantifiée par la méthode 2-∆Ct et est normalisée par rapport aux gènes 

ubiquistes, cyclophiline A (PPIA) et β-2-microglobuline (β2m). Les amorces sont dessinées à 

l’aide du programme Primer Express (Applied Biosystems) et sélectionnées de sorte qu’elles 

recouvrent des jonctions exon-exon afin d’éviter une détection de l’ADN génomique.  

6. Essais angiogènes in vitro 

6.1 Analyse de la Prolifération cellulaire 
Les cellules sont semées dans des plaques 96 puits (8000 cellules/puits pour les 

HUVEC et 10 000 cellules/puits pour les ABAE) dans du milieu SFM supplémenté avec        

5 ng/ml bFGF. Après 48h, les cellules sont traitées avec les différents facteurs à tester dans 

100 µl de SFM. Les différents facteurs sont le bFGF (10 ng/ml), la hPRL 16K (50 nM), le 

VEGF-A (20 ng/ml). Après 24 h, la prolifération est analysée par mesure de l’incorporation 

de BrdU à l’aide du kit Cell Proliferation ELISA, BrdU (Colorimetric) (Roche) selon le 

protocole du fabricant. Pour les expériences avec les anticorps bloquants et les inhibiteurs, les 

cellules sont d’abord pré-incubées avec ceux-ci 1h avant l’induction de la prolifération. Ce 

test est basé sur la détection de BrdU incorporé dans l’ADN génomique des cellules en 

division. 
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6.2 Analyse de la migration cellulaire 
Les cellules sont semées dans des plaques 48 puits (80 000 cellules/puits pour les 

HUVEC et 60 000 cellules/puits pour les ABAE) dans du milieu SFM supplémenté avec 5 

ng/ml bFGF. Après 48 h, à l’aide d’un tips, un trait interrompant la monocouche de cellules 

confluentes est réalisé (temps 0). Les cellules sont ensuite lavées au PBS et traitées avec du 

VEGF-A (50 ng/ml) avec ou sans hPRL 16K (50 nM pour les HUVEC et 10 nM pour les 

ABAE) pendant 8 h. La distance entre les deux cotés du trait est mesurée à l’aide d’un 

oculaire gradué couplé au microscope Olympus CKX41 (Olympus). Dans le cas des 

expériences utilisant les inhibiteurs de l’internalisation, les cellules étaient pré-incubées 1h 

avec RAP (200 nM) (Calbiochem) ou la dynasore (20 µM) (Sigma) avant le traitement au 

VEGF-A.  

6.3 Analyse de la perméabilité 
  La perméabilité endothéliale est analysée in vitro par diffusion de la fluorescéine 

iosthiocyanate (FITC)-dextran (Sigma) à travers la monocouche endothéliale. 3x104 cellules 

sont semées dans du SFM supplémenté de 5 ng/ml de bFGF sur des inserts (ThinCerts-TC 

Inserts, pore size 0,40 µm, Greiner Bio-One, Frieckenhaussen, Allemagne) coatés avec de la 

fibronectine (7µg/ml) et incubé 72 h. Le milieu du compartiment supérieur est remplacé par 

du SFM contenant du FITC-dextran et supplémenté avec du VEGF-A (50 ng/ml) 

(RELIATech GmbH). La quantité de FITC-dextran qui diffuse à travers la monocouche 

endothéliale dans le compartiment inférieur est mesurée. Dans le cas des expériences utilisant 

des inhibiteurs d’internalisation, les cellules sont pré-incubées 1h avec RAP (200 nM) 

(Calbiochem) ou la dynasore (20 µM) (Sigma) avant le traitement au VEGF-A. Pour les 

expériences avec les cellules transfectées par les siARN, les HUVEC sont transfectées avec 

les siARN uPAR ou siARN contrôle (50 nM) en utilisant la méthode du phosphate calcique. 

Après 16h de transfection, les HUVEC sont semées sur les inserts et incubées 72h. 

7. Immunofluorescence 

  Les HUVEC sont semées dans des boîtes de 35 mm de diamètre (CELLSTAR, 

Greiner Bio-One, Frieckenhaussen, Allemagne) dans du SFM supplémenté de 5ng/ml de 

bFGF à raison de 250 000 cellules. Après 48h, elles sont prétraitées avec 5 µg/ml d’anticorps 

anti-uPAR humain (MAB807, R&D Systems), anti uPAR humain (399R, American 
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Diagnostica) ou un anticorps contrôle (SantaCruz) durant 1 h. Ensuite, les cellules sont 

traitées avec la PRL 16K (50 nM) durant 1 h. Les cellules sont alors rincées au PBS, fixées à 

la paraformaldéhyde 1% durant 30 minutes sru glace. Les cellules sont alors bloquées avec du 

PBS 5% BSA durant 30 minutes. L’anticorps anti-prolactine (Dako) est ajouté à une 

concentration de 1/100 durant 1h à 4°C. Après deux lavages au PBS, l’anticorps secondaire 

couplé au FITC est additionné pour 1 h à 4°C. Les échantillons sont alors analysés au 

microscope à fluorescence (NIKON eclipse 90i, Tokyo, Japon). 

8. Proxymity ligation assay, PLA 

  La technologie duolink a été élaborée par la firme suédoise Olink Bioscience (uppsala, 

Suède) et permet de mettre en évidence l’interaction entre deux protéines in situ, distantes de 

moins de 40 nm. Les deux protéines d’intérêt sont reconnues par deux anticorps primaires. 

Ces anticorps sont reconnus par des anticorps secondaires qui ont la particularité d’être 

conjugué à un oligonucléotide, dénommé sonde PLA, plus et minus. Si les deux protéines 

sont proches, les sondes PLA s’apparient entre elles et peuvent être amplifiées par Rolling 

circles. La détection est réalisée grâce à l’utilisation de sondes fluorescentes capables de 

s’hybrider au produit d’amplification (figure 24).  

 
Figure 24: Principe du Proximity Ligation Assay (PLA) pour l’uPA et la PRL 16K. Les anticorps primaires 
d’espèces différentes pour uPA et PRL 16K sont utilisés. Ensuite, les anticorps secondaires liés à des sondes 
d’ADN sont ajoutés. Si les deux protéines sont suffisamment proches, les sondes d’ADN liéés aux anticorps 
secondaire seront amplifiées par Rolling Circles. L’ADN simple brin issu de cette amplification sera ensuite 
marqué à l’aide de sondes Cy3. 
 

  Les HUVEC sont semées dans des boîtes de 35 mm de diamètre (CELLSTAR, 

Greiner Bio-One, Frieckenhaussen, Allemagne) dans du SFM supplémenté de 5ng/ml de 

bFGF à raison de 250 000 cellules. Après 48h, elles sont traitées soit avec de la hPRL 16K 

(50 nM durant 15 minutes avec ou sans pré-incubation avec 2 nM de PAI-1 His-tag) ou avec 
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50 ng/ml de VEGF165 pendant 15 minutes. Elles sont ensuite rincées au PBS et fixées à la 

paraformaldéhyde 1% durant 30 minutes sur glace. Le test de « proximity ligation » est alors 

réalisé en utilisant le kit « Duloink I Fluorescence » selon le protocole du fabricant. Les 

échantillons sont alors analysés au microscope à fluorescence (NIKON eclipse 90i, Tokyo, 

Japon). 

9. La cytométrie de flux 

Les HUVEC sont semées dans des boîtes de 28 cm2, à raison de 600 000 cellules dans 

du SFM contenant 5 ng/ml bFGF.  Après 48h, les cellules subissent un traitement au VEGF165 

(50ng/ml) pendant 15 minutes. Les cellules sont alors lavées au PBS et grattées dans du PBS-

5% BSA. Après un blocage dans du PBS-5% BSA, l’anticorps primaire approprié est ajouté à 

une concentration de 1/100 durant 1 h à 4°C. Après deux lavages au PBS, l’anticorps 

secondaire couplé au FITC est additionné pour 1 h à 4°C. Les cellules sont alors analysées par 

cytométrie de flux (EPIC XL, Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Les anticorps primaires 

utilisés pour la cytométrie de flux sont anti-EGFR (Santa Cruz), anti-intégrine β1 (MAB1999, 

Millipore), anti-intégrine β3 (Millipore) anti-LRP-1 (438190, Calbiochem), anti-uPAR 

humain (MAB807, R&D Systems), anti-VEGFR-2 (2479, Cell Signaling). 

10. Biotinylation des protéines de surface 

Pour les expériences de biotinylation, les HUVEC sont traitées avec 2 mg/ml de 

biotine clivable (EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin, Thermo Fisher Scientific, Rockford, Il, USA) 

dans du PBS durant 30 minutes sur glace. Ensuite, les cellules sont lavées deux fois avec du 

PBS, puis  traitées au VEGF165 (100 ng/ml) dans du milieu SFM durant 15 minutes à 37°C. 

Les cellules sont alors incubées 2 fois, 20 minutes, avec une solution de gluthation (GSH, 

Sigma-Aldrich) (45mM GSH, 75 mM NaCl, 75 mM NaOH and 1% BSA).  

Pour l’immunoprécipitation, les HUVEC sont lavées deux fois dans du PBS et lysées 

sur glace avec une solution de lyse (25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0.5% triton-x100, 10% 

glycerol, supplémenté d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche)). Les protéines 

biotinylées sont immunoprécipitées avec des billes de sépharose coatées à la streptavidine 

pendant 2 h à 4°C. Les billes sont alors lavées 3 fois avec la solution de lyse. Les protéines 

biotinylées sont analysées par SDS-PAGE suivie d’un Western blotting sur une membrane de 

PVDF. 
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11. Co-immunoprécipitation 

  Les HUVEC sont semées dans des flasques de 75 cm2 dans du SFM contenant 5 ng/ml 

de bFGF, à raison de  1,5×106 cellules. Après 48 h, les HUVEC sont incubées avec 50 ng/ml 

de VEGF165 ou avec de la hPRL 16K (50 nM) pendant 10 minutes à 37°C. Après ce 

traitement, les cellules sont incubées avec un agent de cross-link (2mM) (DTSSP, 

thermoscientific) pour 2h à 4°C. Les cellules sont alors lysées avec 500 µl de solution de lyse 

(50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100 supplémenté avec un cocktail d’inhibiteur 

de protéases (Roche)). Les extraits protéiques sont alors incubés toute la nuit à 4°C avec les 

anticorps dirigés contre les protéines d’intérêt sous rotation. 50 µl de protéine A Agarose sont 

alors ajoutés au mixte et incubés 1 h à 4°C sous rotation. Après centrifugation, les billes sont 

récupérées et lavées trois fois avec la solution de lyse. Les protéines immunoprécipitées sont 

alors resuspendues dans 30 µl de tampon de chargement (Tris HCl 30 mM ; SDS 5% ; 

glycérol 5% ; bleu de bromophénol 0,002% ; β-mercaptoéthanol 2,5% ; pH 6,8) et chauffées à 

100°C pour 5 minutes. Les protéines sont alors analysées par Western blotting.  

Pour les immunoprécipitations sur les tumeurs B16F10, l’agent de cross-link utilisé est le 

DSP (Thermoscientific) à une concentration de 2 mM durant 2h à 4°C.  

Concernant les immunoprécipitations PAI-1/PRL 16K sur les protéines recombinantes, les 

protéines PAI-1 (5 ng) et PRL 16K (300 ng) sont incubées toute la nuit à 4°C pour qu’elles 

interagissent. Le complexe est alors cross-linké avec du DSP (Thermoscientific) à une 

concentration de 2 mM durant 2h à 4°C. Ensuite, le protocole suivi est identique aux autres 

Co-IP réalisées dans ce travail.  

12. Préparation des extraits protéiques et Western 
Blotting 

Les cellules sont lavées deux fois avec du PBS froid et grattées dans du tampon de 

lyse (25 mM HEPES (pH 7.9), 150 mM NaCl, 0.5% Triton, 1 mM dithiothreitol, 1 mM 

phenylmethylsulfonylfluoride) sur glace. Les débris cellulaires insolubles sont éliminés par 

centrifugation à 10000 g pendant 15 min. Les aliquots de surnageants contenant les protéines 

sont stockés à -80 °C. La concentration protéique est déterminée par la méthode Bradford à 

l’aide du Kit « BCA Assay » (Thermo Fisher Scientific). Les lysats cellulaires solubles sont 

séparés par SDS-PAGE (6%, 10%, 12 % ou 15% selon la taille de la protéine d’intérêt) et 
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transférés sur une membrane polyfluorure de vinylidène (Milipore Corp.). Les blots sont 

bloqués pendant 1 h dans une solution saline tampon contenant du Tris (TBS), 8 % de lait et 

0,1 % de Tween 20 à température ambiante et incubés toute la nuit à 4 °C avec les anticorps 

primaires: anti-AKT (4691, Cell Signaling), anti-phospho-AKT (Ser 473) (4060, Cell 

Signaling), anti phospho-AKT (Thr 308) (4056, Cell Signaling) anti-phospho ERK1/2 (9101, 

Cell signaling), anti-intégrine β1 (9699, Cell signaling), anti MAPK (06-182, Millipore), anti-

PAI-1 (clone 33H1F7), anti-Prolactine (Dako) anti-uPAR humain (MAB807, R&D Systems), 

anti uPAR humain (399R, American Diagnostica), anti-phospho VEGFR-2 (Cell Signaling), 

anti VEGFR-2 (2479, Cell Signaling) et anti-beta-tubulin (ab6046, Abcam). Après 3 lavages 

avec du TBS contenant 0,1 % de Tween 20, les complexes antigène-anticorps sont détectés 

avec un anticorps secondaire couplé à la peroxydase et un système d’amplification fluoro-

chemiluminescent (ECL; Pierce Biotechnology). 

13.  Test de l’activité de NF-κκκκB 

L’activité p65 de liaison à l’ADN de NF-κB est quantifiée par ELISA (EZ 

Transcription Factor kit NF-κB p65 (Pierce)) sur des extraits protéiques totaux selon les 

instructions du fabricant. La liaison de NF-κB à l’oligonuléotide cible est détectée par 

incubation d’un anticorps primaire spécifique pour la forme activée de p65, visualisée par un 

anti-IgG conjugué à la peroxydase et une solution de développement et quantifiée par la 

chémiluminescence à l’aide d’un luminomètre. La spécificité est établie par incubation avec 

un oligonucléotide consensus sauvage (5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’) qui 

rivalise avec le substrat pour la liaison. Tous les échantillons sont analysés en duplicats. 

14.  Croissance tumorale en modèle murin 

  Les souris homozygote PAI-1-/- (Carmeliet et al. 1993) et les souris wild type 

correspondantes ont été utilisées dans cette étude. Brièvement, les cellules B16F10 

confluentes sont trypsinisées, lavées et resuspendues dans du PBS. La suspension de cellules 

B16F10 (105 cellules dans 50 µl de PBS) est injectée en sous cutanée dans le flanc droit de 

chaque souris (7 par groupe). Les adénovirus exprimant la PRL 16K ou les adénovirus 

contrôle sont injectés dans la veine de la queue deux jours avant l’injection sous cutanée des 

cellules tumorales. Pour maintenir l’expression de la PRL 16K, une seconde injection est 

administrée huit jours après la première. La quantité de virus utilisée pour chaque injection est 
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de 109 pfu. La croissance tumorale des B16F10 est évaluée par mesure de la longueur et de la 

largeur de chaque tumeur chaque jour. Le volume tumoral est alors calculé sur base de la 

formule : longueur X largeur X 0,5. Entre 18 et 20 jours après l’injection des cellules 

tumorales, les souris sont euthanasiées et les tumeurs sont récupérées. Le protocole de cette 

expérimentation animale a été approuvé par le comité éthique de l’Université de Liège. 

15.  Modèle d’angiogenèse rétinienne murine 

Pour analyser l’angiogenèse rétinienne, les souriceaux en P1 sont injectés de façon 

intra vitelline avec 85 nM de PRL 16K ou 50ng/ml de VEGF165 et sacrifié en P5. Le P0 

correspond au jour de la naissance. Les yeux sont récupérés et fixés 45 minutes dans la 

paraformaldéhyde 4%. Les rétines sont alors disséquées et post fixées durant 1h avec la 

paraformaldéhyde 4%. Ensuite, une immunofluorescence est réalisée en utilisant l’isolectine 

b4 pour marquer les vaisseaux sanguins. Brièvement, les rétines sont perméabilisées dans du 

PBS 0,1% de triton X100 toute la nuit à 4°C. L’isolectine b4 est alors additionnée à la rétine à 

une concentration de 1/50 durant 4h à 4°C. Les rétines sont alors lavées toute la nuit dans du 

PBS. L’anticorps secondaire (Alexa 488) est alors ajouté durant 4h à une concentration de 

1/500. Les rétines sont alors montées sur lame et analysées par microscopie à fluorescence 

(Gerhardt et al. 2003).  

16.  Analyses statistiques  

Toutes les expériences sont réalisées au moins 3 fois. Toutes les valeurs sont 

exprimées sous forme de moyennes relatives ± déviation standard (SD) pour les expériences 

in vitro ou moyenne ± moyenne de l’erreur standard (SEM) pour les expériences in vivo. La 

comparaison entre les différentes conditions est évaluée par le test t de Student.  
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17. Séquences des siARN et amorces utilisés 

17.1 Séquence des siARN utilisés  
Nom Brin sens Brin anti-sens 

siARN PAI-1 
bovin 

CCGAUUUACUGAAGAA 
UUGCACAGA 

UCUGUGCAAUUCUUCAGU 
AAAUCGGUC 

siARN PAI-1 
humain 

UCAAUAGAUUUAGGAG 
CAGAAAUGC 

GCAUUUCUGCUCCUAAAU 
CUAUUGAAC 

siARN EGFR 
humain 

CGAGGGCAAAUACAG  
CUUGGUGCC 

GGCACCAAAGCUGUAUUU 
GCCCUCGGG 

siARN contrôle 
siARN contrôle universel (IDT-

DNA)   

siARN uPAR 
humain 

GGUGAAGAAGGGCGUCCAA UUGGACGCCCUUCUUCACC 

siARN uPAR 
contrôle 

AACCUGCGGGAAGAAGUGG CCACUUCUUCCCGCAGGUU 

 

17.2 Séquences des oligonucléotides utilisés pour la qRT 
PCR 

 

Gene Amorces sens Amorces anti-sens 

hsa PPIA CCAACACAAATGGTTCCCAGT CCATGGCCTCCACAATATTCA 
hsa β2M GAGTATGCCTGCCGTGT AATCCAAATGCGGCATCT 
hsa PAI-1 ACGTGGTTTTCTCACCCTATG CATGCCCTTGTCATCAATCTTG 
mmu Dll4 CCTCTCGAACTTGGACTTGC AGCTCCTGCTTAATGCCAAA 

mmu/rno PPIA ACCGTGTTCTTCGACATCACG CTGGCACATGAATCCTGGAATA 
mmu/rno β2m CATGGCTCGCTCGGTGACC AATGTGAGGCGGGTGGAACTG 
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