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Introduction

Introduction

1. L’angiogenese

1.1 Généralités

Chez les mammiféres, durant le développement embgme, le systeme
cardiovasculaire composé du cceur, du sang et deseaax sanguins, est le premier a se
former et a fonctionner, ce qui témoigne de sonoitgmce. En effet, le sang, via les
vaisseaux sanguins transporte I'oxygéne des pouraamrsorganes distants. Le transport
d’oxygéne n’est pas son unique role, il transp@galement les nutriments aux tissus et

permet I'élimination des déchets métaboliques (@#an2000).

1.2 Initiation du réseau vasculaire

Durant I'embryogenese, les vaisseaux sanguins smefd tout d’abord par
vasculogenéseDurant ce processus, les angioblastes (cellutssupseurs indifférenciées) se
différencient en cellules endothéliales qui s’addemt en un réseau vasculaire primitif.
Apres la phase de vasculogenese, comméiargiogenese Historiquement, le terme
angiogenese était utilisé pour décrire la croissashes bourgeons endothéliaux a partir de
vénules pré-existantes. Maintenant, ce terme es€rgkement utilisé pour décrire la
croissance et les processus de remodelage du rpsedtif en un réseau plus complexe.
Finalement, les vaisseaux sanguins sont recoudertgllules murales composeées de cellules
musculaires lissesS(ooth muscle cel]ISMC) et de péricytes (PC), apportant une staktalit

nouveau réseau vasculaire établg(re 1).
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Figure 1 : Développement du systéme vasculair®urant la vasculogenése, les progéniteurs enligié
donnent naissance au réseau vasculaire primitiftedes et de veines. Pendant I'angiogenése, leauése
s’agrandit et les péricytes (PC) et les cellulessenlaires lisses (SMCs) couvrent les canaux entatixé
naissants, ce qui donne le réseau vasculaire matme@seau lymphatique se développe par transelifiéation
des veines. Adapté de (Carmeliet 2005).

1.3 Développement du réseau vasculaire

L’angiogenése peut se dérouler selon trois mécasgrincipaux. Il y a tout d'abord
'angiogenése dite de sprouting » pendant laquelle les vaisseaux sanguins sontéfar
bourgeonnement. Cette angiogenése est relativdemgetcar elle dépend de la prolifération
des cellules endothéliales activées par différéamtteurs tels que I¥ascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) ou le Fibroblast Growth Factor(FGF). Le deuxieme type est
'angiogenése par intussusception, pendant laquidke vaisseaux sont formeés par
élargissement et séparation des vaisseaux déjaéésorhbe troisieme type est laidging,
septation par les cellules poussant a lintériees dvaisseaux pour créer des canaux

vasculaires séparés (Risau 1997; Carmeliet 2000n&tet al.2011). Figure 2)

Sprouting _ ) ot

= = formation des vaisseaux peut avoir lieu par
/ \ O sprouting par élargissement et séparation

— — des vaisseaux sanguins formés

OO (intussusception) ou par septation des

Figure 2 : Mécanisme d’'angiogenésela

Vaisseau Brieging

meére

Vaisseaux

filles canaux vasculaires séparésbridging).

Figure adaptée de (Carmeliet 2000).

Intussusception

vaisseaux déja formés pour créer des
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1.4 Les differentes étapes de I'angiogenese

Lors de la croissance tissulaire, les vaisseaugusas existants ne sont plus suffisants
pour fournir I'oxygene et les nutriments a toutes kellules. Les cellules dites alors en
hypoxie expriment le facteur de transcription HiF{Hypoxia Inducible Factgs ce qui
active I'angiogenese. L’activité transcriptionnetl#HIF-1a est induite par sa dimérisation
avec le facteur HIFficonstitutivement exprimé. En se liant aux élémeidgsréponse a
I'hypoxie (HRE) au niveau du promoteur, le dimen&+Hao/HIF-1 induit la transcription de
ses genes cibles tels que celui du VEGF (Milkievatal. 2006) (Semenza 2001). Le VEGF
est le facteur clé impliqué dans la plupart desémeents morphogénétiques de I'angiogenese
et contrble la perméabilité, la migration, la féhtion et la survie des cellules endothéliales
(Affolter et al.2009).

Bien qu’il existe trois types d’angiogenése, l'aggnese par bourgeonnement
(sprouting est de loin le mécanisme le plus étudié. Cettmi€lee est caractérisée par
plusieurs étapes-{gure 3).

A Initiation B. Invasion C Bourgeonnement ’ D AIIongement du bourgeon

S O o 9 9 9 a9 9 O 9 I S S S ES

S T e
N MM -

(= = = = = = = = = = =] O )

E Fusion F Perfuswn & oxygenatlon G. Maturatlon & stabilisation G. Quiescence Qulescence

T

DCeIIuIesE Cellules D Cellules []ECM |:] Péricytes
“tip” “stalk” “phalanx”

Figure 3 : Formation de nouveaux vaisseaud Réponse a I'hypoxie ; les cellules non vasculassigposent
le VEGF en gradienB La cellule endothéliale exposée a la plus hauteeatration de VEGF est sélectionnée
pour devenir une cellule « tip € La cellule « tip » dirige le bourgeonnement etahit/le tissu environnant en
étendant ses nombreux filopod&sLe bourgeon s'allonge via la prolifération deslulebk « stalk » derriére la
cellule «tip ».E Le nouveau vaisseau se connecte avec les autrela Vision des cellules «tip ¥ La
formation du lumen vasculaire permet l'initiation flux sanguin, qui a son tour, entraine I'oxygésratdu tissu,
ce qui réduit le niveau de VEGK La maturation et la stabilisation du plexus naisssont reliées au
recrutement des péricytes et au dépdt de matriceacetulaire. H Dans le réseau établi, les cellules
endothéliales adoptent un phénotype quiescent gee ty phalanx ». Abbréviation: MEC: matrice
extracellulaire. Figure adaptée de (Carmadiedl. 2009).
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1.4.1Vasodilatation et perméabilité vasculaire

La phase d'initiation de l'angiogenése est marqpée une augmentation de la
perméabilité vasculaire, dépendante de I'oxydeqguier (NO) en réponse au VEGF. Cette
augmentation de la perméabilité est causée paortaation de fenestrations, d’organelles
vésiculo-vacuolaires et par la dissociation desésdes d’adhésion telles que PECAM-1
(Platelet Endothelial Cell adhesion moleculet VE (Vascular Endotheligtcadhérine. La
perméabilité vasculaire est également augmentééaoaiopoiétine 2 (Ang2), un inhibiteur
de la voie de signalisation Tie2. L’Ang2 déstakilies vaisseaux sanguins en induisant le
détachement de la matrice et des péricytes, pamntettinsi la migration des cellules

endothéliales.

1.4.2La dégradation de la matrice

La dégradation de la matrice extracellulaire impdigune série de MMPsViatrix
Metalloproteinasels produites ou non par les cellules endothélialsess protéases agissent
sur I'angiogenése en libérant les cellules endi@ledl migrantes mais également en activant
ou libérant les facteurs de croissance (bFB&si¢c Fibroblast Growth Factyr VEGF,...)
séquestrés dans la matrice extracellulaire (Cossteal. 1999).
Un autre acteur impliqgué dans Ila dégradation mallec est le systeme
plasminogéne/plasmine. La plasmine, enzyme agbasicipe a la protéolyse extracellulaire
soit directement en dégradant les protéines de dtrigm, soit indirectement en activant
plusieurs MMPs (Tkachukt al. 2009). Le systeme plasminogene/plasmine sera vai g

détail dans le point 4.1.

1.4.3 L’élongation des vaisseaux

La prolifération et la migration des cellules eruiales permettent toutes deux
'élongation du vaisseau neoformé. Tout d’abord,e usous-population de cellules
endothéliales va acquérir un phénotype particuéquis pour la migration. Ces cellules sont
appelées les cellules « tip » et sont localisdeEx&émité du vaisseau. En réponse au VEGF-
A, elles produisent de nombreux filopodes sondasmvironnement afin d’induire la
migration vers le gradient de facteurs de croissgitinget al. 2009). Dans les vaisseaux
migrants, les cellules endothéliales situées derries cellules «tip » sont appelées les
cellules « stalk ». Celles-ci ont la caractéristiqie produire peu de filopodes et de ne pas
migrer mais de proliférer sous I'effet du VEGF-Agi@ardtet al.2003).
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Les cellules « tip » et « stalk » possedent égateniiautres caractéristiques qui sont reprises

dans lgableau 1

Cellule « Tip » Cellule « Stalk »

Cellule endothéliale hautement polarisée  Prolifere suite a une stimulation au VEGF-A

Nombreux filipodes riches en actine Forme le lumen vasculaire

Induite par le VEGF-A Etablit des jonctions adhérentes

Expression de VEGFR-2 sur les filopodes Dépét de membranes basales

Absence de lumen vasculaire Tres haute expression de Jagged 1, Robo 4 et
_ VEGFR-1

Expression accrue de PDGF-B, Dll4,

VEGFR-2, VEGFR-3,....

Spécialisée dans la guidance de la migratiofPeut étre induite pour devenir une cellule

o «Tip »
Peu proliférative

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

La spécification des cellules endothéliales etulss «tip» ou «stalk» est contrélée
par la voie de signalisation Notch (Hellstratal. 2007; Phnget al.2009; Eilkenet al.2010).
En réponse au VEGF-A, les cellules « tip » expnitriiges fortement le ligand de Notch, DIl4
(Delta-like ligand 4, qui lie le récepteur Notch présent a la surfdes cellules adjacentes
(future cellule « stalk »). Ainsi, I'expression décepteur au VEGF, le VEGFR2, est réduite,
ce qui supprime le phénotype «tip ». Le phénotygule « stalk » est alors spontanément
induit (Figure 4) (Hellstromet al.2007; De Smegt al.2009).
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VEGF

VEGFR:

Tipq DLL4 OJ ;'Proliferation
’P

Figure 4. Induction des cellules « tip » et cellute« stalk ».Au cours de

r 0 I'angiogeneése, la voie de signalisation du VEGFd#ine la formation
ypr) de bourgeons angiogénes et controle 'identitéadmllule « tip »
o) (orange) et des cellules « stalk » (rose) viadaalisation Delta-Notch.
p— 7 Figure adaptée d’apres (Affoltet al.2009).
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1.4.4La formation du lumen

Apres l'induction des cellules « tip » et I'éloniget des cellules « stalk », le vaisseau
a besoin de générer un lumen et d’initier un flarguin. La formation du lumen peut se faire
par coalescence de vacuoles intracellulaice$ fiollowing (Kameiet al.2006) ou par fusion
de membranes de deux cellules endothéliales adgsc€ord hollowing (Milkiewicz et al.
2006) (Potenteet al. 2011). Signalons que différentes intégrines peuyener un role
important dans la formation du lumen, d’'une pagr feur capacité d’interaction avec la
matrice extracellulaire et d’autre part, par lesesode signalisation qu’elles sont capables
d’induire tels que SRC, FAKFocal Adhesion Kinage MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinasg, Rho GTPases... (Liat al.2004; Avraamidest al.2008; Iruela-Arispest al.2009).

1.4.5La maturation des vaisseaux sanguins
Les vaisseaux néosynthétysés sont maturés etiséabafin de former un réseau

vasculaire fonctionnel. Une fois ce réseau étdbs, cellules endothéliales redeviennent
guiescentes et établissent des jonctions adhérentaposées de VE-cadhérines et de N-
cadhérines ainsi que des jonctions serrées congpdsé€laudines et Occludines. Ces cellules
endothéliales sont alors recouvertes de celluleslesi qui sont de deux types, les péricytes
(PC) et les cellules musculaires lisses (SMC). R€sétablissent un contact direct avec les
cellules endothéliales dans les capillaires etvlasseaux immatures, tandis que les SMC

recouvrent les artéres et les veines et sont s&pdes cellules endothéliales par une matrice.
6
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Le recrutement des cellules murales est controlélp@latelet-derived Growth Factor
(PDGF) et son récepteur-1 (PDGFR-1). Les cellutefothéliales sécrétent le PDGF qui se
lie & son récepteur présent a la surface des eglialrales, stimulant ainsi leurs migration et
prolifération (Gaengelet al. 2009). Les cellules murales, quant a elles, exgmm
'angiopoiétine 1 (ANG1) qui active son réceptendathéliale Tie2 et stabilise donc les
vaisseaux (Augustiet al.2009; Huanget al.2010). La sphingosine-1- phosphate (S1P) via sa
voie de signalisation lié a son récepteur (S1RRie ggalement un réle prépondérant dans les
interactions entre les cellules endothéliales ttlules murales (Lucket al. 2010). Notch3

est également requis pour la maturation et la mifféation des SMCs artérielles (Gridley
2010). La voie de transduction T@EH-Transforming Growth Factof) via ALK1 et ALK5

est également impliguée dans la maturation. Ellgban la prolifération et la migration
endothéliales, induit la différenciation des SMQCs séimule la production de matrice
extracellulaire (Dicksoret al. 1995; Pardaliet al. 2010). Aprés ce recouvrement par les
cellules murales, une membrane basale est propaitées cellules endothéliales avec I'aide
des cellules environnantes qui fournissent un stgbaictural et maintiennent la quiescence
des cellules endothéliales. Une fois la formatianvdisseau terminée, le flux sanguin ameéene
au nouveau vaisseau formé I'oxygene qui entrairediminution du niveau de VEGF. Le

processus d’angiogenéese est ainsi terminé (Cbuafj2010).

1.5 La régulation de I'angiogenese

Alors que I'angiogenese est extrémement activerddi@mbryogenese, I'endothélium
vasculaire se trouve a I'état de quiescence dimavie adulte. Néanmoins, il existe quelques
circonstances dans lesquelles I'angiogenése edtivés, telles que la réparation tissulaire, la
vascularisation de I'endometre, et celle du plazeors de la gestation, I'adaptation a
'exercice musculaire, les maladies rhumatoidespéitalmiques, le psoriasis, les maladies
ischémiques ainsi que le développement tumoral nf€lget 2000; Carmeliet 2005). Par
conséguent, ce processus est extrémement bieré ngguline balance entre des facteurs pro-
angiogenes et des facteurs anti-angiogénes (Beegels2003). En présence d'un exces de
facteurs anti-angiogénes, les cellules endothélia;t maintenues en quiescence. Lors du
«switch angiogene, exces de facteur pro-angiogene, I'angiogenésadtivée igure 5)
(Hanaharet al. 1996).
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Angiogenése:

«+— Active

Figure5: La balance du « switch
<« Quiescente  angiogéne ».  L’angiogenése normalement
quiescente peut étre déclenchée par un
changement d’équilibre entre les activateurs et

Activateurs @ Inhibiteurs o - R . .
, les inhibiteurs de I'angiogenese. Figure adaptée
aFGF Thrombospondine 1
bFGF Prolactine 16K de (Hanahaet al. 1996).
VEGF Interférons a et B
. Facteur plaquettaire 4

Angiostatine

De nombreuses molécules sont impliguées dansv&in de 'angiogenése telles que le
VEGF, bFGF, HGFHepatocyte Growth Factdr'/EGF (Epidermal Growth Factgr le NO,
le PDGF, I'uPA (rrokinase Plasminogen Activajptes MMPs, le TGH3, HIF-1, Ets-1,....
(Milkiewicz et al.2006). Le rbéle du VEGF sera développé au point 3.

La plupart des inhibiteurs endogénes de l'angiogersont des fragments issus de
molécules de la matrice extracellulaire. Ces fragmseont libérés aprés une protéolyse de la
matrice extracellulaire et de la membrane basalalpars enzymes tels que les MMPs, les
cathepsines et les élastases. Le premier inhibiteurl’angiogenése découvert est la
thrombospondine-1 (TSP-1), une protéine de liagdiméparine (Goodet al. 1990). TSP-1
est capable d'inhiber la prolifération des cellubesiothéliales et de déstabiliser les contacts
entre les cellules (Taraboledti al. 1990; Iruela-Arispet al. 1991; Nyberget al. 2005; Ribatti
2009). L'endostatine, quant a elle, est un fragméhterminal de 20-22 kDa, issu du
collagéne de type XVIII, capable de se lier awegninespl et a I'héparine présents a la
surface des cellules endothéliales. Celle-ci inhdvectement I'angiogenese en interférant
avec les voies de signalisation du FGF2 et du VHERIF.conséquent, elle induit I'apoptose et
inhibe la prolifération ainsi que la migration desdlules endothéliales. L’endostatine exerce
aussi une action indirecte sur I'angiogenése eiamt I'activité de la MMP2 et MMP9 ainsi
gu’en stabilisant les interactions cellules-cebulst cellules-matrices (Nybergt al. 2005;
Ribatti 2009). Il existe également des inhibitedesl'angiogenése non issus de la matrice
extracellulaire. L'angiostatine est un fragment 3& kDa issu du plasminogene capable
d’'inhiber principalement la prolifération et la magion des cellules endothéliales. Le

fragment de haut poids moléculaire issu du KinimegéHKa) présente une activité anti-
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angiogene via son domaine 5 (D5). Il est capabiehdier I'adhésion, la prolifération et
d’'induire I'apoptose des cellules endothéliales. D& est capable de se lier au domaine
somatomédine B de la vitronectine mais égalememcdiment au domaine DII/DIll de
'UPAR (urokinase Plasminogen Activator ReceptdColman et al. 2010). Un autre
inhibiteur ne provenant pas de la matrice extratate est la prolactine 16K. Les différents
effets anti-angiogenes de ce fragment N-termirgal @& la prolactine entiére seront repris en
détail dans le point 2.3. (Nybeeg al. 2005; Ribatti 2009).

1.6 L’angiogenese tumorale

La croissance tumorale et la dissémination des st&es sont dépendantes de
langiogenése. En effet, les vaisseaux sanguingngiéent I'élimination des déchets
meétaboligues mais également l'apport des nutrimefitxygéne ainsi que de facteurs de
croissance neécessaires a la croissance tumorallkm@o 1971). Cette derniére est
caractérisée par deux phases. Tout d’abord, Iayphase avasculaire ou dormante et, ensuite,
vient la phase vascularisée ou invasive. Lors dehkse avasculaire, les cellules tumorales
proliferent jusqu’a ce que la tumeur atteigne uailet de 1-2 mm de diametre. Cette
croissance ne requiert pas de vaisseaux sanguies @tllules sont alimentées en oxygéne et
nutriments par simple diffusion. Sous I'accumulatd’altérations génétiques, la prolifération
tumorale s’accentue et la tumeur grandit jusqu’&mb une taille critique a la simple
diffusion de I'oxygene. A ce stade, les cellulesa-tumorales se retrouvent en hypoxie, ce
qui induit I'expression de divers facteurs pro-amgines tels que le VEGF. Par conséquent,
'environnement tumoral est enrichi en facteurs-angiogénes, ce qui entraine le «switch
angiogene». La phase invasive qui est dépendaritardgogenése, est, alors déclenchée, ce
qui engendre une croissance tumorale exponenti€lktte phase vascularisée permet
egalement la dissémination des métastases (Beayat2003).

Les vaisseaux tumoraux peuvent étre formés pamgkeonnementintussusception ou
par recrutement des précurseurs endothéliaux paovete la moelle osseuse. Les cellules
tumorales peuvent également participer a I'élalbmmatie la vascularisation en cooptant les
vaisseaux existants ou en mimant les cellules éBtlales pour former des « vaisseaux »
(vascular mimicry (Carmelietet al. 2000; Carmelieet al. 2011). Les vaisseaux tumoraux
sont structurellement et fonctionnellement anormauxcomparaison a la vascularisation

physiologique Figure 6).
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Vaisseaux sanguins ‘Vaisseaux sanguins
NOMMALE umoraux

Figure 6: Représentation des vaisseaux sanguins moaux et tumoraux Les vaisseaux tumoraux sont
structurellement et fonctionnellement anormaux. gtdal’apres (Goedt al.2011)

En effet, ils sont hautement désorganisés, tortueilatés, avec une densité de branchement
excessive. Au niveau cellulaire, les cellules ehéliles des vaisseaux tumoraux sont
egalement irréegulieres présentant une morphologgerganisée. Par conséquent, ces cellules
endothéliales sont pauvrement connectées entrg el@ témoignent la haute perméabilité
des vaisseaux tumoraux. De plus, les péricyteseetIMCs possedent également des
caractéristiques structurales anormales (Carmeliat. 2000; Goelet al. 2011; Potentet al.
2011). Ajoutons que le flux sanguin est égalembeabtique et irrégulier, favorisant ainsi des
régions acides et hypoxiques au sein de la tun@asg.conditions engendrent la production de
stimulateurs angiogénes et la sélection des cslkdacéreuses plus malignes et métastatiques
(Carmelietet al.2000).

1.7 La thérapie anti-angiogene

Au vu de I'implication de I'angiogenese dans laigsance et la progression tumorale,
linhibition de la vascularisation semble étre usteatégie thérapeutique trés prometteuse
(Folkman 1971). De plus, en comparaison aux calltuenorales génétiquement instables, les
cellules endothéliales recrutées par les tumeuns [@as stables et, par conséquent, moins
susceptibles de développer des résistances atentaits (Tuguest al. 2011). Par ailleurs,
les agents anti-angiogenes utilisés ne ciblentlgsiecellules endothéliales en prolifération,
minimisant ainsi leur toxicité, puisque l'angiogeméchez l'adulte est quasi totalement
quiescente. Ainsi, en inhibant la vascularisatiomdrale, la thérapie anti-angiogéne induit
également I'apoptose des cellules tumorales. Paséruent, un méme agent anti-angiogene
peut traiter différents types de cancers (Abdolkthal. 2010). Notons qu'il existe 2 classes
d’inhibiteurs de I'angiogenése a savoir les int@bis directs et indirects. Les inhibiteurs

directs tels que I'endostatine ciblent directemiest cellules endothéliales, les empéchant
10
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ainsi de répondre aux stimuli angiogenes. Les itéhibs indirects, eux, empéchent la
communication entre les cellules endothélialesest dellules tumorales. Ces inhibiteurs
peuvent interférer avec I'expression des factewosapgiogénes (VEGF, bFGF, ...) au sein
des cellules tumorales. lls peuvent égalementeygineutralisant les facteurs angiogenes, les
empéchant ainsi d’atteindre les cellules endotleSliaUne derniere facon d’agir est
d’empécher l'activation des récepteurs présentsa a&surface des cellules endothéliales
(Abdollahi et al.2003; Abdollahiet al.2010).

Le VEGF étant un facteur clé dans la vascularisatimnorale, il est une cible idéale
dans le cadre de la thérapie anti cancéreuse. @&stjuoi le Bévacizumab, un anticorps
monoclonal humanisé neutralisant le VEGF solublétéadéveloppé (Ferraet al. 2004).
Etant donné les résultats trés encourageants abtmula croissance tumorale en modéle
souris, la thérapie anti-angiogene devient undtéealinsi, en 1997, le Bevacizumab rentre
en phase clinique (Ferraet al. 2004). Ensuite, une seconde génération d’inhitstelu
VEGF a également vu le jour. Ce sont des petitdécutes inhibant I'activité tyrosine kinase
des récepteurs du VEGF tels que le sunitinib aotafenib (Logest al.2009). Une étude a
montré que ce type de thérapie augmente la vieoddreux patients atteints du cancer. Ce
succes a dailleurs révolutionné la vision de l'ologie clinique. Néanmoins, ce type de
traitement augmente bien la survie totale des m@tienais en réalité seulement que de
guelgues mois (Kerbel 2008). De plus, bien qu’ell@sbent la croissance de la tumeur
primaire, les drogues ciblant la voie de transductdu VEGF favorisent I'invasion tumorale
et la formation de métastases (Elkbal.2009).

Ces données fournissent I'évidence que les tunsaurs capables de développer des
mécanismes de résistance a I'encontre de la tleéeayiangiogéne. Lors de la thérapie anti-
VEGF, les tumeurs sont notamment capables d'utildautres facteurs pro-angiogenes
(bFGF,...) pour induire leur vascularisation (Casas®t al. 2005).

Afin de contrer ce mécanisme de résistance, ilitsargortant de cibler plusieurs
voies de signalisation angiogénes simultanémeihtydoxie au sein de la tumeur causée par
la régression des vaisseaux suite au traitementaagiogene, n’induit pas seulement
'expression d'activateurs angiogenes mais eégalémienrecrutement de progéniteurs
vasculaires provenant de la moelle osseuse. Lagpiteurs endothéliaux et péricytaires se
différencient ainsi pour former de nouveaux vaiggesanguins. En réponse a la thérapie anti-
VEGF, les cellules endothéliales peuvent égalenmedtire un recrutement accru des
péricytes afin de se protéger contre I'apoptosee ldes stratégies visant a contrer ce

11
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phénomene était de développer une double théaafiiangiogene simultanément, composée
d’'un anti-VEGF et d’un inhibiteur de la voie dersadjsation du PDGF. Ce double traitement
rend I'endothélium tumoral plus sensible a la thiranti-VEGF mais malheureusement avec
beaucoup d'effets indésirables. La réduction séwarele manque total de couverture
péricytaire peut détruire l'intégrité vasculairaybrisant la dissémination des métastases. De
plus, il existe des tumeurs qui, suite a un tra@emanti-angiogéne, n'utilisent plus
'angiogenése pour croitre et envahir les tissusss&’est le cas des cellules de glioblastomes
qui sont capables de co-opter elles-mémes leseaigssanguins existants (Bergetsal.
2008).

12
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2. La famille Prolactine/Hormone de
Croissance/Lactogene Placentaire (PRL/GH/PL)

2.1 Géneralités

La PRL est une hormone polypeptidique qui a ét@uléerte il y a plus de 70 ans (Freeman
et al. 2000). Sur base de ces propriétés génétiquestigilies et fonctionelles, la PRL
appartient a la famille d’hormones protéiques PRL/A.. La comparaison de séquences de
ces hormones chez les tétrapodes montre que lecgéaat pour la PRL, GH et PL a évolué
a partir d’'un géne ancestral par duplication. Despla divergence entre la PRL et la GH se
serait déroulée il y a 400 millions d’années (Beysotet al. 1998).

2.2 La Prolactine (PRL)

2.2.1 La structure de la PRL

La PRL, une protéine d’environ 23 kDa, est préseaitez tous les vertébrés. A
I'exception de la PRL issue du poisson, toutePlRE identifiees a présent possédent de 197
a 199 acides aminés et contiennent 6 cystéinesafar® ponts disulfure intramoléculaires.
La PRL humaine (hPRL) mature est une protéine cmép de 199 acides aminés et a un
poids moléculaire de 23 kDa. Elle est synthétisdas forme de molécules précurseurs et
possede un peptide signal de 28 acides aminés.
Des études ont montré que la PRL a une structurendaire composée de 4 hélices
o majeures, de la Leu 15 a I'Arg 43 (hélice 1), [A&a I'’Arg 103 (hélice 2), Ala 111 a la
Val 137 (hélice 3) et de la Glu 161 a lle 193 (©&H).
Sa structure tertiaire est composée des 4 héticqai sont groupées en deux paires anti-
paralléles hélicel/héliced et hélice2/hélicERy(re 7) (Teilum et al.2005)

13
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Figure 7: Représentation de la
structure tridimensionnelle de la
Hélice 3 hPRL. La hRPL est composée de 4
hélicesa. L'hélice 1 (Leul5 - Arg43),
I'hélice 2 (Lys78 — Argl03), I'hélice 3
(Alalll — Val137) et I'hélice 4 (Glul6l

. _ — 1le193). Figure adaptée de (Teiluh
HARe N-terminale al. 2005)
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De nombreux variants de la PRL ont été caractéib@z les mammiferes. Ces variants
peuvent étre le résultat d’épissages alternatifgahscrit primaire, ou de modifications post-
traductionnelles tels qu’une glycosylation, une g@twrylation, une dimérisation, une

polymérisation ou un clivage protéolytique (Freeratial.2000).

2.2.2La régulation de la synthése et de la sécrétion ¢ PRL

La majeure partie de la PRL est synthétisée eet@xpar les cellules lactotrophes de
'hypophyse, mais elle est également produite pamdmbreuses autres cellules (cellules
épithéliales mammaires, lymphocytes, fibroblastediules endothéliales) et tissus (cerveau,
rate, thymus, tumeurs, prostate...) (Bole-Feysatl. 1998; Corbachet al.2002).
La PRL se retrouve dans de nombreux fluides biglogg tels que le sérum, le lait, le liquide
amniotique, le liquide céphalo-rachidien, les lagia transpiration,... La majorité de la PRL
circulante est d'origine hypophysaire et agit selanvoie endocrine classique. Elle est
sécrétée par une glande, transportée par le systieéoodatoire et agit sur les cellules cibles
via un récepteur présent a la surface de ces egllua PRL, qui est produite par plusieurs
types cellulaires, peut également agir sur lesilesladjacentes (paracrine) ou directement sur
la cellule la produisant (autocrine) (Bole-Feysbal.1998; Freemast al.2000).
La sécrétion de la PRL est un mécanisme hauterégutér positivement ou négativement par
de nombreux facteurs. La régulation majeure dertalyction de la PRL se fait par la
dopamine a travers ses récepteurs D2 présentdedaiastotrophes (Goffiet al.2002).
La PRL est également régulée au niveau transanipgiopar deux promoteurs distincts. Le

promoteur proximal, rapporté comme étant le proomoteypophysaire, est nécessaire et
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suffisant a la transcription. Le second est ragparbmme étant le promoteur extra-

hypophysaire.

2.2.3 Les fonctions biologiques de la PRL

La PRL présente plus de 300 fonctions biologiqueie joue un rble dans la
reproduction, I'hnoméostasie, I'angiogenese, la idpoimmunitaire,... Bien qu'il existe de
nombreux variants de la PRL issus des modificatipost-traductionnelles, ceux-ci ne
semblent pas impligués dans ses diverses fonctiBns.effet, ces modifications post-
traductionnelles semblent plutét néfastes a I'dtétisle la PRL. Par exemple, la glycosylation
et la phosphorylation diminuent son activité. Lesduits issus du clivage protéolytique n’ont
méme plus la capacité de se lier au récepteur pgeolactine essentielle a son activité (Sinha
1995; Goffinet al.2002).

L’effet le plus connu de la PRL est celui sur largle mammaire. En effet, elle
participe a la croissance et au développement dgalede mammaire, a la synthese du lait
ainsi gu’'a la maintenance de la sécrétion lactéeefRanet al. 2000). Durant la lactogenese,
la PRL stimule la synthese protéique, la prise ldeage, la synthese du lactose et celle des
lipides (Freemaet al.2000).

La PRL intervient également dans la fertilité aigae dans le développement et la
fonction du corps jaune, dans la fonction du paasen augmentant la sécrétion de l'insuline,
dans l'induction de réponses comportementales gtatlan au stress et présente des effets
analgésiques. La PRL semble favoriser 'immunitéirduisant la production de certains
anticorps ou du récepteur a I'lL-2 par exemple Bekysotet al. 1998).

De plus, la PRL peut stimuler I'angiogenese, marseffet est dépendant du modeéle utilisé et
des conditions locales de I'endothélium vasculdie.effet, il a été montré que la PRL n'a
pas deffet sur le développement précoce des \aigssanguins dans les CAMCHick
Chorioallantoic Membrane asspyNéanmoins, la PRL stimule la formation de noumea
vaisseaux sanguins dans des CAM durant la phatigdat.a PRL agit via I'activation de son
récepteur dont I'expression n’est pas présente ttanss les cellules endothéliales. Dans ce
cas, la PRL induirait I'angiogenese de facon intteeen stimulant la production de facteurs
angiogenes produit par les cellules non-endotlesifFreemaret al. 2000; Corbachet al.
2002).
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2.3 La Prolactine 16K

2.3.1Clivage de la PRL

Comme dit précédemment, la PRL peut subir de namskese modifications post-
traductionnelles. Une de ces modifications est lleage protéolytigue qui génére des
fragments biologiqguement actifs. Ainsi, une fornieée de la PRL a été découverte en 1980
par Mittra etal. dans des extraits hypophysaires de rats (Mi@&0). Plus tard, Sinha at.
ont identifié la PRL clivée dans des extraits hypmaires de souris (Sinha 1995) mais
également dans des extraits d’hypophyse et du séoamains (Sinha 1995).

La présence de PRL clivée a également été obseast® divers tissus tels que la glande
mammaire, le cerveau, la partie antérieure de bpyyse, la prostate, le foie, les reins et la
rate (Comptoret al. 1984; Clapp 1987; Baldoccht al. 1992).

Par spectrométrie de masse, il a été montré quoattepsine D clive la PRL de rat
entre les acides aminés Tyrl45-Leul46 et Trpl4&4%er_ 'excision du tripeptide Leu-Val-
Trp, suivie d'une étape de réduction, méne a lalyetion d’'un fragment N-terminal de
16 364 Da (la PRL 16K) et d’'un fragment C-termidal5808 DaKigure 8) (Baldocchiet al.
1993).

16K PRL.
y148

NH,
Cathepsine D NH; Réduction
— —

8139
-
COCH QOOH
BK PRL
COOH

Figure 8 : Production de la PRL 16K. Le clivage de la PRL de rat par la cathepsine jesu'une étape de
réduction des ponts disulfures, libére deux fragmele 16 kDa N-terminal et de 6 kDa C-terminal,uiFég
adaptée de (Sinha 1995).

La PRL humaine (hPRL) est également clivée paathepsine D en condition acide générant
ainsi plusieurs fragments correspondant aux a@desés 1-132 (15 kDa), 1-147 (16,5 kDa)
et 1-150 (17 kDa). Un alignement de séquence dapgnents issus de la hPRL et rPRL a
montré que le fragment de 16,5 kDa humain et c#4uil6 kDa de rat sont homologues

(Piwnicaet al.2004).
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La libération physiologique de cathepsine D actjeaeérant le fragment 16K de la PRL a été
décrite dans des cellules épithéliales mammairesider et al. 2004).

Une étude de Piwnica et al., a identifi€¢ un nouveaécanisme de clivage
extracellulaire de la PRL par la cathepsine D d#es conditions de pH physiologique. Ce
clivage serait dépendant d’'une acidification loqade des pompes a proton qui permet ainsi
I'activité de la cathepsine D (Piwnia al. 2006). Par ailleurs, I'équipe de Clapp a montré
gue les MMPs sécrétées de chondrocytes sont égatieaygables de générer un fragment de
17 kDa issu de la PRL entiere (Macotetaal.2006).

2.3.2Effets anti-angiogenes de la PRL 16K

Le fragment N-terminal de 16 kDa issu de la PRLspds une activité anti-angiogéene.
En 1991, Ferrara a montré pour la premiere foislgu®RL 16K inhibe la prolifération des
Bovine Brain Capillary Endothelial CeBBCE) induite par le bFGF. Cette capacité est
absente chez la PRL entiere, ce qui suggére ailesieffet de la PRL 16K ne requiert pas le
récepteur de la PRL. (Ferragaal. 1991).

Afin de mieux caractériser les effets anti-angiegemne la PRL 16K, la protéine
recombinante a été produite. La PRL 16K recombaast capable d’inhiber la croissance
des BBCE stimulées au bFGF et VEGF (Clagipal. 1993). De plus, Struman et al. ont
montré que I'effet anti-angiogene du fragment Nrieal de 16 kDa n’est pas restreint a celui
de la PRL. En effet, les fragments issus de la Géeda PL possedent également la capacité
d’'inhiber 'angiogenése dans un modele de CAM tamglie les hormones entiéres sont

angiogenes (Strumaet al. 1999).

2.3.3Mode d’action de la PRL 16K

Un des processus impliqué dans l'action anti-arggieg de la hPRL 16K est
l'inhibition de la vasodilatation, une étape importante dans l'angiogenese. La hP&{
empéche l'activation de I'oxyde nitrique synthétaselothéliale (eNOS), ce qui diminue la
production du NO (Gonzalezt al.2004). De plus, I'expression de I'oxyde nitriqyathétase
inductible (INOS) peut également étre inhibée par HPRL 16K dans les cellules
endothéliales. Elle agit en inhibant I'activatioa MAPK P38 et STAT1, ce qui empéche
'expressiond’IRF-1 (interferon regulatory factor- un activateur de la transcription de
'INOS (Leeet al.2005).
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La hPRL 16K inhibe laprolifération des cellules endothéliales en empéchant
I'activation desMAPK . En effet, I'activation et la phosphorylation dd®\PK P42 et P44
induites par le bFGF et le VEGF est inhibée panP&®L 16K (D'Angeloet al. 1995). Cet
effet est dO a l'inhibition de I'activation de Ras par conséquent de Raf-1 (D'Angeloal.
1999). De plus, dans notre laboratoire, il a ét@tnéoque la hPRL 16K peut induire I'arrét du
cycle cellulaire en phase GO-G1 et G2-M en réduibaxpression de la cycline D1 et cycline
Bl et en induisant I'expression de deux inhibiteduscycle cellulaire, p27 (Kipl) et p21
(cipl) (Tabruyret al.2005).

L’induction de l'apoptosedes cellules endothéliales est un autre mécanisifise® par
la PRL 16K pour inhiber I'angiogenese. En 200@, été montré que la hPRL 16K est capable
d’induire la fragmentation de 'ADN (acide désoxonucléique) et d’activer les caspases 1
et 3 spécifiquement dans les cellules endothélidies effet, la hPRL 16K n’induit pas
'apoptose des cellules épithéliales ni celle delfules stromales (Martingét al. 2000). De
plus, l'activation deNF-kB (nuclear factokB) est requise pour lI'induction de I'apoptose par
la hPRL 16K. Il est nécessaire a l'activation deckspase 8 et 9 et par conséquent a
I'activation de la caspase effectrice, la caspa@@Bruynet al.2003).

La migration des cellules endothéliales, étape cruciale daf@iaation de nouveaux
vaisseaux sanguins, est également inhibée parRd HBK. Elle agit en interférant avec la
voie de signalisatioRas-Tiam1-Racl-Pakl(Lee et al.2007). Une autre étude a montré que
la hPRL 16K induit I'expression de la protéine PA[Plasminogen Activator Inhibitor)l
Dans de nombreuses études, il a été montré quErsdéXAl-1 inhibe la migration des cellules
endothéliales. C’est pourquoi, PAI-1 a été suggéréme étant un composant important dans
les effets anti-angiogenes de la hPRL 16K (ekal.1998).

En réduisant I'expression de DIID€Ita like ligand ), DIl4, Notch 3 ou Notch 4, la
hPRL 16K perturbe la voie de signalisation Deltdti¥o Ceci réduit ainsi le recrutement des
péricytes et inhibe, par conséquentmaturation des vaisseaux sanguins (Nguy&nal.
2011).

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’actionadBPRL 16K, Tabruyn et al. ont
réalisé une étude transcriptomique par microarfayissue de celle-ci, de nouveau genes
cibles de la hPRL 16K ont été identifies (SprouGaspase-3, ICAM-1 liftercellular
Adhesion Molecule)1l VCAM-1 (Vascular Cell adhesion moleculg,.1.). Cette analyse a
grande échelle a confirmé le réle majeuNfekB dans les effets anti-angiogenes de la hPRL

16K. De plus, sur base des nouveaux genes citdesifids, il a été suggéré que la hPRL 16K
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joue également un role dafi;mmflammation et dansl’adhésion cellulaire. En effet, en
induisant I'expression de diverses molécules d'adim® la hPRL 16K est capable
d’augmenter le recrutement des leucocytes au nigteawcellules endothéliales. Les différents
effets de la PRL 16K sont repris dangidpre 9.

Apoptose
Maturation Inhibition de
vasculaire W , la prolifération
altérée
- é:i > N
:q’/@ ‘Q\P‘Q
PRL 16K
\GP"!\ \ ,/. 71?35-_
\‘56\"?' . > 4 Sy,
o NOS a
Aldhes'c'" des . Inhibition de
eucocytes  la migration
Vaso-
dilatation
inhibée

Figure 9: Résumé des différentes actions anti-angjénes de la PRL 16KLa PRL 16K inhibe la prolifération
des cellules endothéliales en empéchant I'actimates MAPK. L'inhibition de la migration des celbsl
endothéliales par la PRL 16K requiert la voie dgnalisation Ras-Tiam-Rac-Pak, bien que l'inductaba
I'apoptose est dépendante de I'activation des caspdépendantes de KB- Le blocage de 'eNOS par la PRL
16K inhibe la vasodilatation. La PRL 16K, via I'imction de I'expression d'ICAM-1, VCAM-1 et de lalgétine

E (SELE), augmente les interactions cellules erdlatles-leucocytes. Les tumeurs traitées avec la P6K
montrent moins de vaisseaux matures avec une dovegréricytaire réduite, la PRL 16K interfére alewoie
de signalisation Delta/notch. Figure adaptée dHikei-Kleiner et al.2012).

Un des éléments manquants a la compréhension thiateécanisme d’action de la
hPRL 16K est I'identité de son récepteur. En effet,eté montré que la hPRL 16K n’agit pas
via le récepteur de la PRL entiére ni via celuibhGF (Ferraraet al. 1991), mais qu’'elle
posséde un site de liaison spécifique, saturabtie dtaute affinité a la surface des cellules
endothéliales. Des analyses de Scatchard ont mguéréa constante de dissociation (Kd) est
de 9,9X10°M et que la capacité de liaison (Bmax) est de 4®lfmg de protéines
membranaires. D’autres études ont également mgot#rda PRL entiére ainsi que la GH ou
la PL ne sont pas capables de lier ce site deligi€lappet al. 1992). L'identité de ce site

sera présentée dans la partie résultat de celtravai
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Dans le but de mieux comprendre le mode d’actioladé®’RL 16K, notre laboratoire

a identifié une séquence de 14 acides aminés dardifférents fragments de 16 kDa de la
famille PRL/GH, responsable de leur activité argiagene. Cette séquence présente les
caractéristiques d’'un peptide oblique. Les peptidBkques issus de ces fragments sont
capables d’induire I'apoptose des cellules end@les, d’inhiber la prolifération et la
formation de capillaires. De plus, l'activité caspades cellules endothéliales, traitées avec
une hPRL 16K ayant un peptide oblique muté, estifsigtivement réduite. Cette donnée
suggere que cette structure amphipatique est ¢ pasponsable de I'activité anti-angiogene
de la hPRL 16K. Le peptide oblique est localisésdianrégion N-terminale de la deuxieme
hélice prés du site de clivage de la cathepsineCEci pourrait expliquer les actions
différentes de la hPRL et de la hPRL 16K sur l'aggnese, car ce peptide oblique serait plus

expose dans les fragments que dans I’hormone erfhiguyenret al. 2006).

2.3.4Effetsin vivo de la hPRL 16K

Le potentiel thérapeutique de la hPRL 16K a étdyaspadans différents modeles
tumoraux. En 2001, Bentzien et ses collaborateuts développé des clones stables de
cellules tumorales de colon humain HCT 116 surexant la hPRL 16K. La hPRL 16K
produite par ces cellules implantées dans desss®AG ”~ entraine une diminution de la
croissance tumorale via une réduction de la vassation de ces tumeurs (Bentziehal.
2001). Kim et al., quant a eux, ont développé ucterg adénoviral permettant I'expression
de la hPRL 16K dans deux types de cellules canséseprostatiques, PC-3 et DU145. La
hPRL 16K inhibe la croissance de ces tumeurs damaadéle murin de xénogreffe (Kiet
al. 2003). La croissance de mélanome murin B16F1@gaement inhibée par la hPRL 16K
non seulement via une inhibition de I'angiogenesésmgalement par une augmentation de la
réponse immunitaire. En effet, l'infiltration leunydaire au sein des tumeurs augmente en
présence de la hPRL 16K (Tabruwt al. 2007). Une autre étude réalisée dans notre
laboratoire a démontré que la hPRL 16K est capdlidiber la croissance de la tumeur
primaire mais également I'établissement des mé&estdans un modéle murin de mélanome
B16F10 (Nguyeret al.2007; Kinetet al.2009). Dans ce méme modele murin, il a été montré
gue la réduction de croissance tumorale par la hB&R{_est associée a une diminution de la
taille et de la perfusion des vaisseaux tumorauwnsiafjue du recouvrement péricytaire
(Nguyenet al.2011). Récemment, nous avons démontré que la HBRLen plus d’étre un

agent anti-angiogene, inhibe la lymphangiogenesstro etin vivo (Kinet et al. 2011). De
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plus, en 2010, il a été montré que la hPRL 16Kcapble d’inhiber la vascularisation des
tumeurs MDA-MB-231 et MCF-7 (Faupel-Badgatral. 2010). Ces résultats suggérent que la
hPRL 16K a un haut potentiel thérapeutique dammitement des cancers.

Le potentiel thérapeutique de la hPRL 16K a égahtréee observé dans un modele
pathologiqgue mais non tumoral. L’administrationraavitréenne d’un vecteur adénoviral
codant pour la hPRL 16K inhibe la néovascularisatle la rétine dans un modéle murin de
rétinopathie induite par I'oxygene (Pahal.2004).

2.3.5Effets de la PRL 16K associés a des pathologies

Bien que la hPRL 16K présente un intérét thérapaatitres intéressant dans le
traitement des cancers, elle se présente égalenvembime étant un facteur
pathophysiologique. En effet, elle a été montréaroe un acteur responsable de la régression
vasculaire dans des rétines de patients atteinteétileopathie prématurée (Arancd al.
2005). De plus, une étude récente propose la hFBK cbmme étant le facteur majeur
induisant et menant a la PPCMRostPartum CardioMyopathy une insuffisance cardiaque
associée a la grossesse. La génération excessii@Rle 16K dans le cceur des patientes
inhibe le réseau de capillaires cardiaques et trélduimétabolisme des cardiomyocytes
(Hilfiker-Kleiner et al.2007). Au niveau moléculaire, il a été montré tubPRL 16K induit
la PPCM via sa capacité a induire I'expression desgellules endothéliales d’'un microARN
anti-angiogene, mir 146 (Halkeet al.2013).

Une étude a également mis en avant que le niveluld®RL 16K augmente tant dans
le sérum que dans l'urine et le liquide amniotiges femmes atteintes de pré-éclampsie, une
affection touchant certaines femmes chez lesqudlesiérégulation de I'endothélium
vasculaire maternelle engendre de I'hypertensialeda protéinurie. De ce fait, la hPRL 16K
a été proposée par Gonzalez et al. comme étaatieulr responsable de cette dérégulation
endothéliale (Gonzalezt al.2007).
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3. Le systeme VEGF-A/VEGFR-2

Le systeme VEGF-VEGFR occupe une place importaatgs da régulation de la
vasculogenése, de I'angiogenése et de la lymphgegése chez les vertébrés. Les VEGFs
forment une famille de cytokines régulant l'angingee autant dans un contexte
physiologique que pathologique. Le VEGF a un roléppndérant dans l'angiogenese
embryonnaire puisqu’il est impliqué dans ces déffdes étapes comme I'augmentation de la
perméabilité, la migration et la prolifération desllules endothéliales, la spécification des
cellules «tip » et « stalk », ainsi que la forroatidu lumen des nouveaux vaisseaux. Le
VEGF joue également un réle dans I'angiogenése tal@oSecrété par les tumeurs, il agit sur
les cellules endothéliales via des récepteurs pre&sa leur surface, favorisant ainsi la
croissance tumorale et la dissémination des métssta

Le génome des mammiféeres code 5 membres de ladaias VEGFs, le VEGF-A,
PIGF Placental Growth Factgr VEGF-B, VEGF-C et VEGF-D. Le VEGF-E et le VEGE-F
des protéines qui leur sont apparentées ont ététifides respectivement chez les
parapoxvirus et dans le venin de serpent (Tugpies. 2011). Les membres de la famille
VEGF exercent leurs fonctions biologiques via Birdiction avec des récepteurs présents a la
surface membranaire des cellules endothélialess Téoepteurs ont été identifies a ce jour :
VEGFR-1 (FLT1), VEGFR-2 (FIk1/KDR) et VEGFR-3 (FLY.4Le VEGF-B et le PIGF se
lient tout les deux au VEGFR-1.

3.1Le VEGF-A

Le VEGF-A a été décrit pour la premiére fois pang® et al. comme étant un facteur
de perméabilité sécrété par les tumeurs (Seegat. 1983). Le VEGF-A est un facteur clé
dans la vasculogeneése et I'angiogenese. Son inmperta été prouveée par des études
géneétiques chez la souris. En effet, l'inactivatcu gene codant le VEGF-A chez la souris
provoque l'arrét du développement embryonnaireesuiin défaut vasculaire aux jours 9,5-10
(E9,5-10). De fagon surprenante, I'inactivationrdseul alléle codant le VEGF-A engendre
egalement l'arrét du développement embryonnaire-E2Lhssocié a un réseau vasculaire
défectueux (Carmeliadt al. 1996; Ferrarat al. 1996).

Le géne codant le VEGF-A est localisé sur le bmastadu chromosome 6, comprend 14kb et
est composé de 8 exons. Son épissage alternatitiiprplusieurs isoformes de la protéine

mature comprenant de 121 a 206 acides amkigare 10).
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Figure 10 : Structure en exons des différents isofmes du VEGF-A résultant de I'épissage alternatif Le
géne codant pour le VEGF-A comprend 8 exons quesbgour des motifs structuraux différents. L'épss
alternatif de TARNmM meéne a la formation de plusgeisoformes différents qui ont un nombre d'acidesnés

(aa) différent. Chez I'humain, le VEGF165 est lenfie prédominante. Figure adaptée de (Holeted. 2007)

Le VEGF-Aigs représente lisoforme dominant responsable de gitagenése
pathologique (Djordjeviet al. 2012). Les isoformes different dans leur affimi&liaison aux
VEGFRs mais également dans leur capacité a sealiénéparan sulfate et a la matrice
extracellulaire (Tozeret al. 2008). L’importance de la liaison du VEGF a la rncat
extracellulaire a longtemps été négligée. CependBergers et al. ont montré que
l'interaction du VEGF avec les protéines de la matextracellulaire est importante pour le
« switch angiogene », facilitant la formation denaurs malignes (Bergeet al. 2000). De
plus, il a été montré que lorsque le VEGF-A estli@ matrice extracellulaire, il favorise une
interaction entre le VEGFR-2 et les intégrin4. Cette interaction provoque une
phosphorylation prolongée de la tyrosine 1214, weemtraine une activation accrue de la
voie P38/MAPK (Cheret al.2010).

Le VEGF-A est une cytokine homodimérique qui eab#isée par un lien covalent,
ainsi que par des ponts disulfures intra et inf@igeues. Chez I’humain, le VEGF14 est
la forme la plus abondante et agit sous forme didimére de 46 kDa. Exprimé par toute
une seérie de cellules incluant les cellules musaddisses, les macrophages, les cellules
tumorales, il agit comme médiateur de I'angiogen@samaniére paracrine sur les cellules

endothéliales. En 2006, Maharaj et al. ont monwé & VEGF-A peut également étre
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exprimé par les cellules endothéliales et agirad@ri autocrine, ce qui favorise la survie des
cellules endothéliales méme a I'adge adulte (Mahetral.2006; Leeet al.2007).

Un régulateur important de I'expression du VEGF#t Ehypoxie, le géeneVEGFA
comprenant un élément de réponse a I'hypoxie (H&REfs ses régions 5 et 3° UTR. Son
expression peut également étre induite par de reumbautres facteurs tels que le PDGF,
EGF Epidermal Growth Factgr TGF{3, TNF-a (Tumor Necrosis Factos), par I'activation
de la cyclooxygénase 2 (Cox-2) et par les RR&aftive Oxygen specjd€rosset al. 2003;
Kochet al.2011).

3.2Le VEGFR-2

Le VEGFR-2 fetal liver kinase-1 FIk-1 pour sa forme murine okinase insert
domain-containing receptpiKDR, pour son homolgue humain) tout comme le VRGF
(fms-like tyrosine kinase-lt-1) et le VEGFR-3f(ns-like-tyrosine kinase, &I1t-4) sont des
récepteurs a activité tyrosine kinase (RTKSs), aapant a la superfamille du récepteur au
PDGF.

Dans les cellules, le gene vegfr-2 code un polydepte 150 kDa qui, maturé par plusieurs
glycosylations, génere une protéine de 200-230dipaime a la surface cellulaire.

Au niveau structurel, le VEGFR-2 contient un doneaéxtracellulaire composé de 7
domaines immunoglobulines, une partie transmembeed un domaine a activité tyrosine

kinase interrompu par un insert de 70 acides antfitggge 11).
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Le VEGF-A se lie aux domaines immunoglobulines Zau VEGFR-2 avec une
affinité 10 fois plus faible que I'interaction VEG&VEGFR-1. La liaison du ligand induit la
dimérisation et 'autophosphorylation du réceptér VEGFR-2 contient 5 tyrosines qui sont
autophosphorylées. De plus, I'extrémité C-termirdleVEGFR-2 contient d’autres sites de
phosphorylation composés de sérines. Le role des@eses n’est pas encore bien élucide,
bien que des expériences de mutations des sér®8set 1191, dans I'extrémité C-terminale
du VEGFR-2 murin, montrent qu’elles sont impliqué&ss 'atténuation du signal induite
par le ligand (Singlet al.2005; Holmest al.2007).

Durant 'embryogenése murine, I'expression du VEGF&st détectée dés 18™jour
du développement embryonnaire, au niveau des pitegén des il6ts sanguins
mésodermiques. Plus tard, il est exprimé dansri@asupseurs endothéliaux ainsi que dans les
cellules endothéliales différenciées. Les sourlsl Fl(correspondant au VEGFR-2 humain)
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meurent au ¥ jour de I'embryogenése suite & un développemestulaire inabouti, un
phénotype similaire a celui des souris VEGF+{Shalabyet al. 1995; Tuguest al. 2011).
Ces données indiquent que le VEGFR-2 joue un rétergiel dans la vasculogenése et
'angiogenése durant 'embryogenese.

Durant la vie adulte, le VEGFR-2 est exprimé pardellules endothéliales vasculaires
et lymphatiques, les progéniteurs endothéliaux, ¢eflules hématopoiétiques,... Son
expression est fortement induite dans les cellptésentant une angiogenese active comme
dans l'utérus mais également dans des processubolggijues associés a la

néovascularisation de cancers (Holraeeal.2007; Tuguegt al.2011; Kochet al.2012).

3.2.1Activités du VEGFR-2

De nombreuses études ont montré que le VEGFR-2egstincipal médiateur des
effets physiologiques et pathologiques du VEGF-Asdas cellules endothéliales.

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

interactions faibles entre les différents domaimesiunoglobulines, permettant la trans ou

autophosphorylation des résidus tyrosines. Les=s sihajeurs de phosphorylation sont les
résidus Y951, localisés dans le domaine insert, 5416t Y1059, présents dans les domaines
kinases, et Y1175 et Y1214 situés dans la quewsrr@iftale. Matsumoto et al., ont montré

gue les trois résidus tyrosines 1305, 1309 et 1ifl également phosphorylés mais a un
moindre niveau par le VEGF-A. Néanmoins, le rolecds trois phosphorylations n’est pas

encore élucidé (Matsumotd al.2005).

Par double hybride en levure, Wu et al., ont mogtré la protéine VRAPMEGFR-2
Receptor Associated Protgiinteragit avec le résidu Y951 phosphorylé, |s@ldans le
domaine insert du VEGFR-2 (Wet al. 2000). Activé uniquement dans certaines cellules
endothéliales suite a une stimulation au VEGF-Agkdu Y951 phosphorylé, via la protéine
VRAP, régule la réorganisation de l'actine et, panséquent, la migration des cellules
endothéliales. Par contre, ce site ne possede auactivité mitogene (Matsumotet al.
2005).

La phosphorylation de la tyrosine 1175 est pailgécament importante pour la
fonction du VEGFR-2. En effet, elle est le site ld@gson de nombreuses protéines (§LC
ShB, Sck, Grb2,...) impliguées dans diverses voiesigigalisation. Le rdle prépondérant de
ce résidu a été montré par une étude men&evo sur des souris dans lesquelles la tyrosine

1173 (équivalent de la tyrosine 1175 humaine) absti#uée par une phénylalanine. Les
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souris homozygoteBlk1**"3F meurent entre les jours embryonnaires 8,5 et Opbésentent
un phénotype semblable & celui des sditisl”, soit un réseau vasculaire déficient (Sakurai
et al. 2005). De plus, une étude réalisgevitro a montré que la substitution de la tyrosine
1173 par une phénylalanine empéche la migration cédlsles endothéliales suite a une
stimulation au VEGF-A (Holmgvistt al.2004).

La phosphorylation de la tyrosine 1212 est un diteteraction avec la protéine
adaptatrice Nck, qui en activant la protéine PAKR21-activated protein kinase-thduit la
migration des cellules endothéliales (Lamaktel. 2006). Toutefois, 'importance de ce site
dans l'activation du VEGFR-2 est controversée. fgt,eune étude réalisée sur des récepteurs
portant des mutations au niveau de ce site sembiguer qu’il est essentiel a I'activation du
VEGFR-2 et a I'angiogenese induite par le VEGF-Aegidr et al. 2002). Cependant, une
étudein vivo réalisée sur des souris dans lesquelles la tyds24 (analogue de la tyrosine
1212 humaine) est substituée par une phénylalanorgre que ce site n'est pas essentiel aux
effets du VEGF. En effet, les souris FIK:3* sont viables et fertiles (Sakusetial. 2005).

Enfin, les sites Y1054 et Y1059 phosphorylés sastrégulateurs positifs de I'activité kinase
du récepteur (Doughet al. 1999).

Cette diversité de phosphorylation permet le recnant de différents médiateurs de
signalisation, ce qui permet au VEGFR-2 d’'induingedses fonctions angiogénes telles que la
perméabilité, la prolifération, la migration etdarvie Figure 12).
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Figure 12 : Voies de transduction induites par le ¥GFR-2. Représentation schématique du VEGFR-2
dimérisé et activé. Suite a la liaison du VEGF-A alomaines immunoglobulines 2 et 3 du VEGFR-2, des
molécules adaptatrices se lient aux différents giteosphorylés dans le domaine intracellulaire BGW¥R-2 et
activent les médiateurs en aval. Les Y1054 et Y1€95# cruciales a l'activité kinase du VEGFR-2.réseau
complexe des voies de signalisation intracellua@etraine des réponses biologiques, a savoiplddpation, la
migration, la survie et la perméabilité. Tous ciste sont requis a I'organisation tri-dimensioneeles cellules
endothéliales pour former et maintenir les tubescukires. Cdc 42 cell division cycle 42 DAG :
diacylglycérol ; IP3 :inositol 1,4,5-triphosphate PIP2 : phosphatidylinositol 4,5-biphosphateSOS :Son of
Sevenlesdtigure provenant de (Koadt al.2011).

3.2.1.1Perméabilité

A lorigine, le VEGF-A a été découvert comme étamt facteur de perméabilité
vasculaire, un effet important aussi bien dansgi@genése physiologique que pathologique.
La perméabilité induite par le VEGF-A requiert Rade nitrique synthase endothélial (eNOS)
qui permet la formation de monoxyde d’azote (NOaclivité de 'eNOS peut étre stimulée
par l'influx de calcium dépendant de la Py@u par AKT qui phosphoryle la sérine 1179 de
'eNOS (Dimmeleret al. 1999; Fultoret al. 1999).

La permeéabilité induite par le VEGF-A est égalentépendante de la protéine Src. Celui-ci

régule les contacts entre les cellules endothéliate induisant la phosphorylation des VE-
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cadhérines (Wallezt al. 2007). Une autre étude récente montre que la duilité est
également dépendante de FAK. Une fois activé, FARKtabilise les jonctions cellulaires en
induisant la dissociation du complexe VE-cadhéfiregténine (Cheet al.2012).

Pour induire la perméabilité vasculaire, le VEGFReguiert également les neuropilines qui
seront décrites dans le point 3.2.2.1.

L’augmentation de la perméabilité vasculaire prawgl’extravasation de protéines
plasmatiques telles que la fibrine. Cela ménefarkaation d’'un gel de fibrine extracellulaire,
formant un substrat pour la croissance endothglial#onet al. 1999).

3.2.1.2 a dégradation matricielle

L'implication directe du VEGFR-2 dans la dégradatide la matrice extracellulaire
n’'est pas réellement décrite. Néanmoins, en 20@gdP a montré que le VEGF-A via son
interaction avec le VEGFR-2 induit un changemenfaonationnel des intégrinel,
présentes a la surface cellulaire, qui est dépeéndanla voie des PI3 kinases. Cette
modification de conformation engendre I'activatides pro-MMP2, associées aux intégrines,
en MMP2. Les MMP2 activent alors le pro-uPA en ulsqu’il est lié a 'UPAR. Dans cet
état, 'UPA est capable de dégrader la matriceaegtlulaire, favorisant ainsi I'invasion

cellulaire (Prageet al.2004).

3.2.1.3.a migration

La migration des cellules endothéliales est indpée plusieurs voies de signalisation
impliquant plusieurs sites de phosphorylation dUGHR-2. La phosphorylation de la tyrosine
1175 joue un réle majeur dans ce processus Viecleitement de la protéine adaptatrice Shb.
La phosphorylation de Shb qui en découle est dépe#adde Src. Une étude utilisant des
siARN ciblant Shb a montré son implication danstitaation de la PI3Kghosphoinositide 3-
kinasg et FAK. PI3K est connue pour induire la migraties cellules endothéliales et FAK
est un enzyme impliqgué dans I'attachement et |laati@n cellulaires. La phosphorylation de
la tyrosine 951 est également impliquée via le uteenent du complexe protéique
VRAP/TSAD/Src. Etant donné que I'activation de de s’est pas ubiquiste dans toutes les
cellules endothéliales, il est considéré comme redaioe face a I'importance de la tyrosine
1175. Enfin, la phosphorylation de la tyrosine 12itles protéines Cdc42 et P38 MAPK est

impliquée dans la réorganisation de I'actine etsdarmigration cellulaire (Kocht al.2012).
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3.2.1.4 a prolifération

Le VEGF-A est un mitogene pour les cellules endattes. 1l stimule la prolifération
via la voie classique des MAPK, soit Ras/Raf/ErkfiilaLe mécanisme exact d’activation de
Ras via le VEGFR-2 n’est pas clair. Contrairemerdeanombreux RTKs, VEGFR-2 ne
stimule pas les ERK via Grb2-Sos-Ras, mais plu@dtlar phosphorylation de la PMPKC
(protéine Kinase C) dépendant de la tyrosine 11Takghashi et al. 2001). La
PLCy phosphorylé hydrolyse le phosphatidylinnositol {4hphosphate (PIP2) membranaire,
ce qui génere I'accumulation de diacylglycérole (®Aet d’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3).
La génération d’'IP3 induit une augmentation de dacentration en ions calcium dans le
cytoplasme et le DAG active la PKC. Les membretadamille PKC sont impliqués dans la
prolifération induite par le VEGF-A (Takahagstial. 1999; Kochet al.2012).

3.2.1.9.a survie

L’activation de la voie PI3K/AKT favorise la survieellulaire en inhibant par
phosphorylation l'activité apoptotique de deux pmoes, BAD Bcl-2 associated death
promote) et caspase 9. De plus, le VEGF-A via AKT est tépa’induire I'expression de
protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, IAkhipitor Apoptosis Proteinet survivine,
qui inhibent I'activation des caspases 3 et 7. rRwatéger les cellules endothéliales de la
mort cellulaire, le VEGFR-2 requiert égalementdaopération des intégrines/33 (Cardone
et al. 1998; Gerbeet al. 1998; Fujioet al. 1999). Ce point sera détaillé dans le point 332.2.

3.2.2Les Co-Récepteurs du VEGFR-2

Durant de nombreuses années, les VEGFRs ont ésgdéoes comme étant les seuls
médiateurs des effets du VEGF. Mais, de plus es,gle nouvelles molécules semblent
réguler également les effets du VEGF, ce sontdecepteurs. Dans ce paragraphe, les co-
récepteurs sont définis comme étant des protéraasmembranaires qui modulent les voies
de signalisation du VEGFR-2.

3.2.2.1 es Neuropilines (NRP)

Les neuropilines, NRP-1 et -2, ont été initialemieientifiées pour leur réle essentiel
dans la guidance neuronale au cours du développetiiesystéme nerveux et vasculaire

(Chenet al. 1997; Heet al. 1997). Découvertes initialement chez le Xénopksesont
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hautement conservées au sein des vertebrés. Ghendin, NRP-1 et -2 présentent une
identité de séquence de 44%.

NRP-1 et -2 sont des protéines transmembranair&é8@&Da, dépourvues d’activités
catalytiques. Plus tard, il a été montré que lesPdlRont des co-récepteurs du systeme
VEGFR. En effet, NRP-2 s’associe avec le VEGFR-3ad®n dépendante du VEGF-A, -C
ou -D.

NRP-1, quant a elle, est capable de lier le VEGRkeAa I'héparan sulfate ce qui lui
permet d’interagir avec le VEGFR-2. Cette assammpihysique permet a NRP-1 de moduler
les voies de signalisation impliquées dans la suetila migration cellulaires induites par
VEGFR-2 Figure 13) (Vander Kooiet al. 2007). D’autres études ont également montré que
cette association est impliqguée dans la perméalilduite par le VEGFR-2 mais également
dans le bourgeonnement et le branchement des aaissanguins (Wanet al. 2003; Becker
et al. 2005; Favieet al.2006; Kawamurat al.2008).

Un des mécanismes proposeés pour expliquer 'd&tIRP-1 est sa capacité a réguler
le trafic intracellulaire de VEGFR-2. Ainsi, NRPrdcrute les protéines synectine-myosine VI
au complexe VEGF-A/VEGFR-2/Héparan Sulfate/NRP€Lqui entraine I'internalisation de
ce complexe (Caat al.1999) Figure 13).

Figure 13: Représentation schématique des interaohs du
VEGFR-2 avec ses co-récepteurs Héparan Sulfate (H®t
Neuropiline-1 (NRP-1). Le VEGF-A (vert) se lie au VEGFR-2
(rouge) via la région codée par son exon 4 et a-lI§Rune) via
la région codée par I'exon 8. Le domaine codéllgaon 6 du
VEGF-A interagit avec HS (brun) et les régions @xi@ar les
exons 1-5 sont impliquées dans la liaison au VEQFRe VEGF-
A forme ainsi un complexe HS/VEGFR-2/NRP-1. Le
protéoglycan (brun) peut étre soluble ou ancré d@msembrane
plasmique. Le motif intracellulaire SEA de NRP-1 ls& au
domaine PDZ de la synectine, qui entraine lintksation du
Intemalisation complexe via la myosine VI. Figure adaptée de (Keitchl.2011)

VEGFR2

Transduction
du signal

Une étude récente a également déemontré que NRBelyo réle dans la perpétuation du
signal induit par le VEGF-A en favorisant le reag® membranaire de VEGFR-2.

En effet, en absence de NRP-1, le VEGFR-2 est dégtans les lysosomes mais en présence
de NRP-1, VEGFR-2 est envoyé dans les vésiculeedelage a la membrane plasmique
(Ballmer-Hoferet al.2011).
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Durant le développement embryonnaire, NRP-1, peétérllement exprimé par les
arteres, joue un réle de régulateur dans la néalagsation. En effet, sa surexpression ou sa
délétion engendrent une létalité embryonnaire daggours 12,5 et 13,5, associée a un exces
de vaisseaux formés ou a des anormalités vasailadte de guidance neuronale,
respectivement (Fujisawet al. 1998; Herzoget al.2001).

A l'état adulte, NRP-1 est exprimé d'une part pas tellules endothéliales mais
également par les cellules des muscles lissescd#ales immunitaires et les cellules
épithéliales (Tuguest al.2011; Djordjevicet al.2012).

3.2.2.2 'Héparan Sulfate (HS)

HS module les voies de signalisation du VEGFR+2g0a interaction non seulement
avec le VEGF mais également avec les récepteurs-gicepteurs tels que NRP-1. HS est
actuellement vu comme étant un réservoir de fastdarcroissance qui controle la libération
de ces facteurs pour ainsi former des gradientsodeentration (Gerhardit al. 2005). De
plus, HS peut également stabiliser le signal indait effet, lorsque le VEGF-A est lié a
VEGFR-2, il peut interagir avec les protéoglycangspnts a la membrane des cellules
adjacentes comme les péricytes, ce qui empéchalgmrbent I'internalisation du récepteur
et augmente par conséquent le temps de transdudtiosignal (Jakobssoat al. 2006)
(Figure 14).

Celiule adjacente

Figure 14 : Représentation schématique de l'interdmn

du complexe VEGF-A/VEGFR-2 et HS présent a la
surface d'une cellule adjacente.Le complexe VEGF-
A/VEGFR-2 peut interagir avec le HS présent sur les
cellules adjacentes, menant a une voie de sigtiatisa
modifiée et probablement empéchant l'internalisatitu
complexe. Figure adaptée de (Kaattal.2011).

transduction bloquée

Voie de I Internalisation
alterée
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3.2.2.3 es intégrines

Les intégrines sont des glycoprotéines hétérodiumés et transmembranaires
responsables des interactions cellules-cellulesektles-matrice extracellulaire. La famille
des intégrines comprend 24 récepteurs transmemi@analifférents constitués par
'association non covalente de sous-undést 3. Actuellement, 8 sous-unit@set 18a sont
répertoriées. Chaque sous-unité comprend un gramdaide extracellulaire, une région
transmembranaire et un petit domaine cytosolique.

Les intégrines ont la particularité de pouvoingmettre un signal bidirectionnel. En
effet, la queue cytosplasmique de la sous-ufifgeut interagir avec différentes protéines
comme la taline, qui induisent un changement cométionnel du domaine extracellulaire et
qui contrélent ainsi l'interaction avec les ligand¥est le «nside-out signaling>. D’autre
part, la liaison d’'un ligand extracellulaire auxégrines peut activer des voies de signalisation
intracellulaires. Ce type de transmission de sigesdl le «outside-in signaling (Hynes
2002). Dans ce cas, le domaine cytosolique, exedfgativité catalytique, agit comme
support a la formation des complexes de signabisatiultiprotéiques. La queue cytosolique
de la sous-unit, contenant deux sites de phosphorylation, interdigéctement avec des
protéines adaptatrices (taline, vinculine et pagjlj ce qui permet une interaction indirecte
avec le cytosquelette. De plus, il y a égalementpetéines possédant une activité tyrosine
kinase qui sont recrutées au intégrines, tels kg, Src,... Au final, tous ces recrutements
protéiques contribuent a l'activation des voies NKARAKT, Rho GTPases, et beaucoup
d’autres. Par conséquent, les intégrines sont queés dans de nombreux effets biologiques

tels que I'adhésion, la motilité, la prolifératienla survie cellulairedgure 15).
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Figure 15 : Représentation de la voie de signalisah des intégrines.Les voies de signalisation, modifiant le
comportement cellulaire, induites par les intégiagissent souvent en association avec les réceeuplés a
la protéine G ou les récepteurs a activité tyrokinase. Sous la membrane plasmique, la queueatigfos des
intégrines s’associe a différentes protéines (p@)ypentrainant ainsi l'activation de diverses soide
signalisation telles que PI3K, Ras, ERK, RAC. Etivant ces différentes voies de transduction, té&grines
sont capables de réoganiser le cytosquelette gguder I'expression transcriptionnelle de certajases, ce qui
entraine la prolifération, la migration et la sercellulaire. D'aprés (Hynes 2002).

Une autre particularité des intégrines est qu'ellesla capacité de réguler d’autres
voies de signalisation indépendamment de la lenreftet, les intégrines peuvent également
s’associer avec d'autres protéines membranairésstque 'uPAR et les récepteurs RTKs
(VEGFR, EGFR, PDGFR,...) (Garmy-Susiei al. 2008; Smithet al. 2010). L’association
des intégrines avec 'uPAR sera vue plus en déteis le point 4.

De nombreuses études montrent que les intégrieesept moduler les voies de
transduction induites par le VEGFR-2. En effeta iété montré que le VEGF-A est capable
d’induire la formation d’'un complexe entre le VEGRRet I'intégrineav33. La sous-unit@3
se lie au VEGFR-2 via son domaine extracellulatreeecomplexe est stabilisé par la sous-
unité av (Borgeset al. 2000; Liuet al.2009). Cette association entraine ainsi un chaagem
conformationnel de la sous-uni8, ce qui induit sa phosphorylation sur ses sitéd7Yet
Y759 (Soldiet al. 1999; Byzoveet al. 2000; Mahabeleshwaat al. 2006; Mahabeleshwaat
al. 2007). Cette association entre le VEGFR-2 et dinine av33, ainsi que les
phosphorylations qui en découlent, sont cruciales affets angiogenes induits par le
VEGFR-2 (Westet al. 2012). En 2011, une autre étude a montré queffiets enduits par le
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VEGFR-2 requierent également l'activation des irtégs av3. Néanmoins, dans cette
étude, I'activation des intégrines ne serait pasaun changement conformationnel. En effet,
selon Lakshmikanthan et al., le complexe VEGF/VEGFRduit I'activation de la GTPase,
RAP-1, qui une fois active, va phosphoryler la songé (33 de lintégrine avp3
(Lakshmikantharet al.2011).

De facon surprenante, Robinson a montré que djiirié avB3 peut également
s’associer avec NRP-1 et ainsi, en séquestrant NRigguler négativement la voie de
transduction induite par le VEGFR-2 (Robinsral.2009).

Le VEGF-A lié a la matrice extracellulaire peutsgnent induire une association
entre le VEGFR-2 et les intégrinBg. Cette association facilite I'internalisation Y&GFR-

2, permettant ainsi une phosphorylation prolong&éadyrosine 1214 et par conséquent une
activation prolongée de la MAPK P38 (Chetnal. 2010). Par ailleurs, en 2012, Alexander et
al., ont montré que la capacité du VEGF-A a indiarenigration des cellules endothéliales

est dépendante de la redistribution des intégfag®lexanderet al.2012).

3.2.2.4 es VE-cadhérines

La VE-cadhérine est un co-récepteur du VEGFR-2em particulier. En effet, en
2003, Lampugnani a montré que le VEGFR-2 forme ampiexe avec les VE-cadhérines.
Mais contrairement a toutes les interactions désprécédemment, celles-ci a un effet négatif
sur I'activation du VEGFR-2 et entraine I'atténoatide I'activation des MAPK. Cet effet
avait été attribué a la phosphatase DEP-1, quligiaon a lap-caténine et p120, est recruté
au complexe VEGFR-2/VE-cadhérine (Grazia Lampugnahi al. 2003). En 2006,
Lampugnani a décrit un autre aspect de ce phénorniagneffet, I'absence de VE-cadhérine
induit une internalisation plus efficace et plupide du VEGFR-2. Etonnamment, cette
internalisation ne termine pas le signal, mais égpptue au sein des endosomes. C’est
pourquoi, la délétion de la VE-cadhérine dans &kiles induit une croissance non contrblée
(Lampugnanet al.2006).

3.2.2.9 es autres co-récepteurs

De nombreuses études, visant a déterminer de naxivea-récepteurs, ont été
entreprises durant ces dernieres années. Del fai&té montré a multiples reprises que la bi-
thérapie, la thérapie anti-VEGF associé a un antiécepteur, présente un effet synergique.
En effet, I'étude de Pan a montré que la thérapteNRP-1 en combinaison a un anti-VEGF
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présente un effet additif sur la réduction de Assance tumorale (P& al.2007). Au vu de
ces résultats encourageants, de nombreuses regbefisant a comprendre tout le complexe
du VEGFR-2 ont vu le jour.

En 2010, Sawamiphak a montré que I'éphrine-B2 e&dal guidance des cellules
endothéliales « tip », en contrélant I'internalisatdu VEGFR-2. Dans ce cas, I'endocytose
du VEGFR-2 permet I'activation des voies de trai$ida en aval (Sawamiphak al. 2010).

Le role de l'internalisation sera vu plus en dédaihs le point 3.2.3.1.

Récemment, l'interaction entre le VEGFR-2 et lat@ime CD146, une molécule
d’adhésion cellulaire, a été identifiee a la swefdes cellules endothéliales. Cette interaction
est importante pour les processus d’angiogemesétro et in vivo. Par ailleurs, ils ont
également montré que la combinaison du bevaciziawab un anti-CD146 présente un effet
additif sur l'inhibition de la croissance de camines pancréatiques et mélanome humain. Le
mécanisme d’action de CD146 sur I'activation de VAR=2 doit encore étre élucidé (Jiaeiy
al. 2012).

3.2.3L'internalisation du VEGFR-2
3.2.3.1 Role de l'internalisation du VEGFR-2

VEGFR-2 est un des nombreux RTKs qui est interéadis réponse a une stimulation
par un ligand. Suite a une stimulation au VEGF-AMEGFR-2 est internalisé de facon
clathrine et dynamine dépendante (Danekal. 1994; Lampugnanet al. 2006). Le rble de
cette internalisation dans la régulation de la wiéetransduction est trés controversé. En
2006, Ewan a montré que suite a une stimulatio’VBGF-A, le VEGFR-2 est dans un
premier temps internalisé dans les endosomes, tendégradé dans les lysosomes. Ce
processus entraine la terminaison du signal inmuite VEGF-A (Ewaret al. 2006). De plus,
récemment, il a été montré que le LDILoyv Density Lipoproteinest capable d’atténuer
'angiogenése induite par le VEGF-A en entraindimtdrnalisation et la dégradation du
VEGFR-2 (Jinet al.2013). Ces deux études tendent a montrer quedmose du VEGFR-2
est plutét associé a l'atténuation du signal, eduisant la disponibilité du récepteur a la
surface cellulaire mais également en entrainardégpadation. Cependant, de nombreuses
autres études montrent que l'internalisation du ¥R& permet la perpétuation du signal. En
effet, en 2006, I'équipe de Dejana a montré quegmédans les endosomes, VEGFR-2 est
toujours phosphorylé et capable d’induire la phosplation des MAPK (Lampugnarat al.
2006). Récemment, une nouvelle étude a montré ‘querhalisation du VEGFR-2 était
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cruciale a l'activation des ERK suite a une stirtiola au VEGF-A. Cette derniére a
également montré qu’un inhibiteur de I'endocytosk due la dynasore est capable de
supprimer I'angiogenés@ vivo (Gourlaouenet al. 2013). De plus, Lanahan a montré que
durant le développement, la morphogenése artéiiiedlaite par le VEGF-A requiert non
seulement linternalisation du VEGFR-2 mais égalete trafic intracellulaire de ce dernier
dépendant du complexe synectine-myosine VI. Enteftesque le trafic cellulaire est
perturbé via la délétion de la synectine ou deyasime VI, la phosphorylation du VEGFR-2
sur la tyrosine 1175 est altérée entrainant aim® weduction de l'activité des voies
PLCY/MAPK et PI3K/AKT. Cet effet est probablement ddaaprésence de la phosphatase
PTP1b Protein Tyrosine Phosphatase)lbcalisée pres de la membrane plasmique (Lanahan
et al. 2010). L'étude de Ballmer-Hofer, quant a elle, memu’une fois que le VEGFR-2 est
entré dans les vésicules de recyclage Rab1l1, st ples phosphorylé sur sa tyrosine 1175.
Rab 11 est une GTPase impliqué dans le recyclegerdtéines internalisées via le reticulum
endoplasmique et le golgi (Stenmakal. 2001). Collectivement, ces deux études suggerent
gue le VEGFR-2 signale a partir des endosomes pe&cou des endosomes de recyclage
Rab4/Rab5 (Horowitzt al. 2012). Rab5, localisé dans les puits de clathrgtedans les
endosomes précoces, est impliqué dans les prengéapss de l'internalisation et dans la
fusion des endosomes précoces. Rab4, quant aestl@npliquée dans le recyclage vers la

membrane plasmique (Somsel Rodreaal.2000).

3.2.3.ZReégulation de l'internalisation du VEGFR-2

La régulation de l'internalisation du VEGFR-2 n'gsts encore tout a fait élucidée.
Néanmoins, la phosphorylation de celui-ci induite fe VEGF-A serait a la base de son
internalisation. En effet, en plus de posséderi@lus sites de phosphorylation sur les
tyrosines, la queue C-terminale du récepteur cotaptux autres sites de phosphorylation, la
sérine 1188 et la sérine 1191. Il a été montré lgusque ces deux sites sont mutés,
I'internalisation du récepteur ainsi que l'atténoatdu signal sont altérés (Singhal.2005).
Une seconde étude a également mis en avant quguitibylation du VEGFR-2, de maniére
kinase dépendante (Y1054 et Y1059), entraine tinatigsation du complexe récepteur-ligand
ainsi que sa dégradation par les lysosomes (Ewvah2006). En plus d’étre régulée de fagon
intrinséque, l'internalisation du VEGFR-2 est égadmt contrblée par de nombreuses autres

protéines.
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Lampugnani a montré que dans les cellules quiessgela VE-cadhérine associée au
VEGFR-2 via la B-caténine le stabilise a la surface cellulaire enpé&chant son
internalisation. Une fois le VEGFR-2 activée, |ds-¥adhérines s’associent J3arrestine et
se dissocient du récepteur. Baarrestine est une protéine qui facilite la formatides
vésicules de clathrines, et donc induit I'intersation du VEGFR-2 (Lampugnaet al. 2006;
Horowitz et al.2012) Figure 16).

VEGFR VEcad
Figure 16: Représentation schématique de

linternalisation du VEGFR-2 et de la VE-
cadhérine Le VEGFR-2 activé induit Src, ce qui

@ m—-sm@ active Vav2-Rac et Pak. Ensuite, la sérine 665ade |
t - queue cytosolique de la VE-cadhérine est
@ 0o l s phosphorylée, entrainant le recrutement depla

arrestine. Cette protéine facilite la formation des
vésicules de clathrines. Durant ou apres
l'internalisation, la VE-cadhérine et le VEGFR-2 se

e dissocient et entament un trafic cytosolique
séprarément via les endosomes précoces Ealy
20 Endosomg
(EE ' EE

De plus, une étude récente sur des rétines dessoégalement montré que I'Ephrine
B2 contrble I'endocytose du VEGFR-2 et les voiessimalisation en aval, ce qui permet
I'extension des filopodes des cellules en migra{®@awamiphalet al. 2010). Le mécanisme
par lequel 'Ephrine B2 régule I'internalisationest pas encore tout a fait décrit. Bien que par
spectrométrie de masse, il a été montré que suwitee dtimulation au VEGF-A, le complexe
VEGFR-2/Ephrine B2 interagit avec les protéines PA& Dab-2 (Disabled 2). De plus, dans
les cellules endothélialégockdowrmpour PAR-3 ou Dab-2, I'internalisation du VEGFR-2
est empéchée ainsi que I'angiogenese induite paradgNakayamaet al. 2013). Une autre
étude ménée par Chen a également suggéré quedtereent des intégringdl au VEGFR-2

facilite son internalisation ainsi que 'activatide la voie P38 MAPK (Cheet al.2010).
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4. Les acteurs du systeme plasminogene-plasmine

4.1 Le systeme plasminogene-plasmine

La conversion du plasminogene (plg) en plasmineuasprocessus qui entraine la
dégradation de la matrice extracellulaire, la ntigra cellulaire, I'invasion tumorale, la
formation des métastases ainsi que la fibrinolyse.

La plasmine permet la dégradation matricielle saoitlivant directement les protéines
de la matrice ou soit en activant d’autres proteasks que les MMPs. Chez les mammiferes,
deux activateurs physiologiques du plasminogéneétnidentifiés : celui de type tissulaire
(tPA, tissue Plasminogen Activadoet celui de type urokinase (uPérokinase Plasminogen
Activator). L'UPA est une protéase a sérine sécrétée sdosnte d'un zymogene (pro-uPA),
qui doit interagir avec son récepteur, 'uPARdkinase Plasminogen Activator Receptor
afin d'étre activée. Lié a son récepteur, 'uPA adtivée et localisée a la surface cellulaire.
Sous cette forme, 'UPA génere la plasmine pamagkvprotéolytique du plg, ce qui permet la
dégradation matricielle et la libération de difféiefacteurs de croissance séquestrés dans la
matrice tels que le TGB-ou le VEGF-A. Cette protéolyse est notamment iqu#e dans la
migration et [linvasion cellulaires durant l'angmmgese. Le second activateur du
plasminogeéne, le tPA, quant a lui, est directenséntété sous sa forme active et agit dans la
circulation ou il est requis pour la fibrinolyseafvHinsbergtet al. 2006).

Au vu de son importance, l'activation du plg estuteaent régulée. En effet,
l'inhibition du systeme du plasminogene se fait soi niveau de la plasmine, principalement
par l'a2-antiplasmine, soit au niveau des activateurs dasnginogéne via PAI-1

(Plasminogen Activator Inhibitor){Figure 17).
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Figure 17: représentation simplifiée du systeme pamninogéne (Plg)-plasmineChez les mammiféres, il ya
deux activateurs du plasminogéne, uPA et tPA guavedissent le Plg en plasmine. L’activation du pk
hautement régulée. En effet, I'inhibition du systéédu plasminogéne se fait soit au niveau de lanpias

principalement par ¢i2-antiplasmine, soit au niveau des activateursldsnpinogéne via PAI-1. Adapté d’'aprés
(Dellaset al.2005).

4.2 PAI-1

PAI-1, décrit pour la premiére fois en 1963, estro@embre de la superfamille des
Serpines $erine protease inhibitdrBrakmanet al. 1963). Cette famille contient également
'anti-thrombine, la2-antiplasmine, PAI-2 et PAI-3. Ces deux derniepestéines sont

apparentées a PAI-1.

4.2.1Généralités biochimiques de PAI-1

PAI-1 est une glycoprotéine de 379 acides aminé&stela serpine la plus étudiée. Sa
structure primaire est totalement exempte de aystémais enrichie en méthionines. Cette
protéine globulaire est composée de 3 feuilft® hélicesa et d'une boucle appelé RCL
(Reactive Center Logpson site actif (Duporsgt al.2009).

Sa fonction majeure est d’inhiber les activateurspthsminogéne, tPA et uPA, en
formant un complexe stocechiométrique 1:1. La pretéaPA ou tPA) interagit avec le RCL.
Un intermédiaire acyl-enzyme covalent est alorsnfgrdans lequel le site actif sérine de la
protéase est attaché au groupe hydroxyl du résidpd? un lien ester. Le RCL est alors
rapidement incorporé comme un nouveau Braans le feuilleff de la serpine. Cela entraine
la translocation de la protéase covalentiellemétaichée de l'autre coté de la serpine et la
distorsion de son site actif. Au final, la protéase retrouve capturée dans un état
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irréversiblement inactif. Cependant dans certaass @ protéase, toujours active, peut cliver
le RCL ce qui génere le PAI-1 clivé (Dupatital. 2009; D'Amicoet al.2012).

En condition physiologique, PAI-1 existe sous 3nfes, active, latente et clivée
(Figure 18). La forme clivée a été décrite préecédemment.cdraversion de la forme active
en latente est due a linsertion spontanée du R@hsde feuilletp. La signification
biologique de la forme latente reste toujours imuam bien qu’elle contribue probablement a
la régulation de I'activité de PAI-1. En effet, RAI-1 latent n’est plus capable d’interagir
avec les protéases, ce qui le rend compléetemectifindest important de noter que le temps
de demi-vie pour la transition de latence de PARlvitro, n'est que 1 ou 2 h dans les

conditions physiologiques.

Figure 18 : Structure 3D
de PAI-1 latent, clivé et
actif. Le feuillet B A est
représenté en vert, I'hélice
o 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
Armaset al.2007).

PAI-1 latent PAl-1 clive PAI-1 actif

L’activité de PAI-1 peut également étre régulée garcapacité a interagir avec le
domaine somatomédine B de la vitronectine, uneépretde la matrice extracellulaire. Il a
d’ailleurs été suggéré que l'interaction de cesxdqmotéines permet de conserver PAI-1 sous
son état actif et par conséquent d’empécher lssitran de latence (Wimaet al. 1988;
Lindahl et al. 1989; Salonewet al. 1989; Duponget al.2009) .

4.2.2Régulation de I'expression de PAI-1

PAI-1 est exprimé et sécrété par de nombreux typetulaires incluant les
hépatocytes, les cellules des muscles lisses, dgoaytes, les cellules endothéliales, les
fibroblastes, les cellules épithéliales, les ceBultumorales, le placenta ainsi que les

plaguettes. L'expression de PAI-1 est hautementlégégpar une série de cytokines et facteurs
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de croissance tels que le TGFEGF, interleukine-B (ll-1B) et les lipopolysaccharides
(LPS) (Dellaset al.2005; Samarakooet al.2008).

L’hypoxie peut également induire I'expression delBAde facon HIF-@t dépendante et
indépendante. En effet, des études réalisées guomeoteur murin du ger@ai-1 ont montré
la présence d’un site de liaison pour 'EGERa(ly growth respongeun site de liaison pour la
protéine C/EBPFu, ainsi que deux HRE. Ces 4 sites présents dansglarr promotrice de
PAI-1 sont essentiels a son expression en répofisgpaxie (Liaoet al.2007).

Plusieurs autres éléments régulateurs cis et factee transcription (activateurs, co-
activateurs ou répresseurs) ont également ététéasés. En effet, le promoteur de PAI-1
contient également un site de liaison pour la pmetéctivatrice-1 (AP-1), CTF/NP-1, et les
Smads (Riccieet al.1992; Yinglinget al. 1997; Dennleet al. 1998)

4.2.3Roles de PAI-1

La majorité des fonctions de PAI-1 sont dues a &acité a interagir avec les
activateurs du plasminogéne uPA et tPA. Son aétiwihibitrice sur tPA interfere avec la
fibrinolyse. Le role de PAI-1 dans la fibrinolysera vu en détail dans le point 4.2.3.5.
Son interaction avec uPA lui permet de régulerégrddation de la matrice extracellulaire
mais également de le localiser a la surface cékulat donc de réguler la migration,
I'adhésion et I'apoptose des cellules.

4.2.3.1La migration cellulaire

La régulation de la migration cellulaire par PAEk4t tres controversée. En effet,
vitro, selon le type cellulaire (endothéliales, épidiék, cancéreuses,...), les conditions de
culture, ainsi que les protéines de la matriceaeelfulaire présentes, PAI-1 agit soit en
favorisant, soit en inhibant la migration.

En se liant au complexe uPA/UPAR, PAI-1 favorisenigration sur la vitronectine. En effet,
présent dans ce complexe, il induit I'internalisatde ce dernier de facon LRP-1 dépendante.
Le complexe PAI-1/uPA est alors dégradé dans lesesiymes. L'UPAR, quant a lui, est
recyclé a la surface apicale de la cellule, deading edge», ce qui induit la migration en
alternant des phases d’attachement et de détachee®ellules a la matrice extracellulaire
(Chapmanret al. 2001). De plus, via son interaction directe av&Pt1l, PAI-1 est capable

d’induire la migration cellulaire via I'activatiode la voie JAK/STAT (Degryset al. 2004).
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Dailleurs, linhibition de linteraction entre PAL et LRP-1 par le TM5275 empéche la
migration des macrophages (Ichimetaal. 2013).

Bien que de nombreuses études tendent a montrefl RAinme un inducteur de la
migration, d’autres travaux relatent que PAI-1 pégalement l'inhiber. En effet, une étude
réalisée sur des cellules épithéliales provenasbdeis PAI-1~ a montré que PAI-1 inhibe la
migration en empéchant I'attachement des cellulda @itronectine (Lazart al. 2004).
Stefansson a également montré que PAI-1 inhibeidggation des cellules de muscles lisses
en empéchant la liaison de la vitronectine auxgmté&s av33 par encombrement stérique
(Stefanssoret al. 1996).

L’effet de PAI-1 sur la migration n’est pas seuleindépendant du type cellulaire
mais également de la nature de la matrice extrdaett. PAI-1 inhibe la migration des
cellules HBMEC Human Brain Microvascular Endothelial Cgllsemées sur de la
vitronectine, mais il la stimule vers la fibron@&i Au vu de I'abondance de la fibronectine
au sein des tumeurs, et de la présence de vitinaes périphérie des vaisseaux sanguins, il
a éeté suggeré que PAI-1 permet aux cellules enlilmtsd d’échapper a leur environnement
riche en vitronectine pour ainsi pénétrer dan®leezavascularisée enrichie en fibronectine au

sein des tumeurs (Isogat al.2001).

4.2.3.2 'adhésion cellulaire

En interagissant avec le domaine somatomédine B1R#Ahibe la liaison de 'UPAR
a la vitronectine, et empéche donc I'adhésion [tk (Denget al. 1996; Denget al. 2001).
De plus, la liaison de PAI-1 au domaine somatongdnnhibe aussi I'adhésion cellulaire
dépendante de I'intégrireev33, vraisemblablement par encombrement stériqu@nlesite de
liaison (Stefanssoat al. 1996). Etant donné la plus forte affinité de la@onectine pour PAI-
1 que pour 'uPAR, PAI-1 favorise également le dé&amnent cellulaire (Dengt al. 1996).
Czekay a démontré que PAI-1 peut également détdekecellules de la vitronectine ou
d’autres types de protéines de la matrice extnaledié tels que le collagene de type | ou la
fibronectine en inactivant spécifiquement les intégs impliguées dans l'adhésion. Ce
processus, qui requiert I'interaction entre 'uPARes intégrines, peut également conduire a
l'internalisation de ce complexe via la protéineR-R (Czekayet al. 2003; Stefanssoet al.
2007; Czekawt al.2009).
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4.2.3.3 ’apoptose

Par sa capacité a induire le détachement, PAI-1 @awainer la mort cellulaire par
anoikose. De plus, une autre étude menée sur Helesendothéliales provenant de souris
PAI-1” a montré que PAI-1 induit 'apoptose des cellulrsdothéliales en inhibant
I'activation de la voie de signalisation AKT (Balaat al. 2006). De facon surprenante, PAI-
1 est également une protéine anti-apoptotique.fiet, @ est capable de protéger les cellules
endothéliales de I'apoptose dépendante de FASlinlgbant la génération du fragment de
21,5 kDa issu du clivage protéolytique de FASL lpgrlasmine (Bajowet al.2008).

4.2.3.4’angiogenese et la croissance tumorale

Le ro6le de PAI-1 dans l'angiogenese est tres coxeple&Selon le contexte, sa
concentration et le modele utilisé, il se compsdi& comme un agent pro-angiogéne soit anti-
angiogene.

En concentration supraphysiologique, PAI-1 inhilbenéovascularisation dans un
modele de CAM via ses capacités a inhiber I'aciytotéolytique de 'uPA mais également
via sa liaison a la vitronectine (Stefanssen al. 2001). Par contre, en concentration
physiologique (nanomolaire), il se définit commeagent pro-angiogene. C’est son activité
antiprotéolytique qui lui confere sa capacité auinell'angiogenese (Dewst al.2002).

Par ailleurs, le réle de PAI-1 sur I'angiogenesdaetroissance tumorale n’est pas
mieux défini. Il est dépendant des conditions expéntales, du stade de la progression
tumorale et de l'origine des cellules. Il a éténtné que des kératinocytes malins (PVDA)
implantés dans des souris PAl-1sont incapables d'induire la vascularisation et pa
conséquent d’envahir les tissus hotes (Bajbal. 1998). PAI-1 contrble la vascularisation
tumoralein vivo via son interaction avec les protéases et norsaikaison a la vitronectine
(Bajou et al. 2001). De fagon similaire, la croissance tumodddfibrosarcome T241 et de
neuroblastome est supprimée dans les souris déBsieen PAI-1 comparée aux sousigd
type (Gutierrezet al. 2000; Bajouet al. 2008). Cependant, des données contradictoires ont
aussi été documentées. En effet, la déficienceAlel Rv'affecte pas la taille de la tumeur
primaire ni le potentiel métastatique des celldlesnélanomes B16F10 (Eitzmanhal. 1996).
D’autres études ont également montré que la présdacPAl-1 actif inhibe la croissance
tumorale de mélanome humain M21 et de carcinomerpatique PC3 (McMahoet al.
2001; Cheret al.2008).
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4.2.3.9.a fibrinolyse

En interagissant avec l'activateur du plasminogéssulaire (tPA), PAI-1 régule
également les processus de fibrinolyse en limi@production excessive de plasmine. Chez
’homme, I'absence de PAI-1 méne a une hyperfidys® et a des saignements anormaux
suite a des traumas ou des chirurgies (Min@val. 1999). Le rbéle de PAI-1 dans les
événements thrombotiques a été confirmé en utilidas modéles de souris transgéniques.
Les souris surexprimant PAI-1 souffrent de throndsosu sein des artéres coronaires
(Ericksonet al. 1990). Par ailleurs, les souris déficientes en-PAPAI-1") présentent une
dissolution plus rapide du caillot (Carmelettal. 1993). Dans le plasma, PAI-1 est complexé
a la vitronectine, ce qui le maintient dans sa igumétion active. Il a d’ailleurs été montré
que les souris déficientes en vitronectine présent@ temps d’occlusion plus long par
rapport aux souriwild type(Eitzmanet al. 2000). Toutes ces données confirment que PAI-1,
dans sa conformation active, inhibe la fibrinolyse la thérapie antithrombolytique en

empéchant ou en retardant la dissolution des tadle fibrine.

4.3 L'uPA

L'uPA est généré sous la forme d’'un zymogene (ji#d) de 54 kDa qui comprend
trois domaines indépendants: le domaine GEbyth Factor Domaijy un domaineringle
et un domaine sérine protéase. La liaison du pm-@FPson récepteur mene a I'activation de
'uPA en clivant le propeptide entre les résidus,kyet lle;se. L'UPA actif, composé de deux
chaines (A et B) reliées entre elles par un paulfiire, initie alors une cascade protéolytique
entrainant la conversion du plasminogéne en plasmite surface cellulaire. La plasmine
géneérée dégrade alors la matrice extracellulagrgut contribue a la migration, 'adhésion et
invasion cellulaire (Takada 2012; Yt al.2012).

En plus de participer a la dégradation de la matiiaPA lié a 'uPAR initie toute une
série de voies de signalisation impliquées dangh&aion, la prolifération et la survie
cellulaire (Binderet al.2007; Blasiet al.2010).

L’'uPA est produit par les cellules endothélialess tellules des muscles lisses, les
monocytes, les macrophages, les fibroblastes, diigles épithéliales ainsi que les cellules

tumorales (Fuhrman 2012).
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4.4 uPAR

4.4.1Structure de la protéine

L’'uPAR est un polypeptide de 283 acides aminés dmaent glycosylé et lié a la
membrane plasmique par un lien glycosyl phosphiidysitol (GPI). Il contient trois
domaines de 90 acides aminés désignés DI-DIl-Ddtinectés entre eux par de courtes
régions dinker ».
L’'uPA se lie au domaine DI de 'uPAR via son donea®FD, ce qui lui permet d’étre inséré
dans la structure concave de 'uPAR formé par s#s domainesKigure 19 (Huai et al.
2006; Blasiet al.2010; Smithet al.2010; Fuhrman 2012).

Figure 19: Structure tri-
dimensionnelle de 'uPAR.Le domaine

DI est représenté en rouge, le domaine
DIl est en bleu et le domaine DIIl en vert.
Les sites de liaison du domaine
somatomédine de la vitronectine sont
réprésentés en violet. Le site de liaison de
'uPA est localisé dans la cavité centrale
formé par les trois domaines. Figure
adaptée de (Smitét al.2010).

La liaison de I'uPA induit la dimérisation de I'ulRA ce qui favorise son interaction avec le
domaine somatomédine B de la vitronectine (Caietfal. 2007).

Etant exempt de domaine transmembranaire et cygogol'uUPAR doit interagir avec des co-
récepteurs (les intégrines, LPR-1, EGFR, ...) poxandgduire une voie de signalisation. Ce
sont les domaines DIl et DIll de 'uPAR qui sontpiqués dans ces interactions. Les

interactions entre 'UPAR et les co-récepteurd détnillées dans le point 4.4.3.

4.4.2Régulation de I'expression

L'uUPAR est exprimé par de nombreuses cellules. Dassindividus sains, il est
modérément exprimé dans de nombreux tissus incleanpoumons, les reins, la rate, les
vaisseaux, l'utérus, la vessie, le thymus, le cdeufpie et les testicules. Une expression
importante de 'UPAR est observée dans les tisshissant un remodelage important tels que

les cellules du trophoblaste, les kératinocytetegtcellules endothéliales. L'expression de
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'uPAR est augmentée dans des conditions pathalegiincluant les cancers, I'inflammation
et les infections (Blast al.2010).

L'UPAR est exprimé dans de nombreux cancers huntaiagjue les tumeurs solides,
les leucémies et les lymphomes. L'expression élelcBuPAR dans les cancers est souvent
associée a un mauvais diagnostique (Bxrad.2004; Smithet al.2010).

Au niveau moléculaire, dans les cellules tumordlegpression de 'uPAR peut étre
induite par les voies de signalisation des MAPK, tWbDans les cellules endothéliales,
linhibition de la phosphorylation des ERK par DERPensity Enhanced Phosphatase-1
réduit I'expression de 'uPAR (Brunnet al.2011).

Le promoteur de 'uPAR contient également des HERES, sites de liaison de NdB, de SP1
(Specificity Protein ), de Ets-1 et d’AP2Activator protein 2 (Wanget al. 2000; Ragno
2006; Riuset al.2008; Smithet al.2010).

Au niveau post transcriptionnel, I'expression d'l®Ast aussi régulée par des protéines qui
se lient et stabilisent TARNmiPARtels que HURHU antiger) et hnRNPC l{eterogeneous
nuclear RiboNucleoProtein C).a protéine P53, quant a elle, accélére la dégoadde son
ARNmM en se liant a sa région 3'UTR (Shedtyal. 2007; Smithet al.2010).

4.4.3L'interactome uPAR

Outre sa fonction protéolytique suite a la liaistenl'uPA, 'UPAR possede également
diverses activités biologiques. Comme tout réceptaembranaire, il est impliqué dans
diverses voies de signalisation entrainant la fératiion, I'adhésion, la survie et la migration
cellulaire. Suite a la liaison a son ligand, I'uPAReut subir des changements
conformationnels favorisant son interaction aves cerécepteurs. De plus, étant donné que
'uPA se lie dans la cavité centrale de I'UPAR,nié géne aucune interaction latérale
essentielle aux voies de transduction induited’'pBAR. En effet, étant exempt de domaine
transmembranaire, 'TUPAR doit interagir avec destgnes membranaires pour pouvoir
transduire un signal.
Au vu de la diversité des co-récepteurs de 'uPARvé€oline, LRP-1, intégrines, EGFR,
PDGFR, vitronectine,....), il est capable de transtldie nombreuses voies de signalisation
tels que MAPK, FAK, PI3K, RAC, STAT, ..Hgure 20).
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Figure 20: Schéma résumant les interactions de I'URR avec ses différents partenaires et menant a
différentes voies de signalisatiorD’apres (Bindelet al.2007).

Dans ce travail, seules les interactions entreARRet les intégrines, LRP-1 et EGFR sont

étudiées.
4.4.3.1 es intégrines

Les intégrines sont des composants majeurs deréiatome de 'uPAR. En effet,
linteraction entre 'UPAR et les intégrines a étontrée pour la premiére fois par co-
immunoprécipitation en 1995 (Bohuslat al. 1995). Ensuite, il a été montré par de
nombreuses études que 'UPAR peut interagir phesigunt avec les intégriness, B1, 32
ainsi qu'avec les hétérodimerasB1 eta3pl (Xueet al. 1997; Weiet al. 2001; Pluskotaet
al. 2003).

Le site de liaison des intégrines sur 'UPAR n’pat encore réellement connu. Ses
domaines DIl et DIll semblent étre impliqués ddimgdraction avec les intégrines. Une étude
menée par le groupe de Chapman a montré que l'asipartique 262 et I'histidine 249 du
domaine DIl de 'uPAR sont des sites importantarpinteraction avec les intégrines331
et a5B1, respectivement (Weet al. 2007). Indépendamment & cette étude, le groupe
d’Ossowski a identifié une région de 9 acides amifmésidus 240-248) venant du domaine
DIll, capable d’interagir avec l'intégrine@5p1 purifiee (Chaurasiat al. 2006). De plus, la
substitution de la sérine 245 par une alanine ehgBateraction avec I'intégrine. Toutes les
données fournies par ces études suggerent queédekis 240 a 250 du domaine DIIl de
'uPAR constituent les sites de liaison des intéggn5B1. L’équipe de Blasi, quant a elle, a
identifié une séquence de 13 acides amifBEEGEEGRPKDDR*) dans le domaine DIl
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responsable de l'interaction avec les intégriaBBl etavp3. Cependant, il n’exclut pas la
présence éventuelle de sites de liaison dans laidenDIIl de 'TUPAR (Degryset al.2005)

L’'uPAR, quant a lui, peut interagir avec la chatneet 3 des intégrines. En effet,
l'intégrine a3pB1 s’associe avec I'UPAR via leurs résidus 242-246s dans la chaine3
(Wei et al.2001). Une seconde étude a identifié un siteadgoin dans la chaifieaux résidus
224 &4 232 de I'intégrin@5B1 (Weiet al.2005).

Les conséquences des interactions entre les inésget 'UPAR sont d’autant plus
grandes gqu’elle modifie non seulement les effete®ivoies de signalisations des intégrines
mais aussi de I'UPAR. En effet, deux études meniddépendamment montrent que
'association entre 'UPAR et les intégrineSB1 modifie la conformation des intégrines et
par conséquent régule les fonctions et voies debgation de celles-ci (Liet al.2002; Wei
et al. 2005). De plus, lorsque les cellules cancéreuSe)BD et H1299 sont déficientes en
UPAR, l'activation des ERK dépendante des intégrirs1 est réduite (Tangt al.2008).

Cette association est également cruciale aux \aeesignalisation et aux effets induits par
'uPAR. En effet, I'expression d’un mutant d'uPARIMmANt une double mutation H249A-
D262A, incapable de se lier aux intégrirees31 eta3p1, dans les cellules cancéreuses de
poumon, empéche [l'activation des voies de trangolucinduites par 'uPA a savoir
p-GSK33, p-AKT, p-STAT (Tanget al. 2008). De plus, cette interaction uPAR/intégrines
peut provoquer des recrutements protéiques damsréictome de 'UPAR tels que 'EGFR,
favorisant ainsi I'angiogenese (LaRusehal. 2010). Ce point est détaillé dans la rubrique
4.4.4.

4.4.3.2RP-1

LRP-1 (ow-density lipoprotein Receptor-related Proteinell CD91 est une protéine
membranaire appartenant a la surperfamille deptéges LDL (ow Density Lipoprotein
LRP-1 natif est une protéine de 600 kDa qui estéelidurant sa biosynthese en deux
polypeptides associés non covalentiellement: wynient C-terminal de 85 kDa et une chaine
N-terminale de 515 kDa. La partie extracellulaist eomposée de 4 domaines (1 a 4) de
liaison aux ligands. Les différents ligands, satligréférentiellement aux domaines 2 et 4 de
la partie extracellulaire de LRP-1. LRP-1 se ligliés de 30 ligands différents incluant PAI-1,
tPA, les facteurs de coagulation, la leptine, tdd&rrine. (Gaultieet al.2006).
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Son domaine cytosolique, quant a lui, se lie apfetines adaptatrices impliquées soit dans
la transduction du signal ou dans I'endocytoserdespteurs. Il contient deux motifs NPxY,
un motif YxxL et deux motifs di-leucines qui sematieassociés a I'endocytose rapide de
LRP-1 (Deaneet al. 2008). De plus, sa queue cytosolique peut égalegtien phosphorylée
sur les résidus sérine et/ou tyrosine, ce qui lkimet d’interagir avec des protéines
adaptatrices associées aux voies de signalisattles que disabled-1 (Dab-1), FE65, JNK,
PSD95 Postsynaptic density protein PSpuchet al. 2012). En interagissant avec des
protéines adaptatrices, LRP-1 peut activer la dee MAPK et induire I'expression de genes
cibles directement impliqués dans la compositionladenatrice extracellulairefigure 21)
(Gaultieret al.2006).

Domaines de
liaison aux

L ligands
Répétition
de type EGF

Extracellulaire
Site de cIiva@

Furine
Membrane cececo oo sressssssfeosssssss

Plasmgiue goroeeed COLreeL L ssssssssd Poosssses

Motif YxxL
Motif LL

Noyau

Figure 21: Représentation schématiqgue de LRP-1.LRP-1 contient 5 domaines différents, le domaiee d
liaison aux ligands, les répétitions de type E@Fddmaine lié aux sucres, le domaine transmemlyeapaile
domaine intracellulaire. La queue cytosolique dePLR contient la séquence NPXY qui interagit aves le
protéines adaptatrices impliquées dans I'endocytbde transport intracellulaire. LRP-1 peut étligécpar la
furine en deux sous-unités : la sous-unitBl-terminale de 515 kDa qui contient les domainediaison aux
ligands et la sous-unitB C-terminale qui contient les domaines transmembasia@t cytosolique. Modifié
d’'apres (Gaultieet al.2006).

Le domaine cytoplasmique de LRP-1 peut égalememt @tvé par la furine et
transloquer directement dans le noyau, ce qui lohfare également une activité
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transcriptionnelle. Bien qu’il y ait tres peu dengse transcriptionnellement régulés par LRP-1
identifiés, les génes associés au réseau d’actireur complexes d’adhésion focale le sont
probablement (Dedieet al.2008).

LRP-1 est une protéine hautement exprimée au nideauneurones, des astrocytes
activés. Il est également tres exprimé dans diftéréypes cellulaires du syteme nerveux
central. Au niveau des cellules endothéliales,diession de LRP-1 est controversée. Il a été
reporté précédemment que les cellules endothéledsprimaient pas LRP-1. Maintenant, il
est reporté que LRP-1 n’est pas exprimé de manidnguiste au sein des cellules
endothéliales et que cela est dépendant de I'erigirdu type cellulaire (Moestrg al. 1992;
Lupu et al.1994; Degryset al.2004; Spuclet al.2012).

4.4.3.2.1. Réle de LRP-1 dans l'interactome de I'UdR
LRP-1, en interagissant avec le domaine DIll d@AR lié au complexe uPA/PAI-1,

est un composant de l'interactome de 'uPAR (Czedtagl. 2001). LRP-1 est directement
impliqué dans l'internalisation du complexe PAIRAJUPAR suivie du recyclage de 'uPAR
a la membrane plasmique, favorisant ainsi la migmatellulaire (Coneset al.1995; Nykjaer
et al. 1997).

De plus, LRP-1 peut également induirl'internalisation du complexe
PAI-1/uPA/uPAR/intégrines suivie du recyclage dumptexe uPAR/intégrines a la surface
cellulaire, favorisant ainsi le détachement et lgration cellulaire. En absence de LRP-1,
l'inhibition de I'internalisation de 'uPAR induitaugmentation de son association avec les
intégrines ainsi que la stabilisation du compleXeAR/intégrines, modifiant ainsi leur
capacité a transduire les signaux. Par exemples léancellules cancéreuses, I'activation des
ERK dépendantes des intégrines est régulée paaldite du complexe uPA/UPAR/intégrine
1 et est donc par conséquent modulée par LRP-1IryBee¢t al.2001; Dedietet al.2008).

4.4.3.3EGFR

ErbBl ou EGFR Epidermal Growth Factor Receplormembre de la famille des
récepteurs tyrosine kinase ErbB, est une glycopretde 170 kDa composée d’'un domaine
extracellulaire, d’'une région transmembranaire 'ein ddomaine intracellulaire possédant
l'activité tyrosine kinase. Le domaine extracelitdad EGFR est le site de liaison de ces
différents ligands dont les trois principaux 'EGIFamphiréguline et TGFRx (Citri et al.
2006).
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En condition physiologique, 'TEGFR est surtout igpEé dans le développement des
cellules épithéliales. En effet, les souris défités en EGFR sont létales. Elles présentent des
problémes dans le cerveau suite a une anomalie ldapsolifération, la migration et la
différenciation des cellules épithéliales (Cétial.2006).

En condition pathologique, EGFR est impliqué ddasnombreux types de cancers
humains, ou il contréle la prolifération et la serdes cellules métastatiques. D’ailleurs, les
membres de la famille ErbB sont considérés commet ée bonnes cibles dans la thérapie
anti-cancéreuse (Yarden 2001). Au niveau cliniglezjx types d’inhibiteurs de 'EGFR, un
anticorps monoclonal antagoniste et des petite®cutds qui inhibent son activité tyrosine
kinase (ZD1839 et PKI166), se révelent efficacas.eHet, ces inhibiteurs empéchent non
seulement la croissance tumorale mais ont égaledesnpropriétés anti-angiogenes (Brehs
al. 2000; Thomaget al.2004).

4.4.3.3.1. Voie de signalisation de 'lEGFR
La liaison du ligand au domaine extracellulaire uihd non seulement

’lhomodimérisation de 'EGFR mais également I'lhétdmérisation avec un autre membre de
la famille ErbB tels que ErbB2 (Her2), ErbB3 (He®) ErbB4 (Her4) (Rieset al. 1998).
Etant donné qu’ErbB2 ne sait pas interagir avedi¢gsids et qu’ErbB3 n’a pas d’activité
tyrosine kinase, seule la formation d’hétérodimeresc d’autres membres ErbB leur confere
la capacité de transduire un signal a I'intérieaitadcellule (Citriet al. 2006).

La dimérisation du récepteur entraine un changeowmribrmationnel, I'activation des
kinases du récepteur, ainsi que I'autophosphooylatie ses résidus tyrosines situés dans la
région COOH terminale. Ces diverses phosphorylatiamduisent le recrutement de
différentes protéines adaptatrices telles que déepre Grb2 Growth-factor Receptor Bound
2) et la protéine ShcSfc-Homology-2- Containingqui sont responsables du recrutement de
Ras et de l'activation des MAPK. Une autre voieediement activée par EGFR est la voie
STAT. Bien gu’aucun site d’interaction pour PI3Kait’été trouvé sur EGFR, la voie AKT
peut étre activee de facon indirecte soit via R&&FAKT, soit via I'interaction entre la
protéine «docking» Gab1l et 'TEGFR. Par contre, comme ErbB3 possedste d’interaction
avec PI3K, la formation de I'hétérodimere EGFR/E3bBeut directement activer la voie
AKT. Via ces différentes voies de transduction, BGEst surtout impligué dans la
prolifération et la survie cellulaire (Schlessindg02; Citri et al. 2006; Katzet al. 2007,
Yoshidaet al.2010).
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Suite a la liaison du ligand, le complexe ligandHRGest rapidement internalis€, ce qui
perpétue l'activation des voies AKT et ERK. EnsuitEGFR peut étre recyclé a la
membrane plasmique ou étre dégrdagpife 22).

Ligand

Dimerization

[ EGFR
monomer

Extracellular
ligand-binding
domain
(I~IV)

Transmembrane
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Intracellular
tyrosine Kinase
domain
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Cascade
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Figure 22: Représentation schématique de la voie dggnalisation de 'EGFR. La liaison du ligand induit
des changements conformationnels et la dimérisalitofEGFR suivie de I'activation de son activitddse, de
l'autophosphorylation des résidus tyrosines sitgss son domaine intracellulaire. L'internalisat&rivie de
'EGFR entraine son interaction avec le domaine SelZombreuses protéines de signalisation tellesGrb2

et PI3K. L'association de Grb2 avec Sos induittiization de la voie de signalisation Ras/Raf/MEKKERe

qui induit la prolifération cellulaire. La voie dggnalisation PI3K/AKT, quant a elle, est asso@ék survie
cellulaire. D’aprés (Yoshidat al.2010).

4.4.3.3.2 EGFR et I'angiogenése
L’'impact de 'TEGFR dans I'angiogenése devient deurien mieux admis. En effet, il

a été montré que le ZD1839, un inhibiteur de Raityrosine kinase de 'EGFR, est capable
d’inhiber la croissance de tumeurs humaines maeéwent d'inhiber 'angiogenese (Hirata
et al. 2002). Cependant, le mécanisme par lequel EGFRad€gngiogenése n’est pas encore
réellement clair. En effet, n’étant pas exprimésdbas cellules endothéliales, 'TEGFR induit
'angiogenése de facon indirecte, en induisant dessellules cancéreuses I'expression et la
sécrétion de facteurs angiogenes tels que le VEGFRogiopoiétine (Maityet al. 2000; Kim

et al. 2003). Par contre, I'étude réalisée par Sini n@que les HUVEC et les HDMVECs
(Human Dermal MicroVascular Endothelial Cekxpriment toutes deux ErbBl et ErbB2
mais pas ErbB3 ni ErbB4 (Simt al. 2005). De plus, le ZD1839 est capable d’inhiber la
migration et la formation de tubes des HUVEBG/itro ainsi que la néovascularisationvivo
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dans un modele de cornée (Hirahaal. 2002). Ces données montrent que 'EGFR peut

€également induire I'angiogenése en agissant direariédans la cellule endothéliale.

4.4.3.3.3. EGFR dans l'interactome de 'uPAR
Au vu de la surexpression de 'EGFR et de 'uPAR#&s cellules tumorales, la

présence de 'EGFR dans l'interactome de 'uPARudosit été rapportée au niveau de ces
cellules. L'effet de cette interaction est bénédigpour les deux protéines. En effet, dans les
cellules cancéreuses mammaires MDA-MB 231, 'aiiwitogene de 'EGF via I'activation
de 'EGFR est bloquée lorsque les cellules somtsfexctées avec un siARN ciblant 'uPAR
ou traitées avec un anticorps bloquant la liaisetuPA a 'uPAR (Joet al. 2007). De plus,
dans les cellules du cancer de la prostate (DUIMBEFR présent dans le complexe
uPAR/intégrinea5B1/EGFR est phosphorylé sur sa tyrosine 1173, celequénd capable
d’activer la voie AKT et celle des MAPK (Liet al.2009).

Cette association permet également la transmigtiosignal induit par 'uPAR. En
effet, dans les cellules de carcinomes humains HEp®ibition de l'activité kinase de
'EGFR bloque l'activation des ERK induites parPAR (Liu et al.2002).

De méme, au niveau des cellules endothélialespriadtion du complexe uPAR/intégrine
B1/EGFR induit I'angiogeneda vitro via I'activation des voies AKT et ERK (LaRusehal.
2010).

4.4.4R6le de 'uPAR dans I'angiogenése

L’'uPAR est un acteur essentiel dans I'angiogenéreeffet, selon Balsara les cellules
endothéliales issues de souris déficientes en uRMRt qu'une angiogenese faiblement
activée suite a un traitement par des facteursogeges tels que le VEGF. Par des tasts
vitro et in vivo, ils ont montré que la migration, I'adhésion, ldbulogenese ainsi que la
prolifération de ces cellules sont altérées papadpaux cellules endothéliales provenant de
souris sauvage@Balsaraet al. 2011). De plus, l'invasion cellulaire induite pler VEGF
requiert a la fois les intégringsl ainsi que le complexe uPA/UPAR. Le VEGF induit un
changement conformationnel, dépendant de la va@&,Rles intégrineBl a la surface des
cellules endothéliales. Cette modification de comfation induit I'activation des pro-MMP2
en MMP2. Les MMP2 activent alors le pro-uPA en ulksqu'il est lié a 'uPAR, ce qui
induit la dégradation de la matrice extracellulagtepar conséquent I'invasion cellulaire
(Prageret al. 2004). En 2004, Prager a également montré queEBFY via le VEGFR-2,
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induit I'internalisation de 'uPAR et des intégrsna@531, suite a la formation du complexe
PAI-1/uPA/UPAR et a son interaction avec LRP-1t€gtternalisation suivie du recyclage de
'uPAR et des intégrines a la surface apicale ddkiles favorise la migration des cellules
endothéliales (Praget al. 2004; Alexandeet al. 2012). Les effets du VEGF sur uPAR sont

repris dans légure 23.
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Figure 23: Evénements déclenchés dans la celluledethéliale suite a la stimulation au VEGF Le VEGF
lié & son récepteur induit I'activation du pro-uleA uPA lié a 'uPAR. uPA actif interagit avec PAI-Ce
complexe est internalisé par un mécanisme faisaptvienir LRP-1. uPAR est ensuite redistribué aintpo
d’adhésion focale, Ikading edgeD’aprées (Bindeet al.2007).

Récemment, cette équipe a également montré quelitation de 'UPAR dans la
migration des cellules endothéliales n’est paseseeht restreinte au VEGF mais également a
'EGF, FGF2, HGF (Poettlest al.2012).

L’'uPAR, en agissant via de nombreuses voies deakggiion tels que MAPK, PI3K,
FAK, NF-kB et JAK/STAT est capable de favoriser la migratamsi que la survie cellulaire.
En effet, dans les cellules endothéliales adhéseiigPA en se liant a son récepteur est
capable d'activer la voie NKB et d’'induire I'expression de XIAPXglinked Inhibitor of
Apoptosis Protein Cette activation est non seulement dépendantel&R mais également
de LRP-1 (Prageet al.2009).
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But du travalil

But du travall

L’angiogenése est un des processus clés dans issamoe tumorale et dans la
dissémination des métastases. Elle est déclendrééegpression de facteurs angiogénes
produits par les cellules tumorales ou cellulesmstides, dont le plus connu et le mieux
caractérisé est le VEGF. C’est pourquoi une dedégies pour combattre le cancer est de
développer des composants qui ciblent ces facpFarangiogenes, tels que le traitement anti-
VEGF. Malheureusement, cette thérapie est confeoatéuelques limitations telles qu’une
faible réponse, l'induction de mécanisme de résitgta (production d'autres facteurs de
croissance, augmentation de la maturation deseaigssanguins,...) ainsi qu’'une toxicité
(Eboset al.2009).

Dans notre laboratoire, nous travaillons sur unibitdur de I'angiogenése, la
prolactine 16K (PRL 16K), le fragment N-terminal dé kDa issu de la prolactine. Les
résultats obtenus précédemment font de la PRL I6kigent antiangiogene trés prometteur
agissant suivant des mécanismes différents deélagle anti-VEGF. En effet, nous avons
montréin vivo que la PRL 16K est capable d’inhiber I'angiogenéars plusieurs modeéles
(Strumanet al. 1999; Nguyenet al. 2007; Sabateét al. 2010). Au niveaun vitro, nous
savons déja que la PRL 16K est capable d'inhibsrelfets du bFGFb@asic Fibroblast
Growth Facto) (Tabruynet al. 2005) et du VEGF. Récemment, dans notre laboeatdia
été montré que la PRL 16K inhibe également la rafiir des vaisseaux sanguins en
perturbant le recrouvrement péricytaire et ce éibant la voie de signalisation Delta Notch
(Nguyenet al. 2011). Tous ces résultats montrent que ce factetirangiogene semble agir
suivant des mécanismes différents a celui des pleraanti-VEGF. A la différence des
thérapies actuelles qui ne ciblent qu'une voie @ggne (celle du VEGF), la PRL 16K est
capable de cibler aussi d’autres voies d'activatimmme celle du bFGF. Bien qu'en 1992, un
site de liaison saturable, spécifique et de haffit@té pour la PRL 16K ait été décrit, celui-ci
demeure inconnu. Le but majeur de ce travail estcdl’identifier le récepteur de la PRL
16K, afin de comprendre le mécanisme d’action die ckerniere.

De plus, la combinaison du double hybride en levdes expériences de proximité
(PLA) et de co-immunoprécipitation indiquent quePIRL 16K agit en interagissant avec le
complexe PAI-1/uPA/UPAR. Les résultats obtenus destte premiere partie du travall
montrent un réle essentiel de 'UPAR dans l'inhdrit de I'angiogenese par la PRL 16K.
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Nous nous sommes alors demandé si 'uUPAR est égaleraquis dans la situation opposée a
savoir une induction de l'angiogenése. Comme ir@uctnous avons choisi d’étudier le
VEGF.
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Matériel et Méthodes

1. Souris

La génération de souris C57BL/6J possédant undiatéléu géne PAI-1 (PAI-L) a
été décrite par (Carmeliet al. 1993) et celle possédant une délétion du géne URRRR)
a eté décrite précédemment par (Bugpal. 1995)

Toutes les procédures animales sont approuvées$imsitut de la protection des
animaux et sont réalisées en accord avec les igdesale la commission d’éthique animale de

I'Université de Liege.

2. Cellules

Les cellules endothéliales humaines de la veimbilcal (HUVEC) sont isolées
comme précédemment décrit (Jadteal. 1973). Brievement, la veine ombilicale est lavae a
PBS puis remplie d’'une solution de trypsine (0,069psine, 0,2% EDTA, PBS, pH 7,6),
clampée et ensuite incubée 30 minutes a 37°C. lree vanbilicale est alors lavée au PBS et
I'éluat est centrifugé afin de récupérer les cebulLes HUVEC sont semées dans des boites
de culture « coatées » a la gélatine (0,2%) etvéal$ dans un milieu composé de 75% de
milieu SFM Serum Free Mediupminvitrogen) et 25% EGM-2 (EGM-2 BulletKit medium,
Lonza) supplémenté de 5% de sérum supréme (Bio&Kbift Les HUVEC sont utilisées
pour les expériences entre les passages 6 et §lcdleiles ABAE Adult Bovine Aortic
Endothelia) sont isolées comme précédemment décrit (Gospaizreet al. 1986). Les
cellules sont cultivées dans un milieu composé 5 de SFM et 25% de milieu DMEM
(Gibco) supplémenté de 10% de sérum supréme (Bib&kbr) et 100 unités/ml de
pénicilline.streptomycine (Gibco). Chaque jour, /nigde bFGF recombinant (Promega) sont
ajoutés. Les cellules ABAE sont utilisées entreplassages 8 et 13. Les cellules de mélanome
murin (B16F10) sont cultivées dans du milieu DMEbhtenant une haute concentration de
glucose (Gibco) supplémenté de 10% de sérum (Bit¥ker), 4 mM de glutamine (Gibco)
et 100 unités/ml de Pénicilline/Streptomycine (®ipbc
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3. Réactifs

La PRL 16K recombinante est produite et purif@@mme décrit précédemment
(Strumanret al. 1999). Brievement, le codon Cys 58 (TGC) est nemtén codon Ser (TCC) et
la séquence nucléotidigue codant les acides anmi88s144 (Pro-Glu-Thr-Lys-Glu-Asn:
CCT-GAA-ACC-AAA-GAA-AAT) dans la hPRL sauvage estmplacée par la séquence
nucléotidique codant le site de clivage spécifigaer la protéase IgA (Pro-Arg-Pro-Pro-Thr-
Pro: CCT-AGA-CCC-CCA-ACA-CCT). Le clivage a lieutem les Pro 142 et Thr 143. Pour
générer la hPRL 16K, le clivage de la hPRL estigégbar la protéase IgA (0,05 %, 25 °C,
durant une nuit, Boehringer Mannheim). La puretéad&PRL 16K est supérieure a 95 %. Les
endotoxines sont mesurées par le t@sulus amoebocyte lysate asg&gma).

Le PAI-1 recombinant contenant une étiquetteidiiet (PAI-1 His-tag) est produit
comme décrit précédemment (D'Amiebal. 2012). Brievement, le géne pai-1 est inséré dans
le plasmide pCold IV (Takara Bio) entre les sites mbstriction Ndel et BamH1. La
production de PAI-1 His-tag est réalisée a 15°Cutlisant les cellules E. coli Star BI21
(DE3) (Invitrogen). Apres la lyse des cellules,PFAl-1 His-tag est purifié en utilisant une
colonne HP HiTrap Ni (GE Healthcare). Nous récupérons approximativenséntng de
protéines recombinantes purifiees a partir d’1Lndideu de culture. Le RAPReceptor
Associated Proteinprovient de chez Calbiochem et est utilisé aeoreentration de 5 uM a
200 uM selon les essais. La dynasore (Sigma) #is€ata une concentration de 20 uM. Le

VEGF-A (Reliatech) est utilisé a une concentratierbO ng/ml.

4. Transfections des siARN dans les cellules ABAE
et HUVEC

Les siARN sont transfectés selon la méthode aupbtads calcique. Les cellules
ABAE ou HUVEC sont semées dans des plaques 6 (268000 cellules/puits) dans du
milieu SFM (Gibco) supplémenté avec 5 ng/ml de bFGE lendemain, 1h avant la
transfection, le milieu est remplacé par du milemplet (75% SFM, 25% EGM-2). Les
complexes siARN-Caglsont formés par mélange des siARN (SiARN PAI-1ibd®0 nM,
SiARN PAI-1 humain 20 nM, siARN uPAR humain 10 &n% et SIARN EGFR humain 50
nM) (IDT DNA technologies) avec 10 pl de Ca@l5 puM. Ensuite, 100 pl de HSBP (280
mM NaCl, 1,9 mM Na2HPO4; 12 mM glucose, 10 mM K&0 mM Hepes, pH 7.05) sont
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ajoutés et le mélange est incubé 1 minute 30 sescadempérature ambiante. Le mélange est
ensuite ajouté goutte a goutte dans le puits etd#ales sont finalement incubées pendant
16 h a 37 °C. Les cellules sont alors trypsinisgtesemées dans les supports adéquats aux

différents tests.

5. Analyse guantitative de I'expression des genes par
gRT PCR

Les ARN totaux sont extraits grace au kit miRNe@3iagen). La synthese d’ADNc
est réalisée a partir de 1 ug d’ARN grace aui&iript DNA Synthesis KigBiorad). Les
ADNCc produits sont alors utilisés pour la réactdmPCR quantitative réalisée en utilisant la
méthode du SYBR green (Bioline). Le cycle thermigaeréalisé sur le systéme de détection
Applied Biosystem 7900 HT (Applied Biosysems). Ptautes les réactions, deux contréles
négatifs sont realisés, le premier sans ADNc selmond soumis a une transcription réverse
sans enzyme afin de vérifier 'absence d’amplifmatgénomique. La quantité relative du
niveau des ARNm est quantifiée par la méthol€ 2t est normalisée par rapport aux génes
ubiquistes, cyclophiline A (PPIA) @-2-microglobuline 2m). Les amorces sont dessinées a
l'aide du programmerimer ExpresqApplied Biosystems) et sélectionnées de sortellps

recouvrent des jonctions exon-exon afin d’éviteg datection de ’ADN génomique.
6. Essais angiogenes vitro

6.1 Analyse de la Prolifération cellulaire

Les cellules sont semées dans des plaques 96 (BO®® cellules/puits pour les
HUVEC et 10 000 cellules/puits pour les ABAE) dahs milieu SFM supplémenté avec
5 ng/ml bFGF. Aprés 48h, les cellules sont traiteesc les différents facteurs a tester dans
100 pl de SFM. Les différents facteurs sont le bKEF ng/ml), la hPRL 16K (50 nM), le
VEGF-A (20 ng/ml). Aprés 24 h, la prolifération estalysée par mesure de l'incorporation
de BrdU a l'aide du kitCell Proliferation ELISA BrdU (Colorimetric) (Roche) selon le
protocole du fabricant. Pour les expériences aea@iticorps bloquants et les inhibiteurs, les
cellules sont d’abord pré-incubées avec ceux-caddmt I'induction de la prolifération. Ce
test est basé sur la détection de BrdU incorporés dADN génomique des cellules en

division.
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6.2 Analyse de la migration cellulaire

Les cellules sont semées dans des plaques 48 (BQit800 cellules/puits pour les
HUVEC et 60 000 cellules/puits pour les ABAE) dahs milieu SFM supplémenté avec 5
ng/ml bFGF. Aprés 48 h, a l'aide d'un tips, unttiaterrompant la monocouche de cellules
confluentes est réalisé (temps 0). Les cellules spsuite lavées au PBS et traitées avec du
VEGF-A (50 ng/ml) avec ou sans hPRL 16K (50 nM plas HUVEC et 10 nM pour les
ABAE) pendant 8 h. La distance entre les deux cdigdrait est mesurée a l'aide d'un
oculaire gradué couplé au microscope Olympus CKX@lympus). Dans le cas des
expériences utilisant les inhibiteurs de I'intersaion, les cellules étaient pré-incubées 1h
avec RAP (200 nM) (Calbiochem) ou la dynasore (R0 (iSigma) avant le traitement au
VEGF-A.

6.3 Analyse de la perméabilite

La perméabilité endothéliale est analysgevitro par diffusion de la fluorescéine
iosthiocyanate (FITC)-dextran (Sigma) & traversniznocouche endothéliale. 3xX1€ellules
sont semées dans du SFM supplémenté de 5 ng/mF@e bur des inserts (ThinCerts-TC
Inserts, pore size 0,40 um, Greiner Bio-One, Feabtlaussen, Allemagne) coatés avec de la
fibronectine (7ug/ml) et incubé 72 h. Le milieu compartiment supérieur est remplacé par
du SFM contenant du FITC-dextran et supplémentéc ade VEGF-A (50 ng/ml)
(RELIATech GmbH). La quantité de FITC-dextran quifube a travers la monocouche
endothéliale dans le compartiment inférieur esturés Dans le cas des expériences utilisant
des inhibiteurs d’internalisation, les cellules tsgmé-incubées 1h avec RAP (200 nM)
(Calbiochem) ou la dynasore (20 uM) (Sigma) avantrhitement au VEGF-A. Pour les
expeériences avec les cellules transfectées paiA¢dN, les HUVEC sont transfectées avec
les siARN uPAR ou siARN contrdle (50 nM) en utilisda méthode du phosphate calcique.

Apres 16h de transfection, les HUVEC sont seméekesunserts et incubées 72h.

7. Immunofluorescence

Les HUVEC sont semées dans des boites de 35 muliadeetre (CELLSTAR,
Greiner Bio-One, Frieckenhaussen, Allemagne) dansSEM supplémenté de 5ng/ml de
bFGF a raison de 250 000 cellules. Apres 48h, stes prétraitées avec 5 pg/ml d’anticorps
anti-uPAR humain (MAB807,R&D Systems anti uPAR humain (399RAmerican
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Diagnosticg ou un anticorps controle (SantaCruz) durant Ehsuite, les cellules sont
traitées avec la PRL 16K (50 nM) durant 1 h. Ldiilgs sont alors rincées au PBS, fixées a
la paraformaldéhyde 1% durant 30 minutes sru glaee cellules sont alors bloquées avec du
PBS 5% BSA durant 30 minutes. L'anticorps anti-potihe (Dako) est ajouté a une
concentration de 1/100 durant 1h a 4°C. Aprés dauxges au PBS, 'anticorps secondaire
couplé au FITC est additionné pour 1 h a 4°C. Lesa#tillons sont alors analysés au

microscope a fluorescenddlKON eclipse 90i, Tokydapon).

8. Proxymity ligation assay, PLA

La technologie duolink a été élaborée par ladisnédoise Olink Bioscience (uppsala,
Suéde) et permet de mettre en évidence l'intenacidre deux protéinas sity, distantes de
moins de 40 nm. Les deux protéines d’'intérét senbmnues par deux anticorps primaires.
Ces anticorps sont reconnus par des anticorps daices qui ont la particularité d’étre
conjugué a un oligonucléotide, dénommeé sonde Pli4s pt minus. Si les deux protéines
sont proches, les sondes PLA s’apparient entrs eligpeuvent étre amplifiees pRolling
circles La détection est réalisée grace a l'utilisatian sbndes fluorescentes capables de

s’hybrider au produit d’amplificatiorfiure 24).

Figure 24: Principe du Proximity Ligation Assay (PLA) pour I'UPA et la PRL 16K. Les anticorps primaires
d’espéces différentes pour uPA et PRL 16K sontsél Ensuite, les anticorps secondaires liés soedes

d’ADN sont ajoutés. Si les deux protéines sontisafiment proches, les sondes d’ADN liéés aux amtico
secondaire seront amplifiées Rolling Circles L'ADN simple brin issu de cette amplification aeensuite

marqué a l'aide de sondes Cy3.

Les HUVEC sont semées dans des boites de 35 muhadeetre (CELLSTAR,
Greiner Bio-One, Frieckenhaussen, Allemagne) dansSEM supplémenté de 5ng/ml de
bFGF a raison de 250 000 cellules. Aprés 48h, slhed traitées soit avec de la hPRL 16K

(50 nM durant 15 minutes avec ou sans pré-incubatiec 2 nM de PAI-1 His-tag) ou avec
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50 ng/ml de VEGkEss pendant 15 minutes. Elles sont ensuite rincéeBEf® et fixées a la
paraformaldéhyde 1% durant 30 minutes sur glacdesiede roximity ligation» est alors
réalisé en utilisant le kit Ruloink | Fluorescence selon le protocole du fabricant. Les
eéchantillons sont alors analysés au microscopeiadscenceNIKON eclipse 90i, Tokyo

Japon).

9. La cytométrie de flux

Les HUVEC sont semées dans des boites de 28&craison de 600 000 cellules dans
du SFM contenant 5 ng/ml bFGF. Aprés 48h, lesulsdlsubissent un traitement au VEgF
(50ng/ml) pendant 15 minutes. Les cellules sontsdbvées au PBS et grattées dans du PBS-
5% BSA. Apres un blocage dans du PBS-5% BSA, Langis primaire approprié est ajouté a
une concentration de 1/100 durant 1 h a 4°C. Agi@sx lavages au PBS, l'anticorps
secondaire couplé au FITC est additionné pour #%CaLes cellules sont alors analysées par
cytométrie de flux EPIC XL, Beckman Coulter, Brea, CA, USAes anticorps primaires
utilisés pour la cytométrie de flux sont anti-EGf&antaCru2), anti-intégring31 (MAB1999,
Millipore), anti-intégrine 3 (Millipore) anti-LRP-1 (438190,Calbiochen), anti-uPAR
humain (MAB807R&D System)s anti-VEGFR-2 (2479Cell Signaling.

10. Biotinylation des protéines de surface

Pour les expériences de biotinylation, les HUVEQ@tswaitées avec 2 mg/ml de
biotine clivable EZ-Link Sulfo-NHS-SS-BiotiThermo Fisher Scientific, Rockford, Il, USA)
dans du PBS durant 30 minutes sur glace. Ensege;dllules sont lavées deux fois avec du
PBS, puis traitées au VEGE (100 ng/ml) dans du milieu SFM durant 15 minute37aC.
Les cellules sont alors incubées 2 fois, 20 minuesc une solution de gluthation (GSH,
Sigma-Aldrich) (45mM GSH, 75 mM NaCl, 75 mM NaOHdat?o BSA).

Pour 'immunoprécipitation, les HUVEC sont lavée=ur fois dans du PBS et lysées
sur glace avec une solution de lyse (25 mM HEPBS8,mM NacCl, 0.5% triton-x100, 10%
glycerol, supplémenté d'un cocktail d’inhibiteur® grotéases (Roche)). Les protéines
biotinylées sont immunoprécipitées avec des billessépharose coatées a la streptavidine
pendant 2 h a 4°C. Les billes sont alors lavéesis3dvec la solution de lyse. Les protéines
biotinylées sont analysées par SDS-PAGE suivie tMastern blotting sur une membrane de

PVDEF.
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11. Co-immunoprécipitation

Les HUVEC sont semées dans des flasques de 78ama du SFM contenant 5 ng/ml
de bFGF, & raison de 1,5%1¢®llules. Aprés 48 h, les HUVEC sont incubées &@eag/ml
de VEGhgs ou avec de la hPRL 16K (50 nM) pendant 10 minw#e87°C. Apres ce
traitement, les cellules sont incubées avec un taglen cross-link (2mM) (DTSSP,
thermoscientific) pour 2h a 4°C. Les cellules salots lysées avec 500 pl de solution de lyse
(50 mM HEPES, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100 suppl@étéeavec un cocktail d’'inhibiteur
de protéases (Roche)). Les extraits protéiquesadorg incubés toute la nuit a 4°C avec les
anticorps dirigés contre les protéines d’intérétssmtation. 50 ul de protéine A Agarose sont
alors ajoutés au mixte et incubés 1 h a 4°C saasion. Apres centrifugation, les billes sont
récupérees et lavées trois fois avec la solutiolyske Les protéines immunoprécipitées sont
alors resuspendues dans 30 pl de tampon de chargdires HClI 30 mM ; SDS 5% ;
glycérol 5% ; bleu de bromophénol 0,0028:mercaptoéthanol 2,5% ; pH 6,8) et chauffées a
100°C pour 5 minutes. Les protéines sont alorsyagak par Western blotting.
Pour les immunoprécipitations sur les tumeurs BO6Fagent decross-link utilisé est le
DSP {Thermoscientifita une concentration de 2 mM durant 2h a 4°C.
Concernant les immunoprécipitations PAI-1/PRL 16K ks protéines recombinantes, les
protéines PAI-1 (5 ng) et PRL 16K (300 ng) sontim&es toute la nuit & 4°C pour qu’'elles
interagissent. Le complexe est alors cross-linkécastu DSP Thermoscientific a une
concentration de 2 mM durant 2h a 4°C. Ensuit@rédocole suivi est identique aux autres
Co-IP réalisées dans ce travail.

12. Préparation des extraits proteiques et Western
Blotting

Les cellules sont lavées deux fois avec du PBSI fevigrattées dans du tampon de
lyse (25 mM HEPES (pH 7.9), 150 mM NacCl, 0.5% Tmitd mM dithiothreitol, 1 mM
phenylmethylsulfonylfluoride) sur glace. Les délealulaires insolubles sont éliminés par
centrifugation a 10000 g pendant 15 min. Les aligu® surnageants contenant les protéines
sont stockés a -80 °C. La concentration protéiaiadéterminée par la méthode Bradford a
l'aide du Kit « BCA Assay » (Thermo Fisher Scieig)if Les lysats cellulaires solubles sont
séparés par SDS-PAGE (6%, 10%, 12 % ou 15% seltalla de la protéine d’intérét) et

64



Matériel et méthodes

transférés sur une membrane polyfluorure de viewkd (Milipore Corp.). Les blots sont
blogués pendant 1 h dans une solution saline taropotenant du Tris (TBS), 8 % de lait et
0,1 % de Tween 20 a température ambiante et indolés la nuit a 4 °C avec les anticorps
primaires: anti-AKT (4691,Cell Signaling, anti-phospho-AKT (Ser 473) (406@ell
Signaling, anti phospho-AKT (Thr 308) (405&ell Signaling anti-phospho ERK1/2 (9101,
Cell signaling, anti-intégrineg31 (9699,Cell signaling, anti MAPK (06-182Millipore), anti-
PAI-1 (clone 33H1F7), anti-Prolactine (Dako) arfBAR humain (MAB807R&D Systems
anti uPAR humain (399RAmerican Diagnosticg anti-phospho VEGFR-2Zell Signaling,
anti VEGFR-2 (2479Cell Signaling et anti-beta-tubulin (ab6048bcan). Aprés 3 lavages
avec du TBS contenant 0,1 % de Tween 20, les complantigene-anticorps sont détectés
avec un anticorps secondaire couplé a la peroxydase systeme d’amplification fluoro-
chemiluminescent (ECL; Pierce Biotechnology).

13. Test de I'activité de NFkB

L’activité p65 de liaison a 'ADN de NEkB est quantifiee par ELISA (EZ
Transcription Factor kit NikB p65 (Pierce)) sur des extraits protéiques totsebon les
instructions du fabricant. La liaison de MB- a l'oligonuléotide cible est détectée par
incubation d’'un anticorps primaire spécifiqgue ptauforme activée de p65, visualisée par un
anti-lgG conjugué a la peroxydase et une solutiendéveloppement et quantifiée par la
chémiluminescence a l'aide d’'un luminometre. Lac§jité est établie par incubation avec
un oligonucléotide consensus sauvage (5-AGTTGAGBGEGITCCCAGGC-3’) qui

rivalise avec le substrat pour la liaison. Tousdesantillons sont analysés en duplicats.

14. Croissance tumorale en modele murin

Les souris homozygote PAI-1(Carmelietet al. 1993) et les sourisvild type
correspondantes ont été utilisées dans cette étBdevement, les cellules B16F10
confluentes sont trypsinisées, lavées et resuspsndians du PBS. La suspension de cellules
B16F10 (10 cellules dans 50 pl de PBS) est injectée en sowmée dans le flanc droit de
chaque souris (7 par groupe). Les adénovirus egotine PRL 16K ou les adénovirus
contrble sont injectés dans la veine de la queug @rirs avant l'injection sous cutanée des
cellules tumorales. Pour maintenir I'expressionlald®’RL 16K, une seconde injection est

administrée huit jours aprés la premiére. La gtéuaé virus utilisée pour chaque injection est
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de 10 pfu. La croissance tumorale des B16F10 est évalaéenesure de la longueur et de la
largeur de chaque tumeur chaque jour. Le volumeotahest alors calculé sur base de la
formule : longueur X largeur X 0,5. Entre 18 et p@rs aprés l'injection des cellules

tumorales, les souris sont euthanasiées et lesutsnsent récupérées. Le protocole de cette

expérimentation animale a été approuveé par le éétitique de I'Université de Liege.

15. Modele d’angiogenese rétinienne murine

Pour analyser I'angiogenése rétinienne, les scawmiceen P1 sont injectés de facon
intra vitelline avec 85 nM de PRL 16K ou 50ng/ml YEGF¢s et sacrifié en P5. Le PO
correspond au jour de la naissance. Les yeux smipérés et fixés 45 minutes dans la
paraformaldéhyde 4%. Les rétines sont alors digsgqet post fixées durant 1h avec la
paraformaldéhyde 4%. Ensuite, une immunofluoreseast réalisée en utilisant l'isolectine
b4 pour marquer les vaisseaux sanguins. Brievertemntgtines sont perméabilisées dans du
PBS 0,1% de triton X100 toute la nuit a 4°C. L'esdine b4 est alors additionnée a la rétine a
une concentration de 1/50 durant 4h a 4°C. Lemegtsont alors lavées toute la nuit dans du
PBS. L’anticorps secondaire (Alexa 488) est algosité durant 4h & une concentration de
1/500. Les rétines sont alors montées sur lameaysees par microscopie a fluorescence
(Gerhardtet al.2003).

16. Analyses statistiques

Toutes les expériences sont réalisées au moinsis3 Toutes les valeurs sont
exprimées sous forme de moyennes relatives * déviatandard (SD) pour les expériences
in vitro ou moyenne = moyenne de l'erreur standard (SEMY fesiexpériencem vivo. La

comparaison entre les différentes conditions esluée par le test t de Student.
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17. Séquences des siARN et amorces utilises

17.1Sequence des siARN utilises

Nom Brin sens Brin anti-sens

SARN PAI-L | CCGAUUUACUGAAGAA UCUGUGCAAUUCUUCAGU
bovin UUGCACAGA AAAUCGGUC

SIARN PA-L | UCAAUAGAUUUAGGAG GCAUUUCUGCUCCUAAAU
humain CAGAAAUGC CUAUUGAAC

siARN EGFR CGAGGGCAAAUACAG GGCACCAAAGCUGUAUUU
humain CUUGGUGCC GCCCUCGGG

. ~ || SIARN controle universel (IDT-

SiARN contrdle DNA)

gﬁim;%NQ GGUGAAGAAGGGCGUCCAA|  UUGGACGCCCUUCUUCACC

gﬁimE;fR AACCUGCGGGAAGAAGUGG| CCACUUCUUCCCGCAGGUU

17.2Séquences des oligonucléotides utilisés pour la qRT

PCR
Gene Amorces sens Amorces anti-sens
hsa PPIA CCAACACAAATGGTTCCCAGT| CCATGGCCTCCACAATATIE
hsaf32M GAGTATGCCTGCCGTGT AATCCAAATGCGGCATCT
hsa PAI-1 ACGTGGTTTTCTCACCCTATG| CATGCCCTTGTCATCAATTOG
mmu Dll4 CCTCTCGAACTTGGACTTGC AGCTCCTGCTTAATGCCAAA
mmu/rno PPIA| ACCGTGTTCTTCGACATCACG | CTGGCACATGAATCCTGGAATA
mmu/rnof32m CATGGCTCGCTCGGTGACC AATGTGAGGCGGGTGGAACT(
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