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Présentation du mémoire

Les échanges entre 1'organisme et le monde extérieur sont une nécessité absolue.

Dans le regne animal, chez les métazoaires primitifs, a I'exception des Némertiens, les échanges
gazeux se font directement a travers les téguments; les échanges nutritifs se font par la traversée
des épithéliums digestifs. Avec I'augmentation de la complexité de 1'organisme, la mise en place
d'un systéme spécialisé dans les échanges nutritifs et gazeux s'est imposée. Afin de garantir ces
échanges, dés les triploblastiques coelomates, en particulier les Annélides, se met en place le
systeéme circulatoire.

La mise en place de ce réseau vasculaire est fondamentale pour le développement de I’organisme
et la moindre défaillance dans le processus peut s’avérer fatale pour I'individu comme en
témoignent les nombreuses expériences de recombinaisons homologues provoquant des
anomalies vasculaires et la mort des embryons de souris. Chez 1’adulte, un défaut du systeme
cardio-vasculaire a aussi de ficheuses conséquences. D’autre part, le systetme vasculaire, par son
développement ou sa régression, intervient dans de nombreuses affections.

N’en doutons pas le moindre progres pour comprendre la mise en place du réseau vasculaire peut
avoir a long terme des retombées médicales importantes.

Nous avons donc choisi d’introduire dans ce mémoire les connaissances acquises dans le
domaine de la mise en place des vaisseaux sanguins afin de définir les acteurs et les interactions
mis en jeu dans ce processus. Dans un deuxieéme temps, nous avons présenté la famille des
facteurs de transcription Ets et plus particulierement Ets1 qui a suscité notre intérét au cours de
ce travail de theése pour son r6le dans le processus angiogénique. Cette présentation du facteur de
transcription Etsl a été réduite aux propriétés générales de la molécule et a ses éventuelles
fonctions dans différents processus biologiques et notamment I'angiogenése. De nombreux points
concernant la famille Ets n'ont pas été abordés mais ont fait récemment l'objet de revues trés
completes.

Nos travaux, focalisés sur la fonction d’un facteur de transcription dans le processus
angiogénique sont présentés dans ce mémoire en deux parties. Dans la premiere, nous apportons
de nouvelles données et de nouvelles hypothéses sur un role éventuel de Ets dans 1’angiogen¢se.
Dans la deuxieme, des travaux supplémentaires sont présentés ; ceux ci apporterons peut €tre

plus tard de nouveaux indices sur I'implication du facteur de transcription dans l'angiogenése.
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Abréviations.

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : Acide ribonucléique

BSA : Bovine Serum Albumin, Albumine bovine sérique

CAM : Membrane chorio-allantoidienne d'embryon de poulet

Co43, Cod0, Co37 : connexine 43, 40, 37

Coll : collagene

DMEM : Dulbecco's Modified Minimum Essential Medium

DMSO : Dimethyl sulfoxide

dpc: day post coitum, jour apres accouplement

EBS : ETS-binding site, site de fixation a ETS

EGF : Epidermal growth factor, facteur de croissance de '€piderme

ETS : Erythroid twenty-six

ETS-DB : mutant dominant négatif de la fixation a I’ADN de ETS

EN : fibronectine

FG : fibrinogéne

FGF : Fibroblast growth factor, facteur de croissance des fibroblastes

G-CSF : granulocyte colony stimulating factor

GM-CSF : Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor

Hela : cellules épithéliales humaines dérivées d’un carcinome du col de ’utérus
HIF : Hypoxia inducible factor, facteur inductible par I’hypoxie

IGF : insulin-like growth factor

IgG : Immunoglobuline gamma

IL-1, -8 : Interleukine-1, -8

IP10 : interferon gamma-inducible protein 10

Lam : laminine

LIBE : Cellules endotheliales murines, de capillaires de cerveau

LTC4 : leucotriene C4

MAE : Mouse aortae endothelial cells, cellules endothéliales d’aorte de souris
MEM : Minimum Essential Medium

MEFG : Moloney murine leukemia virus, virus de leucémie murine de Moloney
MMP : Metalloproteinase

PAI : Plasminogen Activator-Inhibitor

PBS : Phosphate buffered saline, tampon phosphate physiologique

PCR : Polymerase chain reaction, réaction de polymerisation en chaine
PD-ECGEF : Platelet-Derived Endothelial cell Growth Factor, facteur de croissance des cellules
endothéliales dérivé des plaquettes

PDGF : Platelet-Derived Growth Factor, facteur de croissance dérivé des plaquettes
PECAM : Platelet-endothelial cell adhesion molecule. Molécule d'adhérence des plaquettes-
endothéliales

PF4 : Platelet factor 4

PGE : prostaglandine E

PRI : Placental Ribonuclease Inhibitor, Inhibiteur placentaire de la ribonucléase.
SC/P : Injection sous-cutanée ou péritonéale

SF/HGF : Scatter factor/Hepatocyte growth factor, facteur de dissociation/facteur de croissance des
hépatocytes

TGF : Transforming Growth Factor, facteur de croissance transformant.



TIMP : Tissue Inhibitor of Metallo Protease, Inhibiteur Tissulaire de métalloprotéase

TNF : Tumor Necrosis Factor, facteur de nécrose des tumeurs

uPA, tPA : urokinase, tissue plasminogen activator

TPA :12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate

TSP : thrombospondine

VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor, facteur de croissance des cellules endothéliales vasculaires
VEGEFR : récepteur au VEGF

VN : vitronectine

VWE : facteur von Willebrand

Z0-1, -2 : Zonula occludens 1, 2

Abus de langage
Je prie le lecteur de bien vouloir pardonner l'utilisation dans ce mémoire de certains termes
anglais, mentionnés en italique, qui pour des raisons de compréhension ont ét€ préférés aux

termes équivalents frangais dont l'utilisation est plus rare.

10



Introduction



I. Le systeme vasculaire

Chez I’embryon de Vertébrés, le systeme cardio-vasculaire est un des premiers systémes
fonctionnels qui se met en place. Du systeme vasculaire qui se développe dépendront le transport
des nutriments et des gaz, la différenciation des organes et finalement toute la croissance de
I’embryon. Dans I’organisme adulte, les fonctions embryonnaires du systeme circulatoire sont
conservées puisque les voies vasculaires servent toujours a véhiculer les nutriments ainsi qu’a
permettre les échanges gazeux. De plus, en transportant & travers 1’organisme 1’ensemble des
informations (en particulier les hormones) nécessaires au fonctionnement des différents organes,

le systéme circulatoire adulte devient un circuit de communication majeur pour 1’individu.

A. La diversité de I’arbre vasculaire dans I’organisme

1. L’hétérogénéité structurale des vaisseaux sanguins
L’arbre vasculaire est constitué de différents vaisseaux dont la structure varie afin d’assurer les

trois fonctions suivantes :

¢ le transport du sang depuis le coeur vers les différents organes

¢ les échanges gazeux, liquides et nutritifs au niveau des tissus

e le retour du sang vers le coeur

Globalement, les gros vaisseaux a fonction de transport du sang (arteres et veines) possedent des
propriétés élastiques indispensables a leur fonction ainsi qu’une structure musculaire impliquée
dans la régulation du flux sanguin. Les capillaires ne participant pas a cette régulation mais plutot
a I’établissement des échanges, sont dépourvus de cette structure musculaire et possédent une

perméabilité indispensable a leur fonction.

a) De gros vaisseaux a fonction de transport

Du point de vue histologique, une organisation de base comprenant trois structures définit
la paroi des gros vaisseaux. La structure interne, appelée intima, est composée d’une couche
unique de cellules endothéliales, bordant la lumiere du vaisseau, qui reposent sur une membrane
basale et du tissu conjonctif. La couche intermédiaire, ou média, est formée de cellules
musculaires lisses. Enfin, le tissu conjonctif externe constitue 1’adventice et donc la structure
extérieure délimitant le vaisseau (Figure 1). La membrane basale sur laquelle reposent les
cellules endothéliales est une structure non cellulaire dont les constituants majeurs sont la
laminine, le collageéne de type IV, les protéoglycannes de type héparane sulfate, 1’entactine, le

facteur Von Willebrand, la vitronectine et la fibronectine. Le tissu conjonctif présent dans
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I’intima et dans 1’adventice comprend une partie cellulaire (des fibroblastes chargés de produire
les éléments extra-cellulaires du tissu conjonctif, des adipocytes a fonction de stockage et des
cellules impliquées dans le systtme immunitaire) et une matrice extra-cellulaire composée de
collagénes de types I, IIl, V et VII, de fibronectine, de thrombospondine, d’élastine, de
chondroitine sulfate et de protéoglycannes de type dermatane sulfate.

Dans la paroi de ces vaisseaux sanguins, des interactions entre les cellules endothéliales
et les cellules musculaires lisses localisées respectivement dans ’intima et dans la media se
mettent en place. Ainsi, les cellules endothéliales exercent un contrfle sur la capacité de
prolifération des cellules musculaires lisses. Dans des expériences d’élimination de
I’endothélium sur une partie de la carotide de rat, les cellules musculaires lisses se mettent a
proliférer et leur prolifération cesse quand 1I’endothélium est a nouveau formé. Parallelement, du
milieu conditionné préparé a partir de cellules endothéliales a confluence inhibe la prolifération
des cellules musculaires lisses, tandis que a I’inverse, du milieu conditionné préparé a partir de

cellules endothéliales en culture a faible densité favorise leur prolifération (revue Karnovsky,

1981).

b) Des capillaires a fonction d’échanges

Seule I’intima est présente au niveau des capillaires dont la paroi est alors limitée aux
cellules endothéliales, 2 la membrane basale et a d’autres cellules voisines, les péricytes (Figure
1). Des études in vitro ont mis en évidence des interactions entre ces péricytes et les cellules
endothéliales. La co-culture entre cellules endothéliales et péricytes provoque une inhibition de la
prolifération des cellules endothéliales (Orlidge and D'Amore, 1987) ainsi que I’inhibition de la
migration de ces cellules (Sato and Rifkin, 1989). L’activation du TGF-B1 (transforming growth
factor 1), un facteur de croissance produit par les cellules lorsqu’elles sont seules en culture, est
induite lors de la co-culture et est a I’origine de ces inhibitions (Antonelli-Orlidge et al., 1989;
Hirschi and D'Amore, 1997). L’inhibition de la prolifération et de la migration des cellules
endothéliales au contact des péricytes ne constituerait pas les seules activités médiées par le
TGF-B1. Des dégradations de composants de la matrice extra-cellulaire pourraient également

survenir suite a 1’interaction entre ces cellules (Hirschi and D'Amore, 1997).
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Artére ou veine Capillaire

" Péricyte

- ~|
Media Adventice Intima
Cellules musculaires Tissu conjonetif: Cellules endothéliales
« fibroblastes Membrane basale:
x adipocytes laminine
= cellules du systéme immunitaire collagene IV
. . héparanes sulfates
x matrice extracellulaire: entactine
collagenes I, 111, V et VII facteur Von Willebrand
fibronectine vitronectine
thrombospondine fibronectine
elastine Tissu conjonctif

chondroitine sulfate
dermatane sulfate

Figure 1 : La structure des vaisseaux sanguins

L’ organisation structurale des vaisseaux sanguins est variable entre les artéres et veines ou les capillaires.
Les variations portent non seulement sur les cellules formant les vaisseaux mais également sur les
composants extra-cellulaires responsables de I’élasticité des vaisseaux.

2. L’hétérogénéité des endothéliums

La diversité des vaisseaux sanguins ne se limite pas a des variations histologiques, elle
peut également s’observer au niveau méme des caractéristiques physiologiques de I’endothélium.
En effet, la mono-couche de cellules endothéliales qui borde tous les vaisseaux sanguins n’a pas
des propriétés identiques dans tous les tissus. Dans 1’organisme adulte, les endothéliums
capillaires peuvent étre continus, discontinus ou fenestrés. De méme, les cellules endothéliales
formant ces endothéliums présentent des caractéristiques particulieres suivant leur origine. Elles
sécretent différemment les composants de la membrane basale ou de la matrice extra-cellulaire,
leur surface cellulaire n’est pas homogene et enfin les jonctions intercellulaires peuvent é&tre

variables.
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a) Les endotheliums capillaires : continus, discontinus et fenestrés

Trois types de capillaires ont été définis selon leurs différences morphologiques mises en
évidence par des analyses ultra-structurales. Une continuité cytoplasmique caractérise les cellules
endothéliales des capillaires continus, ce qui est d’ailleurs a I’origine de leur dénomination. En
effet, les membranes apicale et basale de ces cellules endothéliales ne se rejoignent ni ne
fusionnent en aucun point & ’exception des jonctions cellulaires (Figure 2). A Dinverse, des
pores de diametre compris entre 80 et 200 nm caractérisent les capillaires discontinus et fenestrés
et leur conférent ainsi leur perméabilité moins spécifique (revue Risau, 1995). De plus, dans les
capillaires fenestrés (dont la structure a été décrite par Friederici, 1968), les pores sont également
munis de diaphragmes (Figure 2).

Une étroite relation existe entre la structure du capillaire et sa fonction. En effet, les
capillaires continus, dont la perméabilité est trés contr6lée, sont localisés, entre autres, dans le
systeme nerveux central et forment la barricre hémato-encéphalique. En revanche, les capillaires
fenestrés, dont la perméabilité sélective en faveur des molécules hydrophiles de bas poids
moléculaire a été démontrée (Levick and Smaje, 1987), se situent dans les zones de filtration, de
sécrétion et d’absorption (le rein, les glandes endocrines, le tractus gastro-intestinal et le plexus
choroide dans le cerveau). Enfin, les capillaires discontinus perforés de pores permettant des
échanges de particules de haut poids moléculaire sont localisés dans le foie, 1a moelle osseuse et

la rate.

Capillaire continu Capillaire discontinu

Capillaire fenestré

> S =
Diaphragme pore /

Perméabilité limitée Perméabilité sélective Perméabilité élévée

Figure 2: Les capillaires continus ou discontinus
Les capillaires continus ne sont pas munis de pores permettant le passage de molécules ce qui implique
que tous les échanges passent par les cellules endothéliales elles mémes et sont rigoureusement controlés.
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Les capillaires fenestrés possédent des pores munis de diaphragmes qui assurent une sélectivité des
échanges. Les capillaires discontinus possédent des pores responsables d’une perméabilité peu sélective.

b) Les propriétés des cellules endothéliales

1) Variation de synthése des composants de la matrice extra-cellulaire et de la membrane
basale

Dans le milieu de culture, les cellules endothéliales issues de I’aorte ou de veines de
boeuf sécrétent les mémes composants de la matrice extra-cellulaire ou de la membrane basale
(la fibronectine, les collagenes de type III, IV et V, et la thrombospondine), en revanche les
cellules endothéliales issues de capillaires sécreétent davantage de collagénes (50% des protéines
sécrétées sont du collagene et principalement des collagenes de types I et III). La fibronectine et
la thrombospondine sont également sécrétées par ces cellules endothéliales de capillaire (Sage et

al., 1981).

2) Variation de la surface cellulaire

Suivant leur tissu d’origine, la membrane des cellules endothéliales peut présenter des
propriétés tres variables. Cette variabilité s’observe en particulier lorsque 1’adhérence de cellules
tumorales est mesurée sur des tapis confluents de cellules endothéliales d’origines diverses.
Ainsi, des cellules de gliome adhérent préférentiellement aux cellules endothéliales de capillaire
du cerveau, des cellules de tératome aux cellules endothéliales dérivées de I’ovaire (Alby and
Auerbach, 1984). D’autres expériences ont démontré 1’association préférentielle entre les cellules
tumorales isolées d’un organe particulier et les cellules endothéliales issues de vaisseaux
sanguins de ce méme organe (Auerbach et al., 1987; Nicolson, 1988; Nicolson, 1988). Les
variations a la surface des cellules endothéliales sont aussi probablement responsables des
difficultés rencontrées, dans de nombreux travaux, pour obtenir un marqueur efficace des
vaisseaux sanguins. Ce probléme est parfaitement illustré par une étude systématique de
I’efficacité de différents marqueurs de cellules endothéliales sur de nombreux tissus (Kuzu et al.,
1992). Les auteurs démontrent que 1’efficacité de marquage des vaisseaux sanguins par des
anticorps dirigés contre le facteur Von Willebrand, le CD31 et le CD34 sont variables surtout
selon la maturité du vaisseau. D’apres ces travaux, le marqueur le plus efficace actuellement

connu pour détecter les vaisseaux sanguins reste 1’anticorps dirigé contre le CD31 (PECAM).

c) Les jonctions entre cellules endothéliales
Les vaisseaux sanguins ont une fonction d’échange dans I’organisme par I’apport de

nutriments ou 1’élimination des déchets. Ces échanges sont en partie assurés par un transport des
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molécules a travers les cellules endothéliales ou par I’intermédiaire des pores cellulaires (quand
ils existent) mais aussi au niveau des jonctions entre les cellules endothéliales le long de 1’arbre
vasculaire. Ces jonctions sont souples et peuvent étre organisées ou désorganisées en une minute.
Elles sont plus ou moins complexes ce qui confeére aux vaisseaux sanguins une perméabilité
variable (revue Dejana et al., 1995). Les jonctions sont nombreuses et trés étroites au niveau des
vaisseaux sanguins du cerveau 12 ou un contrdle précis des échanges est indispensable alors
qu’elles sont peu nombreuses et laches dans les zones d’échanges abondants (Simionescu and
Simionescu, 1991). Quatre types de jonctions ont été décrites dans les cellules endothéliales : les
jonctions serrées, les jonctions ouvertes de type gap, les jonctions adhérentes et les syndesmos.
Ces jonctions sont toutes composées d’un réseau complexe de protéines transmembranaires

associées a des protéines cytoplasmiques (Figure 3).

4 N\ ~
| cinguline

| Jonction sérrée

|

|

|

|

: Jonction adhérente

I

I

|

| Jonction de type Gap

|

|

: Syndesmos

|

N\ J /

Figure 3: Les jonctions des cellules endothéliales

Quatre types de jonctions ont été définies : les jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les jonctions
de type gap et les jonctions de type syndesmos. Différents composants cytoplasmiques et
transmembranaires assurant le maintien de ces jonctions sont déja connus ainsi que leurs relations avec le
cytosquelette.
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1) La jonction serrée

Cette jonction, comme son nom l’indique, est responsable de contacts étroits entre les
cellules endothéliales d’un vaisseau sanguin. Son étanchéité n’est pas absolue puisque des pores
peuvent l'interrompre pour laisser passer sélectivement des molécules (revue Anderson et al.,
1993). Ce type de jonction est fréquent au niveau des artéres et pratiquement absent des petits
vaisseaux comme les veinules. L’occludine est la seule protéine transmembranaire actuellement
connue spécifiquement présente dans ces jonctions serrées (Furuse et al., 1993). Des analyses en
immunocytochimie ont montré que 1’occludine est abondante et répartie de fagon continue au
niveau de la jonction serrée dans les cellules endothéliales du cerveau alors qu’elle est peu
présente et répartic de facon discontinue dans les autres cellules endothéliales étudiées. Elle
pourrait avoir une fonction dans la perméabilité des jonctions serrées (Hirase et al., 1997). Les
protéines ZO-1 et ZO-2 (zonula occludens 1 et 2, Gumbiner et al., 1991; Li and Poznansky,
1990) la cinguline (Citi et al., 1988), la protéine antigéne de I’anticorps 7H6 (Satoh et al., 1996;
Zhong et al., 1993), la petite protéine G rabl3 (Zahraoui et al., 1994), correspondent aux
éléments cytoplasmiques qui forment ces jonctions (Figure 3). Les relations entre toutes ces

protéines membranaires et transmembranaires restent encore aujourd’hui peu connues.

2) La jonction ouverte ou gap junction

Ces jonctions ouvertes s’organisent en groupes de canaux transmembranaires qui
permettent la diffusion des ions et des petites molécules entre cellules voisines. Les échanges
intercellulaires passant par ces jonctions ouvertes sont peu sélectifs en raison du diametre
important des canaux transmembranaires (Beyer et al., 1990). Ces jonctions jouent alors un role
fondamental non seulement dans les communications des cellules endothéliales entre elles mais
également dans les communications entre les cellules endothéliales et les cellules musculaires
lisses ou les macrophages (Polacek et al., 1993). La répartition de ces jonctions au niveau des
vaisseaux sanguins se superpose a celle des jonctions serrées ; en général, ces deux types de
jonctions s’alternent (Simionescu and Simionescu, 1991). Les protéines de la famille des
connexines notamment Co43, Co40 et Co37 (Beyer, 1993) participent a la structure de ces

canaux transmembranaires dans les cellules endothéliales (Figure 3).

3) La jonction adhérente ou zonula adhérens
Au niveau de ce type de jonctions, les contacts membranaires entre les cellules

endothéliales sont assurés par les cadhérines, des glycoprotéines transmembranaires. Ces
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glycoprotéines sont en relation avec les caténines, protéines cytoplasmiques, qui elles mé€mes
assurent une liaison avec le cytosquelette. Par ailleurs, les cadhérines peuvent également
s’associer a la zyxine ou la moésine, deux protéines de pontage avec le cytosquelette (revue
Dejana et al., 1995). Plusieurs cadhérines sont exprimées par les cellules endothéliales, la N-
cadhérine (qui s’exprime principalement dans les cellules nerveuses et les cellules musculaires)
mais son role dans les jonctions cellulaires reste discutable puisqu’elle n’a pas été détectée au
niveau membranaire (Alexander et al., 1993; Salomon et al., 1992), la P-cadhérine dont les
ARNs ont été détectés par PCR (Polymerase Chain Reaction) dans les cellules endothéliales
mais dont I’expression protéique n’est pas démontrée (Liaw et al, 1990), la E-cadhérine,
présente dans les endothéliums du cerveau (Rubin et al., 1991) et 1a VE-cadhérine ou cadhérine-5
spécifique des cellules endothéliales (Lampugnani et al., 1992). Différentes caténines peuvent
interagir avec les cadhérines, la B-caténine ou la y-caténine (connue également sous le nom de
plakoglobine). Ces deux dernieres, en s’associant & I’o-caténine sont finalement ancrées aux
molécules du cytosquelette afin d’assurer la stabilité de la jonction (Dejana, 1996). Ainsi, un des
domaines structuraux de I’o-caténine est susceptible d’interagir avec la vinculine, une protéine
de pontage entre la membrane cytoplasmique et 1’actine, ce qui permettrait une liaison entre la
jonction adhérente et le cytosquelette (Tsukita et al., 1992), (Figure 3). La cinétique de formation
des jonctions a été étudiée dans un tapis de cellules endothéliales en culture. Le complexe VE-
cadhérine/B-caténine/a-caténine se forme rapidement lors de la mise en place de ces jonctions au
moment ou les cellules atteignent la confluence alors que la plakoglobine ne vient s’associer a ce
complexe que beaucoup plus tardivement. Inversement lors d’une blessure dans le tapis
cellulaire, la plakoglobine se dissocie la premiere du complexe dans les cellules en migration

dépourvues de jonction intercellulaire (Lampugnani et al., 1995).

4) Les autres molécules intervenant dans les jonctions cellulaires

La jonction de type desmosome est une jonction épithéliale faisant intervenir des
protéines transmembranaires de la famille des cadhérines et les protéines cellulaires : la
plakoglobine et la desmoplakine. Elle n’existe pas dans les cellules endothéliales alors que
certains éléments de ce type de jonction s’y expriment. La distribution de la desmoplakine se
superpose en certains points avec celle de la plakoglobine et de la VE-cadhérine dans les cellules
endothéliales humaines (Valiron et al., 1996) ou elles formeraient un nouveau type de jonction
parfois appelé syndesmos.

D’autres éléments peuvent €tre localisés au niveau des jonctions cellulaires. La molécule

d’adhérence PECAM (platelet-endothelial cell adhesion molecule) a été détectée au niveau de
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jonctions cellulaires mais sa localisation difféere des cadhérines (Ayalon et al.,, 1994). Sa
contribution aux jonctions entre cellules endothéliales est certaine mais n’assure cependant pas
leur maintenance. En effet, des anticorps anti-PECAM n’ont aucun effet sur des cellules
endothéliales dont les jonctions sont déja établies (Dejana et al., 1995). Des intégrines,
principalement a2f1 et o581, par ailleurs impliquées dans les relations entre la cellule et la
matrice extra-cellulaire, sont également présentes au niveau des jonctions entre cellules

endothéliales.

B. Le développement des vaisseaux sanguins
Deux processus permettent la mise en place de vaisseaux sanguins dans un organisme, la
vasculogenese et I’angiogenese. La vasculogenese correspond a la différenciation in situ des
angioblastes, cellules précurseurs des cellules endothéliales et a leur organisation en vaisseau
sanguin. C’est ce mécanisme qui est a I’origine de la formation du tout premier réseau vasculaire

appelé plexus vasculaire primaire. L’angiogenese est le développement par bourgeonnement de

nouveaux vaisseaux sanguins a partir du réseau vasculaire préexistant.

1. La vasculogenése
Le processus de vasculogenese a été particulicrement bien étudié au cours du

développement embryonnaire du poulet. D’abord parce que I’acceés aux embryons de poulet est
relativement aisé et que des marqueurs aviaires des cellules endothéliales sont disponibles mais
aussi griace a I’astucieux modele des chimeres caille-poulet qui a particulicrement contribué a

étudier le processus (LeDouarin, 1973).

a) Différenciation des angioblastes a partir du mésoderme
Apres la ponte, I’embryon de poulet n’est constitué que de deux feuillets : I’ectophylle et
I’entophylle. Un troisieme feuillet va se mettre en place, au cours de la gastrulation, par
invagination, au niveau de la ligne primitive, de plusieurs territoires (Figure 4). Ce nouveau
feuillet appelé mésoblaste va donner naissance a I’ensemble du mésoderme (mésoderme axial,

mésoderme somitique, mésoderme de la piece intermédiaire et mésoderme des lames latérales).

19



Gastrulation chez I'embryon de Poulet: mise en place du mésoblaste

ligne primitive cellules du mesoblaste

en cours d'invagination

ectophylle

(%
entophylle J

Figure 4:La mise en place du mésoblaste

Par invagination au niveau de la ligne primitive, le feuillet mésoblastique se met en place entre les deux
feuillets embryonnaires déja existants, 1’ectophylie et I’entophylle. De ce mésoblaste vont dériver les
premiéres cellules du systéme vasculaire.

Parmi les premieres cellules migrant entre ’ectophylle et ’entophylle, certaines vont
quitter la zone embryonnaire pour rejoindre la zone extra-embryonnaire, notamment une des
annexes embryonnaires, la vésicule vitelline. Le mésoderme des lames latérales va se creuser et
se diviser alors en deux structures séparées par la cavité coelomique : la somatopleure située a
proximité de 1’ectoderme et la splanchnopleure localisée & proximité de I’endoderme. A partir de
la splanchnopleure extra-embryonnaire vont se former les ilots sanguins ol apparaissent les
premiéres cellules sanguines et les premiers précurseurs des cellules endothéliales, les
angioblastes (Figure 5). La différenciation des angioblastes n’est pas dépendante de la
gastrulation puisque I’inhibition mécanique de cette étape par mise en culture du blastoderme
embryonnaire n’empéche pas la formation du mésoderme et la différenciation de ces précurseurs
(Zagris, 1980). Par contre, la différenciation des angioblastes dépend de I’influence du feuillet
voisin, I’endoderme, puisque celle ci ne se produit qu’au niveau de la splanchnopleure et que
I’élimination du feuillet endodermique au niveau de la vésicule vitelline inhibe la différenciatton
des angioblastes (revue Risau and Flamme, 1995). L'existence d’hémangioblastes, précurseurs
communs pour les cellules endothéliales et les cellules hématopoiétiques a été évoquée. In vitro,
des clones de cellules mésodermiques peuvent se différencier en cellules endothéliales ou en
cellules hématopoiétiques selon les conditions de culture (Eichmann et al., 1997). Cependant peu
d'éléments expérimentaux apportent la preuve de I'existence de ces précurseurs communs.

Au niveau embryonnaire, 1’é€bauche du systeme cardio-vasculaire se différencie peu apres

I’apparition des ilots sanguins dans la zone extra-embryonnaire, et cette différenciation se produit
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également a partir du mésoderme des lames latérales. Trés rapidement, les réseaux vasculaires

embryonnaire et extra-embryonnaire vont se connecter.

b) Formation du plexus vasculaire primaire

Dans I’aire vasculaire de la zone extra-embryonnaire, les ilots sanguins sont des amas
cellulaires constitués en périphérie des angioblastes et au centre de cellules précurseurs de
cellules hématopoiétiques (Pardanaud et al., 1989). Au niveau de I’embryon, la mise en place est
différente, les angioblastes se différencient seuls ; les précurseurs des cellules hématopoiétiques
ne se différencient que sur la paroi ventrale de 1’aorte (Cormier et al., 1986; Olah et al., 1988).
Les angioblastes sont alors capables soit de migrer pour s’associer a d’autres angioblastes soit de
former directement sur place un capillaire (Figure 5). Dans ’embryon, ces vaisseaux sanguins
seront ultérieurement colonisés par les cellules hématopoiétiques issues de 1’aorte ou de la zone

extra-embryonnaire (Dieterlen-Li¢vre, 1975; Dieterlen-Lic¢vre et al., 1988; Miiller et al., 1994).
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1) Formation du mésoderme 2) Formation des ilots sanguins
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Figure 5: Les différentes phases de la vasculogenese

La formation du mésoderme, la différenciation des ilots sanguins, la fusion de ces 1lots entre eux et enfin,
I’obtention d’un vaisseau fonctionnel (cellules endothéliales différenciées, membrane basale synthétisée)
sont les phases du processus de vasculogenese.

Au sein des annexes embryonnaires, I’amnios constitué d’ectoderme et de mésoderme
n’est pas vascularisé alors que la vésicule vitelline et I’allantoide formés d’endoderme et de
mésoderme sont abondamment vascularisés (Pardanaud and Dieterlen-Lievre, 1993). Ces
observations ainsi que des expériences de greffe suggerent que les organes et tissus dépourvus de
structure issue de l’endoderme ne peuvent pas €tre vascularis€s par le processus de
vasculogenése mais par le processus d’angiogenese. Ainsi, le processus de vasculogenése
s’opérerait au niveau du poumon, du pancréas, de la rate alors que le processus d’angiogenese

serait responsable de I’irrigation du rein et du cerveau (revue Beck and D'Amore, 1997).
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c) Larégulation de la vasculogenése
On distingue trois étapes dans le processus de vasculogenese : 1) I’induction du
mésoderme d’oll sont issus les précurseurs des cellules endothéliales ; 2) la différenciation des
angioblastes, précurseurs des cellules endothéliales ; 3) la formation des premiers vaisseaux

organisés (formation de la lumiere, synthése de la membrane basale, etc.).

1) L’induction du mésoderme et la différenciation des précurseurs

L’induction de I’invagination et de la différenciation du mésoblaste met en jeu des
€changes de signaux entre I’endoderme et I’ectoderme. Deux types d’informations sont supposés
étre échangés: l'une concerne la différenciation du mésoderme dorsal a I’origine de la
notochorde et I’autre concerne la différenciation du mésoderme ventral et latéral qui donnera
entre autres les muscles, les reins, et les vaisseaux sanguins (Woodland, 1989). Différents
facteurs de croissance sont connus pour induire in vitro la différenciation d’explants
ectodermiques de Xénope en plusieurs types cellulaires mésodermiques : des membres de la
famille des FGFs (Fibroblast Growth Factor), du TGFP (Transforming Growth Factor f)
(Kimelman and Kirschner, 1987) et notamment les activines (Smith et al., 1990; Van den
Eijnden-Van Raaj et al., 1990). Les patrons d’expression du bFGF (FGF basique) et de son
récepteur (Kimelman et al.,, 1988; Slack and Isaacs, 1989) ainsi que ceux du TGFf ou des
activines (Thomsen et al., 1990; Weeks and Melton, 1987) sont en faveur de I'implication de ces
facteurs dans I’induction du mésoblaste. De plus, I’expression, dans I’embryon de Xénope, d’un
mutant dominant négatif du récepteur au FGF (XFR) dont le domaine intracellulaire a activité
tyrosine kinase a été tronqué, provoque ’absence de somite, le développement d’un cceur de
petite taille et I’absence ou la mauvaise localisation des vaisseaux sanguins (Amaya et al., 1991).

L’un des récepteurs du VPE/VEGF (vascular permeability factor/vascular endothelial
growth factor), VEGFR-2 (également connu sous le nom de flk-1 chez la souris ou KDR chez
I’homme) s’exprime dans des cellules du mésoderme destinées a se différencier en angioblastes
(Millauer et al., 1993). Un peu plus tardivement, le VEGF lui méme est produit au niveau de
I’endoderme lors du développement embryonnaire (Breier et al., 1995; Flamme et al., 1995). Ces
données suggerent que la différenciation des angioblastes a partir des cellules du feuillet
mésodermique qui expriment le VEGFR-2 dépend du VEGF produit par les cellules
endodermiques. Cette hypothése est soutenue par les travaux de recombinaison homologue des
geénes codant le VEGF ou ses récepteurs. En effet, I’inactivation du geéne codant flk-1 conduit a
une mort intra-utérine des embryons au stade 8.5-9.5 jours post-coitum ; dans ces embryons les

flots sanguins et les structures vasculaires sont absentes (Shalaby et al., 1995). De méme, les

23



animaux hétérozygotes déficients en VEGF meurent au stade 11-12 jours de développement
embryonnaire et présentent de nombreuses anomalies dans leur systeme vasculaire (Carmeliet et
al., 1996; Ferrara et al., 1996). En revanche, I’inactivation du géne codant Flt-1, un autre
récepteur pour le VEGF, n’empéche pas la différenciation des cellules endothéliales dans les
zones embryonnaires et extra-embryonnaires mais perturbe 1’organisation des vaisseaux
entrainant la mort in utero des embryons (Fong et al., 1995). Ces résultats démontrent ainsi les
fonctions distinctes des récepteurs au VEGF dans le processus de vasculogenese, Flk-1
participant d’avantage a la différenciation des cellules endothéliales alors que Flt-1 est impliqué

dans I’organisation des vaisseaux.

2) Le premier réseau vasculaire

Dans les flots sanguins, les précurseurs des cellules endothéliales continuent a exprimer
les récepteurs au VEGF (VEGFR-1 et VEGFR-2, Dumont et al., 1995; Millauer et al., 1993;
Yamaguchi et al., 1993); ils expriment également des molécules spécifiques des cellules
endothéliales comme la VE-cadhérine (Breier et al., 1996). Suite a la formation de ces ilots, les
cellules endothéliales commencent leur différenciation et les premiers éléments de la matrice
extra-cellulaire et de la membrane basale apparaissent (Risau and Flamme, 1995). Finalement,
ces structures fusionnent entre elles pour aboutir & la formation du plexus vasculaire primaire ou
les vaisseaux sanguins différenciés auront acquis la structure de capillaires (revue Risau and
Flamme, 1995). Bien que de nombreux facteurs exprimés au cours de ces différentes étapes
soient identifiés (les récepteurs au VEGF, des molécules intervenant dans les jonctions
intercellulaires, des facteurs de transcription ou des composants de la matrice extra-cellulaire), la

régulation moléculaire de ces processus complexes restent encore peu connue.

2. L’angiogenése
a) Angiogenese embryonnaire ou chez I’adulte

1) Chez l’'embryon
L’angiogenese embryonnaire fait suite a la vasculogenese qui avait permis la formation
d’un réseau vasculaire primaire. Elle se produit non seulement dans la zone embryonnaire mais
également dans la zone extra-embryonnaire (revue Risau, 1997). De nouveaux capillaires vont en
effet se développer par bourgeonnement a partir des capillaires existants ou a partir des petites

veines pour compléter le réseau déja en place.
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Certains organes débutent leur développement sans aucune vascularisation (par exemple
le cerveau) et se retrouveront irrigués suite a I’angiogenése embryonnaire. Cette irrigation sera

fondamentale pour la poursuite du développement de ces organes encore rudimentaires.

2) Chez I’adulte : situations normales ou pathologiques :

i) L’angiogenese adulte normale

L’angiogenése adulte normale correspond au développement contrdlé de nouveaux
vaisseaux sanguins dans le but d’assurer des fonctions physiologiques précises. Ainsi, lors du
cycle oestrien de la femme, la muqueuse utérine s’épaissit et le réseau de capillaires sanguins
s’accroit afin d’assurer, dans le cas d’une fécondation, la nidation de I’oeuf et le développement
correct de I’embryon. Cette angiogenese utérine est sous influence hormonale. De méme, au
cours de ce cycle oestrien, apres I’expulsion de 1’ovocyte, le corps jaune se développe au niveau
de I’ovaire et une angiogenese s’y produit également afin d’y assurer un flux sanguin suffisant
pour véhiculer au mieux les hormones sécrétées par cette structure li€e au cycle de reproduction
des mammiferes. Au cours de la cicatrisation de blessures, des nouveaux capillaires se forment
dans le tissu de granulation mais sous un contrdle a nouveau tres précis. En effet, lorsque la
réparation de la zone endommagée sera achevée, le réseau vasculaire voisin retrouvera la
quiétude caractéristique de 1’organisme adulte.

A cette angiogenese dite normale s’oppose 1’angiogenese pathologique liée a des

dysfonctionnements de 1’organisme adulte.

ii) L’angiogenése adulte pathologique
De nombreuses affections entrainent 1’activation de I’angiogenese chez 1’adulte. Ainsi, la

croissance d’une tumeur est dépendante de l’angiogeneése qui va s’y dérouler. Les nouveaux
vaisseaux sanguins qui l’irrigueront vont assurer les apports et les échanges qui lui sont
indispensables et ceci au détriment de l’organisme. L’athérosclérose provoque €galement le
déclenchement d’une angiogenése car 1’asphyxie des zones mal irriguées se traduit par le
développement de nouveaux capillaires formant un vasa vasorum. Cette réaction de I’organisme
n’est malheureusement pas efficace puisque les capillaires formés sont fragiles et sont de ce fait
le lieu d’hémorragies qui peuvent étre a I’origine d’une attaque cardiaque (revue Fan et al.,
1995). Le diabete peut entrainer une rétinopathie dite diabétique qui se caractérise par une
vascularisation de la rétine et du corps vitré (pouvant entrainer une importante diminution de
"acuité visuelle) suite aux thromboses veineuses. Outre ces situations que nous venons de

détailler, le psoriasis ou I’arthrite déclenchent également une angiogenése. Par la suite, nous
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présenterons principalement les données concernant I’angiogenése tumorale qui fait actuellement
I’objet de nombreux travaux. En effet, I’inhibition de 1’angiogenése tumorale est un des

traitements thérapeutiques envisagé dans le but de lutter contre le développement des tumeurs.

b) Chronologie des événements morphologiques de 1’angiogenése
De récents travaux commencent a mettre en évidence l’existence de mécanismes
différents pour la régulation de I’angiogenése “normale” ou la régulation de 1’angiogenése
pathologique. Cependant, un dogme est encore admis actuellement concernant les €tapes mises
en jeu lors du processus d’angiogeneése. Il est en effet proposé que le déroulement de
I’angiogenese passe par le bourgeonnement d’un capillaire ou d’une veine différencié, que ces
nouveaux vaisseaux subissent une maturation et qu’ils sont également soumis a un « élagage »

avant de former des structures définitives (Folkman, 1984; Risau, 1997).

1) Bourgeonnement de nouveaux vaisseaux a partir du réseau primaire de capillaires

Le déroulement du bourgeonnement d’un nouveau vaisseau a été particulierement bien
décrit par I’équipe de Judah Folkman qui a utilisé comme modele I’implantation d’un fragment
de tumeur dans la cornée de lapin (Ausprunk and Folkman, 1977). Le premier jour suivant
I’implantation, I’analyse en microscopie électronique a montré que les cellules endothéliales d’un
vaisseau proche de I’'implant sont passées d’une morphologie fine et aplatie 2 une morphologie
beaucoup plus ronde. De plus, au niveau du vaisseau parental, seules les cellules endothéliales
situées du coté de I'implant présentent ces variations morphologiques. Entre le premier et le
deuxieme jour apres I’implantation, la membrane basale du vaisseau préexistant se dégrade,
entrainant la migration des cellules endothéliales a travers cette membrane détruite et dans la
matrice péri-vasculaire. D’autres cellules endothéliales suivront le méme parcours et toutes les
cellules récupéreront leur capacité a proliférer. Au bout de quatre jours, le capillaire en
bourgeonnement sera déja bien structuré (Figure 6). Cependant, le sang ne circule pas encore
dans ces «jeunes » vaisseaux et seuls quelques globules rouges issus du vaisseau parental
peuvent y étre retrouvés. Il faut attendre la fusion entre différents bourgeonnements de capillaire
en des structures de type boucle pour que la circulation sanguine se mette en place. Le
bourgeonnement de ces nouveaux vaisseaux sanguins a partir du réseau vasculaire déja existant
implique donc trois étapes 1) la dégradation de la membrane basale au niveau du vaisseau
parental, 2) la migration et la prolifération des cellules endothéliales dans la matrice extra-

cellulaire environnante, 3) la réorganisation en une structure tubulaire de ces cellules
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accompagnée de la formation d’une lumicre et la synthese d’une nouvelle membrane basale pour

former un nouveau vaisseau fonctionnel (Figure 6).

Vaisseau parental

Zone de Zone de Front de
4 maturation prolifération migration

&0 Adz <L
() —®  Stimulus
ZF R~ @ A <¢ %3
Péricvt Cellule
Y endothéliale

- Membrane

basale

Figure 6: Le bourgeonnement d’un nouveau vaisseau sanguin

Suite a la dégradation de la membrane basale du vaisseau parental, les cellules endothéliales migrent
dans I"espace périvasculaire avant de proliférer pour permettre la formation d’un nouveau vaisseau
sanguin apres maturation.

2) Remodelage de la structure vasculaire développée
Parmi les nombreux nouveaux vaisseaux formés, certains vont rapidement régresser alors
que d’autres vont poursuivre leur développement ; c’est la phase d’élagage décrite notamment au
cours du développement embryonnaire. Par ailleurs, le diametre des vaisseaux va évoluer ainsi
que I’épaisseur de leur paroi pour s’adapter au besoin des tissus environnants (revue Beck and

D'Amore, 1997).

3) La maturation des vaisseaux
Des modifications de la membrane basale, la différenciation des péricytes ou des cellules
musculaires lisses, et I’acquisition d’une certaine élasticité pour le vaisseau (notamment dans le
cas des arteres) représentent les phases de maturation de I’angiogenese. Cette maturation semble
étre étroitement liée a la mise en place du flux sanguin dans ces nouveaux vaisseaux (Resnick

and Gimbrone, 1995).
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c¢) Les acteurs moléculaires impliqués dans le développement des vaisseaux

Le bourgeonnement d’un nouveau vaisseau sanguin débute avec la destruction de la
cohésion du vaisseau parental pour permettre les premiers changements morphologiques des
cellules endothéliales a 1’origine du futur vaisseau et s’acheéve par le rétablissement d’une
structure organisée dont les propriétés de perméabilité et d’élasticité doivent &tre adaptées aux
fonctions requises. Les étapes successives du processus angiogénique doivent alors faire appel a
une signalisation complexe entre les cellules endothéliales et leur environnement. Ces différents
signaux comprennent des facteurs qui régulent I’angiogenese (les facteurs angiogéniques ou anti-
angiogéniques) et des facteurs qui potentialisent le processus angiogénique (les éléments de la

matrice extra-cellulaire, les récepteurs d’adhérence cellule/cellule ou cellule/matrice).

1) La stimulation de ’angiogenése
Le bourgeonnement d’un capillaire a partir d’un vaisseau sanguin parental nécessite I’influence
de facteurs puissants dont I’effet sera de stimuler des cellules quiescentes afin d’initier le

processus angiogénique.

i) Les facteurs angiogéniques et leurs récepteurs

De nombreux facteurs angiogéniques ont déja été identifiés dont des facteurs de
croissance (le VEGF, les FGFs, I'EGF, le TGFo, le TGFpB), d’autres protéines et peptides
(Iangiogénine, 1’angiotensine II), des lipides (les prostaglandines E1 et E2) et d’autres composés
(Tableau 1). Certains de ces facteurs sont connus pour provoquer une angiogenese dans des tests
in vivo classiques comme le test de la membrane chorio-allantoidienne du poulet (Ausprunk et
al., 1975), le test de la joue de hamster (Greenblatt and Shubik, 1968), le test d’implant dans la
cornée de lapin (Gimbrone et al., 1974), ou les implants d’éponge en sous-cutané chez les
rongeurs (Thompson et al., 1988). Parallelement, leur implication dans les étapes de
I’angiogenése (stimulation des cellules endothéliales, migration ou prolifération des cellules,

morphogenese capillaire) a été étudiée in vitro (Tableau 1).
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Facteur Tests in vivo | Prolifération | Migration Références
angiogénique endothéliales
Angiopoiétine 1 Pas d’effet (Suri et al., 1996)
E-selectine cornée Pas d’effet + (Koch et al., 1995; Labow etal., 1994)
soluble
FGF-1(aFGF) CAM, + + (Lobb et al., 1985; Terranova et al., 1985; Thomas et al., 1985)
cornée, SC/P
FGF-2(bFGF) [CAM, + + (Gospodarowicz et al., 1976; Gospodarowicz et al., 1977; Hayek et al., 1987;
cornée. SC/P Shing et al., 1984; Tsuboi et al., 1990)
FGF-3 CAM, SC/P (Costa et al., 1994)
FGF-4 CAM, + (Delli-Bovi et al., 1987; Yoshida et al., 1994)
cornée, SC/P
G-CSF/GM-CSF | cornée + + (Bussolino et al., 1991)
HGF/SE cornée, SC/P + + (Grant et al., 1993; Rosen et al., 1990; Rubin et al., 1991)
IGF-1 cornée Pas d’effet + (Grant et al., 1993; Nakao-Hayashi et al., 1992; Nicosia et al., 1994)
IL-8 cornée, SC/P + + (Hu et al., 1993; Koch et al., 1992; Smith et al., 1994)
PD-ECGF/TP |CAM, SC/P | Pas d’effet” + (Ishikawa et al., 1989; Moghaddam and Bicknell, 1992; Moghaddam et al.,
) 1995)
PDGF CAM, + + (Koyama et al., 1994; Lindahl et al., 1997; Risau et al., 1992)
cornée
PIGF cornée + + (Cao et al., 1996; DiSalvo et al., 1995; Ziche et al., 1997)
TGE-o/EGF cornée, joue, + (Azuma et al., 1994; Gospodarowicz et al., 1979; Mahadevan et al., 1989,
SC/P Schreiber et al., 1986)
TGF_BI CAM, Inhibe + (Dickson et al., 1995; Roberts et al., 1986; Yang and Moses, 1990)
cornée, SC/P
TNFo CAM, Inhibe + (Frater-Schroder et al., 1987)
cornée
VCAM-1 soluble |cornée Pas d’effet + (Koch et al., 1995)
VEGF CAM, + + (Connolly et al., 1989; Ferrara and Henzel, 1989; Gospodarowicz et al., 1989;
cornée Keck et al., 1989; Koch et al., 1994; Leung et al., 1989; Plouét et al., 1989)
Pleiotrophine cornée + (Choudhuri et al., 1997; Laaroubi et al., 1994)
Angiogénine cornée, Pas d’effet (Fettet al., 1985; Huet al., 1997)
CAM
Angiotensine II | CAM, +/- (Andrade et al., 1996; Fernandez et al., 1985; Le Noble et al., 1991; Porta et
cornée, SC/P al., 1992)
LTC4 CAM + (Kanayasu et al., 1989)
PGE1l et PGE2 |cornée, SC/P + (Kanayasu et al., 1989)
Proliférine cornée + (Jackson et al., 1994)
Tryptase - + (Blair et al., 1997)

Tableau 1: Les propriétés des facteurs angiogéniques

Les effets in vivo et in vitro des facteurs angiogéniques sont résumés dans ce tableau.

Cornée, test d’angiogenese dans la cornée (lapin, rat ou souris) ; SC/P, regroupe tous les tests in vivo
faisant intervenir une injection soit sous-cutanée, soit intrapéritonéale ; CAM, test sur la membrane
chorio-allantoidienne de I’embryon de poulet ; Joue, test dans la joue de hamster. Les effets observés sur
la synthése d’ADN et la croissance cellulaire ont été groupés sous le terme ‘prolifération’. = L’effet
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apparent du PD-ECGF sur la synthése d’ADN (Ishikawa et al., 1989) est dfi & son activité thymidine-
phosphorylase (Moghaddam and Bicknell, 1992). EGF, epidermal growth factor ; FGF, fibroblast growth
factor ; G-CSF, granulocyte colony stimulating factor ; HGF/SF, hepatocyte growthfactor/scatter factor
IGF, insulin-like growth factor ; IL, interleukin ; PD-ECGF/TP, platelet-derived endothelial cell growth
factorlthymidine phosphorylase ; PDGF, platelet derived growth factor ; TGF, transforming growth
factor ; TNFE, Tumor necrosis factor ; VEGF, vascular endothelial growth factor ; LTC4, leucotriéne
C4 ; PGE, prostaglandine E. "L’angiopoiétine a été introduite dans ce tableau du fait du classement par
les inventeurs dans la catégorie des facteurs angiogéniques, cependant cette propriété n'est pas
actuellement démontrée.(Ce tableau est une version modifiée d'aprés Bouck et al., 1996)

Au cours du développement tumoral, plusieurs voies permettent la libération de ces
facteurs angiogéniques et I’induction de 1’angiogenése. Ces facteurs peuvent étre issus soit de la
tumeur directement, soit produits par les macrophages, les mastocytes ou les lymphocytes
préalablement recrutés par des facteurs diffusibles issus des cellules tumorales, soit libérés de la
matrice extra-cellulaire ou ils sont piégés apres dégradation de cette derniere (Folkman and

Shing, 1992), (Figure 7).

/ N\

voie indirecte voie indirecte
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Dégradation de la matrice
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(facteurs angiogéniques
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\J
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Figure 7: Les voies de libération des facteurs angiogéniques

La voie directe de libération des facteurs angiogéniques correspond a une synthése de ces facteurs
directement par les cellules cancéreuses. Les voies indirectes passent soit par la stimulation des
macrophages, des mastocytes ou des lymphocytes qui libérent alors les facteurs angiogéniques, soit par la
dégradation de la matrice extra-cellulaire ot des facteurs avaierit été stockés.
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Nous nous intéresserons dans ce chapitre aux propriétés d’un seul facteur angiogénique
dont I’implication dans le processus angiogénique semble é&tre essentielle : le VEGF/VPF
(vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor). Les propriétés d’autres
facteurs angiogéniques sont résumées dans le Tableau 1.

e Les VEGFs et leurs récepteurs

Le VEGEF est un dimere de glycoprotéines dont le poids moléculaire total est de 46 kDa
(Ferrara and Henzel, 1989; Gospodarowicz et al., 1989). Plusieurs isoformes, provenant
d’épissages alternatifs, sont actuellement connues : le VEGF,s, le VEGF,39, le VEGF s et le
VEGF),; (Ferrara et al., 1992; Houck et al., 1991; Tischer et al.,, 1991). D’autre part, deux
facteurs proches du VEGF ont également été identifiés le VEGF-B (Olofsson et al., 1996) et le
VEGF-C (Joukov et al., 1996). Parallelement, jusqu’a présent, trois récepteurs au VEGF ont été
découverts : le VEGFR-1 (ou Flt-1), le VEGFR-2 (Flk-1/KDR) et le VEGFR-3 (Flt-4). Ce sont
des récepteurs transmembranaires comprenant une partie extra-cellulaire avec sept domaines de
type immunoglobuline et une partie intracellulaire a fonction de tyrosine kinase (Mustonen and
Alitalo, 1995). De plus un fragment naturel du récepteur Flt-1, nommé sFlt-1, a été identifié dans
le milieu conditionné de cellules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cell); il peut
former in vitro un complexe avec le domaine extra-cellulaire du récepteur KDR fixant le VEGF
(Kendall et al., 1996).

o Les propriétés des VEGF

Dans le test de la membrane chorio-allantoidienne du poulet, le VEGF s’est révélé étre un
facteur angiogénique (Leung et al., 1989; Plouét et al., 1989). In vitro, le VEGF induit la
prolifération des cellules endothéliales (Ferrara and Henzel, 1989; Leung et al., 1989), favorise la
migration des cellules (Koch et al., 1994) et induit I’expression du récepteur de ’activateur du
plasminogéne (Mandriota et al., 1995) ainsi que ’activation du plasminogene et de son inhibiteur
dans les cellules endothéliales (Pepper et al., 1991). In vivo, I'inactivation du VEGF, par
I'utilisation d’anticorps dans des greffes de tumeurs humaines, induit une régression et des
changements de perméabilité des vaisseaux (Kim et al., 1993). Parallelement, un mutant
dominant négatif du récepteur Flk-1 du VEGF inhibe la croissance des tumeurs dans des souris
immunodéficientes (Millauer et al., 1994). Le VEGF-B pourrait étre également impliqué dans le
processus angiogénique ; il est exprimé majoritairement dans les tissus musculaires et induit la
prolifération des cellules endothéliales in vitro (Olofsson et al., 1996). En revanche, le VEGF-C
aurait une fonction plutot différente puisque sa surexpression perturbe le réseau lymphatique

(Jeltsch et al., 1997).
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¢ Les patrons d’expression du VEGF et de ses récepteurs

La description de I’expression du VEGF et de ses récepteurs vient renforcer 1’implication de
ce facteur dans I’angiogenese. Durant le développement embryonnaire, les ARNs codant les
différentes isoformes du VEGF ont été détectés au niveau du cerveau, notamment dans le feuillet
ventriculaire ou cette expression diminue chez I’adulte, au niveau de I’épithélium glomérulaire
du rein ol cette expression persiste chez 1’adulte & proximité des capillaires fenestrés, au niveau
du poumon, des tubes séminiferes du testicule, du placenta (Breier et al., 1992). 11 existe donc au
cours de ’embryogenese, une corrélation spatio-temporelle entre 1’expression du VEGEF et le
développement de nouveaux vaisseaux sanguins. Cette proximité spatiale entre I’expression du
VEGEF et les zones d’angiogenese se retrouve dans diverses situations pathologiques. Dans des
gliomes ou des carcinomes du sein et méme dans les angiosarcomes, I’expression du VEGF est
associée aux cellules cancéreuses (Hashimoto et al., 1995; Plate et al., 1992; Yoshiji et al., 1996).
Dans les ulcéres gastriques, elle est associée a des cellules a morphologie allongée, probablement
des fibroblastes (Takahashi et al., 1997). Enfin, le VEGF a été détecté dans le fluide oculaire de
patients atteints de rétinopathie diabétique (Adamis et al., 1994; Aiello et al., 1994; Miller et al.,
1994).

Parallelement, les récepteurs du VEGF sont exprimés dans les cellules endothéliales au
moment méme ou ’angiogenese est initiée. Ainsi, au cours du développement embryonnaire de
la souris, le récepteur Flk-1 est détecté dans les cellules endothéliales des vaisseaux en formation
que ce soit dans la zone extra-embryonnaire ou dans I’embryon (Millauer et al., 1993). De méme,
le récepteur Flt-1 est exprimé dans les cellules endothéliales de vaisseaux sanguins de gliomes
(Plate et al., 1992). La plupart des travaux actuels décrivent ’expression des récepteurs des
VEGFs comme étant spécifique des cellules endothéliales. 1l faut cependant noter que quelques
travaux démontrent que l’expression de ces récepteurs n’est pas restreinte aux cellules
endothéliales, et trés récemment Flt-1 et KDR ont été détectés dans les cellules musculaires lisses
de I'utérus (Brown et al., 1997). Si le VEGEF et ses récepteurs sont sans aucun doute des acteurs
fondamentaux du processus angiogénique, leurs fonctions pourraient ne pas se limiter a ce
processus.

o Le VEGF et ’hypoxie

L’association entre 1’hypoxie et une néovascularisation est particulierement évidente dans les
affections oculaires ou la formation de nouveaux vaisseaux sanguins est précédée par 1’apparition
de zones ischémiques. De plus, I’exposition de jeunes rats a des taux élevés d’oxygene (80%) et

leur retour dans un environnement gazeux normal provoque [’apparition d’une
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néovascularisation au niveau de l’oeil (Reynaud and Dorey, 1994). Une augmentation de
production du VEGF suffit a cette néovascularisation comme 1’indiquent des cultures in vitro
d’épithélium pigmentaire de rétine humaine. Soumises a hypoxie, ces cellules en culture
synthétisent du VEGF (notamment les isoformes 121 et 165) alors que d’autres facteurs
angiogéniques ne sont pas surexprimés (Shima et al., 1995). D’autre part, 3 proximité de zones
tumorales nécrotiques, les ARNm codant le VEGF ont été détectés ainsi que dans des lignées de
cellules cancéreuses privées d’oxygene (Shweiki et al., 1992).
e Le VEGF : un facteur de survie des vaisseaux sanguins

L’existence de facteurs de survie pour les vaisseaux sanguins a été soupconnée suite a des
observations médicales. Des enfants prématurés et exposés a des taux d’oxygene élevés
développent une rétinopathie au cours de laquelle les vaisseaux sanguins de la rétine dégénerent.
La régression de ces vaisseaux sanguins serait la conséquence d’une diminution d’expression
d’un facteur essentiel pour leur survie. Inversement au modele d’hypoxie, les capillaires de la
rétine de rats nouveaux nés, soumis a des taux élevés d’oxygene, régressent suite a une
diminution d’expression du VEGF dans les cellules gliales voisines. L’apoptose des cellules
endothéliales est responsable de ces régressions capillaires. Des injections intra-oculaires de
VEGF, aux animaux exposés a I’hyperoxie évitent 1’apoptose des cellules endothéliales et
empéchent ainsi la régression des vaisseaux sanguins de la rétine (Alon et al., 1995). Le VEGF
serait donc responsable de la survie des vaisseaux sanguins.

e Le VEGTF et la perméabilité des vaisseaux

Outre sa fonction dans la stimulation, la migration, la prolifération et la survie des cellules
endothéliales au cours du processus angiogénique, le VEGF a également la propriété
d’augmenter la perméabilité des vaisseaux sanguins aux macromolécules circulantes (Keck et al.,
1989; Senger et al., 1983). Cette perméabilité des vaisseaux sanguins au sein d’une tumeur a été
directement démontrée apreés injection de macromolécules dans la circulation (Dvorak et al.,
1984; Dvorak et al., 1988; Underwood and Carr, 1972) mais son rble dans le processus
angiogénique n’est que supposé. Des protéines plasmatiques telles que le fibrinogéne, des
facteurs de coagulation, le plasminogene diffusent effectivement, du fait de la perméabilité
vasculaire, au sein de la tumeur. A partir de ces macromolécules, une coagulation s opérerait
pour former un réseau de fibrine. Ce réseau constituerait une matrice extra-cellulaire provisoire
qui favoriserait le développement de nouveaux vaisseaux sanguins et la formation du stroma

tumoral (Dvorak et al., 1995). Méme si de nombreuses observations sont en accord avec cette
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hypothése, 1’importance de la perméabilité vasculaire au cours du processus angiogénique n’a

pas été réellement démontrée.

ii) Les facteurs anti-angiogéniques

Parallelement a la découverte de facteurs induisant 1’angiogenése, des inhibiteurs ont
également été identifi€s. Ces facteurs peuvent inhiber in vitro la prolifération ou la migration des
cellules endothéliales ainsi que leur capacité a former des pseudo-capillaires. In vivo, certains
d’entre eux inhibent le développement de nouveaux vaisseaux sanguins. Les propriétés de ces
facteurs sont résumées dans le Tableau 2 qui regroupe non seulement les inhibiteurs
« biologiques » qui s’expriment naturellement dans certains tissus mais également des inhibiteurs
non présents naturellement dans I’organisme comme la fumagilline qui a été découverte par
hasard par la contamination de culture de cellules endothéliales par un champignon ainsi que des
produits synthétiques, par exemple, AGM1470. 1l faut souligner I’existence parmi les facteurs
anti-angiogéniques de produits de clivage de molécules déja existantes dans les tissus et qui
n’ont pas d’activité anti-angiogénique sous leur forme native (I’angiostatine, 1’endostatine
correspondant respectivement & un clivage du plasminogene et du collagene XVIII, des
fragments de la prolactine, de la fibronectine). Les conditions de clivage de ces molécules in vivo
seront intéressantes a connaitre et pourraient déboucher sur de nouvelles stratégies développées

dans le but de contrler le processus angiogénique.
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Facteurs anti-angiogéniques | inhibition in perturbe dans les activité Références
vivo cellules endothéliales | antitumorale
2-methoxyoestradiol CAM prolifération, oui (Fotsis et al., 1994)
morphogenése
Acide rétinoique CAM, cornée oui (Bollag and Holdener, 1992; Ingber and
Folkman, 1988; Oikawa et al., 1989)
AGM-1470 cornée migration, prolifération oui (Ingber et al., 1990; Kusaka et al., 1991;
e Yamamoto et al., 1994; Yanase et al
magilli ’ ’ "
Fumagilline 1993)
Angiostatine CAM, cornée | prolifération oui (O'Reilly et al., 1994)
Cartilage derived inhibitor CAM prolifération, migration (Moses et al., 1990)
Endostatine CAM, SC/P | prolifération oui (O'Reilly et al., 1997)
Fibronectine prolifération (Hanahan and Folkman, 1996)
(fragment de 29 kDa)
IFN-o CAM, SC/P | migration, prolifération oui (Brouty-Boye and Zetter, 1980; Dvorak
and Gresser, 1989; Ribatti et al., 1996;
Sidky and Borden, 1987)
IFN-B SC/P migration, prolifération oui (Brouty-Boye and Zetter, 1980; Dvorak
and Gresser, 1989; Sidky and Borden,
1987)
IFN"Y Cornée’ SC/P prolifération’ oul (Norioka et al., 1994; Tsuruoka et al.,
morphogenése 1988; Voest etal., 1995)
IL-1 cornée prolifération, migration (Cozzolino et al., 1990; Nakamura etal.,
1986)
1L-12 CAM, cornée oui (Voest et al., 1995)
Inhibiteur placentaire de la | CAM, cornée oui (Polakowski et al., 1993; Shapiro and
ribonuclease Vallee, 1987)
IP10 cornée, SC/P | migration oui (Angiolillo et al., 1996; Stricter et al.,
1995)
PF4 CAM prolifération, migration oui (Gengrinovitch et al., 1995; Maione et
al., 1990; Sharpe et al., 1990)
Prolactine CAM prolifération, (Clapp et al., 1993)
(fragment de 16 kDa) morphogen¢se
Proliferin-related protein cornée migration (Jackson et al.,, 1994)
Protamine CAM, cornée | prolifération oui (Neufeld and Gospodarowicz, 1987;
Taylor and Folkman, 1982)
Thrombospondine/TSP-1 cornée, SC/P | migration, prolifération, oui (Bagavandoss and Wilks, 1990; Good et
5 al., 1990; Rastinejad et al., 1989;
morphogenese Sheibani and Frazier, 1995; Taraboletti et
al., 1990; Tolsma et al., 1993; Weinstat-
Saslow et al., 1994)
TIMPs CAM, cornée | migration, prolifération oui (Anand-Apte et al., 1997; Johnson etal,,
1994; Khokha, 1994; Moses et al., 1990;
Murphy et al., 1993; Takigawa et al.,
1990)
Vitamine D3 et analogues CAM oui (Eisman et al., 1987; Oikawa et al,,

1990)

Tableau 2: Les facteurs anti-angiogéniques
Les propriétés des facteurs anti-angiogéniques sont résumées dans ce tableau.
CAM, test sur la membrane chorio-allantoidienne du poulet ; cornée, test dans la cornée (lapin, souris,
rat) ; SC/P, injection en sous cutané chez la souris. Les effets observés sur la synthése d’ADN et la
croissance cellulaire ont été groupés sous le terme ‘prolifération’. IFN, interferon ; IL, interleukine ;
IP10, interferon gamma-inducible protein 10; PF4, platelet factor 4 ; TIMP, tissue inhibitor of

metalloproteases.
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II est intéressant de noter que certains de ces facteurs anti-angiogéniques sont produits par
des cellules normales et que leur sécrétion diminue lorsque les cellules dérivent vers un stade
tumoral. En effet, au cours des premiers passages de culture, des fibroblastes humains sécrétent
la thrombospondine-1. Leur passage progressif vers le stade de cellules cancéreuses entraine une
chute de production de la thrombospondine et parallelement une production d’inducteurs
d’angiogenése. Quelques données concernant les variations de production de ces facteurs anti-
angiogéniques lors du développement tumoral commencent a étre connues (Bouck et al., 1996).
Ces informations suggerent 1’existence in vivo d’une balance entre le «taux » de facteurs
angiogéniques et le «taux » de facteurs anti-angiogéniques (Hanahan and Folkman, 1996). La
quiescence des vaisseaux seraient due a la présence dans les tissus environnant d’une majorité de
facteurs inhibiteurs d’angiogenese. A l’inverse, la production massive d’activateurs
d’angiogeneése ou la diminution du taux d’inhibiteurs induiraient le passage a un stade -
d’activation et donc au déclenchement du processus angiogénique. Eventuellement, les taux
d’inhibiteurs et d’activateurs d’angiogenése pourraient aussi augmenter en paralléle mais en
privilégiant un déséquilibre en faveur du processus angiogénique. La Figure 8 illustre cette

balance entre facteurs angiogéniques et anti-angiogéniques.
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Vaisseau quiescent

- - Inhibiteurs d'angiogenese
majoritaires

Angiogenése

1) Diminution du taux
d'inhibiteurs
d'angiogenese

2) Augmentation du taux
d'activateurs
d'angiogenese

3) Augmentation des deux
taux en parallele mais
en déplacant
I'équilibre en faveur
des activateurs

@ Activateurs E Inhibiteurs

Figure 8: Balance entre facteurs angiogéniques et facteurs anti-angiogéniques

Dans les vaisseaux quiescents, le taux d’inhibiteurs de l’angiogenése serait majoritaire alors que
I’activation du processus serait le résultat soit d’une diminution du taux d’inhibiteurs soit d’une
augmentation du taux d’activateurs d’angiogenese soit d’une augmentation des deux taux a la fois.

2) La dégradation de la membrane basale et de la matrice extra-cellulaire

La migration des cellules endothéliales pour former un nouveau vaisseau sanguin
implique une dégradation de la membrane basale et de la matrice extra-cellulaire au point de
formation du nouveau vaisseau. Comme le démontrent des tests in vitro de migration de cellules
endothéliales a travers les collagénes de type IV et V, ces cellules possedent des activités
protéolytiques capables de dégrader ces substrats (Kalebic et al., 1983). Il faut toutefois noter que
ces dégradations ont d’autres conséquences que la simple ouverture d’un passage pour les
cellules en migration. Elles sont également a I’origine d’une part de la génération de produits de
dégradation dont ’activité sur les cellules endothéliales a été démontrée et d’autre part de la

libération de facteurs emprisonnés dans cette matrice.
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Actuellement, ont été mises en évidence deux voies majeures non indépendantes
impliquées dans ces dégradations : la voie passant par le syst¢me de I’activateur du plasminogéne
et la production de la plasmine, et la voie des métalloprotéinases. Ces voies de dégradation sont
contr6lées a plusieurs niveaux : 1) au niveau transcriptionnel, des facteurs angiogéniques
régulent la transcription des génes codant ces protéases, 2) au niveau de leur activation, ces
enzymes sont sécrétées sous une forme inactive qui devient fonctionnelle apres clivage, 3) au
niveau de leur inhibition, ces enzymes actives sont contrdlées par des inhibiteurs spécifiques.

Le plasminogeéne est un proenzyme qui peut étre activé en plasmine soit par le tissue-type
plasminogen activator (t-PA) soit par I'urokinase-type plasminogen activator (u-PA). Outre les
capacités de la plasmine a dégrader des composants de la matrice extra-cellulaire (la fibronectine,
la laminine), elle active également des metalloprotéinases responsables d’autres dégradations. In
vitro, des cellules endothéliales en migration ont une activité de type uPA qui augmente ; a ’arrét
de leur mouvement, cette activité retrouve un niveau basal (Pepper et al., 1987). Parallélement,
I’expression du récepteur de I’'uPA augmente a la surface des cellules endothéliales en migration
(Pepper et al., 1993). La présence du récepteur de I’uPA sur ces cellules endothéliales a plusieurs
conséquences. L’activateur du plasminogene se retrouve donc fixé a la membrane des cellules, ce
qui suggere un contrdle strict de la localisation de I’activité protéolytique dans le processus. De
plus, aprés fixation d’un inhibiteur & ce complexe, le récepteur, ’'uPA et I'inhibiteur pourraient
étre internalisés pour €tre dégradés, ce qui suggere en plus un contrdle temporel rigoureux de
P’activité enzymatique. Par hybridation in sizu, I’expression des transcrits de 'uPA a ét€ décrite
dans les cellules endothéliales au cours du processus de neovascularisation de la décidue. Les
transcrits codant son inhibiteur, le Plasminogen Activator-Inhibitor type 1 (PAI-1) ont également
été détectés au cours de cette neovascularisation non pas dans les cellules endothéliales mais
dans les cellules voisines (Bacharach et al., 1992) suggérant a nouveau un contrdle rigoureux de
cette activité protéolytique. Les animaux dont le gene PAI-1 a été inactivé ne présentent aucun
phénotype en relation avec I'angiogenese (Carmeliet et al., 1993). Toutefois, la déficience en
PAI-1 chez ces animaux a pu étre compensée par I’activité d’autres inhibiteurs (PAI-2 ou o2
antiplasmine par exemple). Il faut cependant noter que la fonction des activateurs du
plasminogene dans la dégradation de la membrane basale ou de la matrice extra-cellulaire au
cours du processus angiogénique n’est pas encore bien établie. A I’exception de la décidue,
I’expression de 'uPA dans les cellules endothéliales est assez rare in vivo (Grevin et al., 1993;
Wernert et al.,, 1994). D’autre part, les animaux déficients en uPA ou en tPA n’ont pas de

phénotype clairement différent des animaux normaux du point de vue de I’organisation
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vasculaire ce qui ne permet pas de conclure quant au rdle de ces protéases dans la dégradation
des matrices au cours du développement des vaisseaux sanguins (Carmeliet et al., 1994). Il n’est
cependant pas exclus que les déficiences en tPA ou uPA aient été compensées par d’autres voies
de dégradation ou que la production de ces protéases soit assurée par des cellules voisines (des
fibroblastes).

Les métalloprotéinases (MMP) sont des enzymes qui dégradent des composants de la membrane
basale ou de la matrice extra-cellulaire, également impliquées dans le processus angiogénique.
Ces enzymes ont la particularité de posséder un ion zinc au niveau de leur site actif. Elles sont
regroupées en 4 catégories : (1) les collagénases interstitielles (MMP-1, MMP-8, collagénase3),
(2) les collagénases de type IV (MMP-2 ou 72kD-gélatinase, MMP-9 ou 92kD-gélatinase), (3)
les stromélysines (-1 ou MMP-3, -2 ou MMP-10, matrilysin ou MMP-7), (4) les MT-MMP
(membrane type MMP). Chaque catégorie d’enzyme a une spécificité de substrat et ces protéases
peuvent également €tre inactivées par leurs inhibiteurs, Tissue Inhibitor of MetalloProteinases,
(TIMP). In vitro et in vivo, plusieurs d’entre elles sont exprimées (MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-9), ainsi que leurs inhibiteurs (TIMP-1 et TIMP-2), par les cellules endothéliales et ces
expressions sont modulées par des facteurs angiogéniques (revue Mignatti and Rifkin, 1996).
Des inhibiteurs de la métalloprotéinase MMP-2 bloquent 1’angiogenese dans des sarcomes de
Kaposi (revue Mignatti and Rifkin, 1996) ce qui suggere une fonction pour cette

métalloprotéinase dans le processus angiogénique.

3) La migration et la prolifération des cellules endothéliales

La migration et la prolifération des cellules endothéliales font suite a la dégradation des
matrices périphériques. Dans les capillaires qui irriguent les tissus sains, les cellules
endothéliales se divisent tous les 7 & 10 ans (Engerman et al., 1967) ; dans les tumeurs elles se
divisent 30 a 40 fois plus rapidement (Denekamp and Hobson, 1982; Tannock, 1970). In vitro, de
nombreux facteurs angiogéniques ont la propriété d’induire la migration ou la prolifération des
cellules endothéliales (voir tableau des facteurs angiogéniques). D’autre part, la voie Ras de
transduction du signal serait requise pour induire un mouvement rapide des cellules endothéliales
bien que I’expression de I’oncogéne Ha-ras, entraine une migration plutdt anarchique des cellules
(Fox et al., 1994). En revanche, in vivo, les mécanismes qui contrélent I’induction et la

régulation de la migration et de la prolifération des cellules endothéliales sont encore peu connus.
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4) L’adhérence des cellules endothéliales

L’adhérence des cellules endothéliales & la matrice extra-cellulaire joue un rdle essentiel
dans plusieurs phases du processus angiogénique. La migration, la prolifération, I’alignement, la
survie et la capacité a envahir la matrice pour former de nouveaux tubes sont dépendants de
I’adhérence des cellules aux structures voisines. Les récepteurs d’adhérence cellulaire, en étroite
relation avec le cytosquelette, déterminent également I’architecture d’un tissu. Le complexe
protéique qui assure 1’ancrage de la cellule a la matrice correspond a une structure appelée plaque
focale d’adhérence. Cette structure comprend les protéines de la membrane basale ou de la
matrice extra-cellulaire, les récepteurs d’adhérence reconnaissant les protéines de la matrice ou
d’autres récepteurs, et enfin toutes les molécules de pontage entre le récepteur et le cytosquelette.
Les plaques focales d’adhérence sont ainsi responsables de 1’étalement des cellules a un support
mais assurent également la transduction de signaux au sein des cellules (Gumbiner, 1996).

Les protéines de la matrice extra-cellulaire intervenant dans 1’établissement de ces
plaques focales d’adhérence sont reconnues par les récepteurs d’adhérence au niveau de
séquences peptidiques consensus de type RGD (identifiée au niveau de la fibronectine, de la
vitronectine, de la laminine) ou de type YIGSR (identifiée au niveau de la laminine, Jockusch et

al., 1995).

i) Les récepteurs d’adhérence :

Les récepteurs d’adhérence exprimés a la surface des cellules sont classés en cinq
familles : les intégrines, les protéoglycannes, la superfamille des immunoglobulines, les
cadhérines et les sélectines (revue Gumbiner, 1996; Polverini, 1996). Les interactions entre les
cellules endothéliales et la matrice extra-cellulaire sont principalement assurées par les
intégrines. Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires composés d’une association non
covalente médiée par plusieurs ions Ca** ou Mngr entre une sous unité o et une sous unité . Ces
récepteurs sont formés d’un domaine extra-cellulaire de grande taille (environ 1000 acides
aminés pour la sous unité o et 750 acides aminés pour la sous unité B), d’'un domaine
transmembranaire et d’un court fragment cytoplasmique (Schwartz et al., 1995). Le domaine
extra-cellulaire s’associe aux protéines de la matrice extra-cellulaire (cette association est
dépendante du calcium et du magnésium) alors que le domaine intra-cellulaire est en relation
directe avec le cytosquelette. Actuellement, 15 sous unités o et 8 sous unités 3 ont été identifiées.
En s’associant, elles forment 20 récepteurs différents identifi€s a ce jour capables de reconnaitre
un ou plusieurs composants de la matrice extra-cellulaire (Tableau 3, revue Beauvais-Jouneau

and Thiery, 1997; Hynes, 1992).
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intégrine B1 B2 B3 B4 | B5 B6 B7 B8
ol Coll. Lam.
o2 Coll. Lam.
Tenascine
o3 Coll. FN
Entactine
a4 FN FN
VCAM-1 VCAM-1
o5 FN
Coll. dénat.
o6 Lam. Lam,
o7 Lam.
ag FN VN
Tenascine
o9 Tenascine
oV FN VN VN ; TSP ;vWFFN ; VN FN VN
FG ; Coll. Osteopontine FN | Tenascine
Tenascine
ollb VN ;FG; vWFFN ; TSP
oE
oX
oM Facteur X
FN
JCAMs
ol ICAMs

Tableau 3: Les récepteurs intégrines et leur propriétés de reconnaissance

Ce tableau illustre les associations connues entre les sous unités o et B des intégrines pour la
reconnaissance des molécules de la membrane basale et de la matrice extra-cellulaire.

Coll, collagéne ; Lam, laminine ; VN, vitronectine ; FN, fibronectine ; FG, fibrinogeéne ; vWF, facteur
von Willebrand ; TSP, thrombospondine.

De nombreux récepteurs de type intégrine sont exprimés par les cellules endothéliales :
olBl, o281, a5p1, ad4pl, a3B1, a6Bl, avB3 ; de plus, 'expression de la sous unité B4 a été
décrite au cours du développement du coeur (Brooks et al., 1994; Hierck et al., 1996; Hierck et
al., 1996; Polverini, 1996). Comme pour de nombreuses autres molécules, 1’obtention d’animaux
dont les genes codant ces intégrines ont €té inactivés apportent des informations sur leurs
fonctions. La formation des vaisseaux est particulierement perturbée par I’absence des sous
unités d’intégrine a5 (Yang et al., 1993) et av (communication de Blader et Hynes dans Fissler
et al., 1996). Au cours du développement des animaux déficients en intégrine a5, le systeme
vasculaire extra-embryonnaire ne se forme pas. Les animaux déficients en av ont de nombreuses
hémorragies dues a des malformations au niveau de leur réseau vasculaire. Cependant, sachant

que plusieurs récepteurs de type intégrine sont capables de reconnaitre les mémes glycoprotéines

de la matrice extra-cellulaire, 1l est possible que 1’absence de phénotype majeur dans les
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expériences d’inactivation de gene de certaines intégrines soit due a la redondance de fonction au
sein de la grande famille des intégrines. Il est donc impossible d’exclure toute fonction aux autres
intégrines dans le processus angiogénique. Le role du récepteur avB3 au cours de I’angiogenese
est particulierement intéressant. Son expression est en effet corrélée avec le développement de
nouveaux vaisseaux sanguins (par exemple dans la cicatrisation de blessures, dans la rétinopathie
diabétique) et elle est induite in vitro par des cytokines (FGF-2) dans des cellules endothéliales
humaines de capillaire (Clark et al., 1996; Enenstein et al., 1992). De plus, des anticorps anti-
avB3 ou anti-peptide RGD inhibent 1’angiogenése dans le modeéle de la membrane chorio-
allantoidienne du Poulet (Brooks et al., 1994). Dans cette expérience, seuls les vaisseaux en
cours de développement sont affectés par la présence de ces anticorps, les vaisseaux déja établis
ne subissent aucun préjudice. Une étude approfondie a révélé que le dépot de ces anticorps sur la
membrane chorio-allantoidienne de poulet provoque une augmentation de quatre fois du taux
d’apoptose. Ces résultats suggerent que I’ancrage des cellules endothéliales a la matrice extra-
cellulaire par I’intermédiaire de I’intégrine avf33 est essentiel pour la survie des cellules. Suite a
une apoptose massive, les antagonistes de ovB3 induisent également une régression des tumeurs
dans laquelle ils ont été injectés démontrant ainsi 'importance de cette intégrine dans le
processus angiogénique normal et tumoral (Brooks et al., 1994).

Récemment, une nouvelle fonction vient d’étre attribuée a I’intégrine avp3 au cours du processus
angiogénique. In vitro, la métalloprotéinase MMP-2 interagit par sa partie carboxy-terminale
avec le récepteur avB3 exprimé a la surface de cellules de mélanome CS-1 et cette interaction
empéche les cellules d’adhérer a la vitronectine mais n’inhibe pas I’activité protéolytique de la
métalloprotéinase. D’autre part, I'intégrine ovpB3 et la métalloprotéinase MMP-2 sont co-
exprimées au cours de ’angiogenése qui se développe dans la membrane chorio-allantoidienne
de poulet induite par le FGF-2 (Brooks et al., 1996). Cette interaction suggere un contrdle, par les
récepteurs d’adhérence, de I’activité protéolytique nécessaire lors de processus invasifs tels que
I’angiogenese.

A la surface de cellules embryonnaires de rein humain, le récepteur de I’'uPA s’associe a la sous
unité intégrine B1 et entraine une perte d’adhérence a la fibronectine préalablement médiée par le
récepteur B1 et un gain d’adhérence a la vitronectine alors possible grace au récepteur a 'uPA
(Wei et al., 1996). Cette association qui reste a démontrer dans les cellules endothéliales ot
s’expriment le récepteur a 'uPA et I'intégrine B1 suggere a nouveau une étroite association entre

I’adhérence des cellules et une activité protéolytique.
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Les protéoglycannes, et notamment les syndécans, participent également aux interactions
entre les cellules et la matrice extra-cellulaire. Leurs propriétés biochimiques ont été décrites
(fixation, indépendante du calcium et du magnésium, aux collagenes I, IIl, V, a la fibronectine, a
la thrombospondine, a la tenascine), mais leur fonction exacte dans 1’adhérence des cellules
endothéliales a la matrice reste peu connue. Les molécules de la famille des immunoglobulines
(les ICAMs, InterCellular Adhesion Molecules ; VCAM-1, Vascular Adhesion Molecule 1 ;
CD31 ou PECAM, Platelet and Endothelial Cell Adhesion Molecule), les cadhérines et les
selectines sont plutdt impliquées dans les interactions des cellules endothéliales entre elles ou
avec d’autres cellules telles que les plaquettes ou les leucocytes (Polverini, 1996). Peu
d’informations sont actuellement connues quant a I’implication de ces récepteurs d’adhérence
cellule/cellule au cours du processus angiogénique. Toutefois, les formes solubles de VCAM-1
ou de la E-sélectine ont des propriétés angiogéniques (Koch et al., 1995). Des travaux récents
indiquent une fonction pour PECAM dans le processus angiogénique puisque des anticorps anti-
PECAM inhibent la néovascularisation dans la cornée induite par le bFGF (DeLisser et al.,
1997). Enfin, des cellules ES déficientes en VE-cadhérine ne sont plus capables de se
différencier selon la lignée endothéliale (Vittet et al., 1997) ce qui suggere une fonction pour la

VE-Cadhérine dans ce processus.

ii) Les molécules de pontage entre le récepteur et le cytosquelette :

Entre les fibres d’actine et le récepteur d’adhérence cellulaire de type intégrine, s’intercale
un complexe de protéines cytoplasmiques. Ce complexe protéique est impliqué dans la
stabilisation du réseau d’actine et dans la transduction de signaux permettant aux cellules de
s’adapter aux variations du milieu extérieur. Ainsi les cellules endothéliales constamment
soumises au flux sanguin subissent I’effet de forces variables auxquelles elles peuvent alors
répondre par I'intermédiaire de ces complexes. La plaque focale d’adhérence est une structure
hautement dynamique capable de s’assembler ou de se désagréger en quelques minutes. Les
protéines cytoplasmiques de la plaque focale d’adhérence peuvent étre classées en plusieurs
catégories. Les éléments dits structuraux sont composés des protéines du cytosquelette en général
(I’actine, la filamine, la tenuine, ’o-actinine et la vinculine) et des protéines associées aux
extrémité des filaments d’actine (la radixine, la tensine et la taline). Les éléments régulateurs de
la plaque focale sont la profiline, la gelsoline et MARCKS (myristoylated alanine-rich C-kinase
substrate) toutes trois impliquées dans la régulation de la polymérisation des filaments d’actine,

des protéines riches en proline (VASP, vasodilatator-stimulated phosphoprotein, la zyxine etc),
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des protéines riches en consensus de cystéines (la paxilline), des protéases (la calpaine II), la
phospholipase C v, des protéines kinases (des sérine/threonine kinases, des tyrosine kinases dont
celles de la famille src ou FAK, focal adhesion kinase) et des petites protéines G (Rho), (revue

Jockusch et al., 1995).
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Composants de la matrice extra-cellulaire

Figure 9: Interactions connues entre les différents composants de la plaque focale d'adhérence

Les fléches pleines représentent les interactions cytoplasmiques, les fleches en pointillés représentent les
interactions avec les récepteurs membranaires. Les éléments représentés par une forme ovale sont des
protéines du cytosquelette ou des protéines impliquées dans sa stabilisation. Les rectangles représentent
les protéines régulatrices de la plaque focale d’adhérence. Les protéases sont soulignées et les éléments
impliqués dans les cascades de transduction du signal sont mentionnés en italique. (Complété d’apres
Jockusch et al., 1995).

In vitro, I’organisation du cytosquelette et des plaques focales d’adhérence des cellules
endothéliales intervient dans la régulation de la formation de structures alignées ou de type tube
par ces cellules. Des cellules endothéliales mises en culture sur du plastique présentent un

cytosquelette peu organisé alors que leur ensemencement en présence du peptide YIGSR (la
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séquence consensus de la laminine reconnue par les intégrines) induit une réorganisation du
cytosquelette en fibres bien alignées traversant la cellule entiere (Grant and Kleinman, 1997).
D’autre part, le cytosquelette de cellules endothéliales formant des structures de type capillaire
sur Matrigel est réorganisé de telle sorte que les filaments d’actines sont orientés le long de 1’axe
du pseudo-capillaire (Grant et al., 1991). De plus, des cellules endothéliales humaines de veine
ombilicale (HUVEC) introduites entre deux gels de collagéne s’organisent en structure de type
tube et parallelement, une diminution de I’expression de la vinculine, de la taline, de I’ a-actinine
et de I’actine est observée. Cette diminution ’d’expression des molécules de la plaque focale
d’adhérence est a nouveau renversée si les cellules ne sont plus soumises a I’influence du gel de
collagéne supérieur par retrait de celui ci (Deroanne et al., 1996). Ces exemples suggerent
I’importance de réorganisations du cytosquelette au cours du processus angiogénique non
seulement au niveau de sa structure par des modifications directes du réseau d’actine mais
également au niveau de ses relations avec la membrane cellulaire par I’intermédiaire de ces

molécules de pontage.

5) La morphogenése et la maturation des capillaires

La maturation d’une structure vasculaire naissante passe par la mise en place de la
structure tubulaire, le rétablissement des jonctions cellulaires, le recrutement et la différenciation
des cellules périvasculaires (cellules musculaires lisses, péricytes, fibroblastes) a partir de
cellules mésenchymateuses voisines et la production de la membrane basale. Ces différents
événements sont étroitement liés ; ainsi, la syntheése de la membrane basale et de 1a matrice extra-
cellulaire est non seulement assurée par les cellules endothéliales mais également par des cellules
périvasculaires.

L’apparition d’une vacuole dans les cellules endothéliales pourrait étre a I’origine de la
formation de la lumiere du nouveau vaisseau. Ces vacuoles ont été observées dans des cultures
de cellules endothéliales en présence de milieu conditionné par des cellules tumorales et ont
précédé la formation d’une structure de type capillaire (Folkman and Haudenschild, 1980). En
gel de collagéne, une pinocytose dépendante de I'intégrine a2B1 est a I’origine de la formation de
ces vacuoles (Davis and Camarillo, 1996). Un enroulement de la cellule endothéliale sur elle-
méme pourrait également étre a l'origine de la formation de la lumiere (Folkman, 1984). In vivo,
les mécanismes de formation du tube et de la lumiere des nouveaux vaisseaux sanguins ne sont
pas encore €élucidés.

Quatre facteurs sont actuellement impliqués dans le recrutement des cellules

périvasculaires (principalement les cellules musculaires lisses et les péricytes) : I’angiopoiétine et
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son récepteur Tie-2 (ou tek), le PDGF et son récepteur de type B, le TGF-B1 et son récepteur de
type 2 et enfin le facteur tissulaire TF. Des données in vitro ainsi que le phénotype des animaux
déficients en ces différents facteurs apportent une série d’arguments en faveur de leur fonction
dans la maturation des vaisseaux sanguins.

L’angiopoiétine-1, un ligand pour le récepteur de type tyrosine kinase Tie-2 a été
découverte au moyen d’une nouvelle technique permettant de repérer des cellules isolées,
productrices du ligand pour un récepteur connu, au sein d’une population cellulaire. Au cours du
développement embryonnaire de la souris, cette glycoprotéine s’exprime dans le myocarde au
niveau du coeur mais également dans les cellules mésenchymateuses a la périphérie des
vaisseaux sanguins en formation (Davis et al.,, 1996). Les embryons de souris déficients en
angiopoiétine-1 meurent au stade 12.5 dpc et présentent un réseau vasculaire trés homogene en
structure ainsi que des cellules endothéliales moins étalées et une absence de cellules
périvasculaires (Suri et al., 1996). Les animaux déficients en Tie-2 se caractérisent également par
des malformations au niveau du réseau vasculaire, notamment par une homogénéité des
vaisseaux, et par l’abse;nce de bourgeonnement capillaire au niveau du neurectoderme (Sato et
al., 1995). Des embryons déficients en TGF-B1 meurent suite & de séveres malformations du
réseau vasculaire au niveau du sac vitellin (Dickson et al., 1995). La déficience en récepteur de
type 2 du TGF-$ donne un phénotype similaire (Oshima et al., 1996). De méme, les embryons
déficients en PDGF-B ou I'une des sous unités de ses récepteurs, le PDGF-Rf, meurent suite a
des hémorragies et leur réseau vasculaire est caractérisé par I’absence de péricytes (Leveen et al.,
1994; Lindahl et al., 1997; Soriano, 1994). Enfin, les embryons déficients en facteur tissulaire
(TF), un membre de la famille des récepteurs a cytokines ayant une fonction dans la voie
extrinseéque de la coagulation sanguine en s’associant au facteur VII (Camerer et al., 1996),
meurent également suite a 1’absence de recrutement de cellules périvasculaires (Carmeliet et al.,
1996). Parallelement, des résultats obtenus in vitro viennent renforcer ’implication de ces
facteurs dans le recrutement et la différenciation des cellules périvasculaires. Ainsi, le TGFp est
activé lors d’interactions entre les cellules endothéliales et les cellules mésenchymateuses
indifférenciées ou les cellules différenciées, musculaires lisses ou péricytes. Le TGF-B activé
induit in vitro la différenciation des cellules mésenchymateuses en cellules musculaires lisses ou
en péricytes (revue (Beck and D'Amore, 1997)). Enfin, le PDGF-BB sécréié par les cellules
endothéliales a un effet chemoattractant sur les cellules musculaires lisses et stimule leur

prolifération (Beck and D'Amore, 1997).
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L’ensemble de ces informations a permis de proposer un modéle de recrutement et de
différenciation des cellules mésenchymateuses (Beck and D'Amore, 1997; Folkman and
D'Amore, 1996), Figure 10. Dans ce modele, la plupart des données expérimentales sont prises
en considération a I’exception du role du facteur tissulaire (TF) dont la fonction précise dans le

recrutement des cellules périvasculaires reste encore a déterminer.

Recrutement des cellules mésenchymateuses
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Figure 10: La maturation des vaisseaux par recrutement de cellules voisines
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Le recrutement des cellules mésenchymateuses serait dii a I’action de deux molécules, ie PDGF et
I’angiopoiétinel qui entraineraient la migration de ces cellules vers le nouveau vaisseau. La
différenciation des cellules serait due a I’activation du TGF-B 1. Le facteur tissulaire (TF, tissue factor)
jouerait un réle non encore connu dans ce processus.

En ce qui concerne la synthese de la nouvelle membrane basale et de la matrice extra-
cellulaire, de nombreuses études décrivent la synthese des composants extra-cellulaires non
seulement par les cellules endothéliales mais également par d’autres types cellulaires
(fibroblastes). Depuis une dizaine d’années, il est établi que les cellules endothéliales
synthétisent divers composants de la matrice extra-cellulaire. La production de collagenes, ainsi
que de fibronectine ou de thrombospondine, par des cellules endothéliales de boeuf en culture a
déja été évoquée (Sage et al., 1981). De plus, in vitro, des cellules endothéliales issues de ’aorte
ou de la cornée de boeuf produisent, en quantité variable, deux composants de la membrane
basale, la laminine et la fibronectine (Gospodarowicz et al., 1981), ce dernier composant est
également synthétisé par des cellules endothéliales humaines (Jaffe and Mosher, 1978). Le fait
que la production de cette matrice soit ultérieure ou concomitante a 1’organisation des cellules

endothéliales en un capillaire reste 2 déterminer.

C. Pourquoi tenter de controler le processus angiogénique ?
Controler le processus angiogénique dans un but thérapeutique pourrait étre envisagé soit
par induction de nouveaux vaisseaux sanguins afin de palier & un défaut dans I’organisme soit

par blocage d’une angiogenése naissante afin de réduire voire méme d’anéantir une pathologie.

a) Quels sont les intéréts de réussir a contrdler I’angiogenese?

Une « thérapie par induction d’une angiogenése » peut €tre envisagée dans différentes
affections. Les ischémies cardiaques, périphériques (au niveau des membres inférieurs) ou
cérébrales pourraient étre soignées par induction de vaisseaux sanguins collatéraux. La guérison
de fractures ou de blessures pourrait étre accélérée par la stimulation d’une angiogenese. De
nombreux modeles animaux sont actuellement utilisés pour tester I’efficacité de ces thérapies.
Un modele d’ischémie du myocarde chez le chien, le cochon ou le rat est utilisé pour tester
Pefficacité de 1’injection de facteurs angiogéniques dans la zone ischémiée. L’effet bénéfique de
I’induction de vaisseaux sanguins collatéraux a été clairement démontré dans des modeles
d’ischémie du membre postérieur. Chez le lapin ou le rat, la ligature et ’excision de I’artére
fémorale ont été¢ surmontées par I’établissement de vaisseaux sanguins collatéraux suite a un
traitement par le FGF-2, le VEGF ou le PDGF-BB (Revue Pepper, 1997). Différents moyens de

délivrance de ces facteurs angiogéniques ont été appliqués in vivo. Leur injection a été réalisée en
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intramusculaire ou directement dans 1’arteére et des traitements continus ont été réalisés par
I’intermédiaire de petites pompes. L’injection directe de plasmide codant ces facteurs a méme été
tentée (notamment pour le VEGF) chez un patient, mais, bien qu’une circulation collatérale ait
été obtenue, elle n’a pas suffit a préserver la jambe déja atteinte d’une gangrene (Isner et al.,
1996).

Le concept « d’une thérapie par inhibition de 1’angiogenese » est né de la lutte contre le
développement tumoral et la formation de métastases (Folkman, 1972). Inhiber 1’angiogenese
tumorale diminuerait la croissance des tumeurs et permettrait peut &tre de lutter contre le
développement des métastases issues de 1’échappement de cellules cancéreuses dans la
circulation sanguine. De nombreuses cibles ont déja été définies pour empécher le
développement de vaisseaux sanguins dans les tumeurs. Chaque molécule impliquée dans
I’induction et le développement de 1’angiogenése est une cible potentielle pour tenter d’inhiber le

processus (Figure 11).
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Figure 11: Les cibles d'inhibition de I'angiogenése
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Différents niveaux d’inhibition de l’angiogenése sont déja envisagés au vue des connaissances
moléculaires sur le processus. Depuis la production des facteurs angiogéniques jusqu’a 1’inhibition des
cellules endothéliales activées, chaque étape du processus angiogénique devient une cible potentielle.

I faut rester cependant prudent sur ’efficacité d’une thérapie de ce type dans la lutte
contre le cancer. Si lutter contre le développement de nouveaux vaisseaux sanguins responsables
d’un accroissement du volume tumoral semble €tre une stratégie séduisante, elle peut cependant
ne pas étre aussi efficace qu’attendue. En effet, sachant que 1’angiogenese tumorale est souvent
décrite comme anormale, anarchique, mal organisée et ou le flux sanguin peut s’inverser ou
stagner (Fox et al., 1996), on congoit difficilement qu’une destruction somme toute partielle de
ce réseau relativement anarchique puisse perturber le développement tumoral au point de
permettre son anéantissement. Récemment, des propositions de couplage de traitements ont été
proposées, a savoir lutter parallelement contre I’angiogenese tumorale et les cellules cancéreuses
elle mémes. Ces propositions plus réalistes pourraient ouvrir de nouvelles voies d’approche dans
ce domaine.

D’autres pathologies telles que les néovascularisations de 1’oeil ou des plaques
athérosclérotiques ou les hémangiomes sont concernées par la réussite de thérapies de type
inhibition d’angiogenese. La réussite de ces thérapies angiogéniques dépend surtout des avancées
scientifiques sur la compréhension des mécanismes moléculaires qui induisent et régulent

I’angiogenese.
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I1.Les facteurs de transcription et I’angiogenese

La technique d’hybridation in situ a permis d’identifier un certain nombre de génes dont
I’expression est associée a 1’angiogenese, ou dont ’expression est spécifique des cellules
endothéliales. Cependant, I’étude de la régulation transcriptionnelle de ces génes au cours de
I’angiogenése est peu abordée et peu de facteurs de transcription sont impliqués dans ce

processus.

A. Le facteur de transcription HIF-1 et les membres de sa famille

Le facteur inductible par ’hypoxie, HIF (Hypoxia inducible factor), est un facteur de
transcription qui fait partie de la famille des b(HLH)-PAS (basic-helix-loop-helix-per-arnt-sim)
caractérisée par des domaines basiques et des domaines hélice-boucle-hélice. Cette famille
comprend comme autres membres ARNT (arylhydrocarbon-receptor nuclear translocator),
AHR (arylhydrocarbon receptor), et Sim (Drosophila single-minded protein) (Burbach et al.,
1992; Ema et al., 1996; Hoffman et al., 1991; Wang et al., 1995). HIF-1 est composé de deux
sous unités o et B; il agit sous forme d’hétérodimere pouvant notamment s’associer avec
d’autres membres de sa famille. L’hypoxie active ce facteur de transcription qui stimule alors la
transcription de geénes répondant a I’hypoxie comme le VEGF ou I'erythropoiétine (Guillemin
and Krasnow, 1997). Un modéle d’interaction de HIF-1 avec I’ensemble de la machinerie
transcriptionnelle a été proposé : HIF-1 induirait la transcription de ses geénes cibles en
s’associant avec deux protéines adaptatrices p300 et CBP (déja connues pour interagir avec
d’autres facteurs tels que jun, fos, cmyb) qui entreraient alors en contact avec toute la machinerie
transcriptionnelle et induiraient la transcription (Arany et al., 1996).

Le facteur de transcription ARNT, issu de la méme famille que HIF et formant des
hétérodimeres avec ce dernier, est également impliqué dans la réponse a I’hypoxie. Récemment,
sa fonction dans I’angiogenese a été démontrée par des expériences de recombinaison homologue
(Maltepe et al., 1997). Le développement des souris ARNT™ ne dépasse pas le stade 10.5 dpc ;
ces embryons présentent, entre autres, une angiogenese anormale dans la vésicule vitelline, tres

comparable a celle qui a ét€ décrite pour les embryons déficients en VEGF ou en TF.

B. Le facteur de transcription AP-2
Dans le promoteur du VEGF, une région riche en bases GC, indispensable pour

I’expression constitutive du VEGF mais également pour son expression induite par le TGFa., a
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été identifiée. Par des expériences de retard sur gel, des protéines reconnaissant cette séquence
ont été isolées et caractérisées. Parmi elles, le facteur de transcription AP-2, fonctionnant sous
forme de dimeéres et reconnaissant des séquences riches en GC, est considéré comme un candidat
idéal pour I’activation de la transcription du VEGF induite par le TGFo (Gille et al., 1997).
Indirectement, un rdle pour ce facteur de transcription a également été suggéré dans la régulation
de I’expression de la 72-kDa gélatinase. En effet, la protéine adénovirale E1A de 243 acides
amines réprime la transcription de la 72-kDa gélatinase en s’associant directement avec le facteur

de transcription AP-2 (Somasundaram et al., 1996).

C. Les facteurs de transcription GATA-2 et GATA-3

Le rdle des facteurs de transcription, GATA-2 et GATA-3, a été démontré dans le cas tres
précis de I’angiogenese placentaire. L’étude des zones placentaires des animaux déficients en
GATA-2 (Tsai et al.,, 1994) ou en GATA-3 (Pandolfi et al., 1995), a révélé un défaut de
neovascularisation dans la décidue en développement. Les milieux conditionnés issus de mise en
culture de placentas d’animaux déficients en GATA-2 ont un pouvoir chémoattractant sur les
cellules endothéliales réduit par comparaison avec ceux obtenus a partir de mises en culture de
placenta normaux. Enfin, le taux d’expression de la proliférine, une hormone contr6lant
positivement I’angiogenese (Jackson et al., 1994), est particulicrement réduit dans le placenta des

animaux déficients en GATA-2 (Maet al., 1997).

D. Les facteurs de transcription de la famille NF-xB et leurs inhibiteurs IxB

In vitro, les cellules endothéliales expriment plusieurs membres de la famille NF-xB. Les
protéines p105/p50, p100/p52, p65, c-Rel et RelB ainsi que leurs transcrits ont été détectés dans
les cellules endothéliales en culture (Collins et al., 1995). Récemment, par immunohistochimie,
la protéine c-Rel a été détectée dans les cellules endothéliales de vaisseaux sanguins dans le
thymus de poulet (Huguet et al., 1997). Parallelement, les inhibiteurs de ces facteurs de
transcription, IkB-o, IxB-B, bcl-3, p105 et p100 (dont la fonction est de séquestrer les membres
de la famille NF-xB dans le cytoplasme) sont également exprimés dans les cellules endothéliales.
De plus, I’expression des membres de la famille NF-«B est induite par divers facteurs dont le
TNF-a qui est angiogénique.

Dans les cellules endothéliales, aprés translocation dans le noyau, ces facteurs de
transcription (et plus particulierement p50/p65) se fixent aux séquences cibles kB activant ainsi

la transcription de la E-selectine (Lewis et al., 1994; Schindler and Baichwal, 1994; Whitley et
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al., 1994), VCAM-1 (Neish et al., 1995), ICAM-1 (Hou et al.,, 1994) ou encore le facteur
tissulaire TF (Mackman, 1995). Les récepteurs d’adhérence cellule/cellule (E-selectine, VCAM-1
ou ICAM-1) sont peu impliqués au cours du processus angiogénique mais le facteur tissulaire y

joue un rdle important comme le démontre 1’analyse des animaux TF-/-.

E. Le facteur de transcription Ets1 et les membres de sa famille
Le facteur de transcription Ets1, qui fera I’objet d’une présentation plus détaillée dans la
troisieme partie, est également impliqué au cours du processus angiogénique. Son implication
repose sur une analyse précise de son expression au cours du développement embryonnaire du

poulet mais également dans de nombreuses tumeurs.

II1.Les facteurs de transcription de la famille Ets

A. Découverte de Ets1 et naissance d’une grande famille

La famille Ets est née suite a la découverte d’un oncogene viral v-ets (erythroid twenty
six), (Leprince et al., 1983; Nunn et al., 1983) dans le génome du rétrovirus aviaire E26 qui
provoque des leucémies mixtes myéloide et érythroide chez le poulet (Graf et al., 1979; Ivanov et
al.,, 1962). Le rétrovirus E26 ne contient pas uniquement l’oncogeéne v-ets mais également
I’oncogéne v-myb (myeloblastosis). La production d’une protéine de fusion p135 &&™> dang
les cellules infectées est responsable des propriétés transformantes du rétrovirus (Metz and Graf,
1991). Le gene ets-1, 'homologue cellulaire de la forme oncogénique v-ets, est le premier
membre identifié de la famille. Le point commun entre tous les membres de la famille Ets est une
séquence protéique de 85 acides aminés appelée domaine ETS (Karim et al., 1990)
correspondant au domaine de fixation a ’ADN de ces facteurs de transcription. De nombreux
dont I’oursin, la drosophile, le xénope, le poulet, la souris et I’homme (Lautenberger et al., 1992).
Des comparaisons de séquences, au niveau du domaine ETS mais également sur d’autres
séquences protéiques, entre différents membres issus de différentes especes ont permis d’établir
des groupes et des sous familles réunissant les membres les plus proches et de proposer un
modele d’évolution pour cette famille de facteurs de transcription (Vincent Laudet 1996
communication personnelle). Cette analyse phylogénique a permis de considérer au moins 12
groupes représentés dans la
Figure 12 a I’exception des groupes ERF et DETS4. Notre étude ayant porté sur la fonction du

facteur de transcription Ets1, nous présenterons principalement les propriétés de ce facteur. Nous
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préciserons cependant quelques informations sur d’autres membres et en particulier sur ceux qui

peuvent jouer un role au cours de 1’angiogenese.

B. L’organisation du géne et les domaines protéiques fonctionnels

1. Le géne ets1 :
Le géne ets1, son promoteur ainsi que ses transcrits ont été caractérisés chez différentes

especes. Entre le poulet, I’homme et la souris, des variations sur 1’organisation du genes et ses
caractéristiques ont été rencontrées. Le géne etsl de poulet est divisé en 10 exons répartis sur
60kbp d’ADN génomique. Trois transcrits sont produits ; un transcrit majeur de 7.5kb, et deux
transcrits mineurs de 2.2 et 1.5 kb. Un épissage alternatif au niveau de I'extrémité 5 du geéne est
a Iorigine de la syntheése de deux protéines distinctes p54 et p68 qui présentent une séquence
commune en partie carboxy-terminale, mais différent dans leur partie amino-terminale
(Duterque-Coquillaud et al., 1988; Leprince et al., 1988; Watson et al., 1988).

Chez I’homme, le géne ets1 est situé sur le bras long du chromosome 11 (11q23-24) lieu
d’actives translocations responsables de leucémies ou du sarcome d’Ewing (de Taisne et al.,
1984) ; il contient 8 exons (A et III a IX) répartis sur 60kbp. Les épissages alternatifs des exons
IV ou VII donnent naissance & quatre formes de transcrits. Ces transcrits sont détectés, par
Northern blot, sous une forme majoritaire de 6.8kb. Un transcrit mineur de 3kb peu stable est
également détecté ; il résulte d’un arrét de la transcription a un site de polyadénylation interne
(Collyn d'Hooghe et al., 1993). Dans des cellules T humaines, quatre protéines ont ét¢ identifiées
dont les poids moléculaires apparents sont 51 (p51), 48 (p48), 42 (p42) et 39kDa (p39) ainsi que
deux formes mineures de 52 et 49 kDa produits de la phosphorylation des protéines p51 et p48
(Koizumi et al., 1990). La cartographie du promoteur du gene ets] humain n’a pas permis
d’identifier des séquences classiques de type TATA box ou CAAT box ; en revanche, des régions
riches en GC, dont des séquences consensus pour les facteurs de transcription Spl, AP-1, AP-2
sont présentes (Jorcyk et al., 1991).

Le gene etsl de souris est d’un point de vue structural trés proche de son homologue
humain (Chen, 1990). Son expression produit deux formes de transcrits, une forme majoritaire de
5.3 kb et une forme minoritaire de 2 kb. Du transcrit de pleine longueur est traduite une protéine
de 58 kDa (p58); une protéine de plus petit poids moléculaire a également isolée : p50
(Bellacosa et al., 1994). Des formes protéiques phosphorylées ont aussi été caractérisées (Chen,

1990).
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2. Les domaines fonctionnels de Ets1

a) Le domaine de liaison a I’ADN ou domaine ETS

Ce domaine, défini au sens strict par la séquence de 85 acides aminés qui caractérise la
famille, n’a pas une localisation identique chez tous les membres (Figure 12). Différentes
techniques expérimentales (compétition en retard sur gel, sélection d’oligonucléotides parmi des
séquences choisies au hasard) ont permis d’établir que ce domaine reconnait des séquences dont
le motif central est GGAA/T (revue Karim et al., 1990). Cette séquence d’ ADN riche en purines
porte le nom de séquence EBS (Ets binding site). Le site potentiel de localisation nucléaire des
protéines Ets est également inclus dans ce domaine de fixation a I’ADN (Boulukos et al., 1989).
D’un point de vue structural, 1’analyse cristallographique du domaine ETS de PU-1 et I’analyse
par résonance magnétique nucléaire du domaine ETS de Etsl ont mis en évidence une
organisation du domaine en 3 hélices o (H1, H2, H3) et 4 feuillets B (Kodandapani et al., 1996;
Werner et al., 1995). Les hélices H2 et H3 sont responsables des interactions entre le facteur de
transcription et I’ADN. Le domaine de 85 acides aminés est capable, a lui seul, de se fixer a
I’ ADN. Néanmoins, les séquences proches de ce domaine influencent fortement ses capacités de
liaison (Mavrathalassitis et al., 1994; Petersen et al., 1995; Werner et al., 1995).

Le domaine ETS n’a pas pour unique fonction de se lier a I’ADN avant une éventuelle
activation ou inhibition de la transcription. C’est également un domaine d’interaction avec
différents partenaires. Ce domaine peut interagir avec le domaine basique des protéines Jun
(Bassuk and Leiden, 1995) formant alors un complexe qui recrutera ensuite une protéine Fos
pour se fixer sur des séquence cibles de type EBS/AP-1 et activer la transcription. Inversement,
I’interaction entre le domaine de fixation a I’ADN de Ets1 et la région basique de MafB, une
protéine de la famille des facteurs de transcription Maf et proche d’AP-1, inhibe Pactivité

transcriptionnelle de Ets1 (Sieweke et al., 1996).
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Figure 12 : Les membres de la famille Ets

La famille Ets a été divisée en 12 groupes ; 10 sont représentés dans cette figure d’aprés les données de
Ghysdael et al 1997, seuls manquent les groupes ERF et DETS4. Le classement choisi tient compte de
I’arbre phylogénétique établi par V. Laudet (1996). Le réctangle noir représente le domaine ETS.
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b) Le domaine transactivateur

Contrairement au domaine de fixation 4 I’ADN, le ou les domaines transactivateurs ne
sont pas conservés entre les membres de la famille Ets et leurs structures ne sont d’ailleurs pas
non plus équivalentes. Ce domaine peut étre de type acide (Elfl, Ets2), de type hydrophobe
(Ets1), de type riche en glutamine (Spil/Pul), de type riche en proline ou riche en sérine/proline
(erg, fli), (revue Crépieux et al., 1994). Cette grande variation dans la structure des domaines
transactivateurs peut refléter une grande diversité d’interaction avec la machinerie
transcriptionnelle, apportant peut €tre a chaque membre de la famille une spécificité de fonction.
A Texception de quelques membres pour qui des interactions in vitro avec la machinerie
transcriptionnelle ont été établies (revue Ghysdael and Boureux, 1997), les mécanismes

moléculaires nécessaires a 1’activité des protéines Ets ne sont toujours pas connus a ce jour.

¢) Les domaines régulateurs de la fixation a I’ADN

Deux domaines sont connus pour inhiber la fixation de ces facteurs de transcription a
I’ADN. Ainsi, la région précédant le domaine de fixation a I’ADN (codée par I’exon VII humain)
a un effet inhibiteur sur la fixation du facteur de transcription a I’ADN (Wasylyk et al., 1992).
D’autre part, ’extrémité carboxy-terminale de la protéine Ets1 (et celle de son homologue viral)
influence négativement les capacités de ces protéines a se fixer a I’ADN. La délétion de cette
extrémité carboxy-terminale augmente d’un facteur 20 la capacité du facteur de transcription
Ets1 a se lier a I’ADN (Hagman and Grosscheld, 1992). Parallelement, le remplacement de cette
extrémité par son équivalent viral entraine une diminution des capacités de fixation a I’ADN de
la protéine Etsl cellulaire (Reddy and Rao, 1990). Les mécanismes responsables de cette
inhibition ne sont pas réellement connus. Un modele a cependant été proposé pour I’expliquer.
Une interaction intramoléculaire entre la partie carboxy-terminale et une séquence interne de la
protéine masquerait le domaine ETS et empécherait la fixation a I’ADN de la protéine (Jonsen et

al., 1996).

C. Les régulations de I’activité de Ets1
Outre les domaines régulateurs de la fixation a I’ADN évoqués précédemment, d’autres
mécanismes (des modifications post-traductionnelles ou des association avec des co-facteurs)
permettent non seulement un controle de la fixation des protéines 2 leurs séquences cibles mais

également un contrdle de I’activité transactivatrice.
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1. Les phosphorylations de la protéine

Plusieurs sites de phosphorylation ont été identifiés dans la protéine Etsl. Ces
phosphorylations affectent 1’activité de Etsl soit en inhibant sa fixation 2 ’ADN soit en
modifiant ses capacités transactivatrices. Des résidus sérine situés dans la partie codée par I’exon
VII peuvent étre phosphorylées sous la dépendance du calcium (Fleischman et al., 1995;
Koizumi et al., 1990; Pognonec et al., 1988). Ces phophorylations inhibent la fixation a I’ADN
de Etsl sans affecter sa localisation nucléaire (Rabault and Ghysdael, 1994). Toutefois, ces
phosphorylations ne concernent pas les protéines issues des transcrits épissés et dépourvues de la
séquence codée par cet exon VII (Fisher et al., 1994). Les protéines Ets1 issues de ces transcrits
épissés ne répondent donc pas aux mémes mécanismes de régulations que les protéines de pleine
longueur.

D’autre part, la thréonine 38 de la partie amino-terminale de la protéine Etsl est
également phosphorylée in vitro et, dans les fibroblastes stimulés par le sérum; cette
phosphorylation induit une diminution de I’activité du facteur de transcription (Rabault et al.,
1996). En revanche, dans les fibroblastes, 1’activation par Ras qui entralne sa phosphorylation
induit une augmentation de 1’activité de Ets] sur des promoteurs artificiels contenant des sites
Ets et AP-1. Une mutation de la thréonine 38 en alanine abolit aussi compleétement ’effet de
P’activation par Ras sur les protéines Ets1 (Yang et al., 1996). La différence entre ces résultats
pourrait s'expliquer par la différence entre les voies d'activation stimulées par le sérum et les
voies stimulées par Ras. De plus, si ’influence des phosphorylations sur 1’activité des protéines

Ets1 est établie, le mécanisme qui induit ces effets n’est pas actuellement connu.

2. Les co-facteurs de Ets1

Nous avons déja évoqué ’existence d’un partenaire pour Ets1 (MafB) se fixant au niveau
du domaine de fixation & I’ADN du facteur de transcription et inhibant son activité (Sieweke et
al., 1996). D’autres partenaires ont déja été isolés et de ces associations résultent soit une
stabilisation de fixation a '’ ADN de Etsl soit une augmentation du pouvoir transactivateur du
facteur de transcription. Ainsi, in vitro, Ets] et SP1 s’associent et se lient a des séquences de
réponse aux protéines Ets dans le LTR (long terminal repeat) du virus HTLV1 (human
lymphotropic virus type 1), (Gégonne et al., 1993). De plus, dans des tests de transactivation,
Ets1 et SP1 activent en synergie la transcription a partir de ce méme site (Gégonne et al., 1993).
D’autre part, un site indispensable pour la régulation de la transcription du geéne uPA a été

caractérisé et contient a la fois un site de reconnaissance pour Ets] et un site de reconnaissance
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pour AP-1 (Nerlov et al., 1992). Ces deux sites sont indispensables a la transcription du gene
uPA induite par le TPA (12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate) suggérant une coopération des

facteurs Ets et AP-1 dans cette activité (Nerlov et al., 1992).

D. Des fonctions encore peu connues :

Trouver la ou les fonctions du facteur de transcription Ets]l n’est pas particulierement
aisé. Les travaux engagés dans ce sens reposent sur plusieurs approches. L’analyse des patrons
d’expression de Ets1 a permis d’identifier les cellules et les processus dans lesquels ce facteur de
transcription est susceptible de jouer un réle. D’autre part, 1’étude in vitro de différents
promoteurs a permis de dresser une longue liste de genes cibles putatifs (revue Ghysdael and
Boureux, 1997). Ces genes cibles putatifs sont certes intéressants mais ils ne présentent un
véritable intérét que s’ils peuvent étre rattachés a une fonction précise de Ets1. C’est pourquoi
nous nous contenterons de présenter les génes cibles putatifs significatifs permettant d’expliquer

les fonctions du facteur de transcription dans divers processus biologiques.

1. Les protéines Ets1 et ’hématopoiese
L’hématopoicse s’opere a partir de cellules souches communes multipotentes.

L’hématopoicse se déroule uniquement dans la moelle osseuse chez I’adulte alors qu’elle se
produit dans divers organes embryonnaires les foyers para-aortiques, le sac vitellin, le foie, la
rate, le thymus, la bourse de Fabricius (chez I'oiseau) et également la moelle osseuse. Les
premieres analyses d’expression de Etsl (que ce soit au niveau de ses transcrits ou au niveau
protéique) suggéraient son implication au cours de la différenciation des cellules sanguines. Une
analyse systématique de I’expression de plusieurs membres de la famille Ets dans différentes
cellules hématopoiétiques plus ou moins matures a également été réalisée, suggérant a nouveau

I’implication de ces facteurs de transcription dans ce processus (Romano-Spica et al., 1994).

a) Le role de Ets1 dans les cellules érythroides et myéloides
L’expression de Ets] a été détectée dans les hémangioblastes, précurseurs présomptifs de
la lignée érythroide primitive et des cellules endothéliales. Elle n’est pas détectée dans les
cellules matures (Queva et al., 1993). Par contre, in vitro, les cellules érythroides de la lignée
définitive et les cellules myéloides expriment plutot d’autres membres de la famille Ets que Etsl

lui méme (Romano-Spica et al., 1994).
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b) Le r6le de Ets1 dans les cellules lymphoides

Par immunoprécipitation, les protéines Ets1 ont été détectées dans des lymphocytes issus
du thymus ou de la bourse de Fabricius d’embryon de poulet ou de jeunes poussins alors que les
lymphocytes circulants n’expriment que tres faiblement la protéine (Ghysdael et al., 1986). Des
analyses précises (par identification des marqueurs de surface) des populations cellulaires
composant le thymus de souris ont révélé que I’expression de Etsl correspondait a 1’apparition
des thymocytes de type CD4"/CD8 (Bhat et al., 1989) suggérant une fonction du facteur de
transcription dans la différenciation des cellules T et plus particuli¢rement les cellules auxiliaires
ou helper dérivées de la maturation des thymocytes CD4"/CD8". D’autre part, lors de I’activation
des lymphocytes T, la capacité de Etsl a se lier a ’ADN est inhibée suite & une phosphorylation
de la protéine suggérant son implication dans le passage a I’état activé des lymphocytes T
(Rabault and Ghysdael, 1994). Cette hypothése a été confirmée par l'effet du blocage de
I’expression de Ets1 par des antisens dans des cellules T qui provoque une forte augmentation de
I’expression de I’interleukine 2 habituellement présente lors de I’activation des lymphocytes
(Romano-Spica et al., 1995). Plusieurs geénes cibles de Etsl sont impliqués dans le
développement des thymocytes et la maturation des cellules T comme les genes codant les
chaines o et B des récepteurs TCR (T-cell Receptor) (Ho et al., 1990; Prosser et al., 1992).
Finalement, 1’obtention des cellules T déficientes en Etsl a permis de préciser son role dans la
lymphopoiése. Des cellules ES ets” ont été introduites dans un blastocyste RAG-27 et leur
capacité a se différencier en cellules B et T matures a ét€ étudiée. Les chimeres RAG-27 Ets1™”
possedent des cellules T et B. Néanmoins, Ets1 a un effet marqué sur le développement de ces
cellules. Les cellules T déficientes en Ets1 présentent, in vitro, un taux de mortalité par apoptose
beaucoup plus €levé que les cellules T normales suggérant une fonction pour le facteur de
transcription dans la survie de ces cellules (Bories et al., 1995).
Bien que I’expression de Etsl ait été décrite in vivo dans les lymphocytes B de la bourse de
Fabricius (Queva et al., 1993) et in vitro dans des cellules B (Romano-Spica et al., 1994), la
fonction du facteur de transcription dans ces cellules a été peu abordée. Quelques genes cibles
pour Etsl s’expriment dans ces cellules et notamment, I’enhancer u des chaines lourdes des
immunoglobulines (Nelsen et al., 1993). Récemment, les chiméres RAG-2", Ets1” ont apporté
des renseignements intéressants sur le role de Ets1 dans les cellules B (Bories et al., 1995). Si le
nombre de cellules B dans ces souris n’est pas affecté par I’absence de Etsl, en revanche, leur

différenciation semble perturbée puisque un taux anormalement élevé de cellules B sécrétant des
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IgM a été observé au sein de la population, suggérant une intervention de Etsl dans la

différenciation des cellules B.

2. Les protéines Ets1 et les processus migratoires et invasifs

a) I’expression de etsl au cours des processus migratoires et invasifs

Une corrélation entre 1’expression de etsl et la migration cellulaire a ét€ observée au
cours du développement normal et pathologique ou dans des modeles in vitro.
Dans les premiers jours de développement de I’embryon de poulet, au stade de la gastrulation,
ets1 est exprimé dans les cellules mésodermiques en cours de migration (Queva et al., 1993).
Plus tard, lors de la formation des bourgeons plumaires, I’expression de ets1 est détectée dans les
cellules dermiques qui migrent afin de se regrouper et former ces bourgeons (Desbiens et al.,
1991; Queva et al., 1993).
De plus, bien que les ARNm ets1 ne soient pas détectés dans les structures épithéliales cohésives,
leur expression est induite lorsque les structures se dissocient et que les cellules d’origine
épithéliales migrent. Trois cas illustrent I’induction de I’expression du facteur de transcription
Ets1 au cours de ce processus qui est appelé transition épithélium-mésenchyme : lorsque la partie
ventrale des somites se dissocie pour former le sclérotome ; plus tard dans le développement,
lorsque des cellules épithéliales s’échappent du dermatome pour rejoindre le derme en
formation ; enfin, lorsque des cellules de la créte neurale se dissocient (Fafeur et al., 1997). Cette
situation a été reproduite in vitro avec des cellules épithéliales de rein de chien (MDCK) qui
forment des ilots compacts lorsqu’elles sont cultivées en basse densité. Ces ilots se dissocient
suite au traitement par le SE/HGF (Scatter-factor/Hepatocyte Growth Factor) ; I’expression et
I’activité de Ets1 sont alors stimulées (Fafeur et al., 1997).
Le facteur de transcription Etsl a également été associ€ au processus invasif lors du
développement tumoral. Ainsi, dans différents carcinomes (du poumon, du sein, du colon, du
pancréas et de la thyroide), ets1 a été détecté dans les fibroblastes du stroma tumoral et plus
particulierement dans ceux qui sont situés a proximité des zones tumorales invasives (Wernert et

al., 1994).

b) Des geénes cibles de ets1 impliqués dans le remodelage extra-cellulaire
Les données sur I’expression de Ets] semblent s’accorder pour I'impliquer dans la régulation du
processus invasif. Le processus invasif requiert des remodelages extra-cellulaires, la migration

des cellules et une restructuration de la zone d’invasion (en somme, des étapes assez proches de

61



celles décrites pour le processus angiogénique). Certains des genes cibles putatifs de Etsl
pourraient parfaitement expliquer le rle du facteur de transcription dans I’invasion. En effet, le
remodelage de la matrice extra-cellulaire indispensable au processus invasif nécessite
I’intervention des protéases. Or, in vitro, les expressions de 'uPA (Nerlov et al., 1991; Stacey et
al., 1995), de la collagénase interstitielle (Gutman and Wasylyk, 1990) et la stromélysine
(Wasylyk et al., 1991) sont régulées par Ets1. Toutefois, si dans certaines conditions, ces genes
semblent &tre une cible pour Etsl, cette hypothése est loin d’€tre applicable a tous les processus
invasifs ou le facteur de transcription est exprimé. Ainsi, I’uPA, la collagénase interstitielle ou la
stromélysine sont exprimés dans les fibroblastes de stromas de tumeurs et leurs expressions se
superposent parfois avec celles de ets] (Wernert et al., 1994). De méme, in vitro, I’expression de
I’uPA et la collagénase interstitielle est induite dans les cellules MDCK traitées au SF/HGF
parallelement a ’expression de Ets] et a la dissociation de ces cellules (Fafeur et al., 1997). En
revanche, au cours du développement embryonnaire, il n’y a quasiment aucune corrélation entre
I’expression de ets] et celles de ces protéases suggérant une autre fonction pour ce facteur de
transcription que celle de participer a la régulation de I’expression des enzymes dégradant la

matrice extra-cellulaire.

3. Les membres de la famille Ets1 et le développement des vaisseaux sanguins

a) L’expression des facteurs de transcription Ets et le développement des vaisseaux sanguins

Au cours de la vasculogenese, les transcrits ets1 ont été détectés dans les lots sanguins de

la zone extra-embryonnaire. Lorsque ces Tlots deviennent matures, cette expression se restreint a
la périphérie de ces flots, ou se différencient les cellules endothéliales des vaisseaux en formation
de cette méme zone. De fagon générale, on détecte I’expression de etsl dans les parois des
vaisseaux en début de leur développement, les transcrits ont été ainsi identifiés au niveau des
cellules endothéliales de 1’aorte qui est le premier vaisseau a se former dans I’embryon et cette
expression diminue a nouveau avec la maturation du vaisseau. L’endocarde exprime également
transitoirement le facteur de transcription etsl. Dans un certain nombre d’organes ou la
vascularisation se met en place par le processus d’angiogenese, I’expression de Ets] a également
été observée. Ainsi, au niveau du rein ou du cerveau, les cellules endothéliales participant a la
mise en place de la vascularisation expriment ets1 (Vandenbunder et al., 1989). Cette corrélation
entre I’expression de etsl et le déroulement du processus angiogénique a, de nouveau, été
retrouvée dans des situations pathologiques comme I’angiogenése tumorale (Bolon et al., 1995;

Wernert et al., 1992). D’autre part, in vitro, 'expression de etsl est induite dans des cellules
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endothéliales humaines par plusieurs facteurs angiogéniques : les FGF-1 et -2, 'EGF, et le
VEGEF (Chen et al., 1997; Iwasaka et al., 1996).

I faut noter que Etsl n’est pas le seul membre de sa famille a €tre exprimé au cours du
processus angiogénique. Les patrons d’expression de Erg (Dhordain et al., 1995) et Fli se
superposent a celui de etsl, et notamment dans les vaisseaux sanguins au début du
développement embryonnaire ; plus tard, ces patrons se différencient. Ces deux facteurs de
transcription sont donc aussi des acteurs moléculaires putatifs de 1’angiogenese. De plus, la
récente inactivation de Tel (un autre membre de la famille Ets) dans les souris met en évidence
une fonction pour ce facteur au cours du processus angiogénique (Wang et al., 1997). On ne sait
cependant pas précisément si ce membre de la famille Ets s’exprime dans les cellules

endothéliales.

b) Un rdle hypothétique pour Ets1 au cours de la vasculogenese et I’angiogenése

Nous avons déja évoqué une hypothétique fonction pour Etsl au cours du processus
invasif via la régulation de I’expression de divers protéases (voir précédemment). Comme le
développement d’un nouveau vaisseau sanguin implique des remodelages tissulaires, des
migrations cellulaires et des restructurations des matrices environnant le nouveau vaisseau, il est
tentant de proposer une fonction pour Etsl dans la régulation des génes codant les protéases
impliquées au cours de ’angiogenese. Récemment, I’utilisation d’oligonucléotides antisens de
ets1 sur des cellules endothéliales humaines a provoqué une inhibition de la migration induites
par des facteurs angiogéniques des cellules. Les auteurs ont démontré que dans ces cellules,
I’expression de I'uPA et de la collagénase interstitielle diminuait ce qui suggere une régulation
de I’expression de ces protéases par Etsl (Chen et al., 1997; Iwasaka et al., 1996).
Cependant, nous verrons que ’étude de ’expression de I’'uPA et de la collagénase interstitielle
ne permet pas de valider cette hypothese et que la fonction de Ets] pourrait étre bien différente

de celle déja proposée.

Nous venons ici de présenter le contexte dans lequel ce travail de thése a été réalisé. C’est
donc au sein d’un processus complexe mettant en jeu de nombreux facteurs mais également de
multiples interactions entre les cellules ou entre les cellules et leur environnement que nous
avons tenté de rechercher la fonction du facteur de transcription ets1 au cours du développement

de vaisseaux sanguins.
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1°"° partie



Premiére partie :

L’expression du facteur de transcription etsl ainsi que celle d’autres membres de sa
famille a été décrite avec précision au cours du développement embryonnaire ou tumoral.
Cependant, sa fonction, notamment dans le processus angiogénique, reste imprécise.

L’objectif de notre travail a été principalement centré sur la détermination d’une fonction
pour les membres de la famille Ets au cours du processus angiogénique. Des expériences de
transfection transitoire avaient permis d’identifier des genes cibles putatifs de Etsl, parmi
lesquels se trouvent des genes codant des protéases dégradant la matrice extra-cellulaire. Puisque
le processus angiogénique nécessite la dégradation de la matrice extra-cellulaire, il était tentant
de proposer que Etsl participait & la régulation transcriptionnelle de ces genes au cours de
I’angiogeneése. Pour justifier cette hypotheése, nous avons d’abord cherché a établir des
corrélations entre I’expression de Etsl et celles de ces genes cibles potentiels. Nous avons décrit
en particulier I’expression du géne codant la collagénase interstitielle ou MMP-1 pour la
comparer a celle de Ets] notamment au cours de I’angiogenese. Ces travaux sont présentés dans
la premiere publication.

Ensuite, afin de déterminer une fonction précise pour les protéines Ets dans
I’angiogenése, nous avons adopté une stratégie de travail nous permettant de perturber in vitro et
in vivo les activités de ces facteurs de transcription. Pour cela, nous avons construit des vecteurs
rétroviraux contrélant ’expression d’une protéine mutante dominant négatif de Etsl dans les
cellules infectées. Les cellules endothéliales qui expriment ce mutant adherent plus efficacement
aux protéines de la membrane basale (la laminine) et de la matrice extra-cellulaire (le collagéne
de type I). L’adhérence des cellules endothéliales a la matrice extra-cellulaire intervenant dans la
prolifération, la migration et la capacité des cellules a s’organiser, les protéines Ets pourraient
jouer un rdle fondamental dans la formation des vaisseaux sanguins. Ces résultats sont présentés

dans la deuxieéme publication.
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Premiére publication :

L'expression de la collagénase interstitielle est restreinte au tissu squelettique au cours du

développement embryonnaire de la souris.

Résumé de la publication :

Dans cette étude, ’expression de la collagénase interstiticlle (ou MMP-1) a été analysée
au cours de I’embryogenese de la souris entre les stades 6 et 17 jours de développement. Par
Northern blot les transcrits ont été uniquement détectés a partir de 15 jours de développement.
Par hybridation in situ, nous avons confirmé que cette métalloprotéinase était exprimée
tardivement (au stade de 15 jours de développement). Nous avons démontré qu'elle était
exclusivement exprimée au cours du processus d’ossification de type endochondrale (au niveau
du cartilage hypertrophié et de ’os en formation). L’inhibiteur de métalloprotéinase TIMP-2
s’exprime plus précocement au cours du développement que la métalloprotéinase (deés 13 jours
de développement) et spatialement cette inhibiteur est détecté dans les zones avoisinant

I’expression de la métalloprotéinase.
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SUMMARY

Collagenases are thought to be involved in physiological
and pathological processes that require extracellular
matrix remodeling. Using the in situ hybridization
technique, we describe the expression of interstitial colla-
genase gene during mouse embryogenesis between E6.5
and E17. We demonstrate that interstitial collagenase
expression is exclusively detected in one event, namely the
onset of bone formation. Transcripts accumulate in hyper-
trophied chondrocytes, found in the mature cartilaginous
matrix of long-bone growth plates or ribs, and in
ostechlasts and/or in endothelial cells that have migrated

into the shafts of developing long bones. The expression of
the tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP-2) gene
precedes the expression of interstitial collagenase in devel-
oping bones. These data suggest that interstitial collagenase
plays a specific role in bone development and that the tight
regulation of its activity during development is achieved
not only by post-translational mechanisms with TIMPs, as
previously suggested, but also at the transcriptional level.

Key words: interstiticl collagenase, TIMP-2, hypertrophied
chondrocyte, bone morphogenesis, embryo

INTRODUCTION

Collagen molecules, the most abundant proteins in vertebrate
organisms, are structural components of the extracellular
matrix. Fourteen different types of collagen have been charac-
terized so far. They form various structures, such as fibrils
found in most connective tissues and made of types I, 11, III,
V aud XT collagen, or sheets constituting basement membranes
with type IV collagen and Descemet’s membrane with type
VIII collagen. The sequence and structural organization of type
X collagen are very similar to those of type VIII collagen. This
collagen is specifically expressed in hypertrophic chondrocytes
(Kirsch and von der Mark, 1990). Other less abundant
collagens, types IX, XII, XIV fibril associated collagen and
types VII and VI collagen, connect sheets and fibrils with other
tissue components (Van Der Rest and Garrone, 1991).

Matrix metalloproteinases are zinc proteinases that degrade
at least one of the different components of the extracellular
matrix. The matrix metalloproteinase family is divided into
three groups: collagenases with interstitial (MMP-1) and neu-
trophil collagenases (MMP-8); gelatinases with gelatinase A or
72 kDa gelatinase (MMP-2) and gelatinase B or 92 kDa gelati-
nase (MMP-9); and stromelysins with stromelysin-1 (MMP-3),
stromelysin-2 (MMP-10) and matrilysin (MMP-7). Gelatinases
degrade basement membrane collagens or gelatin; stromelysins

can act on several substrates including proteoglycans, type IV
collagen, laminin, fibronectin and gelatin. Collagenases are the
only known proteinases capable of cleaving the triple helical
domain of the native fibrillar collagens, thereby generating
fragments which can be degraded by gelatinolytic proteinases
(Docherty and Murphy, 1990; Matrisian, 1990; Woessner,
1991). Interstitial collagenase or type I collagenase (EC
3.4.24.7; MMP-1) is secreted into the extraceilalar medium
(Valle and Bauer, 1979) and degrades types I, I and III
collagen (Welgus et al., 1981), type VII collagen or anchoring
fibril (Seltzer et al., 1989), type VIII collagen (Sage, 1982) and
type X collagen (Welgus et al., 1990). Interstitial collagenase,
like other metalloproteinases, is made up of four domains: a
signal peptide, a propeptide, a catalytic domain and a
hemopexin-like domain (Henriet et al., 1992; Matrisian, 1990).

The control of extracellular proteolysis is critical for the
organism. Interstitial collagenase and other metalloproteinases
can be activated by proteolytic cleavage (for review see
Woessner, 1991). They are also regulated by different
inhibitors including the tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMPs) (for review see Woessner, 1991). TIMP-1 is a
secreted glycoprotein that forms a stoichiometric complex with
collagenases, stromelysins or the proform of 92 kDa type IV
collagenase/gelatinase. TIMP-2 inhibits the enzymatic activity
of both 72 kDa type IV collagenase/gelatinase (Goldberg et al.,
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1989; Matrisian, 1990; Stetler-Stevenson et al., 1989) and
interstitial collagenase in its activated form. In addition TIMP-
2 blocks the proteolytic activation of procollagenase (DeClerck
et al., 1991).

The extracellular matrix is a dynamic structure which is
remodeled by metalloproteinases during physiological or
pathological processes. For example mouse blastocysts secrete
functional matrix degrading proteinases (Brenner et al., 1989).
During early morphogenesis of mouse salivary glands colla-
genase inhibits the initiation of the cleft formation whereas col-
lagenase inhibitors stimulate this formation (Nakanishi et al.,
1986). Metalloproteinases are also implicated in tumor
invasion and metastasis (reviewed by Liotta, 1986; Matrisian,
1990) by removing the extracellular matrix out of the way of
invading tumor cells, in rheumatoid arthritis and osteoarthritis
by damaging articular cartilage (reviewed by Wolfe et al.,
1993).

The expression of interstitial collagenase during embryo-
genesis has never been described, since specific probes were
not available for such studies. In this study using a mouse col-
lagenase probe (Henriet et al., 1992) we show that interstitial
collagenase expression is first detected by northern blot
analysis of total embryonic RNA on day 15 of gestation, and
appears to increase thereafter.

In situ hybridization reveals that this expression is located
exclusively in bone formation areas. By comparison between
in situ hybridization and histological staining with Alcian Blue,
we determined that interstitial collagenase is mainly expressed
in hypertrophied chondrocytes during mouse development.

MATERIALS AND METHODS

Interstitial collagenase and TIMP-2 probes

A 2.7 kbp mouse MMP-1 cDNA (Henriet et al., 1992) was inserted
between the HindIIl and Notl sites of a pBluescript plasmid (Strata-
gene). This cDNA contains a 10 bp 5’ untranslated region. a 1416 bp
open reading frame, a 1215 bp 3" untranslated region containing the
polyadenylation signal and a 19 bp poly(A) tail. A 997 bp fragment
was prepared by Xhol-Narl digestion to probe northern blots. The
probe used to detect TIMP-2 mRNAs was transcribed from a 791 bp
fragment of a human T/MP-2 cDNA. Since TIMP-2 had only 41%
amino acid identity until TIMP-1 (Stetler-Stevenson et al., 1989),
TIMP-2 probe will not hybridize with T/MP-1 transcripts under the
conditions used for our in situ studies. Furthermore, the intensity of
the signals detected with our TIMP2 probe decreased drastically from
E10.5to E17 (see Fig. 4) whereas Flenniken and Williams (1990) and
Nomura et al. (1989) report that the amount of TIMP1 transcripts
during bone formation increases until birth.

Northern blot

Embryos from Swiss strain mice were frozen in liquid nitrogen and
total RNA was extracted in RNAzol (Bioprobe) according to Chom-
czynski and Sacchi (1987). Samples of 20 ug of total RNAs were elec-
trophoresed in 1.2% agarose formaldehyde gel and transferred to
nitro-cellulose membranes (Amersham). These membranes were
hybridized at 42°C overnight with the 997 bp 3%P-nick translated
mouse interstitial collagenase cDNA probe in the hybridization
solution (formamide 50%, Denhardt 1x, Hepes, pH 7.0, 50 mM, SSC
3%, calf thymus DNA 250 pg/ml). Membranes were subsequently
washed at 60°C in 2x SSC, 0.1% SDS twice during 10 minutes and
exposed 6 days with an Amersham MP film.

Poly(A)* RNAs were purified with oligo(dT)-cellulose columns

(mRNA purification kit; Pharmacia). Samples of 2 ug of poly(A)*
RNAs were used for northern blot analysis in the same conditions as
used with total RNA.

Equal loading of total RNA in various lanes was assessed with a
GAPDH probe. :

In situ hybridization

Embryos were fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in
paraffin. 5 um sections were collected on glass slides previously
treated with 3-aminopropyltriethoxysilane (TESPA, Aldrich).

Sense and antisense [33S]CTP labelled RNA probes were tran-
scribed with, T7 or T3 RNA polymerases from the pBluescript
plasmids previously linearised. In situ hybridization was performed
as described by Quéva et al. (1992). Since a human TIMP-2 probe
was used in these studies with mice embryos, hybridization and
washes were carried out at 55°C instead of 60°C. Control sense probe
hybridization never displayed signals.

Histological staining

The sections were hydrated and stained with Alcian Blue as described
by Lev and Spicer (1964). They were counterstained with Nuclear
Red, rinsed, dehydrated with ethanol and treated with xylene before
mounting under coverslips with Xam (BDH Gurr).

RESULTS

Previous studies have shown that the size of mouse collage-
nase mRNA was about 3.0 kb (Henriet et al., 1992). On a
northern blot of total RNA from mouse embryos the intersti-
tial collagenase probe hybridized with a 3 kb mRNA species
(Fig. 1). These transcripts were first detected at E15 and their
amount increased thereafter.

Since the absence of hybridization signal at E13 could be

" due to the poor sensitivity of ncrthern analysis, we used the in

Fig. 1. (A) Northern blot analysis of total RNA from E13, E15 and
E17 mouse embryos for interstitial collagenase expression. The filter
was rehybridized with a GAPDH probe to assess the loading of the
blot. The positions of ribosomal 28 S and 18 S RNA are indicated. In
lanes E15 and E17, note that the difference between the migrations
of the mRNAs hybridizing with the collagenase (or with the
GAPDH) probe results from an artifact in the wells of the gel. (B) In
order to increase the sensitivity of the assay for the early stages of
development, poly(A)* RNAs from E13 and E17 mouse embryos
were used for northern blot analysis. This technique confirmed the
absence of interstitial collagenase RNAs at E13.




situ hybridization technique to assess the expression of inzer-
stitial collagenase during the early stages of mouse develop-
ment. RNA probes were transcribed from 2.7 kb templates
using [*>S]CTP at about 1300 Ci mmol-!. Assuming that 10%
hybridization efficiency is achieved and that the probability of
getting one silver grain from a § particle emitted by the disin-
tegration of S is 10% (Rogers, 1979), the sensitivity of the
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detection of collagenase transcripts will be about 0.6 grain per
mRNA molecule per week of exposure to the emulsion.
Despite a low estimate for the hybridization efficiency this
evaluation indicates that the limit of the sensitivity after a two
week exposure will be about one mRNA molecule/cell. At
E6.5, embryos with the surrounding maternal tissue, and at
E10.5 and E13, the entire embryos, were sectioned and

Fig. 2. In situ hybridization analysis of interstitial collagenase expression in mouse embryos. Alcian Blue staining (A,C,E) visualized by bright
field and distribution of silver grains (B,D,F) visualized by dark field. (A-B) Sagittal sections at E13. The little arrows show cartilaginous
primordia of cervical vertebrae. interstitial collagenase transcripts were not detected. The liver (li), at this stage as well as later during
development, and the heart ventricle (ve) displayed a non specific light scattering due to the presence of erythrocytes. mx, maxillary; md,
mandible. (C-D) Sagittal sections at E15. (C) According to their state of differentiation, young chondroblasts (e.g. in ventral ribs or in future
cranial bones, arrowheads) displayed large amounts of matrix and consequently were strongly stained. In contrast, hypertrophied chondrocytes
(e.g. in dorsal ribs or in femur; arrows) were faintly stained. (D) Only the cells of the mature cartilaginous matrix expressed interstitial
collagenase (arrows). lu, lung. (E-F) sagittal sections at E17. The cartilaginous matrix was stained in ribs, in caudal vertebrae (arrowheads), in
scapula (arrow), in mandibles and in nasal and cervical bones. interstitial collagenase expression was detected in the mature cartilaginous
matrix cells of the scapula (arrow) and of the dorsal ribs whereas cells found in immature cartilaginous matrix were negative (e.g. caudal

vertebrae, arrowhead). Bar, 1 mm.
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hybridized with the interstitial collagenase probe. No hybrid-
ization signal was detected (Fig. 2B), suggesting that the inter-
stitial collagenase gene was not expressed at these stages.

We subsequently attempted to identify the cells where this
gene was expressed at later stages of development. In view of
the detection of collagenase activity during bone morphogen-
esis (Eeckhout et al., 1986), sections were stained with Alcian
Blue to visualize cartilaginous matrix accumulation within the
developing skeletal tissue. Interestingly, at E13 the pri-
mordium of cervical vertebrae was stained, indicating the car-
tilaginous matrix deposition in these skeletal tissues where no
interstitial collagenase transcripts were detected (compare Fig.
2A and B).

At E15, an intense hybridization signal with the interstitial
collagenase probe was conspicuous in the dorsal ribs, in the
femur and in the clavicle area (Fig. 2D). No signal was detected
in the ventral ribs or elsewhere in the embryo, in the lung, in
the liver or in the brain, for example. As shown with the Alcian
Blue staining, at E15 the maturation of cartilaginous matrix
was obvious: dorsal ribs displayed hypertrophied chondrocytes
within a faint Alcian Blue staining whereas younger chondro-
cytes were found in the humerus head (Fig. 2C). The intersti-
tial collagenase signal was localized in hypertrophied chon-

drocytes while immature cartilaginous matrix in cranial carti-
laginous primordia, humerus head, tibia, fibula and
metacarpals (Fig. 2C) were negative.

At E17, collagenase mRNAs were detected in the dorsal
ribs, as observed at E15, but also in the lower jaw in the central
part of Meckel’s cartilage, in a narrow band of the dorsal part
of the scapula (Fig. 2F) and in the cervical vertebrae (data not
shown). Alcian Blue staining demonstrated again that this
expression was restricted to hypertrophied chondrocytes while
immature chondrocytes (e.g. in caudal vertebrae) were
negative (Fig. 2E). interstitial collagenase transcripts were
never localized in vascular, nervous or urogenital systems, or
in the gut and its derivatives.

In order to determine if interstitial collagenase might be
expressed in other cell types during bone morphogenesis, we
analysed its expression in E18 forelimb long bones. In sagittal
sections of long bones, all steps of the cartilaginous matura-
tion during endochondral ossification can be identified (Fig. 3A
and C). In the humerus, interstitial collagenase transcripts
were detected not only in hypertrophied chondrocytes but also
in bone areas in the shaft where osteoblasts, endothelial cells
and probably also osteoclasts had migrated (Fig. 3B and D).

Therefore it appeared that interstitial collagenase was exclu-

Fig. 3. In situ hybridization analysis of interstitial collagenase expression in the humerus at E18. Alcian Blue staining (A,C) and distribution of
silver grains (B,D). (A-B) The epiphysis staining corresponds to the cartilaginous matrix; between the arrows are the growth plate and the
forming bone. interstitial collagenase expression was detected in the growth plate and in the bone up to the middie of the shaft. (C-D) In the
growth plate the resting zone (rz), proliferating zone (pz), hypertrophic zone (hz) and forming bone (b) can be easily identified after Alcian
Blue staining. interstitial collagenase gene expression began to be detected in hypertrophied chondrocytes of the hypertrophic zone (hz) and
remained high in the forming bone (b) where endothelial cells, future osteoblasts and probably osteoclasts were migrating. Bar, 300 pm.




ively expressed at the onset of bone formation during mouse
ievelopment. It was of interest to see how this expression cor-
elated with that of metalloproteinase inhibitors. In contrast to
nterstitial collagenase, TIMP-2 expression had already
ccurred at E13. TIMP-2 transcripts were detected at the
eriphery of the dorsal ribs of mouse embryos (Fig. 4) whereas
nterstitial collagenase transcripts were found only at E15 and
nside the ribs (Fig. 2). TIMP-2 transcripts were expressed in
arge areas around the dorsal ribs at E13 and the amount of
ranscripts decreased thereafter (Fig. 4). This expression was
losely restricted to the rib periphery at E17 (Fig. 4E).

JISCUSSION

ince interstitial collagenase is able to degrade different
ollagen molecules (types I, II, III, VII, VIII and X), its
xpression could have been expected in a variety of tissues in
he mouse embryo. Interestingly, however, our in situ hybrid-
zation analysis revealed a restricted expression of interstitial
ollagenase mRNAs within developing bones suggesting that
incontrolled collagenase activity may represent a danger for

‘ig. 4. In situ
ybridization analysis of
‘IMP-2 expression

round the dorsal ribs.
[ybridization with the
ntisense (A,C,E) or the
znse (B,D,F) TIMP-2
NA probe. TIMP-2
-anscripts were detected
t the periphery of the
orsal ribs (arrows) in the
1ouse embryo at E13 (A-
), at E1S (C-D) as well
sat E17 (E-F). The
itensity of the signal
ecreases upon
svelopment. lu, lung.

ar, 200 pm.
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the integrity of the embryo. At E6.5, during mouse embryo
implantation in the uterine wall, interstitial collagenase tran-
scripts were never detected. This result indicates that intersti-
tial collagenase is not involved during mouse embryo implan-
tation; at that time urokinase-type plasminogen activator (uPA)
transcripts are expressed in invading embryonic tissues
(Grevin et al., 1993; Sappino et al., 1989) whereas they are not
detected in the embryo proper until E10.5.

The absence of interstitial collagenase expression outside
the developing bones in embryos is in sharp contrast to its con-
spicuous expression in adult tissues under pathological con-
ditions, in stromal fibroblasts of colonic neoplasia (Gray et al.,
1993), oral squamous cell carcinoma (Gray et al., 1992), breast
carcinoma (Polette et al., 1993) and other invasive carcinomas
(Wernert et al., in the press), and also in keratinocytes and
epithelial cells in cutaneous wound repair after burn injury
(Stricklin et al., 1993). This indicates that the remodeling of
the extracellular matrix during invasive processes requires
different proteases in the embryo and in tumors.

The comparison between our in situ hybridization and his-
tological staining results demonstrates that interstitial col-
lagenase is mainly expressed in hypertrophied chondrocytes.
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The cartilaginous matrix of the future bones appears at about
E13. Endochondral ossification occurs from this cartilaginous
matrix (Kaufman, 1992). During this process proliferating
chondrocytes in the cartilaginous growth plate differentiate
into hypertrophied chondrocytes (reviewed by Farmmum and
Wilsman, 1987) and the surrounding cartilaginous matrix is
extensively remodelled. Therefore the localization of intersti-
tial collagenase RNA in hypertrophied chondrocytes is not
surprising. Moreover, other studies have shown the involve-
ment of collagenase in bone morphogenesis. Collagenase
activity was detected in sections of the growth plate contain-
ing hypertrophied chondrocytes from rats developing a rachitic
syndrome upon treatment with bisphosphonate (Dean et al.,
1989). Metalloproteinases including collagenase were detected
by immunolocalization, not only in hypertrophied chondro-
cytes but also in the chondrocytes of the resting and prolifer-
ating zones in femur growth plates dissected from newborn
rabbits (Brown et al., 1989). In the mouse embryo forelimb at
E18, we show here that interstitial collagenase gene
expression is not restricted to hypertrophied chondrocytes of
the growth plate; interstitial collagenase was also expressed in
the shaft where osteoblasts, endothelial cells and probably
osteoclasts migrate to form the final bones. This result is con-
sistent with the observations of Cole et al. (1993) who
suggested that bone or marrow cells release active collagenase
after the complete degradation of the cartilage in cultured chick
embryo tibia. Moreover, osteoblasts (Heath et al., 1984), osteo-
clasts (Delaissé et al., 1993) and endothelial cells (Herron et
al., 1986; M. B. Raes, unpublished results) are able to express
and secrete collagenase.

Interstitial collagenase activity is regulated by both TIMP-1
and TIMP-2. Furthermore TIMP-2 may be able to block the

autoproteolytic activation of interstitial collagenase (DeClerck

et al., 1991). At E13.5, TIMP-] transcripts have been detected
in the mandible and in the clavicle, around the ribs and the
femurs of mouse embryos (Flenniken and Williams, 1990;
Nomura et al., 1989) and TIMP-1 has been localized in rabbit
growth plate chondrocytes (Brown et al.. 1989). We also
detected TIMP-2 transcripts at E13 in bone formation areas
including at the periphery of dorsal ribs. Therefore both TIMP-
I and TIMP-2 transcripts are expressed before the onset of
interstitial collagenase gene expression and their presence
thereafter makes it likely that TIMP-1 and TIMP-2 take part in
a security mechanism preventing the dissemination of active
collagenase molecules.

The tight regulation of interstitial collagenase activity during
development seems to be achieved not only by post-transla-
tional mechanisms, as previously suggested, but also at the
transcriptional level. The activity of the collagenase gene
promoter has been shown to be regulated by c-Fos/c-Jun (AP1)
complexes and by Ets (PEA3) transcription factors (Gutman
and Wasylyk, 1990; Wasylyk and Wasylyk, 1992; reviewed by
Mauviel, 1993; Woessner, 1991). c-fos and c-jun expression
during mouse development has been previously described. c-
fos transcripts were detected in the perichondrium enclosing
the extremities of E17 fetal long bones (Dony and Gruss, 1987)
and c-jun transcripts were found in cartilaginous and peri-
chondrial cells in ribs and limbs at E14.5 (Wilkinson et al.,
1989). In addition, c-fos overexpression induces bone tumors
in transgenic mice (Riither et al., 1989) and targeted disruption
of this gene by homologous recombination generates bone

defects in homozygous mutants (Wang et al., 1992). In contrast
c-ets] transcripts were not expressed in hypertrophied chon-
drocytes at E17 where interstitial collagenase transcripts accu-
mulated (data not shown). In view of the expression pattern of
interstitial collagenase described in this paper, the features of
c-fos and c-jun expression suggest that c-fos/c-jun APl
complexes might be involved in interstitial collagenase gene
regulation during bone morphogenesis. However, the
expression of c-fos and c-jun is not restricted to this process
since c-fos is also detected in the outer spongiotrophoblast of
the 13-day murine piacenta and c-jun in developing muscle or
in the nervous system (Dony and Gruss, 1987; Wilkinson et
al., 1989), for example. Therefore, it is likely that transcription
factors distinct from AP1 are involved in the specific activa-
tion of interstitial collagenase gene transcription during mouse
skeletal development, and/or in the inhibition of this tran-
scription in other tissues.

We thank Dr Stetler-Stevenson for the gift of the human TIMP-2
c¢DNA, N. Devassine and M. A. Caillot for patient typing. This work
was supported by the Institut Pasteur de Lille and the Centre National
de la Recherche Scientifique, and by grants from the Association pour
la Recherche sur le Cancer, the Groupement des Entreprises
Francaises dans la Lutte Contre le Cancer, the Fund for Medical Sci-
entific Research (Belgium) to Y.E.; and the Belgian State, Prime
Minister’s Office, Science Policy Programming (Interuniversity Poles
of Attraction) to the 1.C.P; P. Henriet was a Research fellow of the
LR.S.I.A. and V. Mattot is the recipient of a fellowship from the
Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche.

REFERENCES

" Bremner, C. A., Adler, R. R, Rappoice, D. A., Pedersen, R. A. and Werb, Z.

(1989). Genes for extracellular matrix-degrading metalloproteinases and
their inhibitor, TIMP, are expressed during early mammalian development.
Genes Dev. 3, 848-859.

Brown, C. C., Hembry, R. M. and Reynolds, J. J. (1989).
Immunolocalization of metalloproteinases and their inhibitor in the rabbit
growth plate. J. Bone Jt Surg. 71-A, 580-593.

Chomczynski, P. and Sacchi, N. (1987). Single-step method of RNA isolation
by acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal.
Biochem. 162, 156-159.

Cole, A. A, Boyd, T., Luchene, L., Kuettner, K. E. and Schmid, T. M.
(1993). Type X collagen degradation in long-term serum-free culture of the
embryonic chick tibia following production of active collagenase and
gelatinase. Dev. Biol. 159, 528-534.

Dean, D. D., Muniz, O. E. and Howell, D. S. (1989). Association of
collagenase and tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP) with
hypertrophic cell enlargement in the growth plate. Matrix 9, 366-375.

DeClerck, Y. A., Yean, T. D, Lu, H. S., Ting, J. and Langley, K. E. (1991).
Inhibition of autoproteolytic activation of interstitial procollagenase by
recombinant metalloproteinase inhibitor M/TIMP-2. J. Biol. Chem. 266,
3893-3899.

Delaissé, J. M., Eeckhout, Y., Neff, L., Francois-Gillet, C., Henriet, P., Su,
Y., Vaes, G. and Baron, R. (1993). (Pro)collagenase (matrix
metalloproteinase-1) is present in rodent osteoclasts and in the underlying
bone-resorbing compartment. J. Cell Sci. 106, 1071-1082.

Docherty, A. J. P. and Murphy, G. (1990). The tissue metalloproteinase
family and the inhibitor TIMP : a study using ¢cDNAs and recombinant
proteins. Ann. Rheum. Dis. 49, 469-479.

Dony, C. and Gruss, P. (1987). Proto-oncogene c-fos expression in growth
regions of fetal bone and mesodermal web tissue. Nature 328, 711-714.

Eeckhout, Y., Delaissé, J. M. and Vaes, G. (1986). Direct extraction and assay
of bone tissue collagenase and its relation to parathyroid-hormone-induced
bone resorption. Biochem. J. 239, 793-796.

Farnum, C. E. and Wilsman, N. J. (1987). Morphologic stages of the terminal
hypertrophic chondrocyte of growth plate cartilage. Anat. Rec. 219, 221-232.




Flenniken, A. M. and Williams, B. R. G. (1990). Developmental expression
of the endogenous TIMP gene and a TIMP-lacZ fusion gene in transgenic
mice. Genes Dev. 4, 1094-1106.

Goldberg, G. 1., Marmer, B. L., Grant, G. A., Elisen, A. Z., Wilhelm, S. and
He, C. (1989). Human 72-kilodalton type IV collagenase forms a complex
with a tissue inhibitor of metalloproteinases designated TIMP-2. Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 86, 8207-8211.

Gray, S. T., Wilkins, R. J. and Yun, K. (1992). Interstitial collagenase gene
expression in oral squamous cell carcinoma. Am. J. Pathol. 141, 301-306.
Gray, S. T., Yun, K., Motoori, T. and Kuys, Y. M. (1993). Interstitial
collagenase gene expression in colonic neoplasia. Am. J. Pathol. 143, 663-

671.

Grevin, D., Chen, J. H., Raes, M. B., Stehelin, D., Vandenbunder, B. and
Desbiens, X. (1993). Involvement of the proto-oncogene c-ets-1 and the
urokinase plasminogen activator during mouse implantation and
placentation. Int. J. Dev. Biol. 37, 519-529.

Gutman, A. and Wasylyk, B. (1990). The collagenase gene promoter contains
a TPA and oncogene-responsive unit encompassing the PEA3 and AP-1
binding sites. EMBO J. 9, 2241-2246.

Heath, J. K., Atkinson, S. J., Meikle, M. C. and Reynolds, J. J. (1984).
Mouse osteoblasts synthesize collagenase in response to bone-resorbing
agents. Biochim. Biophys. Acta 802, 151-154.

Henriet, P., Rousseau, G. G. and Eeckhout, Y. (1992). Cloning and
sequencing of mouse collagenase cDNA: Divergence of mouse and rat
collagenases from the other mammalian collagenases. FEBS Lett. 310, 175-
178.

Herron, G. S., Banda, M. J., Clark, E. J., Gavrilovic, J. and Werb, Z.
(1986). Secretion of metalloproteinases by stimulated capillary endothelial
cells 1I. Expression of collagenase and stromelysin activities is regulated by
endogenous inhibitors. J. Biol. Chem. 261, 2814-2818.

Kaufman, M. H. (1992). The Atlas of Mouse Development. Academic Press,
London.

Kirsch, T. and von der Mark, K. (1990). Isolation of bovine type X collagen
and immunolocalization in growth-plate cartilage. Biochem. J. 265, 453-459.

Lev, R. and Spicer, S. S. (1964). Specific staining of suifate groups with alcian
blue at low pH. J. Histochem. Cytochem. 12, 309-319.

Liotta, L. A. (1986). Tumor invasion and metastases. Role of the extracellular
matrix. Cancer Res. 46, 1-7.

Matrisian, L. M. (1990). Metalloproteinases and their inhibitors in matrix
remodeling. Trends Genet..6, 121-125.

Mauviel, A. (1993). Cytokine regulation of Metalloproteinase gene expression.
J. Cell. Biochem. 53, 288-295.

Nakanishi, Y., Sugiura, F., Kishi, J. 1. and Hayakawa, T. (1986).
Collagenase inhibitor stimulates cleft formation during early morphogenesis
of mouse salivary gland. Dev. Biol. 113, 201-206.

Nomura, S., Hogan, B. L. M., Wills, A. J., Heath, J. H. and Edwards, D. R.
(1989). Developmental expression of tissue inhibitor of metalloproteinase
(TIMP) RNA. Development 105, 575-583.

Polette, M., Clavel, C., Cockett, M., Girod de Bentzmann, S., Murphy, G.
and Birembaut, P. (1993). Detection and localization of mRNAs encoding
matrix metatloproteinases and their tissue inhibitor in human breast
pathology. Invas. Metast. 13, 31-37.

Quéva, C., Ness, S. A., Graf, T., Vandenbunder, B. and Stéhelin, D. (1992).

Interstitial collagenase in mouse embryos 535

Expression patterns of c-myb and of v-myb induced myeloid-1 (mim-1) gene
during the development of the chick embryo. Development 114, 125-133.
Rogers, A. W. (1979). Techniques of Autoradiography. Amsterdam, New

York, Oxford, Elsevier, North-Holland Biomedical Press.

Riither, U., Komitowski, D., Schubert, F. R. and Wagner, E. F. (1989). c-fos
expression induces bone tumors in transgenic mice. Oncogene 4, 861-865.
Sage, H. (1982). Collagens of basement membrane. J. /nvest. Dermatol. 79

Suppl.1, 51s-59s.

Sappino, A. P., Huarte, J., Belin, D. and Vassalli, J. (1989). Plasminogen
activators in tissue remodeling and invasion: mRNA localization in mouse
ovaries and implantating embryos. J. Cell Biol. 109, 2471-2479.

Seltzer, J. L., Eisen, A. Z., Bauer, E. A., Morris, N. P., Glanville, R. W. and
Burgeson, R. E. (1989). Cleavage of type VII collagen by interstitial
collagenase and type IV collagenase (gelatinase) derived from human skin. J.
Biol. Chem. 264, 3822-3826.

Stetler-Stevenson, W. G., Krutzsch, H. C. and Liotta, L. A. (1989). Tissue
inhibitor of metalloproteinases (TIMP-2): A new member of the
metalloproteinase inhibitor family. J. Biol. Chem. 264, 17374-17378.

Stricklin, G. P., Li, L., Jancic, V., Wenczak, B. A. and Nanney, L. B. (1993).
Localization of mRNAs representing collagenase and TIMP in sections of
healing human burn wounds. Am. J. Pathol. 143, 1657-1666.

Valle, K. J. and Bauer, E. A. (1979). Biosynthesis of collagenase by human
skin fibroblasts in monolayer culture. J. Biol. Chem. 254, 10115-10122.

Van Der Rest, M. and Garrone, R. (1991). Collagen family of proteins.
FASEB J. 5,2814-2823.

Wang, Z. Q., Ovitt, C., Grigoriadis, A. E., Méhle-Steinlein, U., Riither, U
and Wagner, E. F. (1992). Bone and haematopoietic defects in mice lacking
c-fos. Nature 360, 741-745.

Wasylyk, C. and Wasylyk, B. (1992). Oncogenic activation alters the
transcriptional properties of ets. Cell Growth Differ. 3, 617-625.

Welgus, H. G., Jeffrey, J. J. and Eisen, A. Z. (1981). The collagen substrate
specificity of human skin fibroblast collagenase. J. Biol. Chem. 256, 9511-
9515.

Welgus, H. G., Fliszar, C. J., Seltzer, J. L., Schmid, T. M. and Jeffrey, J. J.
(1990). Differential susceptibility of type X collagen to cleavage by two
mammalian interstitial collagenases and 72-kDa type IV collagenase. J. Biol.
Chem. 265, 13521-13527.

Wilkinson, D., Bhatt, S., Ryseck, R. and Bravo, R. (1989). Tissue-specific
expresion of c-jun and ]unB during organogenesm in the mouse.
Developmeni 106, 465-471. -

Woessner, J. F. (1991). Matrix metalloproteinases and their 1nh1b1tors in
connective tissue remodeling. FASEB J. 5, 2145-2154.

Wolfe, G. C., MacNaul, K. L., Buechel, F. F., McDonnell, J., Hoerrner, L.
A., Lark, M. W,, Moore, V. L. and Hutchinson, N. L. (1993). Differential
in vivo expression of collagenase messenger RNA in synovium and cartilage.
Quantitative comparison with stromelysin messenger RNA levels in human
rheumatoid arthritis «.d osteoarthritis patients and in two animals models of
acute inflammatory arthritis. Arthritic Rheum. 36, 1540-1547.

(Received 2 May 1994 - Accepted 10 October 1994)




Discussion :

Que ce soit par Northern blot ou par hybridation in situ, I’expression de la collagénase
interstitielle n’est pas détectée avant 15 jours de développement embryonnaire chez la souris. De
plus cette expression est restreinte au développement osseux et ne s’observe jamais dans d’autres

tissus.

1. Une expression tardive et restreinte de la collagénase interstitielle (MMP-1)
au cours du développement

Durant le développement embryonnaire, de nombreux remaniements de la matrice extra-
cellulaire sont requis (Matrisian, 1990). Citons comme exemple I’implantation de I’embryon
dans la paroi utérine ou la gélatinase de 72 kDa, la stromélysine (Brenner et al., 1989) ainsi que
I’uPA (au niveau des cellules throphoblastiques envahissant la paroi utérine, (Grevin et al., 1993)
ont été€ détectés. Parallelement, TIMP-1, un inhibiteur de métalloprotéinases, s’exprime au cours
de I’implantation suggérant un contr6le rigoureux de la dégradation de la matrice extra-cellulaire.
Plus tard dans le développement, les remaniements de la matrice extra-cellulaire sont également
nombreux dans les différents processus morphogénétiques et font de nouveau appel aux activités
protéolytiques des métalloprotéinases. L’activité de collagénases a ainsi été clairement
démontrée au cours de la morphogenése des glandes salivaires de souris qui en culture ex vivo
n’évoluent pas normalement en présence d’inhibiteurs de collagénases (Nakanishi et al., 1986).
Des lors, il apparait trés surprenant que la collagénase interstitielle soit exclusivement impliquée
dans la formation osseuse. D’autant plus que plusieurs collagenes (de type I, II, III, VII, VIII et
X) sont dégradés par la collagénase interstitielle suggérant de multiples sites d’activité possibles
pour cette protéase. Toutefois, les gélatinases et les stromélysines (retrouvées par exemple lors de
I’implantation embryonnaire) dégradent des substrats beaucoup plus variés que la collagénase
interstitielle. Les gélatinases sont responsables de la dégradation du collagéne de type IV, mais
également des collagenes I, V, VII, X ainsi que de la gélatine et de la fibronectine. Les substrats
des stromélysines sont tout aussi variés (fibronectine, laminine, élastine, protéoglycannes et les
collagenes de type IV, V, VIII et IX) (revue Mignatti and Rifkin, 1996). La localisation spatio-
temporelle restreinte de la collagenase interstitielle pourrait étre le reflet de son activité
protéolytique plus limitée.

Cette restriction de 1’expression de la collagénase interstitielle au cours du développement
de ’embryon est d’autant plus surprenante qu’elle ne refleéte pas du tout la diversité d’expression
observée dans des situations pathologiques. Dans des néoplasies (Gray et al., 1993), dans divers

carcinomes (Gray et al., 1992; Polette et al., 1993; Wernert et al., 1994) et dans des blessures
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suite a des brilures, la collagénase interstitielle a été détectée. Il semble donc que le remaniement
de la matrice extra-cellulaire dans le développement normal ou lors de situations pathologiques

fasse appel a des protéases différentes.

2. Une activité protéolytique soumise a un controle strict
Régulierement, ’expression d’inhibiteurs de protéases est assez fidelement associée a

celle des enzymes dégradant la matrice extra-cellulaire. Il en est de méme pour 1’expression de la
collagénase interstitielle. Des travaux précédents avaient déja démontré I’expression de TIMP-1
a proximité des zones d’ossification (les mandibules, la clavicule, autour du fémur et des cotes,
(Flenniken and Williams, 1990; Nomura et al., 1989) et dans les chondrocytes du cartilage de
conjugaison de rat (Brown et al.,, 1989). Nos résultats complétent ces données en mettant
également en €vidence la présence de TIMP-2 a proximité des zones d’ossification ou s’exprime
la collagénase interstitielle. Le contrdle de 1’activité protéolytique apparait ainsi particuli¢rement
rigoureux et la présence des deux inhibiteurs semble requise suggérant une fonction spécifique
pour chacun d’eux. Plus tard dans le développement, les patrons d’expression de TIMP-1 et
TIMP-2 différent et notamment au niveau des zones d’ossification ou 1’expression de TIMP-2
décline alors que celle de TIMP-1 reste élevée. Cette différence d’expression renforce le fait que
chaque inhibiteur a sa fonction spécifique puisqu’il semble que leur activité soit requise

différemment dans la suite du développement embryonnaire de I’0s.

3. Des hypotheéses sur la régulation transcriptionnelle de la collagénase
interstitielle

Notre intérét pour 1’étude de I’expression de la collagénase interstitielle au cours du
développement embryonnaire dépendait principalement de son éventuelle régulation par le
facteur de transcription Etsl. Les résultats obtenus nous ont dissuadé de poursuivre les
investigations sur le role de Etsl dans la régulation de la dégradation de la matrice extra-
cellulaire tout du moins au cours du processus angiogénique. D’autant plus que d’autres travaux
démontraient également une absence de corrélation entre 1’expression de etsl et celle de
protéases au cours du processus angiogénique. Ainsi, I’'uPA n’avait pas non plus été€ détecté dans
les cellules endothéliales au cours du développement embryonnaire (Grevin et al., 1993; Sappino
et al., 1991), pas plus que dans les cellules endothéliales de tumeurs (Wernert et al., 1994) ou
s’exprime le facteur de transcription. Et il en était de méme pour la collagénase interstitielle et la
stromélysine dans les tumeurs (Wernert et al., 1994). Si nous avons abandonné le modele

impliquant Ets]l dans la dégradation de la matrice extra-cellulaire au cours du processus
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angiogénique, il n’en reste pas moins valable dans d’autres situations et citons notamment les
fibroblastes du stroma tumoral ou d’intéressantes corrélations d’expressions ont été obtenues
(Wemert et al., 1994). Ces fonctions diverses proposées pour le méme facteur de transcription
dans des contextes cellulaires différents soulignent l'importance de ses partenaires potentiels
variables d'un type cellulaire a l'autre.

In vitro, ’activité du promoteur de la collagénase interstitielle est régulée par le complexe
AP-1 (cFos/cJun) et par des facteurs de transcription de la famille Ets (Gutman and Wasylyk,
1990; Wasylyk and Wasylyk, 1992). Si I'implication de Etsl semble peu probable dans la
régulation transcriptionnelle de la collagénase interstitielle, d’autres facteurs de transcription
restent néanmoins de sérieux candidats. Les analyses de cfos et cjun au cours du développement
embryonnaire sont en faveur de leur implication dans la régulation transcriptionnelle de cette
protéase (Dony and Gruss, 1987; Wilkinson et al., 1989). Toutefois, 1’expression ubiquitaire de
cfos et cjun au cours du développement embryonnaire suggere qu’ils ne sont pas capables a eux
seuls d’induire spécifiquement la transcription de la métalloprotéinase dans les formations
osseuses. A ce propos, il est intéressant de noter qu’une coopération entre Erg (un membre de la
famille Ets) et le complexe AP1 est nécessaire pour induire in vitro 1’activité du promoteur de la
collagénase interstitielle (Buttice et al., 1996). Cette implication de Erg dans ’activation du
promoteur de la collagénase interstitielle est d’autant plus intéressante que le facteur de
transcription s’exprime au cours du développement embryonnaire du poulet dans les formations

cartilagineuses ou le développement de I’os va se produire (Dhordain et al., 1995).
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Deuxiéme publication :

L’expression constitutive d’une protéine mutante de Etsl restreinte au domaine de fixation a
I’ADN augmente les capacités d’adhérence et d’étalement des cellules endothéliales et altere leur

organisation en structure de type capillaire sur Matrigel.

Résumé de la publication :

Au cours de ce travail, nous avons étudié I’effet d’une protéine mutante dominant négatif pour
les membres de la famille Ets, dans des cellules endothéliales de capillaire du cerveau isolées de
souris transgéniques chez qui I’expression de ’antigéne large T de SV40 est dépendante de la
température et dans des cellules d’aorte de souris.

Nous avons d’abord déterminé les propriétés de ce mutant et notamment sa fixation a I’ADN et
son pouvoir inhibiteur dans des tests de transactivation. Nous avons ensuite montré que les
rétrovirus construits étaient des vecteurs efficaces pour I’infection des cellules endothéliales et
que la protéine mutante s’exprimait et était fonctionnelle dans les cellules infectées.

In vitro, la prolifération des cellules exprimant ce mutant n’est pas affectée alors que leur
morphologie est particulierement perturbée puisque les cellules s’étalent fortement sur leur
support apres infection. Des études plus approfondies nous ont permis de montrer que les cellules
endothéliales exprimant le dominant négatif adhéraient plus efficacement sur la laminine et le
collagene de type I et que leur cytosquelette était désorganisé. Enfin, en accord avec leur
adhérence accrue, les cellules endothéliales restent ancrées au Matrigel dans un test

d’angiogenése in vitro, perturbant ainsi leur capacité a former des pseudo-capillaires.
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ABSTRACT

Angiogenesis is a multi-step process involving basement membrane and extracellular
matrix degradation, endothelial cell migration and proliferation, and capillary morphogenesis.
The transcription factor Ets1 is expressed in endothelial cells during angiogenesis in embryos and
in tumors. To determine the function of Etsl and Ets family members during this process, the
DNA binding domain of Ets1 was expressed in endothelial cells after infection with a replication
defective MFG recombinant retrovirus. This truncated protein had all the properties of a
dominant negative mutant since it recognized the consensus sequence GGAA/T in
electromobility shift assays and inhibited the transcriptional activity of Ets family members in
transactivation tests performed in endothelial cells.

This Ets1 dominant negative mutant did not affect the proliferation or migration of mouse
brain capillary endothelial cells (LIBE cells) or mouse aorta endothelial cells (MAE cells).
Rather it induced changes in cell morphology and cytoskeleton organisation, and increased their
ability to adhere on basement membrane (laminin) or extracellular matrix (type I collagen)
components. As a result of this increased adhesion, their ability to form capillary-like structures
onto Matrigel was impaired.

We hypothesize a function for Ets family members in the regulation of adhesion properties

of endothelial cells during angiogenesis.
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INTRODUCTION

Angiogenesis, the formation of new capillaries from pre-existing blood vessels occurs
during both physiological (embryogenesis, menstruation, wound healing) and pathological
conditions (tumour development, atherosclerosis, diabetic retinopathy). Three steps can describe

this process : 1) the degradation of the pre-existing vessel basement membrane; 2) the migration

and proliferation of endothelial cells; 3) cell differentiation to form a functional capillary 1
These primary capillaries may then differentiate and mature into microvasculature or large blood
vessels, with specific structures and functions. A variety of factors are implicated in the
angiogenic process, including angiogenic factors, such as VEGF, FGF-1 and FGF-2, endothelial
cell surface receptors, such as Fltl, Flk-1, Tiel and Tek, matrix degrading proteases, such as

urokinase-type plasminogen activator (u-PA), collagenases and stromelysin, and adhesion

molecules, such as laminin, aVB3 integrin and VE-cadherin 2-4 On the other hand the molecular
mechanisms regulating the expression and activity of these factors are still poorly understood. In

particular, the identification of transcription factors controlling gene expression during

angiogenesis remains an important task 3,

Etsl1 is the cellular counterpart of the v-ets oncogene found in the genome of the avian

leukemia retrovirus E26 3.6, Ets1 encodes a transcription factor which is the founder of a family
containing more than 30 related proteins. Members of the Ets family share a well-conserved 85

amino acids sequence, named the Ets domain, which corresponds to the DNA-binding domain
7,8 Ets family members recognize DNA sequences named Ets binding sites or EBS containing
the purine-rich core motif GGAA/T 8. Binding of Etsl to these DNA motifs is controlled by
other parts of the protein, including the carboxyl-terminal end 9 and the exon VII encoded region
10, EBS are essential in the transcription of various cellular promoters 8, including the promoters
of genes encoding the transcription factors c-Fos 11 ¢-Jun 12 and c-Myc 13, growth factor

receptors such as VEGFR-1 14 and adhesion molecules such as 2 integrin 15, Moreover, co-

transfection experiments demonstrated that Ets proteins take part in the transcriptional regulation
of the cellular genes encoding collagenase-1 16,17, stromelysin-1 18 u-PA 19,20, tissue inhibitor

of metalloproteinase-1 (TIMP-1 21y, and a4 integrin subunit 22,

During normal and pathological development, the expression pattern of Etsl transcripts

correlates with the occurrence of invasive processes 23 1In chick and mouse embryos, Etsl is

expressed in endothelial cells during angiogenesis, in mesenchymal cells which surround
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growing and invading epithelial buds and in epithelial cells during epithelial to mesenchyme
transitions 24,23, Similarly, Etsl transcripts are expressed in stromal endothelial cells during

tumor angiogenesis and in fibroblasts surrounding invasive carcinomas 26-28 The expression
patterns of Erg and Fli, but not of Ets2, three close members of Etsl within the Ets family,

overlap the expression pattern of Etsl in mesodermal derivatives, including endothelial cells,

during early embryonic development 29 These results suggest that Ets1 and other members of
the family can play a role in the regulation of invasive processes in vivo, such as the formation of
new blood vessels.

In order to investigate the biological functions of Ets1 and family members in endothelial
cells, we established endothelial cell lines expressing the DNA binding domain of Etsl (Etsl-
DB). This domain was introduced in a replication defective recombinant retrovirus, which was
used to infect a brain capillary mouse endothelial (LIBE) cell line and a mouse aorta endothelial

(MAE) cell line. LIBE cells are derived from the brains of newborn transgenic mice expressing a

temperature-sensitive variant of SV40 large T under the control of the H-2Kb promoter 30.

These cells display endothelial cell-specific characters and are able to differentiate into capillary-

like structures 30. MAE cells are derived from normal mice 31. The effects of the Ets1 dominant
negative mutant were assessed on endothelial cell proliferation, migration, adhesion properties

and ability to form capillary-like structures in vitro.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture :
Virus packaging murine fibroblasts (GP+ES86, 32), murine aortic endothelial cells (MAE,

31), murine brain capillary endothelial cells (LIBE, 30) and murine fibroblasts (NIH-3T3) were
kindly provided by Dr. A. Bank (Columbia University, New York), Dr. R. Auerbach (University
of Wisconsin, Madison), Dr. L. Claesson-Welsh (Ludwig Institute for Cancer Research, Uppsala)
and Dr J.L. Darlix (Ecole Normale Superieure, Lyon) respectively and culture conditions were
performed according to their recommendations. Briefly, GP+E86, NIH-3T3 and MAE cells were
cultured at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), containing 10% heat-
inactivated calf serum (Hyclone), 8 pg/ml gentamycin, 50 U/ml penicillin and 50 pg/ml
streptomycin. LIBE cells were cultured at 33°C, in DMEM containing 20% heat-inactivated calf
serum, 8 pg/ml gentamycin, 50 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin, 20 U/ ml y-interferon
(Genzyme) and 0.1 ng/ ml FGF-2 (R&D Systems). Except when mentioned, GP+E86, MAE and
LIBE cells were cultured on tissue culture dishes, gelatin-coated tissue culture dishes (0.1%,
w/v), and gelatin- (0.1% w/v) and fibronectin- (10ug/ ml) coated tissue culture dishes,
respectively. Cells were cultured and assayed in a 95% air / 5% CO? humidified atmosphere and
routinely sub-cultured by trypsin/EDTA (0.1%) treatment and dilution at a 1/3 (LIBE and MAE)
or 1/10 (GP+E86) ratio.

Cloning :

pCITE was a generous gift from Dr. P. Robbins (Department of Molecular Genetics and
Biochemistry, Pittsburg, USA) and the MFG vector generously provided by Dr. R. Mulligan
(Whitehead Institute, Cambridge, MA, USA). The cDNA sequence coding for the mouse Etsl
DNA-binding domain (corresponding to amino acids 306-423) was obtained by PCR
amplification of mouse Etsl cDNA 33 with the following pair of primers: 5-ATC TCG AGA
CCA TGG ACT ATG TGC GTG ACC GT and 5-ATC AAT TGT CTA TCC CAG CAG GCT
CTG CAG. The Internal Ribosome Entry Site (IRES) and the neomycin-resistance gene were
excised from the pCITE vector using EcoRI/BamHI sites. Ets1 amplified products digested with
Xhol/Munl and the IRES-Neo fragment were ligated to Xhol/BamHI digested pBlueScript SK+
(pBS) plasmid (Stratagene). The resulting vector carries the Ets1-DB in front of the IRES

sequence and the neomycin resistance gene. Both strands of the Ets1-DB were sequenced. The
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Ets1-DB-IRES-Neo and the IRES-Neo inserts were then excised from the pBS plasmid and

cloned into the Ncol/BamHI sites of the retroviral MFG vector in replacement of the Gag-Pol-

Env genes, as described 34,

Virus production :

GP+E86 cells were seeded at 150,000/ 10 cm” dish. The next day, cells were transfected
using 2 pg of MFG plasmid and 12 pg of lipofectamine (Gibco) in 1 ml of OptiMEM for 6
hours. This medium was then replaced by the regular cultured medium and selection was started
48 hours after transfection by the addition of 0.8 mg/ml Geneticin (Gibco) to the culture medium.
Viral particles were collected by culturing sub-confluent GP+E86 cells in 10 cm & dishes in 5 ml
fresh medium overnight. The medium was then filtered (0.45 pm) and used for infection. Viral
titration were performed by infecting mouse NIH-3T3 fibroblasts with serial dilutions of this
medium and counting the number of Geneticin-resistant NIH-3T3 clones obtained after 7 to 10

days.

Infection of endothelial cells :

LIBE and MAE cells (150,000/ 10 cm? dish) were incubated for 6 hours with 1 ml of virus-
producing GP+E86 cell supernatant containing 4 pg/ ml of polybrene (Aldrich) and selection
started two days after, by the addition to the culture medium of 0.5 mg/ml and 0.8 mg/ml of

Geneticin, respectively. After 10 days, cell colonies were pooled and further studied.

In vitro translation and electromobility-shift assay :

One pg of pBS Ets1-DB-IRES-Neo plasmid was mixed with 16.5 pl of rabbit reticulocyte
lysate mix (Promega) containing 20 pCi [358]—methionine (1000 Ci/mmole, ICN) and 25 units of
T3 polymerase in a final volume of 25 pl, and incubated for 2 hours at 30°C. After

electrophoresis on 15% SDS-polyacrylamide gels, translation products were analyzed by

autoradiography. Electromobility-shift assay were performed as described 35 using the synthetic
[32P]—labelled 5-GAT CTT CGA AAC GGA AGT TCG AG double-stranded oligonucleotide.
Competition with non-specific DNA were performed using the CGA TGT GCC GGA TTA CGC
TAG CCT GGG CCC TGG TAA GGC double-stranded random oligonucleotide.

Transactivation assays :
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MAE cells were seeded at 150,000 cells/ 10 cm? dishes. The next day, the cells were
transfected with a mixture of plasmid DNA (2 pg total, completed when necessary with the
corresponding empty plasmid) and lipofectamine (12 pg, Boehringer) in 1ml of OptiMEM. After
6 hours, OptiMEM was replaced with culture medium. Forty eight hours later, the cells were
collected in lysis buffer (Promega) and the extract assayed for protein content (BioRad). For
CAT (chloramphenycol acetyl transferase) assay, mixtures containing 20 pg of protein extract, 50
nCi of [14C]—chloramphenicol and 0.5mM acetylCoA were incubated for 30 minutes or 1 hour at
37°C. Reaction products were separated by ascendant chromatography onto cellulose pre-coated
plastic sheets (Macherey-Nagel) in chloroform/methanol (19:1, v:v) buffer and visualized by
autoradiography. The percentage of acetylation was determined by calculating the ratio of
acetylated versus non-acetylated ['*C]-chloramphenicol after quantification using a Phosphor-
Imager (Molecular Dynamics).

The reporter vectors used where E18pal+2-A56fos-CAT which contains a single copy of

two EBS oriented ‘head to head” and linked to a minimal fos promoter driving the CAT gene 36,

and the E18m1 pal-A56fos-CAT which is identical to the previous vector except for a point

mutation at the first EBS which prevents Ets] DNA-binding 36.

Northern-blot :

Cells were grown to confluence in 78.5 cm” dishes. Total RNAs were isolated using the

guanidinium isothiocyanate/CsCl method 37 RNAs (20 pg) were separated by electrophoresis,
transferred to nitrocellulose membranes (Hybond-C extra, Amersham) and the membranes were

incubated overnight at 42°C in hybridization buffer containing the [**P]-labelled cDNA probes

37 Membranes were then washed twice in 2x SSC, 0.1% SDS at 60°C for 10 minutes, dried and
exposed to autoradiography (Amersham MP film). Poly A+ RNAs were prepared as previously

described 38 and analysed under similar conditions.

The Etsl probe used for hybridation was the entire 1.6-kb BamHI fragment of the mouse
Etsl cDNA. The uPA probe corresponded to the Pst 1-Hind III 660-bp fragment of the mouse
uPA cDNA the oV probe to the EcoR1 1620-bp fragment of the mouse cDNA, the o6 probe to
the EcoR1-Pstl 411bp fragment of the mouse cDNA, the B1 probe to the Apa-EcoR1 500bp
fragment of the mouse cDNA and the glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH)
probe was the 1.3-kb Pst I fragment of the rat GAPDH cDNA. The probes were labelled using a
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random priming or a nick-translation system (Amersham) in the presence of [a32P]-dCTP (3,000

Ci/mmol, ICN).

Immunoprecipitation :

Cells (150,000 cells/ 10 cm ) were cultured for 24 h. The medium was replaced by
methionine- and cysteine- free modified Eagle’s medium (MEM) for 2 hours. Cells were then
incubated for three to four hours in 3 ml of methionine- and cysteine-free MEM containing 250

uCi [**S]-methionine and -cysteine (Tran[>>S]-Label 1066 Ci/mmol, ICN), lysed and the cell

extract prepared and used for immunoprecipitation as described 37, Briefly, cell extracts
containing identical amounts of trichloroacetic acid-precipitable [*3S]-labelled material were
incubated in the presence of an anti-Ets1-DB rabbit polyclonal antibody and immuno-adsorbed
onto Protein-A-agarose beads (Pharmacia). Proteins were then separated onto 15% SDS-
polyacrylamide gels, the gels were fixed, treated with Amplify (Amersham) and exposed to

Hyperfilm MP (Amersham).

Proliferation assay :
LIBE and MAE cells were seeded at 9,500 cells/4.5 cm? wells and 12,000 cells/ 4.5 cm?
wells, respectively, cultured for the indicated times, collected with a 0.1% trypsin/EDTA solution

and counted using a Coulter counter (Coulter Electronic).

Adhesion assay :

Bacteriological plastic 24-well plates (2 cm?/ well, Polylabo) were coated by incubation for
2 hours at 37°C with 0.3 ml DMEM containing the indicated amount of laminin (Becton-
Dickinson), type I collagen (Upstate Biotechnology) or fibronectin (Sigma). The wells were then
incubated for 30 minutes at 37°C or 33°C in 0.3ml MEM containing 3% (w/v) bovine serum
albumin (BSA, Sigma), rinsed once with MEM/ 0.02% BSA and immediately used. Confluent
MAE or LIBE cells were harvested using a 0.1% trypsin/ EDTA solution, collected in culture
medium, counted, washed three times in DMEM by centrifugation at 500 g for 10 min and
finally resuspended in DMEMY/ 0.02% BSA. Cells were transferred to the coated wells (100,000
cells/ 0.5 ml/ well) and allowed to adhere for 10 minutes. The cell supernatant was collected and
trypsin/EDTA (0.1%) was added in order to recover the adherent cells. Both non-adherent

(supernatant) and adherent (trypsin/EDTA-treated) cells were counted using a Coulter counter.
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The percentage of adhesion is the number of adherent cells divided by the total number of cells

recovered from each well.

Actin filaments staining, vinculin and o-actinin detection:

LIBE (40,000 cells/2 cm?® well) and MAE cells (20,000cells/2 cm® well) were cultured onto
glass coverslips coated with laminin (20 pg) as described above, during 3 and 18 hours,
respectively. Cells were then fixed in 60 mM PIPES, pH 6.6, 25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2
mM MgCl,, 10 mM EGTA (PHEMS), 4% paraformaldehyde, for 10 minutes at room
temperature. For actin staining, cells were permeabilized by incubation with cold (-20°C) acetone
for 1 minute, incubated in PHEMS containing 5 U/ ml Bodipy-phalloidin (Molecular Probes,
Eugene, Oregon) for 45 minutes at room temperature, washed three times with PHEMS (5 min
per wash) and briefly rinsed with distilled water. For vinculin and a-actinin staining, cells were
treated with 0.25% Triton X-100 (v/v) for 5 min at room temperature, rinsed with PHEMS and
incubated in PHEMS, 3% BSA for 2 hours before being incubated overnight with an anti-
vinculin monoclonal antibody (Sigma) or an anti a-actinin rabbit polyclonal antibody (Sigma).
After washes with PHEMS, the coverslips were incubated with FITC-conjugated anti-mouse IgG
antibody for vinculin detection or an FITC-conjugated anti-rabbit IgG antibody for a-actinin
detection (Sigma). After washes with PHEMS buffer, the coverslips were mounted using Prolong

antifade reagent (Molecular Probe, Eugene, Oregon).

Cell culture on Matrigel gels :

Plates (2 cm?/well, Nunc) were coated with Matrigel (250 ul/ well, Becton-Dickinson) at
37°C for 30 minutes. LIBE (60,000 cells/ well) or MAE (120,000 cells/ well) cells were seeded
onto the Matrigel gel and incubated for 18 hours or 5 days. At the end of the experiment, the cells

were fixed and stained (Diff-Quick staining kit, Dade), and examined by light microscopy.
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RESULTS

Vector constructions and functional characterization :

The viral constructs are schematically presented in Figure 1. The 78 amino-acids Ets1-DB
protein contains the DNA binding domain of Ets1 and the presumed nuclear transport signal 39,

while the C-terminal inhibitory region of Etsl 9 was deleted. The IRES sequence was used in
order to translate both the Ets1-DB and neomycine-resistance proteins from a single viral
mRNA. A second plasmid carrying the IRES and Neo sequences was constructed and used as a
control throughout this study. These Ets1-DB-IRES-Neo or IRES-Neo sequences were inserted
into a pBS plasmid and then into a MFG retroviral vector (Figure 1), and named MFG-DB and
MFG-Neo, respectively.

The ability of the Ets1-DB protein to bind to a double stranded oligonucleotide containing
an Ets-binding site (EBS) was monitored by electro-mobility shift assay. The recombinant Ets1-
DB protein was produced using an in vitro translation system and was found to bind specifically
to the [**P}-labeled EBS (Fig. 2A). This binding was competed for by a 250-fold excess of
unlabelled probe, but not by a 250-fold excess of unlabelled non-specific DNA. The addition of
an anti-Ets1-DB antibody prevented the Ets1-DB/EBS probe complex from entering the gel (Fig.
2A). The Ets1-DB protein, therefore, binds specifically and reversibly to an EBS sequence, and
the complex is recognized by a specific anti Ets1-DB antibody.

The ability of the Ets1-DB protein to inhibit the transactivation of a promoter containing
Ets-binding sites was assessed in MAE endothelial cells. Cells were co-transfected with
increasing amounts of the MFG-DB vector and with the reporter vector E18+2 pal-A56 fos-CAT
(Fig 2B). In the absence of MFG-DB, the percentage of acetylation, reflecting the basal CAT
activity, was 17% ; this percentage decreased to 7% in the presence of 1.5 pg/ml of MFG-DB
encoding plamid (Fig. 2B). Transient transfections were also performed using E18 m1 pal-A56
fos-CAT, the mutant version of the previous vector. The basal acetylation (9 %) did not vary
upon addition of increasing amounts of MFG-DB, showing the specificity of action of the Ets1-

DB protein (Fig. 2C).

Endothelial cell infection and functional expression of the Ets1-DB protein :
Packaging GP+E86 cells were transfected with the MFG retrovirus constructs in order to

produce recombinant ecotropic retroviruses. Cells were selected for neomycin resistance and
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subsequently assayed for virus production. The viral titer estimated by infection of NIH-3T3 was
higher than 10® cfu/ ml for each virus-producing cell line (data not shown). Two viral transcripts
corresponding to the unspliced and spliced RNAs were expected, since the recombinant
constructions were cloned after the splicing site of the MFG virus. Expression of these two
transcripts in GP+E86-MFG-Neo or -MFG-DB cell lines was detected by Northern-blotting
using an IRES-Neo or an etsl probe (Fig. 3A, B). Inmunoprecipitation experiments showed that
GP+E86-MFG-DB cells expressed a protein at the apparent expected molecular weight of
approximately 13 kDa, which was recognized by the anti-Ets1-DB antibody (Fig. 3 C).

LIBE and MAE mouse endothelial cells were infected with viral supernatants obtained
from these GP+E86 cells and were selected for neomycin resistance. Four cell lines were
produced, LIBE-Neo, LIBE-DB, MAE-Neo and MAE-DB cells, and were checked for viral
mRNA expression (data not shown) and recombinant Ets1-DB protein expression (Fig. 3D).

Thus endothelial cells infected with the MFG-DB retrovirus constitutively expressed the
Ets1-DB protein that should inhibit transactivation of promoters containing Ets-binding sites. To
test the efficiency of Ets1-DB in infected cells, we transiently transfected MAE-Neo and MAE-
DB cells with increasing amounts of E18+2 pal-A56 fos-CAT reporter vector, already used above
(see Fig. 2). Indeed, a dose-dependent stimulation of the transactivation potential of the EBS
reporter vector was obtained in MAE-Neo cells, whereas this effect was nearly lost in MAE-DB
cells (Fig. 4). The efficiency of transfection was similar for these two cell lines, as assessed by
measuring B-galactosidase activity following transfection of a pSGS5-lacZ plasmid (data not

shown).

The Ets1-DB protein does not affect endothelial cell growth :

The effect of Ets1-DB expresion on endothelial cell growth was determined by measuring
the proliferation rate of MAE and LIBE infected cells (-Neo, -DB). Non infected endothelial cells
(WT) were also examined in order to exclude a potential side-effect of the viral infection. Both
MAE and LIBE cell lines showed a classical growth curve, and the rate of growth of -DB cells
was equivalent to that of WT or -Neo cells (Fig. 5). LIBE and MAE cell lines developed cell
contact inhibition of growth and the cell number reached a plateau at 1.10° cells/ well and 7.10°

cells/well, respectively, after 7 days.

The Ets1-DB protein increases endothelial cell spreading :
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Since the initial infection, we noticed a change in the morphology of the Etsl1-DB
endothelial cells as compared to the control endothelial cell lines. As shown in figure 6, LIBE-
WT and -Neo cells had a roughly triangular shape and were elongated (Fig. 6A, B), whereas
LIBE-DB cells spread and flatten (Fig 6C). In addition, LIBE-WT and -Neo cells were regular in
shape, whereas LIBE-DB cells presented more lamellipodia at their periphery (Fig. 6C). MAE
cells were larger, spread more than LIBE cells did, and had a larger nucleus/cytoplasmic surface
ratio (compare Fig. 6 A and D). These differences in morphology might be due to their different
origin or to the fact that they grow on different substrates (gelatin versus fibronectin).
Nonetheless, similarly to the LIBE-DB cells, MAE-DB cells appeared to spread and to flatten in
comparison to MAE -WT and -Neo cells (Fig. 6F). When the MAE or LIBE cell lines reached
confluency, these morphological differences were still visible (Figure 6G-J) and disappeared

after a few days at confluence (data not shown).

The Ets1-DB protein increases endothelial cell adhesion :

Endothelial cells expressing the Ets1-DB protein were checked for adhesion on plastic and
on various extra-cellular matrix substrates: laminin, fibronectin and type I collagen (Fig. 7). In
preliminary experiments we established that most of the cells were attached within 1-2 hours and
that a 10 minutes time-point gave the optimal conditions for the analysis of their relative cell
adhesion properties. After 10 minutes, both LIBE -Neo and -DB cells adhered better onto
fibronectin and laminin, the major constituents of the basement membrane, than onto collagen I
and plastic (Fig. 7A). In addition, LIBE-DB cells adhered better than LIBE-Neo cells onto
plastic, laminin and collagen I (Fig. 7A). On laminin, the differential effect was more evident at 1
ug/ well, with 44% of LIBE-DB cells attached compared to 21% of LIBE-Neo cells. At high
laminin concentration (20 pg /well), the percentage of attached LIBE -Neo and -DB cells was
almost identical (64 and 68%, respectively). This dose-dependent effect was also observed using
collagen type I as a substrate. On fibronectin, no differences in adhesion between the two cell
types was observed both at 2 and 20 pg/ well (Fig. 7A). At lower concentrations of fibronectin
(50-100 ng/ well) the LIBE-Neo cells appeared to attach with nearly the same efficiency to the
substrate than LIBE-DB cells (data not shown). MAE cell lines gave similar results, both for
their relative ability to bind to the various substrates and for the increased ability of MAE-DB
cells to attach onto plastic, laminin and collagen compared to MAE-Neo cells (Fig. 7B). A
noticeable difference was that MAE cells have a greater ability to attach onto type I collagen than

LIBE cells. The efficiency of the Ets1-DB to promote cell adhesion was more obvious at the
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lowest concentration of laminin tested (0.5 pug/ well): MAE-DB cells had a 4-fold ability to
adhere to this substrate as compared to MAE-Neo cells.
Overall, endothelial cell lines expressing Ets1-DB showed increased properties to adhere

after seeding onto various extracellular matrix components, compared to control cell lines.

The Ets1-DB protein induces cytoskeleton re-organisation :

The distribution of cytoskeletal elements was examined in endothelial cell lines grown on
laminin, the extra-cellular matrix component that induced the greatest differential effect of Ets1-
DB on cell adhesion (see Fig. 7). After immunofluorescence staining with rhodamine-phalloidin,
LIBE-Neo cells exhibited distinct stress fibers extending along the axis of the cell and these
microfilament bundles were clearly parallel to each other (Fig. 8A). In contrast, LIBE-DB cells
showed a more diffuse distribution of microfilaments and only short microfilaments bundles
were present (Fig. 8D). A similar effect was seen in MAE cells: in the MAE-Neo cells actin was
organized in numerous long microfilament bundles that crossed the whole cell (Fig. 8G),
whereas in MAE-DB cells actin formed short microfilament bundles and the microfilaments
appeared more randomly arranged (Fig. 8J).

Focal contacts are cell membrane associated formations which consist of a cytoplasmic
area composed of cytoskeletal elements, a transmembrane connecting region, and an extra-
cellular area with extra-cellular matrix proteins. Vinculin, a major intra-cellular component of
focal contacts, was detected both in LIBE and MAE cells. In LIBE-Neo cells, vinculin was
present in rod-like structures restricted at the periphery of cells and in particular in the most
proximal regions of lamellipodia (Fig. 8B). In LIBE-DB cells, vinculin was detected in rod-like
structures localized throughout the entire cell area (Fig. 8E). In MAE -Neo and -DB cells,
vinculin appeared homogeneously distributed in the cells, albeit the number of spots appeared
greater in MAE-DB than in MAE-Neo cells (Fig. 8H and K). The distribution of o-actinin,
another major component of focal contacts, was subsequently analyzed. In both Neo endothelial
cell lines, a-actinin was observed in the whole cell body as a diffuse staining (Fig. 8C and I). In
DB cells, o-actinin was similarly distributed, but appeared to form locally more condensed spots
(Fig. 8F and L).

These results suggest that the expression of Ets1-DB in endothelial cells, in particular in
LIBE cells, induced the reorganization of the cytoskeleton and increased the number of focal

adhesion contacts that mediate binding interactions with the extra-cellular matrix.
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The Ets1-DB protein affects in vitro angiogenesis :

The effect of Ets1-DB on the ability of endothelial cells to form capillary-like structures
was examined following seeding on Matrigel, a basement membrane extract. Within a few hours,
LIBE-WT and LIBE-Neo individual cells attached onto the gel were either round or fusiform,
with budding cellular extensions. Within 18 hours, LIBE-WT and LIBE-Neo cells formed a

network of branching cellular extensions connecting compact cell clusters (Fig. 9, A and B). In

these branching cellular extensions (i.e. the capillary-like structures 40y the cell nucleus and
cytoplasm were visible after staining, whereas individual cells could not be distinguished within
the compact clusters. LIBE-DB cells formed a similar network, albeit the spreading ability of
these cells was clearly increased (compare Fig. 9, A-B and C). They organized into more
scattered cell groups in which each endothelial cell could be easily identified due to an increased
spreading onto the substrate. After staining, the nucleus and cytoplasm of all cells were clearly
distinguishable.

Within 18 hours, the organization of MAE-Neo cells on Matrigel (Fig.9D) was similar to
the one of LIBE -WT and LIBE -Neo cells. An increased spreading was observed when MAE-
DB cells were compared to control MAE cells (Fig 9E). Within 5 days of culture, MAE cells
formed very dense clumps with few capillary-like structures in between (Fig. 9F and G). At the
periphery, cells emerged from these clumps. Again, MAE-DB cells formed less compact clumps
than MAE-Neo cells on Matrigel, (compare Fig 9, G and F) with numerous spread cells at their
periphery.

These results demonstrate that the expression of Etsl-DB impaired the ability of
endothelial cells to form capillary-like structures onto Matrigel, as a consequence of an increased

spreading onto the substrate.

mRNA expression of potential target genes for Ets family members :

We examined by Northern blot the possible modification of the expression of genes
involved in cell adhesion or of genes identified as targets genes for the Ets transcription factors
(Fig. 10). Integrins are the major extra-cellular matrix adhesion receptors. The aVB3 integrin is

able to recognize most matrix proteins including fibronectin, laminin and collagen. The a6p1

integrin exclusively binds to members of the laminin family 41 Northern blot analysis showed
that oV, a6 and B1 integrin subunits transcripts were not differentially expressed in LIBE-WT, -

Neo or -DB cells. VE-cadherin is a cell-cell adhesion molecule that plays an tmportant role in
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endothelial cells 42; its transcripts were not detectable in these cells. u-PA gene expression has

been shown to be up-regulated by angiogenic factors in cultured endothelial cells. Furthermore it

has been identified as an in vitro target gene for Etsl 19,20 Accumulation of uPA transcripts
was not modified in DB cells when compared to WT and Neo cells. Similar results were obtained

with MAE-WT, -Neo and -DB cells (data not shown).
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DISCUSSION

In this study, we examined the effects of the Ets1-DB protein, a dominant negative mutant
of the Etsl transcription factor, on the behavior of endothelial cells in culture. We found no
obvious effect on cell proliferation. In contrast, this protein induced changes in cell morphology
and cytoskeleton organization, increased the adhesion properties of endothelial cells and affected
their ability to form capillary-like structures in vitro. Similar results were obtained using either a
brain capillary cell line issued from transgenic mice or normal aortic endothelial cells. Taken
together, these data suggest a function for Ets family members in the regulation of endothelial
cell adhesion onto extra-cellular matrix proteins.

A major advantage in using a retroviral vector to express mutant proteins in endothelial
cells is that the infection rate was very high (approximately 80%) as compared to a few percent
for the transfection rate with plasmid vectors. Since infection was efficient, most endothelial
cells acquired the gene upon infection, and the subsequent selection was not clonal. This was
particularly important in order to observe the effect of the Ets1-DB protein independently of the
integration site of the provirus. The sequence of the DNA binding domain of Ets1 was chosen so
as to obtain a maximal efficiency of binding to EBS and consequently a maximal inhibition of
the transcription of EBS-driven genes in target cells. The C-terminal part of Ets1 is a repressor of

DNA-binding since Ets1 binding to EBS sequences increased after the deletion of its 16 most C-

terminal amino acids®. Preliminary results showed that the phenotypic changes induced by the
expression of a Ets] mutant containing the DNA binding domain with this C-terminal region
were less severe than the effects obtained with the sole Ets1-DB (data not shown). Therefore, this
latter mutant without this C-terminal region was used throughout our study. This Ets1-DB
protein had all the expected properties of a dominant negative mutant. It bound specifically to the
EBS and induced a 50% decrease in the transcription rate of an EBS-driven reporter gene in
transient transfection assays. Since this inhibition was not observed when the EBS site was
mutated in the reporter gene, Ets1-DB dominant negative mutant was specific of EBS-regulated
genes. A similar dominant negative mutant strategy was previously developed with different Ets

family members in fibroblasts and their DNA binding domains were shown to act as dominant
negative mutants 43, 44 The DNA binding domains of PUI, Ets]l and Ets2 were efficient to
revert Ras transformed cells 43 and the DNA binding domain of Ets2 was also used to suppress

signal transduction and mitogenesis induced by both Ras and CSF-1 in NIH3T3 cells 44 The
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level of inhibition obtained in the present study did not exceed 50%, either in transiently
transfected cells or in the virus infected cells where the constitutive expression of Ets1-DB was
driven by the viral LTR. Several mechanisms could lead to this result. The level of expression of
the dominant negative mutant protein may not have been high enough to saturate the Ets-binding

sites of the transfected reporter vectors, or binding of Ets1-DB to unidentified co-factors could

have prevented its binding to some of the target DNA sequences introduced in these cells 45,

The expression of Ets1, Erg and Fli in endothelial cells during angiogenesis suggested that
these Ets family members could take part in the transcriptional regulation of endothelial cell
proliferation, basement membrane degradation, migration or capillary formation.

The expression of Etsl-DB did not affect the proliferation of either LIBE or MAE

endothelial cells. A similar result has been obtained in studies where etsl antisense

oligonucleotides were used in human endothelial cells 46 These results suggest that Ets family
members are not involved in endothelial cells proliferation. In addition, although FGF2 and
VEGEF stimulated bovine aorta endothelial cell proliferation whereas TGFB and TNFa inhibited
it, all these factors induced ets] mRNA accumulation (not shown), further indicating the absence
of correlation between ets1 expression and endothelial cell proliferation.

The motility of MAE and LIBE cell lines was measured following the wounding of a

confluent monolayer 47 and no clear difference was observed between the migration rates of the

Ets1-DB and control cells (not shown). In contrast Etsl antisense oligonucleotides inhibited

EGF- or FGF1-induced migration 46 and VEGF-induced invasion 48 in human endothelial cells.
Cell migration and invasion have been correlated in vitro with the expression of extracellular
matrix degrading proteases such as u-PA. We found that the expression of Ets1-DB did not

change the amount of u-PA mRNAs in MAE and LIBE cells, whereas Etsl antisense

oligonucleotides decreased uPA mRNAs accumulation 46, 48, Discrepancies between these
results presumably reflect differences in the cells and the strategies used in the studies (blockade
of Ets] expression versus competition with different Ets family members).

Since proteases are important in the degradation of the extra-cellular matrix during
angiogenesis, their genes were expected to be primary targets of Etsl during this process.
However, during mouse embryonic development, Ets1 and uPA transcripts are not detected in the

same cells, except in endothelial cells within the maternal decidua from E7.5 to E10.5 during
embryonic implantation 49, Collagenase-1 is not expressed either in the same areas than etsl

during mouse development 38 In addition, collagenase-1, stromelysin-1 or uPA transcripts are
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usually not detected in the walls of blood vessels irrigating carcinomas 27,28  All these results
taken together suggest that these putative target genes are not transcriptionally regulated by Ets1
during angiogenesis in vivo.

Several lines of evidence indicate that Ets family members take part in the transcriptional
regulation of cell adhesion in different cell types. Thus, Ras transformed NIH3T3 cells

expressing the DNA binding domain of PU.1 were larger and flatter, with an increased adhesion

to their substrate 43. The overexpression of fli during embryogenesis in the Xenopus resulted in a

lack of adhesion between cell separating embryonic layers or in the disorganisation of endothelial

cell monolayers 50, Two initial observations led us to examine the adhesion properties of
endothelial cells expressing Ets1-DB. First, a change in morphology was observed, with LIBE
DB and MAE DB cells being enlarged and flattened compared to their respective control cell
lines. These modifications were clear at low density and persisted until confluency. At high
density, differences in morphology were lost suggesting that these endothelial cell lines had kept
their overall ability to establish cell-cell and cell-matrix contacts. Second, the Etsl-DB cells
consistently took longer than control cells to detach from the culture dishes when treated with
trypsin/EDTA, suggesting that the adhesion of the Ets1-DB cells was stronger than that of wild
type cells. Indeed, the Ets1-DB was found to increase endothelial cell adhesion onto laminin and
type I collagen. This effect was best seen with low amounts of matrix coating, suggesting either
an increase in adhesion receptor number or in their relative affinity for the matrix molecules.
Since LIBE- and MAE-DB cells no longer attached onto the various substrates tested in the

absence of calcium and magnesium in the medium (data not shown), their adhesion to these

molecules was most probably mediated by integrin adhesion receptors 51, Analysis of integrin
mRNA expression did not support the hypothesis of an increased number of integrin receptors in

Ets1-DB cells. The 061 integrin mediates cell adhesion almost exclusively onto laminins

41,52,53 but no difference was observed in the accumulation of the a6 or B1 integrin sub-units

mRNAs between control and Ets1-DB expressing endothelial cells. The av integrin is involved

in angiogenesis 54,55 but its expression was not affected by the presence of Etsl-DB in
endothelial cells either. The expression of other integrins in these cells is currently studied. The
affinity of integrins for extracellular matrix molecules is subject to multiple levels of regulation.
It is thus possible that Ets1-DB did not affect integrin expression but rather disturbed the
expression of a protein that modified integrin distribution, association on the cell surface and

subsequently its affinity. Alternatively, since Ets1-DB expression resulted in an overall greater
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ability to adhere, it may also have disturbed the expression of extracellular proteins that modulate

cell matrix interactions 0. Cell adhesion involves three classes of molecules which link the
extracellular matrix to the intracellular cytoskeleton: extra-cellular matrix proteins (collagens,
fibronectins, laminins, thrombospondin or SPARC), which form the substrate on which the cells
adhere, adhesion receptors (integrin, cadherin, immunoglobulin and proteoglycan superfamilies

members) which recognize the ECM molecules, and cytoplasmic plaque/peripheral membrane

proteins which link the adhesion receptors to the cytoskeleton (for review see J1). A change in
adhesion and spreading may thus reflect a change in the distribution of cytoskeleton components.
We investigated further the effects of Ets1-DB in MAE and LIBE cells by describing changes in
the cytoskeleton organisation.

Actin cables were randomly arranged in cells expressing Ets1-DB whereas they were neatly

aligned in control endothelial cells. When Ets1-DB was expressed, vinculin, an intra-cellular link

between adhesion receptors and cytoskeleton 57, was distributed in the whole cell while its
distribution was restricted to lamellipodia in control endothelial cells plated onto laminin. In
parallel, the distribution of o-actinin, another linkage molecule between adhesion receptors and
the organization of the cytoskeleton, was also affected by Ets1-DB expression. All this suggests
that Ets1-DB expression induced changes in the arrangement and number of focal plaques and
subsequently in the organization of the cytoskeleton. The organization of actin fibers is known to
be dependent upon cell-substrate interactions. For example, actin stress fibers align when
endothelial HUVEC cells are incubated with the YIGSR peptide, the laminin site responsible for
cell-matrix and cell-cell interaction, whereas actin fibers are not aligned when cells are plated on
plastic 38,

The effect of Ets1 DB on endothelial cell spreading and adhesion seemed responsible for
their inability to form capillary-like structures in vitro. When plated onto Matrigel, a
reconstituted basement membrane rich in laminin, endothelial cells expressing Ets1-DB formed
scattered clumps in which each cell was spread onto the gel while wild type or IRES-Neo

endothelial cells formed compact clumps connected by capillary-like structures. Such structures
have been previously described with human endothelial cells plated onto Matrigel 40, These
structures have internal lumens 9 and resemble carly capillaries. Two Matrigel components,

laminin and entactin, are both essential for tube formation on Matrigel 58 In our conditions, it
seemed that cells expressing Ets1-DB were able to adhere, migrate and to form a network of

interconnected cell clumps but remained spread on the Matrigel. Formation of the final cord-like
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structures did not occur anymore, as if the cells had lost the capacity to form a lumen. From our
previous observations on cell adhesion, one possible explanation is that the Ets1-DB cells
became too strongly anchored onto the substrate to form a capillary on Matrigel.

The interactions between endothelial cells and the extra-cellular matrix are essential for
cell growth and capillary formation in vivo. Our results suggest that Ets family members are
involved in the transcriptional regulation of these interactions, i.e. in the partial detachment of
the cells from the substrate allowing endothelial cells to rearrange and form a new capillary. In
order to assess the role of Ets1 during angiogenesis in vivo, experiments are in progress in order

to express the dominant negative mutant of Ets1 in endothelial cells with the retroviral vectors

described in this study 60,
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 : Viral constructs

The Ets1 dominant negative mutant used in these studies was a truncated mouse Etsl
protein containing its DNA-binding domain (DB), from amino acid 306 to amino acid 423. The
cDNA encoding this mutant was cloned in front of the IRES-Neo sequences and inserted into the
genome of a MFG virus (MFG-DB). The control virus was obtained from the same construction,
lacking the Ets1-DB domain (MFG-Neo). ¥*, SD and SA are the packaging, splice donor and

acceptor sites, respectively.

Figure 2 : The Ets1-DB protein binds to an EBS oligonucleotide and inhibits the
transactivation of an EBS-reporter vector

Left panel: Electro-mobility shift assay performed without (lane 1) or with (lanes 2-5) the
Ets1-DB protein produced in reticulocyte lysate, in the presence of a [*’P]-labelled EBS
oligonucleotide. The binding of Ets1-DB to this labelled oligonucleotide was competed for in the
presence of a 250-fold excess of unlabelled EBS oligonucleotide (SP, lane 3) or a 250-fold
excess of unlabelled non specific oligonucleotide (NS, lane 4). The complex was super-shifted
by addition of an anti-Ets1-DB antibody (anti-Ets1, lane 5). Arrow: position of the complex
formed by Ets1-DB, arrowhead: [**P)-free probe.

Right panel: MAE endothelial cells were transiently transfected with increasing
concentrations of MFG-DB plasmid and 0.5 pg/ ml of either the E18pal +2-A56fos-CAT reporter
vector (top) or a mutated variant, the E18m1 pal-A56fos-CAT reporter vector (bottom). Cells
were cultured for 48 hours and CAT assays were performed on cell extracts. Experiments were

repeated twice and gave similar results.

Figure 3 : Expression of viral transcripts and of the Ets1-DB protein in packaging
GP+ES86 cells and in infected LIBE and MAE endothelial cells

A, B: Northern blot analysis of total RNAs prepared from GP+E86 cells transfected
without (GP+E86-WT) or with MFG-Neo vector (GP+E86-MFG-Neo) (panel A), and of poly
A+ RNAs prepared from GP+E86 cells transfected without (GP+E86-WT) or with MFG-DB
vector (GP+E86-MFG-DB) (panel B). Viral transcripts were detected with a [*2P]-labeled neo
probe (panel A, arrowheads) ; viral transcripts encoding the Ets1-DB and endogenous etsl
transcripts were detected with a [**P]-labeled etsl probe (panel B, arrowheads and arrow

respectively).
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C, D: Immunoprecipitation analysis of the Ets1-DB protein (arrow) expressed in GP+E86
cells transfected without (GP+E86-WT) or with MFG-DB vector (GP+E86-MFG-DB) (panel C)
and in MAE and LIBE cells non-infected (-WT), infected with the GP+E86-MFG-Neo
supernatant (-Neo) or with the GP+E86-MFG-DB supernatant (-DB) (panel D).

Figure 4 : The Ets1-DB protein expressed in infected MAE endothelial cells inhibits
the transactivation of an EBS-reporter vector.

Infected MAE-Neo (A) and MAE-DB cell lines (B) were transiently transfected with
increasing concentrations of E18pal+2 -A56fos-CAT reporter vector. Cells were cultured for 48
hours and the CAT activity was determined on cell extracts. Experiments were repeated twice

and gave similar results.

Figure 5 : Growth of non infected and infected endothelial cells

LIBE (A) and MAE (B) cells were seeded at low density and cultured over a 7-day period
(A, non infected ; M, MFG-Neo-infected ; @, MFG-DB-infected). Cells were counted every one
or two days. Each value corresponds to the average of two cell counts and each experiment was

duplicated.

Figure 6 : Morphology of non infected and infected LIBE and MAE endothelial cells

A-F: LIBE-WT cells (A), LIBE-Neo (B) or LIBE-DB (C) cells, and MAE-WT (D), MAE-
Neo (E) or MAE-DB (F) cells were seeded at low density and photographed the next day. The
bar represents 50 pm.

G-J: Morphology of LIBE -Neo (G) and -DB (H) cells and of MAE-Neo (I) and -DB (J)

cells, when they had reached confluency. The bar represents 50 um.

Figure 7 : Attachment of infected endothelial cells to matrix proteins

Adhesion assays were performed with infected LIBE (A) or MAE (B) cells, seeded onto
bacteriological plastic dishes, coated without (P) or with increasing amounts of laminin
(Ilaminin), type I collagen (Collagen I) or fibronectin (Fibronectin). Ten minutes after plating, the
percentage of attached Neo- (white bars) or DB- (black bars) endothelial cells, was measured.

Values represent the average of two counts.
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Figure 8 : Actin, vinculin and o-actinin distribution in infected endothelial cells
Actin (A, D, G, ), vinculin (B, E, H, K) and a-actinin (C, F, I, L) were detected by
immunofluorescence staining in infected LIBE (A-F) and MAE (G-L) cells cultured onto

laminin-coated coverslips during respectively 3 and 18 hours. The bar represents 10 pm.

Figure 9 : Capillary-like structure formation by infected endothelial cells cultured on
Matrigel.

Wild type (A), Neo- (B,D,F), or DB- (C,E,G) infected endothelial cells were cultured on
Matrigel for 18 hours (LIBE, A-C or MAE, D,E) or for 5 days (MAE, F,G), fixed and stained.
The bar represents 100 pm.

Figure 10: Expression of potential target genes of Ets family members
Total mRNAs were prepared from LIBE-WT, -Neo and -DB cells and analyzed by Northern
blot. The ets1 probe detected endogenous etsl (arrow) as well as viral transcripts in LIBE-DB
cells (arrow head). The accumulation of av, a6 and 81 integrin, uPA and GADPH transcripts is

shown. Equal loading of RNA in various lanes was assessed with a GAPDH probe.
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Discussion

1. Le choix des outils
Au début de cette €tude, trois choix fondamentaux ont été faits : le choix du vecteur qui allait

servir a exprimer le dominant négatif dans les cellules endothéliales, le choix du dominant
négatif lui méme et enfin, le choix des cellules endothéliales qui allaient étre a la base de notre
analyse.

Le choix du vecteur permettant I’expression du mutant dominant négatif de Etsl
dépendait des conditions expérimentales dans lesquelles nous désirions I’utiliser. Si nos objectifs
immédiats étaient d’exprimer le mutant in vitro dans les cellules endothéliales qui sont dans
I’ensemble plutdt réfractaires aux techniques classiques de transfert de géne (comme la
transfection), a long terme, nous envisagions d’utiliser ces vecteurs dans des modeles
d’angiogenese in vivo (voir deuxieme partie). Quatre méthodes de transfert de gene in vivo et
notamment dans le systeme vasculaire sont déja employées : le transfert direct d’ADN, les
liposomes, les rétrovirus et les adénovirus (revue (Finkel and Epstein, 1995; Nabel et al., 1991)).
Notre choix s’est porté sur les rétrovirus dont le principal avantage est de maintenir a long terme
Pexpression du gene transféré suite a son intégration au génome cellulaire (Finkel and Epstein,
1995). Cet avantage est d’autant plus important dans notre modeéle puisque nous n’avons que peu
d’informations sur I’étape précise ou les facteurs de transcription Ets peuvent tre impliqués. Le
succes de notre entreprise dépendait principalement d’une expression convenable et durable du
mutant pour favoriser au maximum son effet pendant le processus angiogénique. Les autres
techniques ne présentaient pas cet avantage. Le transfert direct de I’ADN ou incorporé dans les
liposomes est peu efficace in vivo et méme in vitro (Finkel and Epstein, 1995). Les adénovirus
infectent tous types de cellules (en prolifération ou quiescentes) mais du fait d’une non
intégration au génome cellulaire, ’expression de la protéine mutante aurait été rapidement
perdue au cours de la prolifération des cellules endothéliales pendant I’angiogenese.

Les virus produits par les cellules d’encapsidation spécialement choisies pour éviter les
recombinaisons et la production de virus sauvages (Markowitz et al., 1988) ont un titre élevé et
infectent efficacement les cellules endothéliales (80% contre quelques pour cent dans le cas
d’une simple transfection). Pour éviter des interférences dans nos analyses dues aux effets du site
d’intégration du rétrovirus, nous avons réalisé toute cette étude sur des populations cellulaires et
non pas sur des clones 1solés ou un site unique d’intégration aurait été privilégié. L’expression du

mutant dominant négatif semble convenable a la fois en Northern blot et en immunoprécipitation
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mais il faut toutefois noter qu’elle est déterminée sur une population hétérogéne dans laquelle

I’activité du promoteur viral peut varier d’une cellule a I’ autre.

Le choix du mutant dominant négatif de Ets] repose sur les connaissances des domaines
régulateurs du facteur de transcription. Naivement, on peut considérer qu’un dominant négatif
pour un facteur de transcription est compétent s’il se lie efficacement a I’ ADN, empéchant ainsi
la fixation et I’activité de protéines endogenes spécifiques. Le dominant négatif a donc été congu
a partir du domaine de fixation a I’ADN de Ets1 sans I’extrémité carboxy-terminale connue pour
inhiber la fixation de Ets1 a I’ADN (Hagman and Grosscheld, 1992). De plus cette extrémité
carboxy-terminale maintenue dans la construction d’un dominant négatif aviaire semble avoir un
effet toxique sur les cellules (Wasylyk et al., 1994). En partie amino-terminale, la délimitation du
mutant dominant négatif de Etsl (a I’acide aminé 306) ne correspond pas a I'extrémité du
domaine de fixation a I’ADN au sens strict (localisé a 1’acide aminé 331). Elle dépasse donc la
limite du domaine de fixation a I’ADN de 25 acides aminés supplémentaires. Ce choix dérive de
travaux précédents utilisant un dominant négatif de Ets2 pour étudier le role des membres de la
famille Ets dans la transduction du signal mitotique médié par CSF-1 (colony stimulating factor)
et Ras (Langer et al., 1992). Ce choix s’est avéré judicieux puisque des dominants négatifs de
Etsl aviaires raccourcis dans leur extrémité amino-terminale sont inactifs dans des tests de
transactivation (Wasylyk et al., 1994).

Les capacités de Ets1-DB a se lier a I’ADN et a inhiber I’activité des membres endogenes
de la famille Ets ont été vérifiées sur des vecteurs rapporteurs artificiels (Galang et al., 1994) par
transfection transitoire. Il est décevant de constater que 1’expression de Etsl-DB n’induise
qu’une réduction de 50% de I’activité des membres endogenes de la famille Ets. Les mécanismes
d’action de ce mutant sont tellement complexes que plusieurs hypotheéses permettent d’expliquer
cette inhibition relativement moyenne. L’expression du dominant négatif bien qu’elle soit
facilement détectable dans nos expériences d’immunoprécipitation, pourrait ne pas étre encore
suffisante pour saturer les sites de fixation pour le facteur de transcription. D’autre part, le
mutant dominant négatif est également susceptible d’interagir avec des partenaires inhibiteurs
des protéines Ets endogenes (des cofacteurs pour Etsl interagissant avec son domaine de fixation
a I’ADN sont déja connus, (Sieweke et al., 1996)). Le mutant ainsi monopolisé ne pourrait plus
de fixer a ’ADN et favoriserait de plus I’activité des protéines Ets endogenes en détournant leurs

inhibiteurs.
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Enfin des contraintes liées a 'utilisation des virus amphotropes (susceptibles d’infecter
des cellules de I’expérimentatrice), nous ont conduit a réaliser cette études avec des virus
écotropes sur des cellules endothéliales de souris. Plusieurs lignées ont été testées (LIBE, MAE,
MHECS5T, des cellules endothéliales dérivées du coeur et transformées spontanément,
SMHECST, des cellules endothéliales dérivées de micro-capillaires cardiaques). Ces cellules
plus o moins sensibles & I’infection ne présentaient pas des caractéristiques identiques. Notre
choix s’est porté sur des cellules sensibles a ’infection dont les caractéristiques se conformaient
le plus aux propriétés des cellules endothéliales par leurs réponses aux facteurs de croissance et
leurs capacités a former des structures ressemblant a des capillaires dans des tests d’angiogenése

in vitro (Gualandris et al., 1996; Kanda et al., 1996).

2. La prolifération et la migration des cellules endothéliales ne sont pas
affectées par ’expression de Ets1-DB :

Les premieres observations corrélant I’expression de etsl avec la prolifération des
cellules endothéliales in vitro (Wernert et al., 1992) suggéraient une fonction pour ce facteur de
transcription dans la régulation de la multiplication cellulaire. Nous avons montré que le mutant
dominant négatif de Etsl n’a pas d’effet sur la prolifération des cellules endothéliales. Un
résultat identique a été obtenu avec des oligonucléotides antisens de etsl qui n’altére pas non
plus la prolifération de cellules endothéliales humaines (Iwasaka et al., 1996). Ces données
suggerent que l’expression de etsl est synchronisée avec la prolifération des cellules
endothéliales mais que le facteur de transcription ne semble pas prendre part & la régulation du
processus. Il faut cependant prendre des précautions pour extrapoler les résultats obtenus avec
des lignées cellulaires, puisque ces cellules ont perdu des mécanismes de régulation qui limitent
in vivo la prolifération des cellules.

Si nos résultats s’accordent avec ceux de Iwasaka et al. en ce qui concerne la régulation de la
prolifération cellulaire, en revanche, ils different particulicrement sur la migration des cellules.
L’expression du mutant dominant négatif de Etsl n’a pas modifi€é la migration des cellules
endothéliales mesurée apres blessure dans un tapis cellulaire confluent. L’administration
d’oligonucléotides antisens dirigés contre ets1 sur des cellules endothéliales humaines provoque
une réduction de la migration induite par le FGF1 ou 'EGF (Iwasaka et al., 1996). D’autres
auteurs ont démontré que ce type d’antisens inhibe aussi la migration de cellules endothéliales
humaines a travers le Matrigel ou la gélatine induite par le VEGF (Chen et al., 1997). 1l est

évident qu’une comparaison directe de ces résultats n’est pas facile puisque la technique
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d’inhibition par des antisens jouant sur I’expression du facteur de transcription est tres différente
de celle du dominant négatif dont la cible est I’ADN et non pas le facteur de transcription lui
méme. S’ajoute a cette différence technique le fait que nos résultats ne tiennent jamais compte de
I’influence de facteurs angiogéniques et qu’ils dérivent de blessure dans des tapis confluents de
cellules endothéliales mises en culture sur la gélatine.

Nos désaccords se poursuivent en ce qui concerne ’expression de I’'uPA qui n’est pas affectée
dans les cellules exprimant le dominant négatif alors qu’elle décroit en présence des
oligonucléotides antisens dirigés contre ets] d’aprés les travaux de ces deux mémes équipes
(Chen et al., 1997; Iwasaka et al., 1996). Iwasaka et ses collaborateurs démontrent également une
diminution d’expression de la collagénase interstitielle (MMP-1). Les arguments proposés
précédemment permettent a nouveau d’expliquer ces résultats contradictoires. Néanmoins, s’il
est intellectuellement satisfaisant de mettre en évidence la réduction d’expression de genes cibles
putatifs pour Etsl avec des oligonucléotides antisens, ces résultats sont loin d’expliquer la
fonction de Etsl in vivo dans la mesure ou I'uPA et la collagénase interstitielle ne sont
généralement pas exprimées dans les cellules endothéliales au cours du processus angiogénique
(Grevin et al.,, 1993; Mattot et al., 1995; Wernert et al., 1994). D'autre part, les animaux
déficients en uPA ne présentent pas de défaut majeur dans leur réseau vasculaire (Carmeliet et
al., 1994). La recherche d’une fonction pour les membres de la famille Ets au cours du processus

angiogénique reste donc ouverte.

3. L’adhérence des cellules endothéliales est augmentée par I’expression de la
protéine Ets1-DB :

Plusieurs de nos résultats convergent pour démontrer que l’expression de Etsl-DB
augmente les capacités d’adhérence des cellules endothéliales. D’un point de vue morphologique,
un tel étalement des cellules avait déja été brievement évoqué apres I'expression d’un mutant
dominant négatif de Pu.1 dans les fibroblastes transformés par Ras (Wasylyk et al., 1994). Si la
concordance de nos résultats est satisfaisante, elle suggére cependant que la fonction des
membres de la famille Ets dans la régulation de I’adhérence n’est pas caractéristique des cellules
endothéliales. Toutefois, si nous nous attardons un peu plus sur les résultats de Wasylyk et al.,
nous constatons que I’effet du dominant négatif de Pu.l pourrait ne pas impliquer les mémes
mécanismes que dans nos observations. En effet, la transformation par Ras entraine la perte
d’inhibition de contact et d’attachement au support et I’expression du dominant négatif de Pu.1
permet aux fibroblastes transformés de retrouver un étalement quasiment identique aux cellules

parentales. L’effet du dominant négatif de Pu.l correspond donc a une situation particuliere de
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réversion d’une transformation par Ras des cellules. L’étalement des cellules endothéliales que
nous avons observé, aprés expression de la protéine Ets1-DB, ne correspond peut €tre pas & une
réversion de transformation. D’autant plus que les cellules endothéliales LIBE que nous avons
utilisées ne présentent pas les caractéristiques de cellules transformées (elles possedent des
inhibitions de contact et elles ne forment pas de clone en agar) (Kanda et al., 1996). De plus, les
membres de la famille Ets qui s’expriment dans ces fibroblastes transformés par Ras sont Ets2,
GABP, Elk, SAP1 et Net (Giovane et al., 1994).

La surexpression de Fli durant le développement du Xénope entraine une perte d’adhérence entre
les feuillets embryonnaires. Cette perturbation s’accompagne de variations morphologiques des
cellules qui deviennent rondes et perdent vraisemblablement leur capacité d’attachement (Remy
et al., 1996). Cette fois encore, ces observations ne sont pas typiques des cellules endothéliales,
ce qui suggere une fonction de Fli dans la régulation de I’adhérence des cellules en général. Nos
résultats s’accordent avec ces travaux ; et il semble a nouveau que les membres de la famille Ets
aient une fonction dans la régulation de I’adhérence cellulaire qui ne serait pas spécifique du type
cellulaire. Cette non spécificité peut expliquer les difficultés que nous avons rencontré pour
identifier une cible moléculaire pour les membres de la famille Ets. En focalisant notre recherche
au contexte de l’angiogenese (par exemple les intégrines av ou [B3), nous avons ainsi

considérablement réduit notre champ d’investigation.

L’expression de la vinculine décroit au cours de la formation de pseudo-capillaire en gel
de collagéne (Deroanne et al., 1996) ce qui suggere son implication dans I’angiogenese. Les
variations de répartition de la vinculine, suite a I’expression de la protéine Ets1-DB, sont de ce
fait intéressantes. Elles ne sont cependant pas suffisantes pour conclure sur une éventuelle
augmentation du nombre de plaques focales d’adhérence. Il serait intéressant de mesurer avec
précision les variations du nombre et de la répartition de ces plaques en fonction de I’expression
ou non du dominant négatif de Etsl. Une technique de microscopie par réflexion permet de
visualiser ces plaques focales d’adhérence qui apparaissent alors comme des taches sombres dans
la cellule (exemple (Murphy-Ullrich and Hook, 1989)). Nous pourrions alors conclure

précisément quant au r6le joué par le dominant négatif au niveau de ces plaques.

Sur Matrigel, un gel riche en composants de la membrane basale, I’organisation des
cellules endothéliales exprimant la protéine Ets1-DB en structures de type capillaires est affectée.

Par ces expériences, nous avons finalement démontré que le mutant dominant négatif de Etsl
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pouvait perturber les phases finales de formation d’un nouveau vaisseau sanguin, lorsque la
membrane basale est déja existante. Les cellules endothéliales mises en culture sur Matrigel
cessent de proliférer, s’alignent et s’organisent rapidement (Grant et al., 1989). Qu’en est il des
phases précoces de 1’angiogenese ou les cellules endothéliales proliférent et migrent au sein des
composants de la matrice extra-cellulaire. Cette question reste encore sans réponse, mais 1’étude
du comportement des cellules endothéliales exprimant la protéine Ets1-DB est en cours dans des
modeles in vitro comme les gels de collagéne ou de fibrine qui miment les étapes plus précoces

de I’angiogenese.

4. Une adhérence accrue mais une migration non perturbée :
Alors que I’expression de Ets1-DB augmente I’adhérence des cellules endothéliales sur

différents substrats, nous n’avons pas observé d’effet de ce mutant sur la migration des cellules.
Cette absence d’effet est paradoxal, dans la mesure ou la migration cellulaire est médiée par les
récepteurs d’adhérence qui relient la cellule a la matrice extra-cellulaire, transmettant les forces
et les signaux nécessaires a la locomotion. Cependant, cette migration nécessite des interactions
dynamiques entre les récepteurs d’adhérence et la matrice, un subtil équilibre entre un gain
d’adhérence des cellules au front de migration et plus particuliérement au niveau des
lamellipodes et une perte d’adhérence en arriére de ce front pour permettre un mouvement a la
cellule sans perdre le contact avec son support (revue (Lauffenburger and Horwitz, 1996)). La
migration cellulaire implique donc une polarité « morphologique » des cellules ou les
lamellipodes et les fillipodes représentent le front de migration diamétralement opposé a la zone
de rétraction. Au cours de la migration, des réarrangements du cytosquelette sont également
nécessaires notamment des dépolymérisations et repolymérisations de l’actine ainsi que des
remaniements de leurs contacts avec la membrane faisant appel aux protéines de pontage (revue
(Lauffenburger and Horwitz, 1996)). Dans les cellules exprimant Ets1-DB, les lamellipodes sont
présents sur toute la périphérie de la cellule et le cytosquelette est désorganisé.

Avant de tirer une conclusion définitive sur ces effets surprenants du dominant négatif de Ets]
qui perturbe la morphologie et ’organisation de leur cytosquelette sans affecter leur capacité
migratoire, il faut réaliser d’autres expériences. A ce sujet, une étude de la migration cellulaire
devrait étre entreprise sur différents supports (par exemple la laminine ot nous avons observé les

effets sur I’adhérence) en mesurant par video-microscopie la vitesse de chaque cellule.
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5. Des cellules susceptibles d’apporter encore de nombreuses informations
Si des améliorations peuvent €tre apportées sur le choix des cellules (en utilisant par

exemple des cellules primaires), les LIBE-DB et MAE-DB peuvent encore &tre source
d’informations intéressantes. Nous avons déja évoqué I’importance de mieux caractériser leur
capacité migratoire, d’analyser leur comportement au sein de la matrice extra-cellulaire ; il serait
aussi instructif de définir leur réponse & divers facteurs angiogéniques. Puisque 1’expression de
ets1 est différentiellement contr6lée par des facteurs angiogéniques (EGF, aFGF, bFGF, VEGF,
TNFa,) dans les cellules endothéliales (Chen et al., 1997; Ishikawa et al., 1989) et que Etsl
stimule lui méme son propre promoteur (Chen and Wright, 1993; Oka et al., 1991), la protéine
Ets1-DB pourrait interférer spécifiquement avec la réponse transcriptionnelle induite par ces
facteurs.

Ces cellules pourraient également nous permettre de rechercher des génes cibles pour les
membres de la famille Ets. Par la technique de DD-RT-PCR (differential display reverse
transcription polymerase chain reaction), déja fructueuse pour identifier la vimentine comme
geéne cible de PEA3 dans des cellules épithéliales (Chen et al., 1996), des genes dont I’expression

a été modifiée suite a I’expression du dominant négatif de Ets1 pourraient &tre caractérisés.

106



2°™ partie



Deuxiéme partie :

L’utilisation des outils rétroviraux dans un modele d’angiogenese in vivo nous paraissait
intéressante pour étudier ’effet du mutant dominant négatif dans un contexte « normal »
d’angiogenese avec des cellules endothéliales possédant la capacité de répondre aux facteurs
angiogéniques, et exprimant les molécules d’adhérence et de jonctions intercellulaires. I faut en
effet noter que certaines de ces molécules ne s’exprimaient pas dans les cellules endothéliales
que nous avons utilisé in vitro, et notamment la VE-Cadhérine.

Des cellules cancéreuses humaines et les cellules d’encapsidation produisant les
rétrovirus ont donc été injectées en sous-cutané chez des souris SCID. De cette fagon, ont été
produits in situ des rétrovirus controlant 1’expression du géne de la B galactosidase, du gene de
sélection a la néomycine ou de la construction codant la protéine Ets1-DB. Les cellules
cancéreuses utilisées dans ce modele sont des cellules humaines et ne sont donc pas susceptibles
d’étre infectées par les rétrovirus écotropes produits par les cellules d’encapsidation. Les
rétrovirus sont donc entierement destinés a infecter les tissus dérivés de la souris a savoir le
stroma tumoral (par exemple les fibroblastes, les cellules endothéliales). Les résultats
préliminaires issus de ces travaux sont présentés et discutés.

D’autre part, deux nouveaux rétrovirus sont actuellement disponibles et permettront peut étre de
préciser plus particulierement une fonction pour Etsl lui méme au cours du processus

angiogénique. Ils sont décrits et caractérisés a la fin de cette deuxieme partie.
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I. L’utilisation des rétrovirus dans un modele d’angiogenese in vivo :

Matériel et méthodes :
Culture cellulaire :

Les cellules d’encapsidation (GP+E86-WT, GP+E86-Neo, GP+E86-DB et GP+E86-LacZ) sont

cultivées en milieu DMEM en présence de 10% de sérum de veau, de pénicilline (50U/ml), de
streptomycine (50pg/ml)et de gentamycine (8ug/ml). Les cellules GP+E86-LacZ produisent un
rétrovirus dont le génome contient le geéne de la B galactosidase. Par révélation de I’activité
enzymatique de la § galactosidase, les zones d’infection sont facilement repérables.

Les cellules cancéreuse HelLa sont cultivées en milieu DMEM en présence de 10% de sérum de

veau feetal, de pénicilline (50U/ml), de streptomycine (50ug/ml) et de gentamycine (8pg/ml).

Injection des souris SCID :

Apres trypsinisation, les cellules sont comptées (Compteur Coulter) et mises en suspension en
DMEM 4 raison de 1.10° cellules HeLa et 10.10° cellules d’encapsidation dans 500ul pour une

injection. Les injections sur les flancs des souris sont réalisées suivant le programme suivant :

4 souris 3 souris
HeL i HeLa HeL : > HeLa
GP+E86 WT GP+E86 DB GP+E86 LacZ GP+E86 DB
3 souris 3 souris
HeL i HeLa i
GP+E86-Neo GP+E86-DB
GP+E86 Neo GP+E86 DB
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Evaluation du volume tumoral :

Au cours de 1’expérience, le volume des tumeurs a été évalué en mesurant 5 jours, 8 jours et 12
jours apres I’injection la longueur (L) et la largeur (1) de la tumeur et estimé en assimilant la
tumeur a une ellipsoide.

Volume (mm? ou mg)="2 (L x )

Northern blot :
Des échantillons de tumeurs ont été prélevés, § jours et 12 jours apres injection et juste avant
inclusion en paraffine pour en isoler les ARNm totaux. La technique d’extraction décrite dans
(Mattot et al., 1995) a été suivie pour extraire les ARNm et pour réaliser le Northern blot. La
sonde etsl déja décrite dans (Mattot et al, soumis) a été€ utilisée pour détecter les ARNs

cellulaires et viraux.

Révélation de 'activité B galactosidase et inclusion des échantillons :

Apres sacrifice des souris, les tumeurs sont disséquées et rincées en PBS. Elles sont ensuite
incubées la nuit a 33°C, dans une solution de révélation enzymatique : MgCl, (2mM), ferro- et
ferricyanure de potassium (SmM), Triton X100 (0.01%), DMSO (3%), Deoxycholate de sodium
(0.1%), Xgal (1mg/ml), Nonidet NP40 (1%), en PBS.

Apres ringage en PBS, les tumeurs sont fixées au Carnoy (Chloroforme 3V, éthanol 6V, acide
acétique 1V) plusieurs heures. Elles sont ensuite déshydratées dans des bains successifs d’éthanol
de concentration croissante puis incluses en paraffine. Les coupes sont ensuite réhydratées et
contre-colorées par la coloration de Papanicolaou.

Les tumeurs issues de I’injection des cellules HeLa et des GP+E86-LacZ ont subi cette révélation

ainsi que des tumeurs sans activité § galactosidase qui ont servi de contrdle a nos expériences.

Résultats

La croissance des tumeurs au cours de 1’expérience :

Trois phases de croissance ont été observées (Figure 13,A). Une phase lente entre le jour de

injection et le 5™ jour de développement est suivie d’une premiére accélération de croissance

entre le 5°™ et le 8°™ jour et enfin d’une seconde accélération entre le 8™ et le 12°™ jour de

développement des tumeurs. Il faut aussi noter que les cellules d’encapsidation injectées seules

sur le flanc de la souris ont également formé des tumeurs.
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Figure 13 : La croissance des tumeurs et 1'expression des transcrits viraux MFG-DB
Le volume tumoral a été calculé apres mesure des dimensions des tumeurs 5, 8 et 12 jours apres
injection (A). Par Northern Blot, les transcrits viraux ont été€ détectés avec une sonde ets1
(B, tétes de fleches); les transcrits endogenes de ets1 sont également détectés (B, fleche).



La croissance des tumeurs dans lesquelles les virus MFG-DB sont produits, est similaire voire
méme supérieure a celles des tumeurs contrdles (sans virus ou avec les virus MFG-Neo, MFG-

LacZ).

L’expression générale des rétrovirus :

L’analyse par Northern blot permet de détecter dans les tumeurs infectées les transcrits viraux
MFG-DB au moyen d’une sonde etsl. Globalement, I’expression des transcrits viraux est tres
variable d’un échantillon a I’autre (Figure 13, B).

Analyse macroscopique des tumeurs :

Juste apres dissection des tumeurs, 1’aspect macroscopique a été analysé a la loupe binoculaire.
Aucune variation évidente n’est apparue entre les tumeurs ; en particulier, elles semblent toutes

vascularisées de la méme facon (Figure 14, A-D, fleches).

Figure 14: Analyses macroscopique et microscopique des tumeurs

Les tumeurs HeLa/GP+E86-Neo (A), HeLa/GP+E86-LacZ (B) et HeLa/GP+E86-DB (C,D) sont
toutes trois vascularisées (Fleche et téte de fleche)

Apres révélation de l'activité B galactosidase et réalisation de coupes, des champs différents ont
été observés ol aucune infection n'est visible (E), ou seules quelques zones sont infectées (F) ou
une majorité de cellules sont infectées (G). Des vaisseaux sont localisés dans des zones infectées
ou non (H,I). Des cellules endothéliales ont été infectées dans ce modele (J).
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Figure :



Analyse microscopigue des tumeurs HelLLa/GP+E86-LacZ :

L’analyse détaillée de ces tumeurs a permis d’estimer rapidement ’efficacité d’infection et
surtout de déterminer les types cellulaires atteints.

A faible grossissement, différents champs sont observables. Ceux ou aucune activité de la B
galactosidase n’a été révélée (Figure 14, E), ceux ou des activités ponctuelles ont été mises en
évidence (Figure 14, F) et ceux ot une activité trés importante a été détectée (Figure 14, G). Dans
tous les cas, ’activité de la B galactosidase ainsi détectée est localisée a la périphérie de la coupe
de la tumeur et trés rarement au coeur du tissu tumoral.

Des vaisseaux sanguins ont pu étre repérés du fait de la coloration en orange des érythrocytes
(Figure 14, H,I, étoile) suite a la contre-coloration. Certains vaisseaux sont situés dans des zones
ou aucune activité de la B galactosidase n’a été détectée (Figure 14, H), d’autres sont localisés au
sein méme des zones oll une intense activité de I’enzyme est visualisée (Figure 14, I). Dans ces
zones précisément, une activité de la B galactosidase a pu étre détectée dans les cellules

endothéliales (Figure 14, J).

Discussion :

Des croissances tumorales identiques :

La croissance tumorale en trois phases que nous avons observée est similaire a celle décrite par
une autre équipe qui a déja utilis€é ce modele (Millauer et al.,, 1994). Millauer et ses
collaborateurs montrent que les tumeurs dérivées de 1’injection de cellules de glioblastome et de
cellules produisant divers rétrovirus ont une premiere phase de croissance entre O et 10 jours qui
correspond a la « prise » de la tumeur, puis une phase plus rapide entre 10 et 15 jours et enfin une
nouvelle phase d’accélération entre 15 et 20 jours.

Quels que soient les rétrovirus produits au sein de la tumeur en développement par les cellules
d’encapsidation injectées, aucune différence de croissance tumorale n’a été observée. Ces
résultats décevants ne nous permettent cependant pas de conclure sur ’absence d’effet du
dominant négatif de Etsl dans le développement tumoral. A ce stade de I’analyse, aucune
information n’est connue sur le taux de réussite de I’infection ni sur les cellules infectées.

Les analyses macroscopiques n’ont pas révélé un effet majeur du dominant négatif de Ets1 dans
la vascularisation des tumeurs puisque dans tous les cas des vaisseaux sanguins dirigés vers la
tumeur ont été observés. Ces résultats ne permettent pas de tirer de conclusion sur P'effet du

dominant négatif in vivo puisque nous n’avons pas pu estimer les perturbations locales de
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’architecture de 1’arbre vasculaire et nous n’avons pas pu observer le phénotype des cellules

endothéliales infectées par les virus MFG-DB.

Une expression hétérogéne des ARNs viraux :

Les résultats de détection des ARNm viraux par Northern blot nous démontrent que d’un
échantillon a I’autre, les transcrits viraux codant Ets1-DB ne sont pas exprimés en méme
quantité. Les échantillons ayant été prélevés sur des tumeurs enticres, il se peut que d’un
prélevement a I’autre nous ayons sélectionné des zones plus ou moins infectées. Ce résultat
souligne que de telles expériences doivent étre analysées statistiquement. Ce Northern blot reste
cependant un outil extrémement précieux car si des travaux conduisent un jour a I’identification
de genes cibles pour les protéines Ets au cours de 1’angiogenese, il sera intéressant de vérifier si

la régulation de ces geénes est perturbée par I’expression de dominant négatif.

Des cellules endothéliales sont infectées :

Les analyses microscopiques de Dactivité de la B galactosidase démontrent une tres
grande hétérogénéité de I’infection au sein de la tumeur. 1l faut cependant souligner que les zones
infectées ne sont observées qu’a la périphérie des échantillons au niveau des coupes ce qui
suggere que le substrat n’a pas diffusé au sein du tissu tumoral dense. 1l nous faut donc améliorer
la technique de révélation de I’activité de la § galactosidase.

Toutefois, des zones ou I’efficacité d’infection est importante ont été repérées et des rétrovirus
ont infecté des cellules endothéliales.

Si le modele est prometteur, il ne sera analysable que si une détermination extrémement précise
des zones d’infection est faite. Aucune conclusion ne pourra €tre tirée si cette condition n’est pas
remplie puisque I’éventuel phénotype di a ’expression du dominant négatif de Ets]l ne pourra
&tre caractérisé que si on repere son lieu d’expression. La technique d’hybridation in situ, réalisée
avec une sonde Neo permettra d’identifier les zones d’expression virales. Cette méme technique
réalisée avec une sonde gag, pol ou env (issue des génes codant les protéines virales) permettra
de distinguer les cellules infectées (ne produisant aucune protéine virale puisque le virus est
déficient pour la réplication) des cellules productrices exprimant les protéines virales nécessaires

a ’encapsidation du virus (Figure 15).
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Cellule productrice de virus Cellule infectée

DB-Neo
——
Hybridati
yorication Cellule productrice de virus Cellule infectée
1n situ
Sonde Neo + +
Sondes
Gag, Pol, Env + -

Figure 15 : Une technique éventuelle de caractérisation des cellules infectées

Par hybridation in situ, les cellules productrices de virus et infectées seront repérées avec un sonde Neo ;
une sonde virale (Gag, Pol ou Env) permettra de différencier les cellules productrices de virus des
cellules infectées qui n’expriment pas ces ARNG.

De nombreuses analyses sont encore a réaliser avant de pouvoir conclure sur I’effet du dominant
négatif de Etsl. Si ce modele est susceptible d’apporter des résultats sur I’effet du dominant
négatif de Ets1 au cours de I’angiogenese, il peut également fournir des informations sur 1’effet
du mutant dans les fibroblastes du stroma tumoral ou le facteur de transcription est aussi

exprimé.
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II.Autres constructions rétrovirales réalisées :

Les vecteurs viraux MFG sont efficaces dans notre systéme d’étude. C’est pourquoi, nous
avons entrepris de réaliser de nouvelles constructions dans ce méme vecteur afin de surexprimer

Ets dans les cellules endothéliales et de construire un nouveau mutant.

Matériel et Méthodes :

Constructions rétrovirales :

La séquence codant le domaine de fixation a I’ADN du facteur de transcription Ets1 (de I’acide
aminé 306 a 1’acide aminé 440) a été amplifiée par PCR en utilisant les oligonucléotides : 5’
ATC TCG AGA CCA TGG ACT ATG TGC GTG ACC GT 3’ et 5° ATC AAT TGT CTA GTC
AGC ATCCGG CTT 3.

Apres vérification de I’absence de mutation par séquencage du produit de PCR, ce fragment a été
cloné dans le plasmide rétroviral MFG au niveau des sites de clonages Ncol et BamH1 et en
amont de la séquence IRES Neo (décrite dans Mattot et al soumis), ce nouveau vecteur a été
appelé MFG-DBI (pour dominant négatif de longue taille).

Une séquence "Tag" codant 15 acides aminés et correspondant a I’antigéne de I'Hemagglutinine
influenza a ét€ construite par hybridation in vitro des quatre oligonucléotides suivants : 5° CAT
CAT GAG CTA CCC TTA 3’ ; 5 CGA TGT GCC GGA TTA CGC TAG CCT GGG CcCC
TGG TAA GGC 3’ ; TCG AGT AGT ACT CGA T 3’ ; 5 GGG AAT GCT ACA CGG CCT
AAT GCG ATC GGA CCC GGG ACCATTCCGCCG G ¥

Elle a ensuite été clonée en 5’ de I’ADNc du gene Etsl de souris. L’ensemble de la construction
a ensuite été introduit dans le plasmide rétroviral MFG en amont de la séquence IRES Neo aux

sites de clonages Ncol et BamH1, ce nouveau vecteur a été nommé MFG-TagFEts1.

Retard sur gel:

Les protéines recombinantes produites a partir des constructions DBI et TagEts1 clonées dans des
plasmides pBluescript (Stratagene) ont été utilisées dans des expériences de retard sur gel. Les
sondes spécifiques, les sondes aspécifiques ainsi que la technique expérimentale sont les mémes

que celles décrites précédemment (Mattot et al soumis).
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Figure 16: Le retrovirus MFG permettant I'expression de Ets1-DBI

La construction Ets1-DBI (de 'acide aminé 306 a I'acide aminé 440) a été clonée dans le rétrovirus
MFG (A). La protéine recombinante Ets1-DBI se fixe a la séquence consensus reconnue par

les membres de la famille Ets (B). Les transcrits viraux sont exprimés dans les cellules
d'encapsidation (C) ainsi que la protéine Ets1-DBI (D).



Culture cellulaire et transfection :

Les cellules d’encapsidation GP+E86 sont cultivées en DMEM avec 10% de sérum de veau
(Hyclone), de la pénicilline (50U/ml) et de la streptomycine (50pg/ml). Les plasmides
rétroviraux ont été transfectés dans ces cellules selon la méme technique que celle décrite
précédemment (Mattot et al soumis). Brievement, les cellules sont mises en culture en boite de
10cm?  raison de 150000 cellules par puits puis transfectées le lendemain avec les différentes
constructions au moyen de lipofectamine (Gibco). Dans chaque cas, 2ug d’ADN plasmidique et
12ug de lipofectamine dans 1ml d’OptiMEM sont utilisés pour la transfection. Les cellules sont

ensuite sélectionnées pour leur résistance a la néomycine durant 15 jours.

Northern blot et immunoprécipitation :

Les mémes techniques expérimentales que précédemment (Mattot et al soumis) sont reprises
pour analyser les populations cellulaires productrices de ces rétrovirus.

Les mémes sondes etsl et GAPDH ont été utilisées pour I’hybridation des Northern blot.
L’ anticorps polyclonal anti-Ets1 est équivalent a celui décrit dans (Gilles et al., 1996) ; Mattot et

al soumis). L’anticorps polyclonal anti-Tag est commercialisé par Babco.

Résultats :

Les constructions rétrovirales et les caractéristiques des protéines recombinantes :

La protéine Ets1-DBI correspond a une protéine Ets] tronquée et réduite au domaine de fixation
a I’ ADN. Elle differe de la protéine Ets1-DB décrite précédemment (Mattot et al soumis) dans sa
partie carboxy-terminale qui correspond exactement a celle du facteur de transcription Etsl
(Figure 16, A). Dans des expériences de retard sur gel (Figure 16, B), cette protéine mutante se
fixe aux séquences d’ADN (EBS, Ets binding site) reconnues par les membres de la famille Ets
(Laget et al., 1996) et par Ets1-DB qui est tronqué dans sa partie carboxy-terminale (Mattot et al
soumis). L’efficacité de fixation a ’ADN de Ets1-DBI ne semble pas différer de celle de Etsl-
DB.

La protéine Ets1 fusionnée dans sa partie amino-terminale avec I’antigene de 1I’hémagglutinine
influenza (TagEts1, Figure 17, A) a conservé ses capacités a se fixer a des séquences EBS. Cette
fixation est spécifique comme nous I’indiquent les compétitions que nous avons réalisées (Figure
17, B). Plusieurs retards de migration de la sonde sont observables sur le gel (Figure 17, B
fleches) dus a la synthése in vitro de plusieurs protéines de tailles variables comme nous 1’avons

mis en évidence par immunoprécipitation du produit de cette synthése avec un anticorps anti-

115



A

346 438 455

ATG- /] |res NEO

Tag-ETS-1 P
61,6kD(455AA) e
N\ -
N e
e
N e
N e
e
Wyt \N\coI BamHI/
T T T T T T T T T Vi
SD SA
N
Q}%
N g C ’$& &q’% ,QQ)
N g o 3
& &
&S
—>
— >

GAPDH

GP+E86 GP+E86-TagFEts

Anti-Tag

!
1

]
+
!

1

]
+

Anti-Ets2  + - - - + - - -
Anti-Etsl

-+ o+ - -+ o+

68 —

43 —

Figure 17 : le rétrovirus permettant I'expression du TagEts1

La construction TagEts1 a été clonée dans le rétrovirus MFG (A).

Les protéines recombinantes fixent la séquence consensus reconnue par

les membres de la famille Ets (B). Les transcrits viraux (C) et la protéine TagEts1 (D)
s'expriment dans les cellules d'encapsidation.

SC, compétition spécifique; AC, compétition aspécifique

Remarque: les anticorps Anti-Etsl et Anti-Ets2 sont des anticorps polyclonaux
reconnaissant plutot Ets1 ou Ets2.



Etsl (résultat non présenté). Plusieurs sites d’initiation de traduction pourraient expliquer
I’existence de ces multiples protéines. La présence de ces sites internes d’initiation est d’autant
plus plausible qu’un anticorps anti-Tag provoque un retard encore plus important de migration
du complexe ADN/protéine (Figure 17, B, téte de fleche) mais que tous les complexes ne sont

pas touchés par la présence de cet anticorps.

Les expressions rétrovirales :

Les transcrits rétroviraux sont détectés aux tailles attendues a la fois dans les cellules GP+E86-
DBI avec une sonde ets1 et dans les cellules GP+E86-TagEts1, avec une sonde Neo (Figures 16
et 17, C). Dans les cellules GP+E86-TagEts1 I’expression des transcrits rétroviraux est faible,
surtout si elle est comparée a celle des transcrits exprimés dans les cellules GP+E86-DB. Les
protéines DBI et TagEts1 ont également été détectées dans ces mémes cellules (Figures 16 et 17,
D). La protéine TagEtsl a notamment ét€ immunoprécipitée avec deux anticorps différents, un

anticorps anti-Ets! et un anticorps anti-Tag (Figure 17, D).

Discussion :

Ces résultats préliminaires indiquent que deux nouveaux outils sont utilisables pour poursuivre le
travail déja entrepris. Toutefois, il faut rester prudent sur la qualité des rétrovirus MFG-TagEts1.
La faible expression des transcrits viraux n’est pas trés encourageante et les infections de
fibroblastes ou de cellules endothéliales par ces vecteurs déja entrepris n’a pas permis une
expression suffisamment élevée de la protéine TagEts1 pour qu’elle puisse étre détectée. Des
expériences complémentaires doivent €tre envisagées avant une utilisation de ces vecteurs.

Ces nouvelles constructions présentent plusieurs intéréts. Analyser 1’effet de Ets1-DBI, en
comparaison avec les résultats déja obtenus avec Ets1-DB tronqué en partie carboxy-terminale,
permettrait de vérifier si ses compétences sont réellement plus réduites ou si son mode d’action
est différent (par association avec des cofacteurs par exemple). La surexpression du facteur de
transcription Ets1 dans les cellules endothéliales permettra de compléter les résultats acquis et

surtout de préciser éventuellement une fonction pour le facteur de transcription Ets1 lui méme.
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Conclusion.

Finalement, avons nous répondu a la question que nous nous étions posée sur le role des facteurs
de transcription de la famille Ets dans le processus angiogénique ? Le défi était quand méme de
taille ! Malheureusement, la réponse a cette question reste mitigée. Le role des membres de la
famille Ets dans la régulation de I’adhérence cellulaire est incontestable mais il reste a déterminer
par quels mécanismes 1’adhérence cellulaire est contrdlée par ces facteurs et quels sont les génes

cibles mis en jeu dont I’expression est affectée.

En tant que pionniers dans le domaine, nous ne pouvons pas cacher une certaine
déception de ne pas avoir « décortiqué » plus finement ’effet de ce dominant négatif de Etsl
dans les cellules endothéliales. Cette étude tend a réorienter les recherches sur le rle des facteurs
de transcription de la famille Ets dans I’angiogenése. Elle vient aussi bousculer certaines théories
qui nous l’avons vu sont particulicrement bien défendues par d’autres. Ces travaux sont
inachevés et peuvent encore mettre en évidence des effets intéressants. De nombreux points sont

encore a étudier et les propositions que nous avons citées sont loin d’€tre exhaustives.

Seule une toute petite étape vient donc d’étre franchie mais pour me consoler j’ai

conscience que I’histoire ne fait que commencer...
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