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Liste des abréviations 
Ang 1 et 2 : angiopoïétine 1 et 2 
AdCMV : adénovirus recombinant comportant un promoteur de cytomégalovirus 
ADN  : acide désoxyribonucléique (DNA) 
AEC  : 3-amino-9-ethylcarbazole 
ARN  : acide ribonucléique (RNA) 
aFGF  : acidic fibroblast growth factor 
bFGF  : basic fibroblast growth factor 
CAM assay : modèle de membrane chorïo-allantoïde d’embryon de poulet 
CNV  : néovascularisation choroïdienne ou membrane néovasculaire 
DMLA  : dégénérescence maculaire liée à l’âge 
EMMPRIN : inducteurs des métalloprotéinases matricielles extracellulaires 
EP  : épithélium pigmentaire 
FGF  : fibroblast growth factor 
GPI  : glycosylphosphatidylinositol 
HIF  : hypoxia-inducible factor 
Ig  : immunoglobuline 
IL  : interleukine 
KO  : déficiente (knock-out) 
LBS  : lysine-binding site 
LPC  : microdissecteur laser (laser pressure catapulting) 
LRP  : lipoprotein receptor-related protein 
MEC  : matrice extra-cellulaire 
MMPs  : métalloprotéinases matricielles 
MT-MMPs : métalloprotéinases de type matricielles 
PAI-1  : inhibiteur de l’activateur du plasminogène de type 1 
PCR  : réaction de polymérisation en chaîne 
PDGF  : platelet-derived growth factor 
PDGFR : platelet-derived growth factor receptor 
PDT  : thérapie photodynamique 
PECAM : molécule d’adhésion des plaquettes et des cellules endothéliales 
PEDF  : facteur dérivé de l’épithélium pigmentaire de la rétine 
Plg  : plasminogène 
PlGF  : placenta growth factor 
Pln  : plasmine 
RT-PCR : transcription inverse suivie d’une PCR 
scuPA  : activateur du plasminogène de type urokinase simple chaîne 
SDS  : sodium dodecyl sulphate 
TGF  : transforming growth factor 
TIMPs  : inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases matricielles 
tPA  : activateur du plasminogène de type tissulaire 
uPA  : activateur du plasminogène de type urokinase 
uPAR  : récepteur de l’activateur du plasminogène de type urokinase 
VBM  : membrane basale vasculaire 
VEGF  : vascular endothelial growth factor 
VEGFR : vascular endothelial growth factor receptor 
VHL  : von Hippel-Lindau 
VN  : vitronectine 
VPF  : facteur de perméabilité vasculaire 
WT  : sauvage (wild-type) 
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Introduction 

1 L’angiogenèse 

1.1 Angiogenèse pathologique versus angiogenèse physiologique 

 

Au cours du développement embryonnaire, les vaisseaux sanguins sont formés de novo, à 

partir de cellules précurseurs de cellules endothéliales, appelées angioblastes, qui 

s’assemblent en un plexus de capillaires primaires. Ce réseau primitif se différencie par la 

suite. Ce processus de formation de vaisseaux sanguins est appelé vasculogenèse. De 

nouveaux vaisseaux peuvent également bourgeonner et se diviser en branchements à partir 

des capillaires déjà existants. Ce processus est alors appelé angiogenèse [Carmeliet, 2000]. 

Chez l’adulte, le réseau vasculaire est habituellement quiescent. Les cellules endothéliales 

font partie des cellules dont la durée de vie est la plus longue, après celle des cellules 

nerveuses. Le renouvellement physiologique des cellules endothéliales peut se mesurer en 

années dans les tissus. Les rares organes qui, à l’état adulte, requièrent ce mécanisme, sont les 

organes reproducteurs femelles. Ces organes sont en effet soumis à une croissance 

physiologique [Hanahan and Folkman, 1996;Carmeliet and Jain, 2000] et subissent 

d’importantes modifications tissulaires [Kalluri, 2003]. 

Cependant, dans des conditions pathologiques, une angiogenèse peut se développer. 

L’exemple typique est celui des cancers. Ce qui différencie le processus « normal » de 

l’angiogenèse pathologique, c’est l’équilibre finement régulé entre des facteurs pro- et anti-

angiogéniques [Carmeliet and Jain, 2000;Yancopoulos et al., 2000;Liekens et al., 2001]. 

Pendant l’angiogenèse physiologique normale, les nouveaux vaisseaux deviennent rapidement 

matures et stables. Par contre, les tumeurs, souvent comparées à des blessures qui ne 

cicatrisent jamais [Dvorak, 1986], ont perdu ce délicat équilibre entre les facteurs positifs et 

négatifs de contrôle des vaisseaux. Une des caractéristiques des vaisseaux tumoraux est qu’ils 

ne deviennent jamais quiescents et sont soumis à une croissance vasculaire constante au sein 

des tumeurs. La conséquence de ce phénomène, est que le réseau vasculaire tumoral 

développe des caractéristiques uniques et devient distinct du système d’approvisionnement 

sanguin normal. Ces observations ont conduit au concept « d’équilibre angiogénique » par 
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lequel le statut de l’activation endothéliale est déterminé par l’induction de régulateurs 

positifs et/ou par la perte de régulateurs négatifs [Hanahan and Folkman, 1996;Bergers and 

Benjamin, 2003] (fig. 1). 

Les vaisseaux sanguins tumoraux possèdent une architecture différente des vaisseaux 

normaux. Ils ont une forme irrégulière. Ils sont dilatés et tortueux, et peuvent former des culs-

de-sac. Ils ne sont pas organisés en veinules, artérioles et capillaires comme les vaisseaux 

normaux. Le réseau vasculaire qui se forme au sein des tumeurs est souvent très perméable et 

hémorragique. Ceci est partiellement dû à la sur-expression de VEGF (vascular endothelial 

growth factor, aussi appelé facteur de perméabilité vasculaire ou VPF). Les cellules 

périvasculaires qui sont habituellement en contact étroit avec l’endothélium deviennent 

souvent plus lâchement associées et moins abondantes [Benjamin et al., 1999;Morikawa et al., 

2002]. La présence de cellules tumorales intégrées au sein des parois des vaisseaux sanguins 

tumoraux a été également décrite [Folberg et al., 2000;McDonald et al., 2000;Hendrix et al., 

2003;Shirakawa et al., 2003;Shirakawa et al., 2002]. La progression d’autres tumeurs 

implique par contre des phénomènes de vasculogenèse, grâce au recrutement de précurseurs 

de cellules endothéliales de la moelle osseuse [Rafii, 2000;Lyden et al., 2001]. Les vaisseaux 

tumoraux peuvent se développer également par intussusception (fig. 2), c’est-à-dire l’insertion 

d’une colonne tissulaire au sein de la lumière d’un vaisseau pré-existant [Carmeliet and Jain, 

2000]. L’augmentation de l’angiogenèse coïncide avec la pénétration de cellules tumorales au 

sein de la circulation et donc facilite la dissémination des métastases.  

 

1.1.1 Les trois étapes de l’angiogenèse 

1.1.1.1 La dégradation de la matrice extracellulaire. 

Le bourgeonnement angiogénique est un des mécanismes de formation des vaisseaux chez 

l’adulte. L’angiogenèse débute par une vasodilatation induite par le VEGF et modulée par le 

monoxyde d’azote. Cette vasodilatation permet l’extravasation de protéines plasmatiques 

favorisant la migration des cellules endothéliales. Les protéinases de type activateur du 

plasminogène, les métalloprotéinases et les molécules de la famille des héparinases 

influencent l’angiogenèse en dégradant la matrice extracellulaire et en permettant la libération 

de facteurs piégés dans cette matrice tels que les FGFs (fibroblast growth factors) et le VEGF 

[Stetler-Stevenson, 1999]. 

 



 

Figure 1: Représentation de l’équilibre angiogénique entre les facteurs pro- et anti-angiogénique d’après 
[Bergers and Benjamin, 2003]. 

 

 

(1)
(2) 

(3)

(4)

 

Figure 2 : Mécanismes cellulaires d’angiogenèse tumorale et de lymphangiogenèse. La croissance des vaisseaux 
tumoraux peut se dérouler selon différents mécanismes : (1) le réseau vasculaire de l’hôte s’étend par 
bourgeonnement de cellules endothéliales ou par formation de ponts vasculaires, c’est l’angiogenèse ; (2) les 
vaisseaux tumoraux peuvent être remodelés et s’étendre par insertion de colonnes de tissus interstitiels au sein de 
vaisseaux pré-existants, c’est l’intussusception ; (3) des cellules endothéliales résidentes précurseurs provenant 
de la moëlle osseuse ou de la circulation périphérique peuvent se loger au sein des tumeurs et développer une 
lignée endothéliales de vaisseaux tumoraux, c’est la vasculogenèse. (4) Les vaisseaux lymphatiques drainent le 
fluide interstitiel tumoral et offrent une porte de sortie pour la dissémination des métastases. [Carmeliet and Jain, 
2000] 
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Le réseau des angiopoïétines (1 et 2) et leur récepteur Tie-2 est impliqué dans le détachement 

des cellules musculaires lisses et le relâchement de la matrice des vaisseaux [Maisonpierre et 

al., 1997;Thurston et al., 2000].  

 

1.1.1.2 La prolifération et la migration des cellules endothéliales 

La matrice extracellulaire étant dégradée, les cellules endothéliales proliférantes vont migrer à 

distance. Les VEGF et leurs récepteurs sont largement impliqués dans cette prolifération et 

cette migration cellulaire [Ferrara, 1999]. Les intégrines sont des molécules qui participent à 

l’interaction cellule/matrice (…v3 ou α5). À cette étape, les molécules impliquées dans les 

interactions cellule–cellule ou cellule–matrice comme l’intégrine αvβ3 permettent l’adhésion 

et l’étalement des cellules endothéliales [Brooks et al., 1994a;Santoni et al., 2001]. 

L’angiopoïétine-1 apparaît impliquée dans le chimiotactisme des cellules endothéliales 

potentialisant l’effet du VEGF [Gale et al., 2002]. L’angiopoïétine-1 permet aussi la 

maturation et la stabilisation du vaisseau [Suri et al., 1998;Hawighorst et al., 2002]. Les 

membres de la famille des FGF et de la famille des PDGF affectent aussi l’angiogenèse en 

recrutant des cellules mésenchymateuses ou des cellules inflammatoires [Hirschi et al., 

1999;Cao et al., 2003]. 

Les cellules endothéliales s’assemblent en tubes pleins qui acquièrent par la suite une lumière. 

Le VEGF en association avec l’angiopoïétine-1 participe à la formation et l’augmentation du 

diamètre luminal [Suri et al., 1998]. La thrombospondine-1 est un inhibiteur endogène de la 

formation de la lumière. 

 

1.1.1.3 La différenciation des cellules endothéliales 

Afin de s’adapter aux demandes de la physiologie locale, les cellules endothéliales acquièrent 

des caractéristiques spécialisées, déterminées par l’organe dans lequel elles se situent [Risau, 

1997]. Par exemple, le développement de la barrière hématoencéphalique nécessite une 

interaction des cellules endothéliales avec les cellules astrogliales et les péricytes et nécessite 

de l’angiotensinogène. C’est le cas également de la rétine qui est protégée par la barrière 

hémato-rétinienne sensible au VEGF [Antonetti et al., 1999]. Les produits à l’intérieur des 

vaisseaux ne diffusent pas vers les tissus en raison des jonctions intercellulaires serrées (tight-
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junctions). Au contraire, les cellules endothéliales des glandes endocrines impliquées dans 

l’échange de particules deviennent fenestrées et discontinues. Cette transformation s’effectue 

par l’entremise des interactions entre le VEGF et la matrice extracellulaire. Les cellules 

endothéliales dans les tumeurs sont anormales sur plusieurs points. Elles forment des 

multicouches, des ponts, contiennent des trous intercellulaires, démontrent des propriétés de 

perméabilité incontrôlée et subissent un remodelage constant [Couffinhal et al., 2001]. 

La maturation du réseau endothélial implique un remodelage et une uniformisation des 

capillaires ainsi qu’une organisation régulière et structurée du réseau. Quelques expériences 

montrent que le VEGF, le récepteur Tie-1, certaines molécules d’adhésion ou des intégrines 

sont impliquées dans ce remodelage [Carmeliet et al., 1996;Carmeliet et al., 1999;Patan, 

1998]. L’établissement d’un réseau vasculaire fonctionnel requiert la maturation des 

vaisseaux natifs en vaisseaux matures, durables et fonctionnels (fig. 3). C’est l’association de 

péricytes et de cellules musculaires lisses avec les néo-vaisseaux qui régule la prolifération, la 

survie, la migration et la différenciation des cellules endothéliales. Le PDGF (Platelet-derived 

growth factor) et son récepteur le PDGFR ont un rôle essentiel dans la stabilisation de ces 

vaisseaux natifs en recrutant des cellules progénitrices mésenchymateuses [Carmeliet, 2003]. 

Le PlGF (Placenta growth factor) contribue également à l’équilibre angiogènique par 

différents mécanismes. Il affecte les cellules endothéliales en amplifiant l’activité 

angiogènique du VEGF, il agit sur les cellules musculaires lisses et par conséquent stimule la 

maturation et la stabilisation des vaisseaux. Le PlGF recrute des cellules inflammatoires qui 

jouent un rôle crucial dans la croissance latérale des vaisseaux, et enfin il peut mobiliser des 

cellules souches et progénitrices vasculaires et hématopoïétiques de la moelle osseuse 

[Autiero et al., 2003]. 

 

1.2 Le contrôle de l’angiogenèse pathologique 

 

La plupart des connaissances concernant le contrôle de l’angiogenèse pathologique viennent 

de l’angiogenèse tumorale. Les régulateurs positifs incluent au moins la famille des VEGF, 

les FGFs, les angiopoïétines, les cytokines, les chémokines, et leurs récepteurs à tyrosine 

kinases. 

 



 

 

 

 

 

 

Figure 3 :Les vaisseaux néoformés ne sont constitués que de cellules endothéliales. Le panneau supérieur montre 
que la maturation des vaisseaux requiert un mélange de facteurs angiogéniques ou artériogéniques tels que 
l’angiopoïétine-1, le PDGF ou le PlGF afin de proférer une durée de vie suffisante aux vaisseaux, permettant aux 
cellules endothéliales d’être plus jointives et d’être couvertes par les cellules péri-vasculaires que sont les 
péricytes et les cellules musculaires lisses. Le panneau inférieur montre la régression des vaisseaux lorsque les 
facteurs angiogéniques requit sont insuffisants. [Carmeliet, 2003] 
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Un nombre croissant de régulateurs négatifs a été identifié, tels notamment les inhibiteurs de 

protéinases, la thrombospondine, les interférons, les chémokines (IP-10 et PF-4), les 

fragments bio actifs composant de la matrice extra-cellulaire (MEC) [Liekens et al., 

2001;Yancopoulos et al., 2000]. 

L'existence d'une large série d'autres molécules pro-angiogéniques (fréquemment testées sur 

le modèle cornéen) a été démontrée ces dernières années. Comme elles ont été peu ou pas 

abordées dans ce travail, nous nous limiterons à en faire une description schématique 

(Tableau 1). 

Il existe également une liste impressionnante de facteurs endogènes capables d'inhiber 

l'angiogenèse. Parmi ces derniers, il nous semble important de mentionner deux fragments 

protéolytiques : l'angiostatine (dérivée du plasminogène, [O'Reilly et al., 1994]) et  

l'endostatine (dérivée du collagène de type XIII, [O'Reilly et al., 1997]). D'autres, comme la 

thrombospondine, sont des facteurs régulés par les gènes suppresseurs de la croissance 

tumorale [Dameron et al., 1994]. Enfin, nous ne pouvons passer sous silence un inhibiteur 

découvert au niveau oculaire, le facteur dérivé de l'épithélium pigmentaire de la rétine, PEDF 

[Dawson et al., 1999].  

Les facteurs angiogéniques, notamment le VEGF, produits par les cellules tumorales, 

induisent une hyper-perméabilité résultant en l’extravasation de protéines plasmatiques 

incluant au moins : le fibrinogène, la pro-thrombine, et la vitronectine. Le facteur tissulaire, 

par le biais de l’activation de la thrombine, déclenchent la formation de fibrine [Folkman, 

1996]. Associée avec d’autres protéines d’adhésion telles que la vitronectine, la laminine et la 

fibronectine, la fibrine forme cette matrice temporaire favorable à l’angiogenèse et à la 

croissance tumorale [Dvorak et al., 1995]. Ces composants matriciels contrôlent la 

prolifération, la migration, la survie et l’apoptose cellulaire par l’interaction des molécules 

d’adhésion exprimées à la surface cellulaire. L’angiopoïétine 1 stabilise le réseau endothélial 

par stimulation des interactions entre les cellules endothéliales et péri-endothéliales, et réduit 

la perméabilité vasculaire [Carmeliet and Jain, 2000]. 
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Tableau 1 - Liste (non exhaustive) d'une série de facteurs intervenant dans l'angiogenèse. 

Facteur Propriétés Influence de la déficience/sur-expression chez la 
souris 

 -Récepteurs Tie1/Tie2 - expression semblable aux récepteurs de VEGF  

- propriété tyrosine kinase [Korhonen et al., 1994] 

- déficience en Tie1 est létale [Puri et al., 1995] 

- déficit en  Tie2 → perte des branchements [Sato et 
al., 1995] 

- Angiopoïétines 1/2 - ligands du récepteur Tie2  

- Ang2 est l'antagoniste de Ang1 [Maisonpierre et al., 1997] 

- déficit en Ang1 semblable au déficit en Tie2 [Suri 
et al., 1996] 

- sur-expression d’Ang2 semblable au déficit en 
Ang1  

- FGF(s) - effet mitogène sur plusieurs types cellulaires dont les cellules 
endothéliales [Thomas, 1987] 

- lié à la matrice [Folkman et al., 1988;Soubrane et al., 1990] 

- déficience combinée aFGF et bFGF autorise un 
développement vasculaire normal [Miller et al., 
2000] 

- PDGF - homo- ou hétéro-dimère de chaîne A et B  

- mitogène pour muscle lisse et péricytes [Heldin and Westermark, 
1999] 

- déficit létal par manque de recrutement des 
péricytes [Lindahl et al., 1997] 
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- TGF-β - sécrété sous forme latente activée par pH acide [Lawrence et al., 
1985] ou protéases [Lyons et al., 1988] 

- effet lié à la dose [Merwin et al., 1991;Pepper et al., 1993b] 

- effet net anti-protéolytique [Pepper et al., 1990] 

- stimule le recrutement de cellules inflammatoires 

- déficience létale avec anomalies de vascularisation 
[Dickson et al., 1995] 

- déficience du récepteur létale [Oshima et al., 
1996] 

- TNF-α  - synergie avec VEGF pour l' effet perméabilisant sur l'endothélium 
[Clauss et al., 2001] 

- déficience non létale [Marino et al., 1997] 

 

- Angiogénine - ribonucléase isolée dans les tumeurs humaines [Fett et al., 
1985;Pavlov and Badet, 2001] 

- son inhibition exerce un effet anti-tumoral [Kao et al., 2002]  
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Les molécules d’adhésion les plus importantes dans l’angiogenèse comprennent les intégrines 

αvβ3 et αvβ5, les récepteurs à la fibrine et à la vitronectine [Eliceiri and Cheresh, 1999;Brooks, 

1996;Scatena and Giachelli, 2002]. Le blocage des intégrines αvβ3 et αvβ5, par des anticorps 

monoclonaux ou des petites molécules inhibitrices, empêche la croissance tumorale et 

l’angiogenèse dans des modèles animaux [Brooks et al., 1994b]. Toutefois, l’angiogenèse 

induite par les tumeurs se déroule correctement, et est même augmentée chez les souris 

déficientes pour le β3 ou doublement déficientes pour le β3/β5 .[Reynolds et al., 2002]. Ces 

données apparemment paradoxales suggèrent que, plutôt que d’être requises pour 

l’angiogenèse, les intégrines αvβ3 et αvβ5 pourraient fonctionner normalement en la limitant. 

L’effet réel des agents bloquants des intégrines serait l’activation de ces intégrines, un 

processus se référant à la « voie de mort cellulaire médiée par les intégrines », conduisant à 

l’inhibition de l’angiogenèse [Cheresh and Stupack, 2002]. Dans un modèle oculaire de 

néovascularisation rétinienne induite par hypoxie, le blocage des intégrines chez les souris 

p53 -/- est inefficace pour empêcher l’angiogenèse rétinienne pathologique, suggérant que les 

intégrines αv et le p53 agissent de concert [Stromblad et al., 2002]. 

Pendant l’angiogenèse, la protéolyse extra-cellulaire est impliquée à différents niveaux, 

notamment au niveau du remodelage de la matrice provisoire, de la dégradation des 

membranes basales, de la migration et de l’invasion cellulaire (fig. 4). En plus de la 

dégradation des composants de la matrice extracellulaire, les protéinases sont aussi 

impliquées dans l’activation de cytokines, de même que dans la libération de facteurs de 

croissance séquestrés dans la MEC [Noel et al., 1997;Rifkin et al., 1999;Egeblad and Werb, 

2002;Noel et al., 2004]. 

Nous décrirons plus en détails la famille des VEGFs et les protéases impliquées au cours de 

l’angiogenèse et qui font l’objet de notre travail 

 

1.3 Les VEGFs et leurs récepteurs 

 

Depuis la découverte du VEGF ou VEGF-A, plusieurs homologues, dont les fonctions 

spécifiques sont moins bien connues, ont été identifiés : les VEGF-B, -C, -D, -E et le facteur 

de croissance placentaire PlGF [Papetti and Herman, 2002]. 

 



 

 

 

 

 

 

Figure 4 : L’angiogenèse est associée à la dégradation et à la néoformation de la membrane basale vasculaire 
(VBM). A) En réponse à des facteurs de croissance et aux MMPs, la membrane basale vasculaire subit une 
dégradation et des changements structurels. Cette transformation de matrice mature en matrice transitoire permet 
la prolifération et la migration des cellules endothéliales vasculaires. De tels facteurs de croissance, comme le 
VEGF (vascular endothelial growth factor), le bFGF (basic fibroblast growth factor) ou le PDGF (plateled-
derived growth factor) sont relargués par la membrane basale, et sont aussi produits par les cellules tumorales, 
les fibroblastes et les cellules immunes. B) L’ensemble formé par les cellules endothéliales, les péricytes et la 
membrane basale vasculaire va conduire à la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. [Kalluri, 2003] 
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C'est avec le PlGF que la similitude (~ 53%) est la plus forte [Maglione et al., 1991]. Ce 

dernier est de façon primaire exprimé dans le placenta et dans une moindre mesure, dans le 

cœur, le poumon, la glande thyroïde et le muscle squelettique [Iyer and Acharya, 2002]. Le 

PlGF est un ligand spécifique du récepteur au VEGF de type I appelé Flt-1, dont nous 

reparlerons plus tard. In vitro, il est capable d'induire une prolifération et une migration 

endothéliale [Park et al., 1994]. Comme pour le VEGF, des cibles non-endothéliales ont été 

décrites, notamment sur les monocytes [Barleon et al., 1996], les ostéoclastes [Niida et al., 

1999] ou durant l'invasion cytotrophoblastique [Zhou et al., 2002]. Toutefois, la déficience du 

PlGF endogène induite sur des souris déficientes s'est montrée compatible avec un 

développement embryonnaire normal, mais a surtout altéré la réponse angiogénique induite 

dans une série de modèles pathologiques de l'adulte [Carmeliet et al., 2001]. Certaines études 

ont suggéré que le PlGF pourrait, par la formation d'hétérodimères avec le VEGF, représenter 

un mécanisme supplémentaire de régulation des effets du VEGF [DiSalvo et al., 1995;Cao et 

al., 1996]. 

Le VEGF-B, qui est exprimé principalement dans le muscle strié et le cœur, possède ~ 43% 

de similitude au niveau des séquences d'acides aminés avec le VEGF. Comme le PlGF, il 

active le récepteur VEGFR-1 et est susceptible de former des hétérodimères avec le VEGF 

[Olofsson et al., 1996a;Olofsson et al., 1996b]. Bien que doté de propriétés mitogéniques sur 

les cellules endothéliales, sa déficience chez la souris induit un phénotype viable caractérisé 

surtout par des anomalies cardiaques [Bellomo et al., 2000]. 

Les autres membres de la famille VEGF présentent une homologie moins forte avec le VEGF. 

Les VEGF-C et -D activent le VEGFR de type 2 et 3, mais induisent une activité mitotique 

significativement moindre que celle de VEGF sur l'endothélium [Achen et al., 1998;Lee et al., 

1996]. La localisation de VEGF-C et de son récepteur principal (VEGFR-3) suggère un rôle 

dans le développement et le maintien du système lymphatique [Kukk et al., 1996]. Le VEGF-

D pour sa part jouerait un rôle dans le développement pulmonaire [Farnebo et al., 1999]. 

Enfin, VEGF-E est un terme collectif attribué à un groupe de protéines possédant une 

homologie avec le VEGF et codées par le virus orf (parapox virus). Ce dernier est 

principalement pathogène chez les herbivores, mais les lésions cutanées occasionnelles 

présentées par l'homme sont le siège d'une dilatation et d'une prolifération des vaisseaux 

dermiques [Lyttle et al., 1994]. 
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En plus de l’induction de la perméabilité cellulaire, de la prolifération et de la migration, la 

famille des VEGFs contrôle la survie des cellules endothéliales, activité nécessaire au 

maintien de l’intégrité des vaisseaux non matures durant l’angiogenèse [Benjamin et al., 

1999]. Le VEGF augmente également l’expression des métalloprotéinases matricielles 

(MMPs) et des inhibiteurs de protéinases [Carmeliet and Jain, 2000]. 

L’expression du VEGF est régulée positivement, en situation hypoxique, par la stabilisation 

d’une protéine HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) sur son récepteur. L’importance de l’HIF a 

notamment été mise en évidence dans la maladie de von Hippel-Lindau (VHL) où, suite à une 

mutation, la demi-vie du HIF est excessive, aboutissant à des taux élevés de VEGF et à des 

malformations vasculaires tumorales disséminées (système nerveux central, rein, rétine,…) 

[Richard et al., 1999;Josko and Mazurek, 2004;Yamakawa et al., 2004;Semenza, 2003]. 

 

1.3.1 Les récepteurs du VEGF 

 

Les récepteurs au VEGF font partie de la famille "7-Ig" caractérisée par la présence de sept 

domaines extracellulaires semblables aux immunoglobulines, un segment trans-membranaire, 

et un domaine intracellulaire possédant une activité tyrosine kinase [Neufeld et al., 1999]. Le 

VEGFR-1 (aussi appelé Flt1) lie VEGF, VEGF-B et PlGF. Le VEGFR-2 (encore dénommé 

Flk1) peut être activé par VEGF, VEGF-C, VEGF-D et VEGF-E. Enfin, VEGFR-3 (ou Flt4) 

interagit avec VEGF-C et VEGF-D surtout au niveau du système lymphatique. 

Bien que possédant une affinité nettement moindre pour le VEGF que VEGFR-1 (fig. 5), le 

VEGFR-2 activé par son ligand induit une activité mitotique intense au sein de l'endothélium 

associée à des changements morphologiques et une activité migratrice [Waltenberger et al., 

1994]. L'expression de l’ARN messager de VEGFR-2 est intense dans l'endothélium 

embryonnaire ou dans les tumeurs, alors qu'elle est fortement réduite dans l'endothélium 

quiescent normal de l'adulte [Millauer et al., 1993]. L'importance de VEGFR-2 dans la 

vasculogenèse a été démontrée par l'absence totale de réseau vasculaire organisé chez les 

souris déficientes [Shalaby et al., 1995]. Outre les cellules endothéliales activées et les 

précurseurs hématopoïétiques, d'autres types cellulaires comme les cellules neurales 

[Matsuzaki et al., 2001;Oosthuyse et al., 2001], mésangiales [Amemiya et al., 1999] et 

rétiniennes [Gilbert et al., 1998] expriment aussi ce récepteur. Il faut remarquer que VEGFR-
 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: Famille du VEGF. Liste des différents récepteurs ainsi que leurs ligands [Paleolog, 2002]. 
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2 n'est pas, contrairement à VEGFR-1, exprimé dans la lignée monocytaire [Sawano et al., 

2001]. 

Comme c'est le cas concernant VEGFR-2, l'absence de VEGFR-1 est létale chez la souris 

transgénique [Fong et al., 1995] suite à une désorganisation de l'arbre vasculaire consécutive à 

des divisions endothéliales et/ou angioblastiques aberrantes [Kearney et al., 2002]. Toutefois, 

une déficience isolée du domaine intracellulaire porteur de l'activité (faible) tyrosine kinase 

permet un développement embryonnaire normal [Hiratsuka et al., 1998] et l'utilisation de 

protéines de VEGF mutées ne se liant que sur un des deux types de récepteurs a, dans 

certaines conditions, mis en doute les capacités angiogéniques de la voie VEGFR-1 [Gille et 

al., 2001]. Ces observations ont amené l'hypothèse suivant laquelle le récepteur VEGFR-1 ne 

représenterait qu'un réservoir de VEGF, et que les effets de ses ligands spécifiques, PlGF et 

VEGF-B, seraient d'accroître la quantité de VEGF disponible, en les déplaçant, pour se lier 

sur VEGFR-2. Il semble néanmoins que dans plusieurs conditions pathologiques de l'adulte, 

VEGFR-1 exerce  un effet réellement positif [Carmeliet et al., 2001;Hiratsuka et al., 2001]. 
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2 Le système du plasminogène 
 

Le groupe de protéinases impliquées dans le remodelage de la MEC comprend quatre 

différentes familles: les sérines, les cystéines, les aspartiques et les métallo-protéinases ou 

MMPs [Twining, 1994;Puente et al., 2003]. 

Dans ce travail, nous avons envisagé plus particulièrement l’action des protéases à sérine et 

des métalloprotéinases (MMPs). 

Le système du plasminogène, de la famille des protéinases à sérine, est impliqué dans la 

fibrinolyse et dans la dégradation de la MEC directement, ou indirectement, par activation des 

MMPs (fig. 6). 

Au cours de la dernière décennie, des souris déficientes pour un des composants du système 

du plasminogène ont été générées, permettant l’étude directe du rôle de ces composants dans 

diverses maladies [Carmeliet et al., 1993a;Carmeliet et al., 1993b;Carmeliet et al., 

1994;Dewerchin et al., 1996;Lijnen et al., 1999;Ploplis et al., 1995;Ploplis et al., 2000]. 

Le système du plasminogène est composé de différentes protéines: (i) le plasminogène, une 

pro-enzyme inactive ; (ii) les activateurs du plasminogène de type urokinase (uPA) ou de type 

tissulaire (tPA), deux protéinases à sérine qui convertissent le plasminogène en plasmine ; (iii) 

l’uPAR, un récepteur de surface de l’uPA, lié au glycosylphosphatidylinositol (GPI), et (iv) 

les inhibiteurs des activateurs du plasminogène de type 1 et 2 (PAI-1 et PAI-2) appartenant à 

la famille des inhibiteurs de protéinases à sérine (les serpines). 

Bien que partageant des fonctions de conversion du plasminogène communes, les deux types 

d’activateur du plasminogène (uPA et tPA) ont des composantes structurelles et 

fonctionnelles distinctes. Brièvement, le tPA agit principalement comme une enzyme 

dépendante de la fibrine et à activation intra-vasculaire qui est impliquée de façon majoritaire 

dans la dissolution de caillots [Collen and Lijnen, 1991]. Par contre, l’uPA opère de façon 

indépendante de la fibrine. Il est fortement liée à un récepteur de surface de l’activateur du 

plasminogène et contrôle la protéolyse péri-cellulaire [Andreasen et al., 1997;Carmeliet and 

Collen, 2000;Blasi, 1997;Blasi and Carmeliet, 2002]. 

 



 

 

 

 

 

 

Figure 6: Représentation schématique des interactions potentielles entre le système activateur du plasminogène 
et le système des métalloprotéinases. Le système fibrinolytique contient une pro-enzyme, le plasminogène, qui 
est converti en plasmine active par l’activateur du plasminogène de type tissulaire (tPA) ou de type urokinase 
(uPA). La plasmine dégrade la fibrine et convertit certaines MMPs latentes (Pro-MMP) en formes actives, qui 
peuvent à leur tour dégrader la matrice extracellulaire (MEC). Ce phénomène d’activation peut être régulé 
positivement par un mécanisme en boucle durant lequel certaines MMPs peuvent activer d’autres pro-MMPs. 
Les effets sous la dépendance de la plasmine peuvent être inhibés par l’α2-antiplasmine, tandis que ceux sous 
la dépendance des MMPs peuvent être inhibés par des inhibiteurs tissulaires de MMPs, les TIMPs. L’inhibition 
peut également avoir lieu au niveau des activateurs du plasminogène par des inhibiteurs des activateurs du 
plasminogène, principalement PAI-1 et PAI-2. [Lijnen, 2002] 
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La molécule d’uPA est constituée de deux domaines fonctionnels majeurs : le domaine 

amino-terminal qui se lie à l’uPAR et le domaine catalytique carboxy-terminal. L’activation 

de l’uPA est initiée au travers d’une cascade d’évènements initiée par l’uPAR. L’uPA est 

sécrété sous forme d’une enzyme simple chaîne (scuPA) inactive, qui se lie à l’uPAR présent 

sur la plupart des types cellulaires. Le clivage du pro-uPA le rend actif sous forme d’une 

double chaîne liée par des ponts disulfures. La plasmine est un activateur physiologique 

important du scuPA [Binnema et al., 1991]. D’autres protéinases telles que le facteur XIIa, la 

cathepsine B, et la kallikréine sont également capables d’activer le scuPA, bien que leur rôle 

soit mal précisé [Lee et al., 2000;Schmaier, 2000]. 

Chaque molécule de plasmine peut amplifier cette cascade, par activation de plusieurs 

molécules de scuPA. Ce processus est rendu très efficace par la présence simultanée du 

plasminogène et du scuPA lié à la surface cellulaire à l’uPAR. La plasmine liée à son 

récepteur agit grâce à un site LBS (lysine-binding site) associé au domaine kringle de la 

plasmine ou du plasminogène. Le résultat de cette liaison est une augmentation de l’activation 

du plasminogène, tout en protégeant partiellement l’enzyme actif d’une éventuelle 

inactivation par l’alpha2-antiplasmine circulante [Hall et al., 1991]. Malgré tout, la plasmine 

liée peut être inactivée par l’aprotinine, par compétition avec la fibrine pour le site actif de la 

plasmine. 

Il existe une liste croissante de récepteurs ubiquitaires au plasminogène comprenant l’alpha-

enolase, la cytokératine 8 et l’annexine 11 [Plow et al., 1995]. 

La plasmine présente un large spectre d’activité, et est capable de dégrader de nombreuses 

glycoprotéines comme la laminine ou la fibronectine, et des protéoglycans de la MEC, ainsi 

que la fibrine. Elle peut activer d’autres protéinases telles que des pro-métalloprotéinases 

(MMP-1, MMP-3 et MMP-9). La plasmine peut également activer et libérer des facteurs de 

croissance de la MEC comme les TGF-β (transforming growth factor), les bFGF (basic 

fibroblast growth factor) et le VEGF [Rifkin et al., 1999]. 

L’uPA présent à la surface des cellules est, dès lors, généralement considéré comme 

l’initiateur d’une cascade de protéinases qui conduira à l’activation de la plasmine, à la 

rupture de la MEC, et à l’activation et/ou à la libération de cytokines/chémokines ou de 

facteurs de croissance. De cette façon, l’uPA aide à la migration cellulaire. Différentes 

observations indiquent que le rôle du système activateur du plasminogène dans la migration 
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cellulaire ne se limite pas à l’induction de la destruction de la matrice (fig. 7). En effet, en 

coopération avec l’uPAR et le PAI-1, l’uPA est impliqué dans les activités mitogènes, 

chémotactile, d’adhésion et de migration cellulaires [Schmitt et al., 2000;Blasi, 1999b;Blasi, 

1999a]. De plus, l’uPAR est aussi associé à la signalisation intracellulaire, et ne peut être 

considéré comme une simple molécule qui fixe l’uPA à la surface cellulaire [Blasi, 

1997;Chapman, 1997]. La liaison de l’uPA sur son récepteur cellulaire de surface concentre 

son activité à la surface de la cellule, appelé « site d’adhésion focalisé ». Le complexe 

uPA/uPAR interagit avec la vitronectine, une glycoprotéine multifonctionnelle de la MEC, et 

avec les intégrines β1 et β5, et, par ce moyen, participe à l’arrimage et à la migration cellulaire 

[Xue et al., 1997]. 

 

2.1 Les inhibiteurs physiologiques du système du plasminogène 

 

Différents inhibiteurs physiologiques naturels de la plasmine, comme l’alpha2-antiplasmine, 

et des activateurs du plasminogène, comme le PAI-1 et le PAI-2, contrôlent l’activité 

protéolytique tout au long de la cascade des protéinases à sérine. Le PAI-1 semble être 

l’inhibiteur de l’uPA à action la plus rapide in vivo. Il est secrété sous une forme active, mais 

conformationnellement instable. Le manque de ponts disulfure, pour stabiliser sa structure 

tertiaire, confère vraisemblablement à la molécule de PAI-1, un haut degré de plasticité 

conformationnelle. Le PAI-1 actif, libre, se transforme spontanément en une forme 

« latente », inactive, lorsque qu’il est in vitro, ou, lorsqu’il est sécrété dans le milieu de culture 

[Hekman and Loskutoff, 1985]. Quoi qu’il en soit, son activité inhibitrice est stabilisée et est 

prolongée grâce à sa liaison à la vitronectine, présente dans le plasma, dans les plaquettes et 

au sein de la MEC [Loskutoff et al., 1999;Salonen et al., 1989;Wiman et al., 1988]. La haute 

affinité entre la vitronectine et le PAI-1, permet à la vitronectine, de concentrer l’activité 

inhibitrice du PAI-1 dans une zone tissulaire spécifique. La vitronectine agit donc, comme un 

co-facteur du PAI-1, en contrôlant aussi bien son activité que sa localisation. 

Le PAI-1 ne se fixe pas uniquement sur l’uPA libre, mais également sur l’uPAR lié à l’uPA. 

Le complexe uPA/PAI-1 interagit avec un récepteur de l’endocytose, le récepteur α2-

macroglobuline trans-membranaire, protéine en relation avec les LRP (lipoprotein receptor-

related protein) de faible densité. Par l’action combinée de l’uPAR et de la LRP, le complexe 
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Figure 7 : Différents mécanismes d’action de PAI-1. PAI-1 est une protéine multifonctionnelle qui peut 
influencer la progression cancéreuse en régulant 1) l’adhésion et la migration cellulaire par son interaction avec 
la vitronectine, 2) la protéolyse, ou 3) la génération d’agents anti-angiogènes.[Noel et al., 1999] 
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uPA/PAI-1 est internalisé et dégradé dans les lysosomes. L’uPAR est alors recyclé et est à 

nouveau présenté à la surface cellulaire [Andreasen et al., 1997;Blasi, 1999a]. PAI-1 jouerait, 

dès lors, un rôle central dans l’adhésion cellulaire, par le biais des intégrines ou du complexe 

uPAR/uPA [Chapman, 1997;Loskutoff et al., 1999]. 

PAI-1 entre en compétition pour la liaison à la vitronectine, avec différentes intégrines telles 

que l’αvβ1, l’αvβ3, l’αvβ5, l’αIIbβ3, et l’α8β1 [Sugiura et al., 1999]. Dans les modèles de 

cellules amnioniques humaines WISH, des cellules de carcinomes épidermoïdes humains 

Hep-2, et des cellules musculaires lisses, le PAI-1 inhibe la migration sur vitronectine, par sa 

dépendance aux intégrines [Stefansson and Lawrence, 1996;Kjoller et al., 1997]. Le PAI-1 

peut également aider la migration cellulaire, en diminuant l’adhésion cellulaire sur la 

vitronectine [Waltz et al., 1997]. Ceci pourrait expliquer le fait que des cellules soient 

relarguées par cette protéine matricielle lorsqu’il y a un excès de PAI-1, par décrochage 

cellulaire. Par conséquent, PAI-1 pourrait influencer le délicat équilibre existant entre 

l’adhésion cellulaire et le détachement cellulaire [Deng et al., 1996;Czekay et al., 2003]. 

 

2.2 Le système du plasminogène et l’angiogenèse 

 

Les cellules endothéliales quiescentes expriment, de façon constitutive, du tPA, mais la 

protéolyse résultante est jugulée par l’expression simultanée de PAI-1 [Carmeliet and Collen, 

2000;Simpson et al., 1991]. Par contre, lorsque les cellules endothéliales migrent, elles sur-

expriment l’uPA, l’uPAR et le PAI-1 [Bacharach et al., 1992;Pepper et al., 1987;Pepper et al., 

1992;Pepper et al., 1993a]. L’hypoxie, stimulus majeur de l’angiogenèse, peut également 

augmenter l’expression de l’uPAR et du PAI-1 [Uchiyama et al., 2000]. Une variété de 

facteurs angiogéniques, comme les cytokines ou les facteurs de croissance, contrôlent 

l’expression de l’uPA, du tPA, de l’uPAR et du PAI-1, tandis que le TGF-β diminue 

l’expression de l’uPA et augmente la production de PAI-1 [Carmeliet and Collen, 2000]. En 

fonction des conditions, le PAI-1 est exprimé, aussi bien par les cellules endothéliales elles-

mêmes, que par les cellules non-endothéliales, telles que les cellules stromales ou épithéliales, 

où il pourrait jouer un rôle dans la préservation de l’intégrité de la matrice [Carmeliet and 

Collen, 2000]. Dans un système de co-culture de cellules endothéliales avec des fibroblastes, 

l’ARNm du PAI-1 et son activité promotrice ne sont présents que dans une seule rangée de 
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fibroblastes, accolés au bourgeon vasculaire, mais pas dans le reste de l’endothélium 

[Bacharach et al., 1998]. Une telle induction paracrine peut être importante pendant le 

bourgeonnement, qui constitue la seule période durant laquelle les cellules endothéliales 

établissent un contact direct avec les fibroblastes, et pourrait fournir un mécanisme pour 

contre-balancer la protéolyse péri cellulaire excessive. 

Bien que l’inhibition des activateurs du plasminogène réduit la migration des cellules 

endothéliales in vitro, de façon surprenante, le développement embryonnaire et post-natal des 

souris déficientes pour l’uPA et/ou le tPA, pour le PAI-1, l’uPAR, le plasminogène, ou 

l’alpha2-antiplasmine, n’est apparement pas perturbé [Carmeliet et al., 1993a;Carmeliet et al., 

1993b;Carmeliet et al., 1994;Dewerchin et al., 1996;Lijnen et al., 1999;Ploplis et al., 

1995;Ploplis et al., 2000;Carmeliet and Collen, 2000]. L’absence d’impact sur le 

développement des embryons et des souris est dûe, soit à une faible importance relative de ces 

protéinases dans le développement des vaisseaux embryonnaires, soit à une redondance ou à 

un phénomène de compensation, hypothèses qui restent à démontrer. Dans une étude sur la 

cicatrisation des souris déficientes pour le plasminogène, bien que la migration des 

kératinocytes soit sévèrement altérée, l’angiogenèse ne semble pas être affectée chez ces 

souris [Romer et al., 1996]. Alors que l’angiogenèse associée au développement et à la 

cicatrisation ne semble pas être modifiée chez les souris déficientes pour l’uPA, l’uPAR et le 

tPA, certaines études in vivo mettent en évidence l’implication de ce système protéolytique, 

durant différents processus d’angiogenèse pathologique [Carmeliet and Collen, 2000]. Le 

PAI-1 semble lui être nécessaire dans la cicatrisation par son action sur la motilité des 

kératinocytes [Providence and Higgins, 2004;Providence et al., 2000]. 

 

2.3 Rôle inattendu de PAI-1 dans l’angiogenèse tumorale 

 

En se basant sur ses capacités à bloquer la protéolyse, on a attribué naturellement à PAI-1 un 

rôle inhibiteur dans l’angiogenèse. Pourtant, des taux systémiques élevés de PAI-1 sont 

associés à un mauvais pronostic dans une série d’états cancéreux [Duffy, 2004]. 

Expérimentalement, les métastases pulmonaires, provenant de sous-populations de cellules 

HT1080, sont augmentées suite à une administration de PAI-1 exogène, et réduites suite à 

l’injection d’anticorps anti-PAI-1 [Tsuojiya et al., 1995]. Enfin, les souris déficientes pour 
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PAI-1, ont montré la nécessité absolue de PAI-1 pour l’angiogenèse tumorale. Afin d’évaluer 

le rôle joué par le système protéolytique de l’hôte dans l’invasion et l’angiogenèse tumorale, 

des kératinocytes malins murins étalés sur un gel de collagène ont été transplantés sur la face 

musculaire dorsale de souris déficientes pour l’uPA, le tPA, l’uPA et le tPA, l’uPAR, le 

plasminogène et le PAI-1 [Bajou et al., 1998;Bajou et al., 2001;Bajou et al., 2004]. L’absence 

de PAI-1 altère fortement l’invasion et la vascularisation tumorale, contrairement à l’absence 

de l’uPA, de l’uPAR ou du tPA. Comme pour le PAI-1 produit par les cellules tumorales, 

l’effet génotypique de l’angiogenèse tumorale est attribuable au PAI-1 produit par les cellules 

mésenchymateuses et/ou par les cellules endothéliales bourgeonnantes. L’importance de la 

protéolyse sous le contrôle de la plasmine dans ce modèle a été démontré plus tard, par la 

mise en évidence d’un retard d’angiogenèse pour les souris déficientes pour le plasminogène 

[Bajou et al., 2001]. Depuis lors, la nécessité du PAI-1 de l’hôte durant l’angiogenèse 

tumorale a été confirmée dans un modèle de fibrosarcome chez les souris déficientes pour le 

PAI-1 [Gutierrez et al., 2000]. L’angiogenèse induite par bFGF est également altérée chez des 

souris déficientes pour le PAI-1 [McMahon et al., 2001]. En outre, ces observations in vivo 

sont confirmées par les résultats obtenus in vitro dans un modèle d’anneaux d’aortes de souris 

[Devy et al., 2002]. 

 

3 Les Métalloprotéinases Matricielles (MMPs) 
 

Les métalloprotéinases matricielles constituent le deuxième groupe de protéases étudié dans 

notre travail. 

3.1 La Famille des MMPs 

 

Les MMPs sont des endopeptidases, appelées aussi matrixines, caractérisées par la 

présence d’un atome de zinc dans leur site actif [Puente et al., 2003]. Elles sont capables de 

cliver virtuellement tous les composants de la MEC. Beaucoup d’évènements de signalisation 

extracellulaire, qui se déroulent sur, ou près de la membrane cellulaire, sont régulés par la 

protéolyse péri-cellulaire [Werb, 1997]. Certaines métalloprotéinases matricielles, les MT-

MMPs (Membrane-Type-MMPs) sont liées à la membrane cellulaire grâce à un domaine 
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trans-membranaire, ce qui représente la manière la plus évidente de localiser l’activité des 

MMPs à la surface de la cellule [Zucker et al., 2003]. Les autres MMPs solubles et secrétées 

peuvent, malgré tout, être localisées à la surface cellulaire, en se liant aux intégrines [Brooks 

et al., 1996], au CD44 [Yu and Stamenkovic, 1999;Yu et al., 2002] ou au travers 

d’interactions avec des protéoglycans héparanes sulfates associés à la surface cellulaire, au 

collagène de type IV, ou aux inducteurs  de MMPs extracellulaires (EMMPRIN, extracellular 

matrix metalloproteinase inducer) [Sternlicht and Werb, 2001]. 

3.2 Classification et structure des MMPs 

 

La première activité de MMP découverte, a été celle d’une collagènase dans la queue de 

têtard, pendant sa métamorphose [Gross and Lapiere, 1962;Nagai et al., 1966]. La famille des 

MMPs se compose aujourd’hui de 25 membres chez les vertébrés dont 24 trouvés chez 

l’homme [Puente et al., 2003]. On peut trouver des matrixines chez les hydres [Leontovich et 

al., 2000], les oursins de mer [Lepage and Gache, 1990], et chez Arabidopsis [Maidment et 

al., 1999]. 

Historiquement, les MMPs étaient classées en collagénases, gélatinases, stromélysines et les 

matrilysines, en fonction de leur spécificité pour les composants de la MEC. Leur nom 

commun est le reflet de cette classification [Visse and Nagase, 2003]. 

Naturellement, la liste des substrats des MMPs ayant grandi, une adaptation du système de 

numérotation des MMPs a, dès lors, été nécessaire. Leurs MMPs sont maintenant groupées en 

fonction de leur structure en domaines. Il existe, aujourd’hui, 8 classes structurelles distinctes 

de MMPs dont 5 sont sécrétées, et 3, sont des MMPs de type membranaire (MT-MMPs) 

[Egeblad and Werb, 2002;Visse and Nagase, 2003] (tableau 2). 
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La comparaison de la structure primaire des différentes MMPs révèle un certain nombre de 

domaines conservés  (fig. 8): 

- un peptide signal, ou pré-domaine ; 

- un pro-domaine, inhibiteur de l’activité catalytique et dont le clivage protéolytique est 

nécessaire à l’activation de l’enzyme ; 

- un domaine catalytique contenant le site de fixation du zinc ; 

- un domaine (à l’exception des Matrylisines) de type hémopexine (homologie relative à 

l’hémopexine plasmatique) qui pourrait être impliqué dans la spécificité du substrat 

[Woessner, Jr., 1998]. 

 

Figure 8: Schéma des différentes classes de MMPs d’après [Egeblad and Werb, 2002]. 
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Enzyme Substrats de la MEC Autres types de substrats 

3.2.1.1.1.1.1 MMPs avec domaine minimum 
MMP-7 : Matrylisine-1, 
matrine, PUMP1, MMP du 
petit intestin 

Collagènes de type I et II, 
gélatine, élastine, 
fibronectine, vitronectine, 
laminine, entactine, 
tenascine , SPARC, 
aggrécane, décorine, protéine 
basique de la myéline, 
fibuline, versican 

Autolytique, α1-PI, α2-
macroglobuline, proTNFα, 
caséine, transférine 
carboxyméthylée, 
ostéopontine, proMMP-1, 
proMMP-2, proMMP-7, 
proMMP-9, plasminogène, 
pro-α-défensine, fas-L, 
intégrine β4, E-cadhérine, 

MMP-26 : Matrylisine-2, 
endométase 

Collagène de type IV (?), 
gélatine, fibronectine, 
vitronectine 

α1-PI, α2-macroglobuline, 
fibrinogène, proMMP-9 

3.2.1.1.1.1.2 MMPs contenant un domaine hémopexine simple 
MMP-1 : Collagénase-1, 
collagènase interstitiellle 

Collagènes type I, II, III, VII, 
VIII, X et XI, gélatine, 
fibronectine, vitronectine, 
laminine, entactine, tenascine, 
aggrécane, protéine basique 
de la myéline, versican 

Autolytique, C1q, α2-
macroglobuline, ovostatine, 
α1-PI, α1-antichymotrypsine, 
IL1-β, proTNFα, IGFBP-2, 
IGFBP-3, caséine, sérum 
amyloïde A, proMMP-1, 
proMMP-2, proMMP-9 

MMP-3 : Stromélysine-1, 
transine-1, protéoglycanase, 
protéine d’activation des pro-
collagènases 

Collagènes de type III, IV, V, 
VII, IX, X et XI, collagènes 
télopeptides, gélatine, 
élastine, fibronectine, 
vitronectine, laminine, 
entactine, ténascine, SPARC, 
aggrécane, décorine, protéine 
basique de la myéline, 
perlécan, versican, fibuline 

Autolytique, α2-
macroglobuline, ovostatine, 
α1-PI, α2-antiplasmine, α1-
antichymotrypsine, IL1-β, 
proTNFα, IGFBP-3, 
substance P, kininogène-T, 
caséine, transférine 
carboxyméthylée, 
antithrombine III, sérum 
amyloïde A, fibrinogène, 
plasminogène, osteopontine, 
proMMP-1, proMMP-3, 
proMMP-7, proMMP-8, 
proMMP-9, proMMP-13, 
IGFBP-3, E-cadhérine, pro-
HB-EGF, uPA, fibrine, PAI-1

MMP-8 : Collagénase-2, 
collagènase des neutrophiles 

Collagènes de type I, II et III, 
aggrécane 

Autolytique, C1q, α2-
macroglobuline, ovostatine, 
α1-PI, substance P, 
fibrinogène, angiotensine I, 
angiotensine II, bradykinine, 
inhibiteur de la plasmine C1 
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Enzyme Substrats de la MEC Autres types de substrats 

3.2.1.1.1.1.3 MMPs contenant un domaine hémopexine simple (suite) 
MMP-10 : Stromélysine-2, 
transine-2 

Collagènes de type III, IV et 
V, gélatine, élastine, 
fibronectine, aggrécane 

Autolytique, caséine, 
proMMP-1, proMMP-7, 
proMMP-8, proMMP-9 

MMP-12 : Métalloélastase, 
élastase des macrophages 

Collagènes de type I, V et IV, 
gélatine, élastine, 
fibronectine, vitronectine, 
laminine, entactine, 
ostéonectine, aggrécane, 
protéine basique de la 
myéline 

α2-macroglobuline, α1-PI, 
proTNFα, fibrinogène, 
facteur XII, caséine, 
plasminogène 

MMP-13 : Collagénase-3 Collagènes de type I, II, III, 
IV, VI, IX, X et XIV, 
collagène télopeptide, 
gélatine, fibronectine, 
SPARC, aggrécane, perlécan, 
tenascine-C large 

Autolytique, C1q, α2-
macroglobuline, caséine, 
fibrinogène, factor XII, α1-
antichymotrypsine, ProMMP-
9 

MMP-18 : Collagénase-4 
(Xenopus) (pas d’analogue 
humain) 

Collagène de typeI (rat) inconnu 

MMP-19 : RASI-1 Collagène de type IV, 
gélatine, laminine, entactine, 
ténascine-C large, 
fibronectine, aggrécane, 
COMP (cartilage oligomeric 
matrix protein) 

Autolyse, fibrinogène, fibrine 

MMP-20 : Enamélysine Amélogénine, aggrécan, 
COMP (cartilage oligomeric 
matrix protein) 

Autolyse  

MMP-22 : CMMP (poulet, 
pas d’analogue chez 
l’humain) 

inconnu Inconnu  

MMP-27 : CMMP (gallus) Gélatine Autolyse, caséine 
N.A. : Mcol-A (souris) Inconnu Inconnu  
N.A. : Mcol-B (souris) Inconnu Inconnu  
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Enzyme Substrats de la MEC Autres types de substrats 

3.2.1.1.1.1.4 MMPs liant la gélatine 
MMP-2 : Gélatinase A, 
gélatinase de 72 kDa, 
collagénase de type IV de 72 
kDa, gélatinase des 
neutrophiles 

Collagènes de type I, II, III, 
IV, V, VII, X et XI, gélatine, 
élastine, fibronectine, 
vitronectine, laminine, 
entactine, ténascine, SPARC, 
aggrécane, galectine-3, 
versican, décorine, protéine 
basique de la myéline 

Autolytique, α2-
macroglobuline, α1-
antichymotrypsine, IL1-β, 
proTNFα, IGFBP-3, IGFBP-
5, substanceP, sérum 
amuloïde A, proMMP-1, 
proMMP-2, proMMP-9, 
proMMP-13, TGFβ latent, 
MCP-3 (monocyte 
chemoattractant protein-3), 
FGFR1 (fibroblast growth 
factor receptor 1), grande 
endothéline-1, plasminogène 

MMP-9 : Gélatinase B, 
gélatinase de 92 kDa, 
gélatinase de type IV de 92 
kDa 

Collagènes de type IV, V, XI 
et XIV, gélatine, élastine, 
vitronectine, laminine, 
SPARC, aggrécane, galectine-
3 versican, décorine, protéine 
basique de la myéline 

Autolytique, α2-
macroglobuline, ovostatine, 
α1-PI, IL1-β, proTNFα, 
subtance P, 
caséine,transférine 
carboxyméthylée, 
angiotensine I, angiotensine 
II, plasminogène, proTGFβ2, 
IL-2Rα, relarguage de VEGF 
(substrat non connu) 

N.A. : Gélatinase 75 kDa inconnu Inconnu  
3.2.1.1.1.1.5 MMPs sécrétées activées par la furine 
MMP-11 : Stromélysine-3 Gélatine, fibronectine, 

collagène de type IV, 
laminine 

α1-PI, α2-macroglobuline, 
ovostatine, IGBFP-1, caséine, 
α2-antiplasmine, PAI-2, 
transférine carboxyméthylée. 

MMP-28 : Epilysine inconnu Caséine  
3.2.1.1.1.1.6 MMPs possédant une insertion vitronectine 
MMP-21 : XMMP, 
homologue du Xenopus 

Gélatine Caséine  

3.2.1.1.1.1.7 MMPs transmembranaires 
MMP-14 : MT1-MMP, MT-
MMP1 

Collagènes de type I, II et III , 
gélatine, fibronectine, 
tenascine, vitronectine, 
laminine, entactine, 
aggrécane, perlecan 

α2-macroglobuline, 
ovostatine, α1-PI, proTNFα, 
fibrinogène, facteur XII, 
fibrine, CD44, 
transglutaminase tissulaire, 
proMMP-2, proMMP-13 

MMP-15 : MT2-MMP, MT-
MMP2 

Fibronectine, tenascine, 
entactine, laminine, 
aggrécane, perlecan 

proTNFα, transglutaminase 
tissulaire, proMMP-2 
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Enzyme Substrats de la MEC Autres types de substrats 

3.2.1.1.1.1.8 MMPs transmembranaires (suite) 

MMP-16 : MT3-MMP, MT-
MMP3 

Collagène de type III, 
gélatine, fibronectine, 
vitronectine, laminine 

α1-PI, α2-macroglobuline, 
caséine, proMMP-2, 
transglutaminase tissulaire 

MMP-24 : MT5-MMP, MT-
MMP5 

Fibronectine, gélatine, 
protéoglycan chondoïtine 
sulfate, protéoglycan 
dermatane sulfate 

ProMMP-2, transglutaminase 
tissulaire 

3.2.1.1.1.1.9 MMPs ancrées par un groupement glucosylphosphatidylinositol (GPI) 

MMP-17 : MT4-MMP, MT-
MMP4 

Gélatine Fibrinogène, fibrine, 
proTNFα, proMMP-2 (?) 

MMP-25 : MT5-MMP,MT-
MMP5, leucolysine 

Collagène de type IV, 
gélatine, fibronectine, 
protéoglycan chondoïtine 
sulfate, protéoglycan 
dermatane sulfate 

Fibrinogène, fibrine, α1-PI, 
proMMP-2 

3.2.1.1.1.1.10 MMPs transmembranaires de type II 

MMP-23 : CA-MMP 
(cysteine array MMP), 
femalysine, MIFR 

Gélatine Inconnu  

Table 2: D’après [Egeblad and Werb, 2002] et [Visse and Nagase, 2003]. N.A :nom non-attribué 

 

 

 



24 

3.3 Régulation de l’activité des MMPs 

 

Les MMPS sont contrôlées à plusieurs niveaux :  

(1) au niveau de la régulation de la transcription (de façon générale, l'expression basale est 

faible - à l'exception notable de la MMP-2- et activée en cas de besoin par une série de 

cytokines et de facteurs de croissance; [Fini et al., 1998;Puente et al., 2003]),  

(2) au niveau de l'activation du zymogène inactif, et  

(3) au niveau de l'enzyme actif par les inhibiteurs tissulaires (TIMPs) de MMPs dont 4 

membres ont été décrits et qui forment avec l'enzyme actif un complexe stoechiométrique 1 : 

1 [Sternlicht and Werb, 2001] [Nagase and Woessner, Jr., 1999;Noel et al., 2004]. 

Les MMPs sont synthétisées sous forme d’un zymogène inactif, appelé pro-MMP. Elles sont 

maintenues inactives grâce à l’interaction entre un groupement cystéine-sulphydryl du pro-

domaine et l’ion zinc lié au domaine catalytique. L’activation des MMPs nécessite l’excision 

protéolytique du pro-domaine du propeptide [Sternlicht and Werb, 2001]. 

Les zymogènes inactifs peuvent être activés par trois voies :  

extracellulaire (la plupart des MMPs),  

intracellulaire (comme la proMT1-MMP, la MMP-11) et  

péricellulaire (la pro-MMP-2).  

Les mécanismes impliqués sont à la fois protéolytiques par d'autres protéases (la plasmine, la 

trypsine, les cathepsines...) et non protéolytiques (les radicaux libres, les agents dénaturants 

comme le dodecyl sulphate -SDS- ou le thiocyanate de sodium). Il existe aussi des 

mécanismes d'amplification : ainsi, la MMP-9 est activée par la MMP-2, la MT1-MMP est à 

la fois un récepteur et un activateur de la pro-MMP-2 [Murphy et al., 1999]. Les MMPs 

peuvent aussi moduler l'activité d'autres classes de protéases, qui elles-mêmes ont des effets 

sur les MMPs [Ugwu et al., 1998]. 

La plupart des MMPs sont activées hors de la cellule, par d’autres MMPs déjà activées, ou par 

des protéinases à sérine. Les MMP-11, MMP-28 et les MT-MMPs peuvent être activées par 
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des protéinases à sérine « furin-like » intra-cellulaires, avant leur accession à la surface 

cellulaire [Sternlicht and Werb, 2001]. 

La MMP-2 est activée à la surface cellulaire par un mécanisme unique en plusieurs étapes 

(fig. 9) [Zucker et al., 2003]. Ce processus nécessite la présence de la MMP-14 ou MT1-

MMP, de l’inhibiteur tissulaire de la MMP-2 ou TIMP-2 [Strongin et al., 1995]. Le TIMP-2 

se fixe sur la partie amino-terminale de la MT1-MMP et le pro-MMP-2 sur sa partie carboxy-

terminale. La partie non-inhibée, adjacente de la MT1-MMP va pouvoir cliver la partie libre 

de la pro-MMP-2. Mais la MMP-14 ne peut pas activer totalement seule la MMP-2. Elle 

nécessite une autre MMP-2, déjà activée, afin de soustraire la portion résiduelle du propeptide 

de la MMP-2 [Deryugina et al., 2001]. La pro-MMP-2 peut également être activée par la 

MT2-MMP par un mécanisme qui ne requiert pas de TIMP-2 [Morrison et al., 2001;Sounni et 

al., 2003]. 

L’activité des MMPs est contrôlée finement par des inhibiteurs endogènes. Le principal 

inhibiteur de MMPs, au sein des fluides tissulaires, est l’α2-macroglobuline, une protéine 

plasmatique abondante [Sottrup-Jensen and Birkedal-Hansen, 1989]. L’α2-macroglobuline se 

lie aux MMPs et le complexe formé est alors fixé par un récepteur « scavenger » (éboueur). 

Ce complexe sera alors éliminé de façon irréversible par endocytose. De manière identique 

aux α2-macroglobulines, la thrombospondine-2 forme un complexe avec la MMP-2, qui 

facilite l’endocytose médiée par les récepteurs scavengers et aide donc à leur élimination 

[Yang et al., 2001]. Par contre, la thrombospondine-1 se fixe aux pro-MMP-2 et -9 et inhibe 

directement leur activation [Bein and Simons, 2000;Rodriguez-Manzaneque et al., 2001]. 

Curieusement, la thrombospondine-1 a été décrite comme pouvant également augmenter 

l’activation de la MMP-2 et de la MMP-9 [Taraboletti et al., 2000]. 

Les inhibiteurs endogènes de MMPs les plus étudiés, sont les TIMP-1, -2, -3 et –4 [Edwards, 

2001]. Ils différent au point de vue de leur expression spécifique tissulaire et, dans leur 

capacité à inhiber les différentes MMPs [Edwards, 2001]. Ils pourraient aussi, malgré ce que 

leur nom indique, activer certaines MMPs. Ainsi, des études sur des souris déficientes pour le 

TIMP-2, ont montré que, la fonction physiologique principale du TIMP-2 était l’activation de 

la MMP-2 [Wang et al., 2000]. 

Le spectre de pathologies où les MMPs sont impliquées, est très large et inclut, entre autres, la 

polyarthrite rhumatoïde [Jackson et al., 2001], les cancers, l’athérosclérose [Lijnen, 2001], 

 



 

Figure 9: Activation de la MMP-2 à la surface cellulaire. Une pro-MT1-MMP est activée durant le transport vers la 
surface cellulaire par une sérine protéase intracellulaire, à la surface cellulaire par la plasmine, ou par des 
changements conformationnels non-protéolytiques. La MT1-MMP activée est inhibée par le TIMP-2 et le domaine 
hémopexine de la pro-MMP-2 se lie à la portion carboxy-terminale du TIMP-2 pour former un complexe tri-
moléculaire. Une MT1-MMP non inhibée active alors partiellement la pro-MMP-2 en retirant la plus grande partie 
du pro-peptide de la MMP-2. Le restant du pro-peptide est alors excisé par une autre molécule de MMP-2 à la 
surface de la cellule afin de former une molécule pleinement active de MMP-2. La MMP-2 mature peut alors être 
relarguée de la surface cellulaire ou être liée à la surface cellulaire par une autre protéine de stockage de MMP-2. 
Elle peut aussi être inhibée par une molécule de TIMP-2 ou être laissée sous forme active non-inhibée en fonction 
du rapport molaire local entre les MMPs et les TIMPs [Sternlicht and Werb, 2001]. 
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l’anévrisme, les maladies néphrotiques, les ulcères tissulaires, des fibroses [Woessner, Jr., 

1998] et une série de pathologies oculaires [Sivak and Fini, 2002]. Les inhibiteurs tissulaires 

des MMPs, les TIMPs, sont des inhibiteurs spécifiques des matrixines qui participent aussi au 

contrôle de l’activité locale des MMPs au sein des tissus [Gomez et al., 1997;Brew et al., 

2000]. Nous rappellerons ici principalement leur rôle dans l’angiogenèse. 

 

3.4 Les MMPs : régulateurs de l’angiogenèse 

La réponse angiogénique est essentielle lors de la croissance tumorale [Hanahan and 

Folkman, 1996]. Les inhibiteurs endogènes ou synthétiques des MMPs réduisent 

l’angiogenèse tumorale expérimentalement chez des animaux [Rodriguez-Manzaneque et al., 

2001;Oh et al., 2001;Martin et al., 1999;Li et al., 2001;Gatto et al., 1999], indiquant 

indirectement que les MMPs sont des régulateurs positifs importants. Les MMPs peuvent 

simplement agir en dégradant la MEC, ce qui permet aux cellules endothéliales d’envahir le 

stroma tumoral. En effet, le clivage du collagène de type I est nécessaire à l’invasion de la 

MEC par les cellules endothéliales et à la formation de vaisseaux [Seandel et al., 2001]. 

L’importance de la MMP-9 pour l’angiogenèse a également été démontrée dans deux modèles 

de souris transgéniques de progression tumorale, un modèle de cancer de la peau K14-HPV16 

[Coussens et al., 2000;Bergers et al., 2000] et un modèle de carcinogenèse des îlots 

pancréatiques RIP1-TAg2 [Bergers et al., 2000]. De façon surprenante, la MMP-2 n’est pas 

nécessaire à l’angiogenèse dans le modèle RIP1-TAg2 [Bergers et al., 2000].  

La MT1-MMP (MMP-14) semble également promouvoir l’angiogenèse tumorale. En effet, 

l’utilisation d’anticorps, dirigés contre le domaine catalytique de la MT1-MMP, bloque la 

migration et l’invasion des cellules endothéliales et bloque la formation de tubes capillaires in 

vitro [Galvez et al., 2001]. La MT1-MMP peut dégrader la matrice de fibrine entourant les 

nouveaux vaisseaux [Hiraoka et al., 1998], ce qui va permettre aux cellules endothéliales 

d’envahir plus profondément le tissu tumoral [Sounni et al., 2003]. Il est à noter que les souris 

MT1-MMP et MMP-9-null ont une angiogenèse défaillante durant leur développement [Vu et 

al., 1998;Zhou et al., 2000]. La MT1-MMP régule positivement l’expression du VEGF au 

niveau transcriptionnel, renforçant l’idée du rôle de ces MMPs dans l’angiogenèse [Sounni et 

al., 2002;Sounni et al., 2004;Noel et al., 2004;Deryugina et al., 2002]. 
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Les MMPs produisent aussi des fragments inhibiteurs de l’angiogenèse (fig. 10) [Egeblad and 

Werb, 2002]. Le clivage du plasminogène par la MMP-2, la MMP-3, la MMP-7 et la MMP-

12 génère de l’angiostatine [Dong et al., 1997;Cornelius et al., 1998;Gorrin-Rivas et al., 

2000]. La MMP-3, la MMP-9, la MMP-12, la MMP-13 et la MMP-20 semblent être 

impliquées dans la génération de l’endostatine, le fragment carboxy terminal du collagène de 

type XVIII de la membrane basale [Ferreras et al., 2000]. Aussi bien l’angiostatine, que 

l’endostatine, peuvent diminuer la prolifération des cellules endothéliales [O'Reilly et al., 

1994;O'Reilly et al., 1997]. De plus, l’endostatine peut entraver l’invasion des cellules 

endothéliales par l’inhibition de la MMP-14 (MT1-MMP) et de la MMP-2 [Kim et al., 2000]. 

Des études récentes suggèrent que l’angiostatine peut être créée à partir d’une protéolyse 

limitée du plasminogène par la plasmine, l’uPA, le tPA ou des MMPs [Stack et al., 

1999;Gately et al., 1997]. La MMP-12 peut aussi inhiber l’angiogenèse tumorale, en clivant et 

en détachant l’uPAR, fixé à la surface cellulaire, nécessaire à l’invasion des cellules 

endothéliales dans la fibrine [Koolwijk et al., 2001]. 

Les MMPs peuvent aussi avoir une action anti-angiogénique en clivant le plasminogène et le 

collagène de type XVIII. Il en résulte la création des facteurs inhibiteurs que sont 

l’angiostatine et l’endostatine. Il existe d’autres régulateurs négatifs tels que les fragments du 

collagène de type XV, la restine [Ramchandran et al., 1999] ; du collagène de type IV, tel que 

l’arrestène ; de la chaîne α1 [Colorado et al., 2000] ; la canstatine, de la chaîne α2 [Kamphaus 

et al., 2000] ; et la tumstatine, de la chaîne α3 [Maeshima et al., 2000;Maeshima et al., 

2001a;Maeshima et al., 2001b] [Egeblad and Werb, 2002] [Hamano et al., 2003]. Des 

fragments produits à partir de molécules autres que celles appartenant à la MEC peuvent avoir 

une activité angio-inhibitrice incluant au moins la MMP-2 (PEX), l’antithrombine [O'Reilly et 

al., 1999], la calréticuline ou vasostatine [Pike et al., 1998], et le domaine 5’ du kininogène de 

haut poids moléculaire, la kinostatine [Colman et al., 2000]. 

Bien qu’une grande quantité d’informations ait été collectée concernant l’activité anti-

angiogénique de ces fragments, peu de choses sont connues concernant les voies d’action 

protéolytique conduisant à leur production et concernant la pertinance de leur activité 

biologique in vivo. 

La MMP-9 agit en augmentant la biodisponibilité du facteur pro-angiogénique VEGF 

[Bergers et al., 2000], du FGF-2 (fibroblast growth factor) et du TGF-β. Ces facteurs 

stimulent la prolifération et la migration des cellules endothéliales. Le FGF-2 est libéré par 

 



 

 

 

 

 

Figure 10: Production de fragments inhibiteurs de l’angiogenèse par les MMPs d’après [Egeblad and Werb, 
2002]. Les MMPs peuvent stimuler l’angiogenèse en augmentant la biodisponibilité de facteurs de croissance 
pro-angiogéniques tels que le VEGF, le FGF-2, et le TGF-β. Ces facteurs stimulent la prolifération et la 
migration des cellules endothéliales. Le FGF-2 est libéré par clivage du perlecan, une protéine de la matrice 
extracellulaire, alors que le mécanisme responsable de l’augmentation de la disponibilité du VEGF est encore 
inconnu. De plus, les MMPs peuvent promouvoir l’invasion des cellules endothéliales en clivant des 
composants structurels de la matrice extra cellulaire, tels que le collagène de type I (Col-I) et de type IV (Col-
IV), ainsi que la fibrine. Le Col-IV clivé agit en tant que facteur pro-angiogénique en se liant aux intégrines 
αvβ3. Les MMPs peuvent avoir un rôle anti-angiogénique par le clivage du plasminogène et du collagène de 
type XVIII (Col-XVIII), dont il résulte la production de facteurs anti-angiogènes tels que l’angiostatine et 
l’endostatine respectivement. Les MMPs peuvent aussi participer à la formation de tumstatine, un fragment du 
Col-IV. Le clivage de l’uPAR à la surface des cellules endothéliales peut également inhiber l’angiogenèse, car 
l’uPAR est requis pour l’invasion des cellules endothéliales in vitro. 
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clivage du perlécan de la MEC, alors que le mécanisme responsable de l’augmentation de la 

biodisponibilité du VEGF reste inconnu. Les MMPs aident à l’invasion des cellules 

endothéliales en dégradant les composants de la MEC, tels que les collagènes de type I et IV, 

ainsi que la fibrine. Le collagène de type IV clivé, peut avoir une action pro-angiogénique en 

se liant à l’intégrine αvβ3. 

 

4 La dégénérescence maculaire liée à l’âge 
 

Dans le but de mieux comprendre les mécanismes de l’angiogenèse pathologique, nous avons 

choisi d’étudier une maladie oculaire : la dégénérescence maculaire liée à l’âge. 

La dégénérescence maculaire liée à l'âge (DMLA) est une maladie dégénérative rétinienne 

chronique, évolutive et invalidante, qui débute après l’âge de 50 ans. Elle atteint de manière 

sélective la macula, partie centrale de la rétine où l’acuité visuelle est maximale, en 

provoquant une dégénérescence secondaire des cellules visuelles rétiniennes. Trois formes 

histopathologiques de DMLA ont été décrites, une forme dite précoce et deux formes dites 

évolutives : 

1) la forme précoce est caractérisée par la présence de drusen séreux sous la macula; 

2) la forme atrophique est caractérisée par des altérations de l’épithélium pigmentaire et un 

amincissement de la macula consécutif à l’évolution des drusen ; son évolution lente peut 

durer des années; 

3) la forme exsudative est caractérisée par le développement de néovaisseaux sous la macula; 

ils peuvent être extra, juxta ou rétrofovéolaires, visibles ou occultes en angiographie à la 

fluorescéine; l’évolution de cette forme peut être très rapide, faisant perdre la vision centrale 

(acuité visuelle < 1/10) en quelques semaines ou mois. 

Les principales complications de la DMLA sont les décollements et déchirures de 

l’épithélium pigmentaire de la rétine et les hémorragies rétiniennes ou sous-rétiniennes qui en 

aggravent le pronostic. 
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La DMLA serait la première cause de malvoyance dans les pays industrialisés. Sa prévalence 

a été estimée entre 1 et 2 % entre 50 et 60 ans, et supérieure à 30 % après 80 ans. La forme 

précoce de la DMLA représenterait 20-30 % des cas, la forme exsudative 10-30 % et la forme 

atrophique 50-60 %. 

La gravité du handicap entraîné par la DMLA n’est pas toujours ressentie par le patient dans 

sa forme initiale, ou par son entourage dans sa forme évoluée. En effet, même des patients qui 

ne peuvent plus lire, écrire, se livrer à leurs activités quotidiennes, ou simplement reconnaître 

des visages, peuvent continuer à se déplacer sans aide, grâce aux capacités fonctionnelles de 

la rétine périphérique. 

Il existe plusieurs traitements de la forme exsudative de la maladie : la photocoagulation au 

laser, la thérapie photodynamique, la thermothérapie transpupillaire, la chirurgie, la 

radiothérapie externe, les traitements médicamenteux, la rééducation orthoptique et les aides 

visuelles.(Données recueillies d’après le rapport de septembre 2001 de l’agence national 

d’accréditation et d’évaluation en santé) 

4.1.1 La photocoagulation au laser 

Le traitement laser a pour but de cautériser les néovaisseaux par une élévation thermique 

tissulaire. L’effet secondaire majeur est la destruction de la rétine sensorielle au niveau de la 

zone traîtée. Le traitement au laser monochromatique (argon vert ou krypton rouge) de la 

totalité des néovaisseaux choroïdiens est plus efficace que l’abstention thérapeutique pour 

prévenir la dégradation de la vision. La photo coagulation au laser, de par ses complications, 

n’est malheureusement envisageable que pour des vaisseaux extrafovéolaires, ce qui 

représente la minorité des cas. 

4.1.2 La thérapie photodynamique 

La thérapie photodynamique a pour objectif de traiter les néovaisseaux sans endommager les 

tissus adjacents. Elle consiste en l’injection intraveineuse d’une substance photosensibilisante, 

la vertéporfine, qui se fixe préférentiellement dans les néovaisseaux, suivie d’une photo-

illumination laser. Les indications validées dans l’autorisation de mise sur le marché obtenue 

en 2000 étaient le « traitement de la DMLA chez des patients présentant une 

néovascularisation choroïdienne rétro-fovéolaire à prédominance visible ». 
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Pendant les 48 heures qui suivent l’injection de vertéporfine, les patients doivent éviter de 

s’exposer au rayonnement solaire et aux éclairages de forte intensité. 

Cette technique ne possède qu’une efficacité partielle. Néanmoins, elle permet de diminuer le 

risque d’évolution vers la cécité de l’ordre de 20%. 

4.1.3 La thermothérapie transpupillaire 

La thermothérapie transpupillaire a pour objectif de provoquer une fibrose au niveau des 

membranes néovasculaires, et de diminuer ainsi les phénomènes exsudatifs. Elle utilise un 

laser à diodes dont le rayonnement, proche de l’infrarouge, induit une faible hyperthermie 

tissulaire. Cette nouvelle technologie qui s’adresse aux cas où la photothérapie n’est pas 

indiquée, est trop récente que pour en évaluer la réelle efficacité. 

 

4.1.4 Les traitements chirurgicaux 

Différents types de traitements chirurgicaux ont été évalués dans la DMLA : la chirurgie 

d’exérèse des membranes néovasculaires et la translocation maculaire rétinienne. Les effets 

indésirables observés sont un décollement de rétine et une prolifération vitréo-rétinienne. Les 

récidives néovasculaires sont fréquentes. Si la chirurgie de la DMLA semble techniquement 

intéressante, son intérêt fonctionnel reste à évaluer. Les greffes d'épithélium pigmentaire, de 

photorécepteurs, ou les implants cristalliniens sont des techniques expérimentales. 

4.1.5 La radiothérapie externe 

La radiothérapie dans la DMLA utilise soit une irradiation par photons gamma ou par 

électrons produits par un accélérateur linéaire, soit une irradiation par protons produits par un 

cyclotron.  

L’efficacité de la radiothérapie dans la DMLA n’a pas été démontrée. 

4.1.6 Traitements médicamenteux 

De nombreux médicaments ont été proposés dans le traitement de la DMLA : médicaments à 

visée vasculaire, à visée antioxydante, modificateurs de la réponse immunitaire. En France, 

aucun de ces traitements n’a obtenu d’autorisation de mise sur le marché pour le traitement 

spécifique de la DMLA. Le premier traitement qui pourrait obtenir une autorisation est un 

inhibiteur du VEGF, le Macugen®. 
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4.1.7 Rééducation orthoptique et aides visuelles 

La rééducation orthoptique et les aides visuelles sont utilisées afin de développer et utiliser au 

mieux les capacités visuelles fonctionnelles restantes et permettre au patient de conserver le 

plus longtemps possible son autonomie malgré son handicap visuel. Ces aides visuelles, qui 

peuvent être optiques ou non optiques, ont pour fonction d’agrandir les images rétiniennes, 

d’améliorer leur définition en modifiant les conditions de contraste et d’éclairement. Les aides 

visuelles ont une utilité démontrée dans les activités quotidiennes des patients, en particulier 

pour maintenir une capacité de lecture. C'est en général l'aide visuelle la plus simple qui sera 

la plus utilisée. 

Idéalement les patients atteints de DMLA devraient être pris en charge par des équipes 

pluridisciplinaires comprenant : un ophtalmologiste, un orthoptiste, un opticien, un 

ergothérapeute, un psychologue, une personne chargée des activités de la vie quotidienne, un 

instructeur en locomotion et une assistante sociale. 

4.1.8 Moyens électroniques 

Par analogie à la surdité, des prothèses à implants sur la rétine sont en développement pour 

remédier à la perte de photorécepteurs. Bien que ces prothèses, dont aucune n’est 

commercialisée, s’adressent pour l’instant à des personnes atteintes de cécité complète. Il 

s’agit d’une progression importante et il n’est pas inconcevable qu’avec l’amélioration des 

techniques, elles puissent aussi être proposées à des patients atteints de dégénérescence 

maculaire avancée. 

4.2 Etiopathologie de la DMLA 

4.2.1 Fonctionnement normal 

La lumière réagit avec les composants des disques des cellules photoréceptrices, les cônes (C) 

et les bâtonnets (B), créant ainsi le signal transmis au nerf optique via les cellules 

ganglionnaires des couches internes de la rétine. Cette réaction de photolyse détruit les 

composants des disques, ce qui provoque un stress oxydatif dans la cellule photoréceptrice. 

Les cellules de l’épithélium pigmentaire (EP) ont des rôles multiples : 

La mélanine absorbe l’excès de photons et piège une partie des radicaux libres photo-induits. 
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Les cellules participent au renouvellement des disques en les phagocytant. Le produit de 

dégradation des disques s’accumule dans les cellules sous forme de lipofuscine. 

La choroïde est riche en capillaires (fig. 11). Les éléments nutritifs franchissent la membrane 

de Bruch, double membrane basale séparant la choroïde de l’épithélium pigmentaire, pour 

nourrir cet épithélium pigmentaire et les cellules photoréceptrices. 

 

4.2.2 Les étapes de la dégénérescence 

 

Le renouvellement des composants des disques n’est plus assuré (fig. 12). Les mécanismes de 

lutte contre le stress oxydatif sont dépassés, soit par simple effet du vieillissement, soit par 

l’excès de lumière reçue au cours de la vie. Certaines anomalies génétiques favorisent cette 

situation. 

Les cellules de l’épithélium pigmentaire ne parviennent plus à assurer leur rôle nettoyant. La 

lipofuscine s’accumule dans les cellules puis à l’extérieur des cellules (fig. 13). Elle participe 

à la formation des dépôts sur la membrane de Bruch , les drusen. Puis les cellules dégénèrent. 

Avec l’âge, la membrane de Bruch s’épaissit (fig. 14). Cet épaississement est encore 

augmenté par la présence de drusen. Les facteurs nutritifs passent de moins en moins bien, 

augmentant encore le dysfonctionnement. 

Le nombre de vaisseaux capillaires de la choroïde diminue par simple effet du vieillissement 

majoré éventuellement par des facteurs de risques vasculaires, tels que le tabagisme ou 

l’hypertension artérielle, mais aussi en réponse à l’altération des cellules de l’épithélium 

pigmentaire. 

L’ischémie qui s’installe aggrave la pathologie. Elle peut entraîner la libération de facteurs de 

croissance qui favorisent l’installation d’une néovascularisation post-ischémique (fig. 14 et 

15). 

 

 



 

  

Figure 11 : Anatomie normale du complexe formé par la choroïde et l’épithélium pigmentaire. 

 

 

Figure 12 : Principalement avec l’âge,un dysfonctionnement dans la phagocytose des disques des cônes et des 
bâtonnets provoque une mauvaise élimination des déchets. 

 

 

Figure 13 : Une accumulation de drusens au niveau de la membrane de bruch provoque un épaissisement de 
celle-ci. 



 

 

 

 

 
 

Figure 14 : Cet épaississement peut engendrer une hypoxie locale et induire la production de facteurs pro-
angiogéniques. 

 

 

 

Figure 15 : La production de facteurs pro-angiogéniques conduit à une néovascularisation sous-rétinienne avec 
de nombreux saignements, pouvant engendrer un décollement rétinien suivi de la dégénérescence de la macula. 
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4.3 Traitements expérimentaux 

La néovascularisation joue une rôle important dans diverses pathologies comme la croissance 

tumorale, l’arthrite, les rétinopathies diabétiques, et la dégénérescence maculaire liée à l’âge. 

Nous ne savons pas si les signaux moléculaires impliqués dans les processus néovasculaires 

de ces diverses pathologies sont similaires ou non. Certaines différences sont attendues car les 

cellules endothéliales ont des caractéristiques différentes en fonction de l’organe [Janzer and 

Raff, 1987]. De même, la matrice extracellulaire et le tissu de soutien étant tissu-spécifiques, 

on peut raisonnablement s’attendre à des particularités en ce qui concerne la construction des 

néovaisseaux. Donc, bien qu’il soit largement admis que la néovascularisation découle d’un 

déséquilibre de la balance entre inhibiteurs et activateurs de l’angiogenèse, l’effets de 

stimulateurs ou d’inhibiteurs peuvent varier en fonction des maladies et des tissus atteints. De 

plus, la part jouée par la vasculogenèse par rapport à l’angiogenèse pourrait dépendre des 

pathologies considérées. Ceci rend hasardeux la prédiction du comportement d’une protéine 

ou d’une drogue qui inhibe la néovascularisation dans un type de maladie, dans une autre. 

La rétine et la choroïde sont des tissus hautement spécialisés avec un réseau vasculaire unique 

rendant difficile la prédiction de la réponse à des agents inhibiteurs ou activateurs. Par 

exemple, le TIMP-1 a été employé comme inhibiteur de la migration des cellules 

endothéliales dans les chambres de Boyden [Johnson et al., 1994], mais il stimule la 

néovascularisation induite par le VEGF dans la rétine [Yamada et al., 2001] L’interféron α2a 

provoque une involution drastique d’hémangiome [Ezekowitz et al., 1992] et inhibe la 

néovascularisation de l’iris dans un modèle de rétinopathie ischémique [Miller et al., 1993]. 

Ces résultats suggèrent que cet interféron α2a pourrait inhiber la néovascularisation 

choroïdienne. Néanmoins, une étude multicentrique randomisée a démontré que des patients 

atteints de néovascularisation choroïdienne et ayant reçu de l’interféron α2a n’avaient pas 

d’involution de la néovascularisation choroïdienne et qu’en fin d’étude, ils avaient même une 

vision plus mauvaise que les patients traités avec le placebo [Pharmacological Therapy for 

Macular Degeneration Study Group, 1997]. 

C’est pourquoi, des essais sur différents modèles animaux représentatifs du stade exsudatif de 

la maladie sont nécessaires afin de prédire les effets de protéines ou de médicaments sur la 

néovascularisation oculaire. Il convient d’insister sur le fait que la présence d’une macula 
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n’est retrouvée que chez les primates. Les modèles murins ne reproduisent que la 

néovascularisation choroïdienne, et non les stades initiateurs de la maladie, tels que les drusen 

et les altérations de l’épithélium pigmentaire. 
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But et Plan 
 

Lorsque nous avons entamé notre travail, le rôle des protéases à sérine et de leur inhibiteur 

PAI-1, ainsi que le rôle des métalloprotéinases dans la progression de la DMLA n’étaient pas 

connus. Nous avons développé un modèle expérimental dans le laboratoire, et nous l’avons 

appliqué à des souris déficientes en PAI-1, en uPA, en tPA, en Plg, en uPAR, en MMP-2, en 

MMP-9 et à des souris doublement déficientes pour la MMP-2 et la MMP-9. Nous avons 

également mis en relation nos résultats avec les expressions des mRNA correspondants 

exprimés dans les membranes néovasculaires humaines obtenues chirurgicalement. 

Nous avons déjà rappelé plus haut l’efficacité très relative des traitements disponibles dans la 

DMLA. Le consensus qui semble se dégager actuellement est que le seul moyen de traiter ou 

de prévenir la survenue de néovaisseaux serait au moyen de thérapies médicales dirigées 

contre l’angiogenèse. Nous avons dès lors cherché à définir une série d’enzymes qui 

s’avéreraient des candidats potentiels pour servir de cible thérapeutique. Nous avons testé un 

inhibiteur spécifique de métalloprotéinases pouvant être utiliser dans le traitement de la 

DMLA. 

Ce travail s’articulera en deux phases : 

• L’étude du rôle des protéases à sérine dans la néovascularisation choroïdienne. 

Dans ce volet nous avons évalué l’effet de la déficience en PAI-1, en uPA, en tPA, en Plg, 

en uPA et en uPAR sur des souris dans notre modèle expérimental. De plus, nous avons 

mis en évidence l’effet dose-réponse in vivo du PAI-1 sur cette néovascularisation. 

• L’étude du rôle des métalloprotéinases dans la néovascularisation choroïdienne. 

Dans cette partie, nous avons démontré la coopération de la MMP-2 et de la MMP-9 dans 

notre modèle expérimental murin, ainsi que le potentiel thérapeutique d’un inhibiteur 

spécifique de ces deux métalloprotéinases. 
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Travaux personnels 

5 Chapitre 1: Rôle des Protéases à Sérine dans la 
Néovascularisation Choroïdienne 

5.1 Article 1:  Influence of plasminogen activator inhibitor type 1 

on choroidal neovascularization 

V. Lambert, C. Munaut, A. Noel, F. Frankenne, K. Bajou, R. Gerard, P. Carmeliet, M. P. 

Defresne, J. M. Foidart, and J. M. Rakic. 

FASEB J. 15 (6):1021-1027, 2001. 

5.1.1 Introduction 

Comme nous l’avons rappelé dans l’introduction de ce travail, les signaux moléculaires 

impliqués dans le développement de néovascularisation choroïdienne ne sont pas actuellement 

bien connus. Les intégrines αv montrent un profil d’expression spécifique pendant 

l’angiogenèse rétinienne [Brooks et al., 1994a]. Des anticorps, dirigés contre ces intégrines ou 

contre leurs protéines de liaison telles que la vitronectine, inhibent la néovascularisation dans 

différents modèles animaux [Friedlander et al., 1996;Luna et al., 1996;Hammes et al., 1996]. 

Parmi les facteurs de croissance, plusieurs indices suggérent une implication importante du 

VEGF dans la pathogenèse de la DMLA, depuis que d’une part, la présence de cette cytokine 

a été découverte dans certains échantillons pathologiques [Kvanta et al., 1996;Aiello et al., 

1994], et que d’autre part, le VEGF est exprimé dans certains modèles de néovascularisation 

rétinienne induites par hypoxie [Pierce et al., 1995]. Malgré cela, la sur expression du VEGF 

seul est incapable d’induire la néovascularisation choroïdienne dans un modèle de souris 

transgèniques [Okamoto et al., 1997], suggérant soit une spécificité rétinienne dans les 

mécanismes contrôlant l’angiogenèse, soit l’intervention d’autres molécules pro-

angiogéniques dans la DMLA. Dans l’œil intact, la sécrétion polarisée du VEGF par 

l’épithélium pigmentaire pourrait jouer un rôle important dans la maintenance d’une structure 

choriocapillaire normale et fonctionnelle [Blaauwgeers et al., 1999]. Une autre étude suggère 

aussi un rôle du Fas ligand dans le contrôle de la néovascularisation choroïdienne [Kaplan et 

al., 1999]. 
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L’angiogenèse est un processus invasif qui requiert la protéolyse de la matrice extracellulaire, 

la prolifération et la migration des cellules endothéliales avec une synthèse simultanée de 

nouveaux composants matriciels. De tels évènements migratoires et de remaniements 

matriciels sont régulés par différents systèmes protéolytiques comprenant les 

métalloprotéinases matricielles (MMPs) et les protéinases à sérine du système du 

plasminogène/activateur du plasminogène.  

Afin d’évaluer le rôle joué par PAI-1 dans l’angiogenèse pathologique sous-rétinienne, nous 

avons induit une néovascularisation choroïdienne in vivo à l’aide d’un laser à l’argon [Tobe et 

al., 1998] chez des souris déficientes pour le PAI-1 et des souris sauvages contrôles. 

5.1.2 Matériel et Méthodes 

5.1.2.1 Animaux génétiquement modifiés et modèle 

Des souris homozygotes déficientes pour PAI-1 (PAI-1-/-) et leurs contrôles correspondants 

« sauvages » ont été utilisées [Carmeliet et al., 1993a]. 

Un modèle de néovascularisation choroïdienne induite au laser (4 impacts par œil autour du 

nerf optique) a été appliqué sur les animaux comme décrit précédemment [Tobe et al., 1998]. 

Au jour 14 après induction, et après un contrôle angiographique permettant d’estimer le 

pourcentage de lésions développant une néovascularisation (critères similaires à ceux utilisés 

chez les patients atteints de DMLA), les animaux sont sacrifiés et les globes oculaires 

énucléés pour analyse histologique ou étude de l’ARN messager par RT-PCR. 

Dans une seconde expérience, afin de vérifier si le phénotype observé chez les animaux 

modifiés était exclusivement le résultat de l’absence du gène de PAI-1, le même protocole a 

été appliqué cette fois avec injection intra-veineuse d’adénovirus contrôles (AdRR5) ou 

d’adénovirus recombinants vecteurs respectivement du gène de la β-galactosidase 

(AdCMVlacZ), pour localiser les régions ayant intégré l’ADN viral, et du gène humain du 

PAI-1 (AdCMVPAI-1). Un contrôle sanguin des taux de PAI-1 est effectué par ELISA au 

jour 5 [Bajou et al., 1998]. 

5.1.2.2 Quantification de la néovascularisation et immunohistochimie 

La taille de la réaction néovasculaire est estimée par une évaluation morphométrique à l’aide 

d’un système informatisé d’analyse d’images à partir de coupes congelées. Ces dernières sont 
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soit, simplement colorées à l’hématoxyline, soit examinées en immunofluorescence en 

utilisant deux anticorps simultanés permettant de localiser les structures vasculaires (anti-

CD31 appelé aussi anti-PECAM, et anti-collagène de type IV). 

L’estimation se fait par la mesure du rapport B/C entre, d’une part, l’épithélium pigmentaire 

et le sommet de la réaction néovasculaire (B), et d’autre part, l’épaisseur de la couche 

choroïdienne intacte adjacente (C). Ce système de quantification a été préféré à une mesure de 

surface des lésions car il est indépendant de l’orientation des sections histologiques. (fig. 16) 

 

5.1.2.3 Expression de l’ARN messager de PAI-1 par RT-PCR 

L’ARN total est extrait par kit (RNeasyMini Kit, QIAGEN) des segments postérieurs des 

yeux de souris injectées avec l’adénovirus recombinant AdCMVPAI-1. La séquence des deux 

oligonucléotides utilisés est rapportée dans la publication. Après 35 cycles d’amplification 

(GeneAmp Thermostable rTth reverse transcriptase RNA PCR, kit Perkin Elmer) pour PAI-1 

et 18 cycles pour le 28S ribosomiale (contrôle), les bandes d’ADN complémentaires sont 

mises en évidence sur gel de polyacrylamide. 

5.1.2.4 Statistiques 

La signification statistique (p<0,05) des données obtenues respectivement sur les souris 

déficientes (PAI-1-/-) et les contrôles est évaluée à l’aide du test « χ² » et du test « t » de 

Student pour données non appariées. 

5.1.3 Résultats 

5.1.3.1 Néovascularisation choroïdienne in vivo chez les souris PAI-1-/- et sauvages 

Afin de déterminer si l’absence de PAI-1 influence la néovascularisation in vivo, nous avons 

utilisé un modèle murin de photocoagulation rétinienne à l’aide du laser à argon. La 

photocoagulation induit un traumatisme au niveau de la rétine externe, de l’épithélium 

pigmentaire et de la membrane de Bruch, permettant à la néovascularisation choroïdienne 

d’envahir l’espace sous-rétinien, de façon similaire à ce qui est observé chez les patients 

atteints de DMLA. La rupture de la membrane de Bruch est immédiatement identifiée 

ophtalmologiquement par l’apparition d’une bulle traumatique rétinienne à l’endroit de 

l’impact laser. 
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Figure 16: Ce schéma nous montre le problème de l’incidence de coupe. Grâce au calcul du rapport de 
l’épaisseur mesurée au niveau de l’impact sur la mesure de l’épaisseur de la choroïde (en brun) considérée 
comme constante, quelque soit l’incidence de coupe, le rapport sera toujours identique. 
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Les angiographies réalisées au jour 14 (fig. 17 a,b) montrent l’apparition de nouveaux 

vaisseaux. Le pourcentage de zones hyperfluorescentes (hot spots) retrouvées par rapport au 

nombre d’impacts réalisé s’élève à 72% (32/44). L’incidence de « hot spots » est réduit à 21% 

chez les souris déficientes pour le PAI-1 (fig. 17 c, p<0,001). 

Les analyses histologiques et les immunofluorescences à l’aide d’anticorps anti-PECAM et 

anti-collagène IV confirment la présence de capillaires néoformés au sein des lésions 

identifiées par angiographie (fig. 17). Les souris sauvages montrent des aires de 

néovascularisation induites par le laser en forme de « champignon », accompagnées d’une 

migration des cellules de l’épithélium pigmentaire le long des microvaisseaux nouvellement 

formés (fig. 18a). La blessure n’est habituellement pas recouverte d’une couche cellulaire 

continue provenant de l’épithélium pigmentaire. Chez les souris déficientes pour le PAI-1, la 

réaction néovasculaire est beaucoup plus réduite et consiste principalement en un 

épaississement diffus et modéré couvert par une couche d’épithélium pigmentaire confluente 

(fig. 18b). Dans la plupart des cas, les lésions sont identifiées indirectement par la présence 

des altérations de la rétine. Les analyses par immunofluorescence avec les anticorps anti-

PECAM et anti-collagène IV n’ont pas permis de mettre en évidence une angiogenèse 

significative sur le site de la cicatrice des souris déficientes pour le PAI-1 (fig. 18d).  

L’estimation de la néovascularisation par l’utilisation du rapport B/C montre une diminution 

de 45% de l’angiogenèse chez les souris déficientes pour le PAI-1 comparées aux souris 

sauvages (p<0,001). 

 

5.1.3.2 PAI-1 est présent dans la zone néovasculaire 

Les marquages immunofluorescents prouvent la présence de PAI-1 exclusivement au sein de 

la membrane néovasculaire, mais pas dans les zones normales intactes adjacentes chez les 

souris sauvages (fig. 19a). Le contrôle dans lequel l’anticorps primaire a été pré-absorbé par 

du PAI-1 recombinant reste négatif (fig. 19b). Aucun marquage n’est évidemment observé 

chez les souris déficientes pour le PAI-1 (fig. 19c).  
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Figure 17: Angiographie réalisée 14 jours après induction laser. Les taches de fluorescence (flèches) venant des 
néovaisseaux choroïdiens, appelées hot spots, sont observées chez les souris sauvages (a), mais pas chez les souris 
déficientes pour le PAI-1 (b). Une réduction de l’ordre de trois fois du pourcentage de hot spots est otbenue chez 
souris PAI-1- /- (c). n/N = nombre de hot spots / nombre d’impacts laser réalisés (χ²=16,8, P<0,0001). 

Figure 18: Coloration hématoxyline-éosine (a et b) et marquages immunofluorescents anti-PECAM (vert) et anti-
collagène IV (rouge) 14 jours après le traitement laser, chez des souris sauvages (a et c) et chez des souris déficientes 
pour le PAI-1 (b et d). R : neurorétine ; Ch : choroïde ; S: la sclère ; les flèches blanches délimitent la zone de trauma 
laser. L’estimation se fait par la mesure du rapport B/C entre, d’une part, l’épithélium pigmentaire et le sommet de la 
réaction néovasculaire (B), et d’autre part, l’épaisseur de la couche choroïdienne intacte adjacente (C). Grossissement 
de travail 200X. 
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Figure 19: Marquage immunofluorescent et RT-PCR pour le PAI-1. 14 jours après le traitement laser, le PAI-1 n’est 
détecté seulement que dans la zone néovasculaire des souris sauvages (a) et pas chez les souris déficientes pour le 
PAI-1 (c). L’immunomarquage disparaît lorsque l’anticorps primaire est pré-absorbé avec du PAI-1 recombinant 
(1µg/ml) (b). Les flèches blanches délimitent la zone du trauma laser. Le grossissement de travail est de 200X. Les 
analyses par RT-PCR (d) ont identifié l’expression de l’ARN messager de PAI-1 dans les yeux des souris sauvages 
(colonne 2) et chez les souris déficientes pour le PAI-1 injectées avec le AdCMVPAI-1 (colonne 3). La colonne 1 
contient les marqueurs de poids moléculaires, la colonne 4 les yeux des souris PAI-1-/- et la colonne 5 contient le 
contrôle négatif. 

 

Les RT-PCR réalisées sur les yeux montrent, 14 jours après l’injection d’adénovirus vecteurs 

du AdCMVPAI1, une faible expression de l’ARN messager du PAI-1 humain chez les souris 

déficientes pour le PAI-1 (fig. 19d). 

 

5.1.3.3 L’injection d’adénovirus vecteurs du PAI-1 recombinant restaure l’angiogenèse 

choroïdienne 

Afin de confirmer le rôle joué par le PAI-1 dans l’angiogenèse choroïdienne, des souris PAI-

1-/- et sauvages ont été injectées en i.v. un jour après l’induction laser avec un adénovirus 

recombinant (AdCMVPAI1) vecteur de l’ADNc du PAI-1 humain, un virus contrôle 
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(AdRR5), ou un vecteur de l’ADNc du LacZ (AdCMVLacZ). Les immunomarquages réalisés 

à l’aide d’anticorps anti-PECAM et anti-collagène IV montrent une angiogenèse significative 

chez les souris déficientes pour le PAI-1 injectées avec AdCMVPAI1 (fig. 20a), mais pas 

chez les souris PAI-1-/- injectées avec le virus contrôle (fig. 20b). L’injection du virus vecteur 

de l’ADNc du LacZ résulte en une expression β-galactosidasique dans les cellules de 

l’épithélium pigmentaire (fig. 20c). Ceci démontre bien que les adénovirus recombinants 

injectés en intra veineux sont capables de transduire l’ADNc du PAI-1 au sein des cellules à 

proximité de la lésion au laser. Quatre jours après l’injection de l’AdCMVPAI1, des mesures 

de PAI-1 humain dans le plasma sanguin ont été réalisées, et montrent des valeurs plus 

élevées chez les souris PAI-1-/- injectées (moyenne 7340 ng/ml, range 1850-12600) que le 

PAI-1 murin chez les souris sauvages (2 ng/ml). PAI-1 devient indétectable après 2 semaines. 

La quantification de la néovascularisation sur lames congelées (fig. 20d) montre que 

l’expression du PAI-1 humain chez les souris déficientes pour le PAI-1 résulte dans un 

rapport B/C de l’épaisseur de néovascularisation de l’ordre de 90% de celui observé chez les 

souris sauvages. Par contre, le rapport B/C estimé chez les souris PAI-1-/- injectées avec 

l’AdRR5 est semblable à celui observé chez les souris déficientes pour le PAI-1. 

 

5.1.4 Discussion 

L‘angiogenèse est considérée comme un processus cellulaire invasif qui requiert l’activité 

fonctionnelle d’une variété de molécules tels que les facteurs de croissance, les protéines de la 

matrice extracellulaire, des récepteurs d’adhésion et des enzymes protéolytiques [Folkman 

and D'Amore, 1996]. Des concentrations mesurables de tPA et de PAI ont été détectées dans 

de précédentes études cliniques dans l’humeur aqueuse d’yeux normaux [Smalley et al., 

1994;Steinkamp et al., 1993]. Dans le vitré de patients diabétiques souffrants de rétinopathie 

proliférative, des concentrations élevées de tPA et de PAI-1 [Hattenbach et al., 1999] ont été 

associées avec un taux élevé de VEGF. Comme PAI-1 inhibe indirectement l’activation des 

MMPs, il est logique de penser que PAI-1 diminuerait la néovascularisation choroïdienne. 

Effectivement dans la rétinopathie du prématuré, le traitement par des doses élevées de PAI-1 

exogène protège de la néovascularisation rétinienne [Penn and Rajaratnam, 2003;Penn et al., 

2001]. 

Paradoxalement, nos résultats démontrent qu’une expression minimale de PAI-1 est 

nécessaire pour l’angiogenèse choroïdienne. L’effet du PAI-1 est restreint à la 
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Figure 20: Injection d’adénovirus vecteurs après induction laser. L’analyse des souris déficientes pour le PAI-1 
injectées avec l’adénovirus vecteurs de l’ADNc du PAI-1 humain (a) montre une présence de néovaisseaux par 
marquages immunofluorescents identiques à ceux observés chez les souris sauvages injectées avec le virus 
contrôle (non illustré), alors que les souris PAI-1-/- injectées avec ce même virus contrôle ne montrent aucune 
néovascularisation (b). L’expression du LacZ (en bleu) est détectée dans les cellules de l’épithélium pigmentaire 
(flèches) des souris injectées par le virus vecteurs de l’ADNc de la β-galactosidase (c). La quantification de la 
néovascularisation par le rapport B/C montre une diminution significative chez les souris PAI-1-/- injectées avec 
le virus contrôle (t test, p<0,001), tandis que les souris PAI-1-/- injectées avec l’AdCMVPAI1 ont un rapport B/C 
(p=0,06) similaire à celui calculé chez les souris sauvages (d). n représente le nombre de lésions analysées. R : la 
neuro-rétine ; Ch : la choroïde avec les flèches délimitant la lésion ; S : la sclère. 
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néovascularisation tumorale et oculaire pathologique, mais n’est pas observé dans la 

placentation, le développement embryonnaire et la réaction de cicatrisation, qui sont 

essentiellement normaux chez les souris déficientes pour le PAI-1 [Bajou et al., 2001]. 

Bien que le mécanisme d’action de PAI-1 reste à élucider, au moins trois hypothèses peuvent 

être formulées. 

Le PAI-1 pourrait prévenir une dégradation excessive de la matrice contre la protéolyse 

médiée par l’uPA. De cette façon, il fournirait un substrat d’adhésion cellulaire pour la 

migration des cellules endothéliales. Il a été démontré in vitro qu’une protéolyse excessive 

empêche l’assemblage coordonné des cellules endothéliales en capillaires [Montesano et al., 

1990]. 

Le PAI-1 pourrait jouer le rôle d’un déclencheur moléculaire qui gouvernerait l’adhésion et le 

décrochage des cellules par le biais de l’uPA et/ou d’intégrines [Noel et al., 1999;Czekay et 

al., 2003;Devy et al., 2002]. 

Le PAI-1 pourrait également promouvoir l’angiogenèse par une diminution de la production 

d’angiostatine par le plasminogène, grâce à son inhibition de la plasmine, de l’uPA et du tPA 

[Gately et al., 1997]. 

Pour conclure, la néovascularisation choroïdienne induite par laser chez la souris est un 

modèle de recherche fondamentale très utile dans le cadre de l’angiogenèse choroïdienne, 

bien que ce modèle diffère des évènements naturels se déroulant lors de la DMLA. Nos 

observations renforcent l’idée du rôle essentiel joué par le PAI-1 dans le développement de la 

néovascularisation sous-rétinienne et identifie clairement le PAI-1 comme une cible 

thérapeutique potentielle dans l’élaboration de stratégies thérapeutiques pour la lutte contre 

l’angiogenèse sous-rétinienne. 
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5.2 Article 2:  Mice without uPA, tPA, or plasminogen genes are 

resistant to experimental choroidal neovascularization  

 

J. M. Rakic, V. Lambert, C. Munaut, K. Bajou, K. Peyrollier, M. L. Alvarez-Gonzalez, P. 

Carmeliet, J. M. Foidart, and A. Noel. 

Invest Ophthalmol.Vis.Sci. 44 (4):1732-1739, 2003. 

 

5.2.1 Introduction 

La première observation de l’effet pro-angiogénique de l’uPA a été démontré dans un modèle 

de néovascularisation cornéenne [Berman et al., 1982]. Certaines études ont entrepris, plus 

tard, l’analyse de l’implication du système protéolytique dans la néovascularisation rétinienne 

associée au diabète [Grant and Guay, 1991;Das et al., 1999a;Hattenbach et al., 1999]. 

Toutefois, les données concernant l’angiogenèse sous-rétinienne à partir de la choroïde ne 

sont pas disponibles.  

Nous avons préalablement montré, dans l’article 1, l’importance de l’expression de PAI-1 

dans la néovascularisation choroïdienne [Lambert et al., 2001]. Comme il a été rapporté que la 

présence de fibrine était une constante dans les membranes néovasculaires de la DMLA 

[Lopez et al., 1991;Lopez et al., 1993], nous avons étendu notre étude à l’expression et 

l’activité des autres membres du système fibrinolytique chez l’homme et dans la 

néovascularisation choroïdienne induite au laser chez la souris. 

5.2.2 Matériel et méthodes 

Pour rendre la lecture de ce travail plus aisée en évitant les répétitions, nous limiterons 

dorénavant volontairement la description de cette section aux éléments non décrits 

précédemment. La description détaillée des procédures de RT-PCR, la séquence des 

oligonucléotides et la taille attendue des produits sont disponibles dans la publication. Il en va 

de même pour l'induction du modèle, la mise en évidence des néovaisseaux et la 

quantification de la réponse néovasculaire. 
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5.2.2.1 Profil d'expression du système fibrinolytique par RT-PCR 

Nous avons examiné successivement l'expression des ARN messagers dans des segments 

postérieurs intacts prélevés sur des yeux de donneurs d'organe et, dans des membranes 

néovasculaires prélevées au cours de chirurgies de translocation maculaire. Les données 

cliniques de 4 patients représentatifs sont rassemblées dans le tableau 3. 

Pour obtenir un profil d'expression temporel semi-quantitatif (évidemment impossible à 

obtenir sur les tissus humains obtenus à un stade avancé de la maladie), nous avons induit au 

laser de multiples ruptures (n=30) de la membrane de Bruch chez la souris. Pour exclure la 

possibilité d'un effet lié simplement à l'application d'un traitement au laser, un contrôle 

additionnel a été réalisé en effectuant le même nombre d'impacts de façon subliminaire, c'est à 

dire sans aboutir à l'explosion de la membrane de Bruch (bien visible au moment de l'impact 

par l'apparition d'une bulle). 

5.2.2.2 Animaux génétiquement modifiés 

Le modèle expérimental de néovascularisation choroïdienne induite par 4 impacts laser a été 

effectué sur des souris homozygotes déficientes respectivement pour le gène uPA (uPA-/-), 

tPA (tPA-/-), uPAR (uPAR-/-) et Plg (Plg-/-) ainsi que sur leurs contrôles sauvages ("wild-

type" ou WT). Ces souris ont été générées et caractérisées auparavant [Carmeliet et al., 

1994;Carmeliet and Collen, 1998;Ploplis et al., 1998]. 

5.2.2.3 Immunohistochimie 

La localisation des anticorps anti-collagène de type IV, anti CD-31, anti uPA, anti-tPA et anti-

uPAR a été examinée en immunofluorescence. Celle des anticorps anti-fibrinogène/fibrine a 

été réalisée en lumière visible avec une coloration orange à l'AEC. 

Les méthodes de fixation, les valeurs de dilution, les contrôles et les anticorps secondaires 

sont indiqués dans la publication 3. 

5.2.2.4 Zymographie 

Pour détecter les endroits dans lesquels les activateurs du plasminogène étaient actifs, nous 

avons employé la technique de zymographie in situ à la caséine [Bajou et al., 1998;Bajou et 

al., 2001] en recouvrant des sections congelées pendant 4 heures avec un mélange de caséine 

 



45 

(2%), d'agar (0.9%) et de plasminogène (600µl). L'activité caséinolytique de la plasmine est 

visible par l'apparition de zones plus sombres aux endroits où uPA et/ou tPA actifs sont 

présents (microscope à champ obscur). L'incubation avec un inhibiteur spécifique de l'uPA 

(amiloride, 2mM) permet, après une exposition plus longue, de déceler les zones de 

caséinolyse induites spécifiquement par la présence de tPA activé. 

Pour mettre en évidence l'activité gélatinolytique de MMP-2 et MMP-9, les protéines ont été 

extraites des segments postérieurs murins au jour 3 après induction de multiples lésions de la 

membrane de Bruch. Après dissolution avec du SDS, les échantillons (5 ng) sont déposés sur 

le gel de polyacrylamide contenant la gélatine et soumis à l'électrophorèse. Après activation, 

l'activité gélatinolytique est révélée (en blanc) par coloration au bleu de Coomassie. Le 

contrôle contenant les différentes formes de MMP-2 et MMP-9 est constitué par le milieu 

conditionné des cellules tumorales HT 1080 [Munaut et al., 1995]. 

5.2.3 Résultats 

5.2.3.1 Analyse par RT-PCR des membranes néovasculaires 

 M 71 (1) F 76 (2) M 79 (3) F 75 (4) 

Acuité visuelle préopératoire 1//10 1/20 1/60 1/10 

Sang sous la rétine - ++ ++ + 

Taille de la lésion (DD) 1,5 2 4 3 

Classification (angiographie) Occulte Non visible Non visible Occulte +DEP

Traitements antérieurs _ _ PDT 2X _ 

Etat de l’autre œil NV fibrosé NV fibrosé Disciforme DMLA sèche 

Tableau 3 : Données cliniques de patients dont les membranes néovasculaires ont été analysées dans la figure 21. 
Le sexe et l'âge sont donnés avec, entre parenthèse, le numéro attribué à la membrane néovasculaire. 
DD=diamètre papillaire; DEP=décollement de l'épithélium pigmentaire; PDT=thérapie photodynamique; 
NV=néovaisseaux;  ++  correspond à une quantité de sang empêchant une angiographie au vert d'indocyanine. 

 

Les ARN messagers de l’uPA, du tPA et de l’uPAR ont été détectés dans toutes les 

membranes néovasculaires humaines obtenues après chirurgie. L’historique de ces patients 
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Figure 21 :Exemples représentatifs de l’expression de l’ARN messager de l’uPAr, de l’uPA et du tPA de 
membranes néovasculaires humaines extraites chirurgicalement de patients (1 à 4 dont l’historique est décrit 
dans le tableau 3) atteints de DMLA et de pôles postérieurs d’yeux intacts de donneurs. L’ARN total (environ 10 
ng) a été analysé par RT-PCR. L’ARNr 28S est utilisé comme référence afin d’estimer la quantité d’ARN 
chargé. M : marqueurs de poids moléculaires ; La taille attendue (bp) est indiquée à droite ; R : rétine ; C : 
complexe choriode-épithélium pigmentaire. 
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atteints de membranes néovasculaires agressives est documenté dans le tableau 3. Ces ARN 

ont été aussi documentés chez des donneurs sains [Wang et al., 1995;Hackett and 

Campochiaro, 1993] (fig. 21).  

Afin de définir le profil d’expression du PAI-1 en fonction du temps, nous avons eu recours à 

une analyse par RT-PCR semi-quantitative (normalisée par rapport au 28S ribosomial) 

réalisée sur des membranes néovasculaires murines induites par laser à différents temps (du 

jour 3 au jour 40 après initiation). Comme illustré figure 22, les ARN messagers de l’uPA et 

de l’uPAR montrent la plus forte sur-expression durant le développement de la 

néovascularisation choroïdienne murine, suivie d’une décroissance de l’expression, pour 

l’uPA, 10 jours après l’initiation, coïncidant avec la période de stabilisation du bourgeon 

néovasculaire. Une telle induction n’est pas observable lorsqu’un traitement laser de basse 

puissance contrôle est appliqué. 
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Figure 22 :Analyse par RT-PCR de l’expression des ARN messagers des activateurs du plasminogène durant le 
développement de la néovascularisation choroïdienne induite par laser chez la souris. Les histogrammes 
correspondent à une analyse densitométrique des ARN messagers du tPA (A), de l’uPA (B) et de l’uPAR (C) 
normalisés par rapport au signal du 28S à différents temps après de multiples inductions laser. Comme contrôle, 
une évaluation similaire a été réalisée pour l’uPA au jour 5 avec de multiples impacts laser subliminaires (D). 
D5sub : traitement laser subliminaire au jour 5 ; D5 CNV : traitement laser au jour 5 avec rupture de la 
membrane de Bruch. 
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5.2.3.2 Présence et activité de l’uPA, du tPA et de l’uPAR dans les membranes 

néovasculaires expérimentales 

Les colorations par immunofluorescence démontrent la présence des protéines de l’uPA, du 

tPA et de l’uPAR à l’endroit du trauma infligé par l’impact laser, au niveau de l’épithélium 

.2.3.3 Développement néovasculaire choroïdien in vivo chez les souris uPA-/-, tPA-/-,  

uPAR-/- et Plg-/- 

Afin de bsence des membres du système des activateurs du plasminogène 

peut influencer le développement néovasculaire sous-rétinien, nous avons évalué la sévérité 

.2.3.4 Zymographie sur gel de gélatine 

l’absence des activateurs du plasminogène ou du 

plasminogène sur l’activité des MMPs, l’activité de la MMP-2 et de la MMP-9 a été analysée 

pigmentaire et de la couche choroïdienne (fig. 23 A-C). Aucun marquage n’a été observé chez 

les souris uPA-/-, tPA-/- et uPAR-/- pour leur protéine déficitaire correspondante (non illustré). 

La protéine uPAR a été aussi bien détectée dans le bourgeon néovasculaire que dans la zone 

intacte avoisinante (fig. 23 B). La zymographie in situ réalisée sur des souris sauvages nous 

révèle que l’activité des activateurs du plasminogène a lieu dans et autour de la zone de 

néovascularisation induite par laser (fig. 23 E), mais peut également se retrouver, après une 

longue incubation, dans l’épithélium pigmentaire (fig. 23 F). Une activité caséinolytique a 

également été retrouvée, mais à plus faible intensité, lorsque l’uPA est inhibé par l’amiloride, 

suggérant une participation partielle du tPA dans l’activité protéolytique observée (fig. 23 G). 

 

5

déterminer si l’a

de la réaction angiogénique par immunofluorescence anti-PECAM et histologiquement par la 

mesure du rapport B/C, comme déjà décrit précédemment. La néovascularisation induite par 

laser est extrêmement réduite chez les souris uPA-/-, tPA-/- (non illustré), et Plg-/-, mais est très 

développée chez les souris uPAR-/- et sauvages (non illustré) (fig. 24 A-C). On observe une 

diminution de l’ordre de 50% du rapport B/C chez les souris uPA-/-, tPA-/- et Plg-/- (p<0,001) 

comparées aux souris sauvages (fig. 24 D). 
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Afin d’évaluer l’influence potentielle de 

par zymographie sur gel de gélatine à partir de segments postérieurs ayant subis de multiples 

impacts laser chez des souris sauvages et déficientes. La forme latente de la MMP-2, qui 
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Figure 23 : Présence et activité des activateurs du plasminogène dans la néovascularisation choroïdienne murine. 
Immunolocalisation en rouge de l’uPA (A), de l’uPAR (B) et du tPA (C) sur coupes froides d’yeux contre-
colorées avec un anticorps anti-collagène de type IV en vert, au jour 14 après induction laser chez des souris 
sauvages. Zymographies in situ sur coupes oculaires de souris sauvages réalisées 3 jours après induction laser. 
L’activité totale des activateurs du plasminogène est visualée par les zones de lyse foncées après 4 heures (E) et 
12 heures (F) d’incubation. Après 12 heures, la localisation de l’activité des activateurs du plasminogène s’étend 
le long de l’épithélium pigmentaire intact. Le gel de caséine a glissé vers la droite sur cette image. En présence 
de 2mM d’amiloride durant 24 heures, seule l’activité du tPA est détectée (G). Le contrôle négatif est représenté 
en D. Ret : rétine ; Le : lentille ; Ir : Iris ; les flèches délimitent l’aire néovasculaire. Grossissement de travail 
400X (A-C) et 25X (E-G). 
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Figure 24 : Coloration hématoxyline-éosine des zones néovasculaires choroïdiennes induites par laser chez des 
souris déficientes pour l’uPAr (A), l’uPA (B) et le Plg (C). La néovascularisation est totalement absente chez les 
souris déficientes pour l’uPA (F) et le Plg (G) lorsqu’une immunolocalisation est réalisée à l’aide d’un anti-corps 
anti-PECAM en vert comparée aux souris contrôles (non illustré) ou aux souris déficientes pour l’uPAR (E). 
Ret : rétine ; Ch : Choroïde ; les flèches délimitent l’aire néovasculaire. La réaction néovasculaire a été estimée 
par la mesure du rapport B/C au jour 14 après induction laser (D) sur des souris sauvages et déficientes pour un 
gène. *** p<0,001 ; barres d’erreur = erreur standard. Grossissement de travail 200X (A-C) et 400X (E-F). 
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comme nous le verrons plus tard est exprimée de façon constitutive dans l’œil, a été détectée 

dans tous les extraits tissulaires (fig. 25). L’activité de la MMP-9, par contre, n’est pas 

apparente dans les yeux intacts, contrairement aux yeux traités dans lesquels une forte activité 

est décelée. Quoi qu’il en soit, l’activité de la MMP-9 semble diminuer et celle de la MMP-2 

augmenter chez les souris déficientes pour les activateurs du plasminogène ou déficientes 

pour le plasminogène comparées aux souris sauvages contrôles. 

 HT1080 tPAuPA-/-WT Intact 

Figure  et déficientes 
pour l stérieur d’yeux 
posséd lieu 

 

rine chez les souris uPA-/-, tPA-/- et Plg-/- 

bose 

ontré que le 

Plg-/- -/-

MMP-9 
MMP-2 

25 : Analyse zymographique sur gel de la MMP-2 et de la MMP-9 sur des souris sauvages
e plasminogène et les activateurs du plasminogène. Les tissus sont extraits depuis le pôle po
ant une néovascularisation induite par laser ou bien intacts. Comme contrôle positif, du mi

conditionné de cellules d’HT1080 humaines a été inséré. Tous les puits ont été chargés avec la même quantité de
matériel (5 ng de protéines). 

 

 Dépôt de fibrinogène/fib5.2.3.5

Les souris présentant une simple déficience en uPA ou en tPA sont susceptibles de throm

après provocation d’un trauma ou d’une réaction inflammatoire. Il a été dém

fibrinogène est le responsable de ce phénotype chez les souris Plg-/- [Bugge et al., 1996]. Afin 

d’étudier la responsabilité d’un excès de fibrinogène dans la diminution de la 

néovascularisation choroïdienne, des immunohistochimies fibrinogène/fibrine ont été 

réalisées au jour 3 après induction laser sur des souris déficientes pour les activateurs du 

plasminogène et pour le plasminogène (fig. 26 A-D). Les souris sauvages montrent une 

présence modeste de fibrinogène/fibrine aux alentours du bourgeon néovasculaire induit. Les 

souris uPA-/-, tPA-/- et Plg-/-, quant à elles, présentent une accumulation massive de 

fibrinogène/fibrine dans les vaisseaux rétiniens et à la base du trauma induit par laser agissant 

tel un bouchon. 
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Figure 26 : Coloration immunohistochimique fibrinogène/fibrine de trauma induit par laser sur des coupes 
froides oculaires de souris sauvages (B), uPA-/- (C), tPA-/- (D) et Plg-/- (E) révèlent la présence de quantité limitée 
de fibrine chez les souris sauvages comparée avec l’accumulation massive de fibrine chez les souris déficientes 
pour le plasminogène et les activateurs du plasminogène à l’endroit du trauma choroïdien et des vaisseaux 
rétiniens. Le contrôle négatif est en A. grossissement de travail 200X. 

 

5.2.4 Discussion 

Nos données montrent pour la première fois l’expression des ARN messagers du tPA, de 

l’uPA et de l’uPAR aussi bien dans les membranes néovasculaires humaines extraites 

chirurgicalement que dans les membranes néovasculaires murines expérimentales. Ceci 

suggère, mais ne prouve pas définitivement, que ces molécules sont impliquées dans le 

processus de néovascularisation humaine, d’autant plus qu’une expression basale de ces 

molécules est aussi présente dans l’œil intact, plus principalement dans le complexe formé par 

l’épithélium pigmentaire et la choroïde. Ces observations étendues à la souris par 

immunolocalisation et zymographie in situ, montrent une activité des activateurs du 

plasminogène sur le site du trauma induit par laser. Nous avons dès lors recherché l’influence 

de l’absence des acteurs du système plasminogène/activateurs du plasminogène sur le 

développement expérimental de la néovascularisation choroïdienne. 

Les souris sauvages contrôles et déficientes pour l’uPAR montrent une réponse angiogénique 

forte. Il n’y a pas de développement conséquent de la néovascularisation expérimentale chez 

les souris déficientes pour l’uPA, pour le tPA et le Plg, suggérant une contribution de ces 

protéases dans l’altération chorio-rétinienne. En effet, il a été démontré que la choroïde intacte 

est une source de sécrétion continue de tPA [Wang et al., 1995], et l’épithélium pigmentaire 

une source pour l’uPA [Hackett and Campochiaro, 1993]. L’activité urokinase est augmentée 

dans la néovascularisation rétinienne expérimentale et dans les membranes néovasculaires 

diabétiques [Das et al., 1999a;Das et al., 1999b]. Un taux intra-oculaire élevé de tPA a été 

associé avec la rétinopathie diabétique proliférative [Hattenbach et al., 1999] et des 
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observations préliminaires ont suggéré qu’une inhibition de l’uPA peut prévenir la 

néovascularisation rétinienne induite par hypoxie (Mcguire PG,Jones TR, Talaric N, Warren 

E, Das A, ARVO Abstract 1261, 2002). L’absence d’effet secondaire de la déficience en 

uPAR pourrait être expliquée par le fait que la liaison de l’uPA sur l’uPAR n’est pas requise 

pour fournir une protéolyse péri-cellulaire suffisante de la plasmine médiée par l’uPA 

[Carmeliet et al., 1998]. 

Le phénotype observé chez les souris uPA-/-, tPA-/- et Plg-/- ne peut être imputé directement à 

une déficience au niveau endothélial. En effet, premièrement, la néovascularisation 

choroïdienne n’est pas une maladie exclusivement causée par la prolifération de cellules 

endothéliales pathologiques isolées. Des données cliniques [Grossniklaus et al., 2000] et 

expérimentales comme nous le montrerons dans l’article 4 suivant, ont montré la présence 

d’une composante inflammatoire importante dans la maladie suggérant que la 

néovascularisation choroïdienne est une réponse non-spécifique de cicatrisation [Spraul et al., 

1999]. Deuxièmement, des études précédentes ont montré que la migration des cellules 

endothéliales dans un gel de fibrine n’est pas sévèrement altérée par la déficience isolée d’un 

composant du système plasminogène/activateurs du plasminogène, mais que la MT1-MMP 

active est essentielle [Hiraoka et al., 1998]. Le fait que la déficience en uPA et en tPA 

endogènes n’altère pas la migration des cellules endothéliales a été confirmée dans un modèle 

d’anneaux d’aorte [Devy et al., 2002] et dans un modèle d’angiogenèse tumorale induite par 

l’implantation de kératinocytes malins [Bajou et al., 2001]. Pourtant, l’angiogenèse dans ces 

deux modèles est toujours dépendante de la présence de plasminogène, indiquant que la 

protéolyse médiée par la plasmine est un évènement clé à prendre en compte lors de la mise 

au point d’expériences particulières. 

Récemment, un rôle critique pour le tPA pendant l’invasion et l’angiogenèse de cellules 

tumorales pancréatiques a été suggéré [Diaz et al., 2002]. De plus, la présence de l’uPA et du 

Plg est essentielle pour l’angiogenèse capillaire durant la revascularisation due à un infarctus 

[Heymans et al., 1999]. Ce phénotype particulier est partiellement expliqué par le défaut 

d’activation de la MMP-9 du cœur ayant subi un infarctus secondaire à l’absence de l’uPA et 

de la plasmine. Dans notre modèle, la MMP-9 semble diminuer tandis que la MMP-2 semble 

augmenter lorsque que le plasminogène ou les activateurs du plasminogène sont déficients. 

L’ensemble de ces données soutient l’idée que le besoin des activateurs du plasminogène 

durant l’angiogenèse pourrait être modulé par la composition de la matrice extra-cellulaire ou 
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par le profil d’expression des protéinases dans les différentes situations physiologiques ou 

pathologiques. 

Dans cette étude, en absence d’uPA, de tPA ou de Plg, une accumulation excessive de 

fibrinogène/fibrine prend place au niveau du trauma induit par laser, en même temps que la 

présence d’une activité de type MMP. Ce dépôt de fibrine peut agir comme une barrière 

physique pour certains composants de la néovascularisation normale tels que les cellules 

endothéliales, les fibroblastes ou les monocytes. Ce bouchon ne peut être éliminé à temps sans 

fibrinolyse médiée par la plasmine. L’ensemble de ces données suggère que dans la choroïde, 

le programme angiogénique est plus dépendant de l’axe plasminogène/activateurs du 

plasminogène que de la fibrinolyse dirigée par les MMPs.  

Les capillaires choroïdiens formant des membranes néovasculaires pathologiques apparaissent 

extrêmement sensibles aux variations de l’équilibre protéolytique sous la conduite des 

activateurs du plasminogène. L’excès de fibrinolyse, comme chez les souris PAI-1-/-, ou le 

défaut de fibrinolyse, comme chez les souris déficientes pour le plasminogène ou les 

activateurs du plasminogène, peuvent tous deux prévenir le développement néovasculaire, et 

peuvent être proposés, à condition d’un contrôle approprié, comme une stratégie anti-

angiogénique pharmacologique. 

 

 



52 

5.3 Article 3: Dose-dependent modulation of choroidal 

neovascularization by plasminogen activator inhibitor type I: 

implications for clinical trials 

V. Lambert, C. Munaut, P. Carmeliet, R. D. Gerard, P. J. Declerck, A. Gils, C. Claes, J. M. 

Foidart, A. Noel, and J. M. Rakic.  

Invest Ophthalmol.Vis.Sci. 44 (6):2791-2797, 2003. 

5.3.1 Introduction 

Certains résultats expérimentaux montrent un effet inhibiteur de l’angiogenèse avec de haut 

taux de PAI-1, ce qui semble paradoxal. Ainsi, des cellules tumorales transfectées par de 

l’ADNc de PAI-1 engendrent une diminution de la croissance des tumeurs primaires et de 

l’angiogenèse associée aux tumeurs [Soff et al., 1995]. L’effet inhibiteur des stéroïdes 

angiostatiques sur la néovascularisation a été attribué à une diminution de l’expression de 

l’uPA et une augmentation de l’expression du PAI-1 [Penn et al., 2001;Blei et al., 

1993;DeFaller and Clark, 2000]. Un de ces composés, l’anécortave d’acétate, diminue la 

néovascularisation choroïdienne humaine et est testé en phase clinique II et III impliquant des 

centaines de patients [D'Amico et al., 2003b]. Curieusement, de faibles doses (15 mg en intra-

oculaire) semblent efficaces alors que de plus fortes doses (30 mg injecté) sont inefficaces 

[Soubrane et al., 2002]. Une courbe dose-réponse biphasique de PAI-1 a été observée dans 

des modèles in vitro (anneaux d’aortes) et in vivo (matrigel dans le CAM assay) [Devy et al., 

2002;Stefansson et al., 2001;McMahon et al., 2001]. 

Une explication de ces résultats conflictuels est que le PAI-1 pourrait avoir une rôle pro- ou 

anti-angiogène en fonction de sa concentration. La vérification de cette hypothèse a fait 

l’objet de cette étude. 

5.3.2 Matériel et méthodes 

 

Les animaux PAI-1-/- et PAI sauvages ont été décrits dans la section qui précède, de même 

que la méthode de quantification, les méthodes statistiques, l'analyse angiographique, et les 

techniques de mise en évidence par immunohistochimie des néovaisseaux. 
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5.3.2.1 Analyse par RT-PCR de l'expression de PAI-1 dans les membranes néovasculaires  

Les membranes choroïdiennes humaines ont été extraites chez des patients au cours 

d'interventions chirurgicales de translocation maculaire (Dr C. Claes, Middelheim, 

Antwerpen). Ces membranes sont, dès leur extraction, immergées dans de l'azote liquide et 

conservées à -80°C. 

Pour caractériser l'expression temporelle de PAI-1, nous avons sacrifié des animaux 

respectivement aux J3, J5, J14 et J40 après induction par laser. Pour déterminer l'expression 

spatiale de PAI-1, nous avons utilisé la technique de microdissection par laser ("Laser 

Pressure Catapulting"- LPC) qui permet d'extraire, à partir de sections histologiques montées 

sur des membranes de polyéthylène, les zones à analyser par RT-PCR [Emmert-Buck et al., 

1996;Bohm et al., 1997]. Après extraction de la région envahie par le processus 

néovasculaire, une zone saine adjacente de même volume est également retirée comme 

contrôle. 

La technique de RT-PCR est semblable à celle exposée plus haut. Soulignons simplement, en 

raison d'une quantité moindre de matériel, le nombre accru de cycles d'amplification pour 

l'analyse des échantillons provenant du LPC (45 cycles pour PAI-1 et 33 cycles pour le 28S 

ribosomial). 

5.3.2.2 Injection de protéines recombinantes et de leurs variants mutés 

Les souris déficientes et contrôles ont subi, à partir du moment de l'induction par laser de la 

réponse néovasculaire, une injection intra-péritonéale quotidienne de 10 ou 100µg de 

protéines recombinantes. 

Ces protéines ont été produites et caractérisées par l'équipe de Declerck [Gils et al., 1996;Nar 

et al., 2000]. 

Le variant PAI-1-stab possède une demi-vie nettement accrue par rapport à la protéine non 

modifiée (∼150 h).  

PAI-1-stab-Q123K fait référence au mutant ayant une interaction beaucoup moins efficace 

avec la vitronectine (réaction 40X plus lente). Pour information, le chiffre et les lettres 

indiquent la position et l'acide aminé substitué (fig. 27 B). 
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5.3.2.3 Injection d'adénovirus recombinants 

Dans une deuxième série d'expériences et dans le but de vérifier les résultats obtenus avec les 

protéines recombinantes administrées par voie générale, nous avons injecté les animaux avec 

des adénovirus recombinants porteurs du DNA de PAI-1 intact (AdCMVPAI-1) ou muté dans 

le but de produire les protéines qui viennent d'être décrites (AdCMVPAI-1Q123K). Ces virus 

recombinants proviennent de l'équipe de Gerard [Gerard and Meidell, 1995;Shubeita et al., 

1990]. 

Les souris ont été injectées en intra-veineuse au J1 après induction de la réaction 

néovasculaire, soit avec les virus recombinants qui viennent d'être décrits, soit avec un virus 

contrôle (AdRR5) ou un virus permettant indirectement la localisation de l'expression d'ADN 

recombinant (AdCMVlacZ). 

5.3.3 Résultats 

5.3.3.1 Profil d’expression de PAI-1 dans les membranes néovasculaires 

L’ARN du PAI-1 a été détecté par RT-PCR dans toutes membranes néovasculaires humaines 

obtenues après chirurgie (voir exemple fig. 27 A). Afin d’évaluer la répartition spatiale de 

l’expression du PAI-1 au sein des membranes néovasculaires et dans la rétine adjacente, de 

façon distincte, nous avons eu recours à la microdissection laser (LPC pour Laser Pressure 

Catapulting) sur des coupes froides sériées d’yeux de souris. Cette technique nous a permis de 

mettre en évidence à tous les temps (jour 3, 5, 14 et 40) chez des souris sauvages, la présence 

de l’ARN messager de PAI-1 uniquement dans les membranes néovasculaires. Le PAI-1 est 

absent à tous les temps de la rétine intacte adjacente (fig. 27 B). Afin de définir le profil 

d’expression du PAI-1 en fonction du temps, nous avons eu recours à une analyse par RT-

PCR semi-quantitative (normalisée par rapport au 28S ribosomial) réalisées sur des 

membranes néovasculaires murines induites par laser à différents temps (du jour 3 au jour 40 

après induction). L’induction de l’ARN messager de PAI-1 est conséquente durant le 

développement néovasculaire (fig. 27 C et D), avec un retour au niveau basal après 10 jours, 

ce qui correspond à la période de stabilisation du bourgeon néovasculaire. 
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Figure 27: A) RT-PCR de PAI-1 et du 28S ribosomial réalisées sur des prélèvements de membranes 
néovasculaires humaines. La lettre correspond au genre du patient (M : homme ; F : femme) et le nombre son 
âge. B) RT-PCR sur produit de microdissection laser chez des souris sauvages à différents temps. CNV : 
membrane néovasculaire ; R : rétine intacte ; D3-5-14 et 40 pour jour 3, 5, 14 et 40. C) gel représentatif et 
histogramme densitométrique (D) correspondant à la quantification de l’ARN messager de PAI-1 normalisé par 
rapport au signal du 28S réalisé à différents temps du développement néovasculaire. Cette évaluation a été 
réalisées sur les pôles postérieurs entiers après induction d’impacts multiples sur la membrane de Bruch. 
L’ARNr 28S est utilisé afin d’évaluer la quantité d’ARN total chargé. Les tailles attendues des produits de RT-
PCR sont de 197 pb pour le PAI-1 et de 212 pb pour le 28S. 
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Figure 28: Effet dose-réponse du PAI-1 sur la néovascularisation choroïdienne. Analyses histologiques et 
immunofluorescences en rouge avec un anticorps anti-CD31 (B et E) chez des souris PAI-1 -/- et des souris 
sauvages traitées avec de hautes doses de PAI-1 ou traitées avec le véhicule seul (A-F). Coloration 
hématoxyline-éosine de la zone représentative de néovascularisation réduite réalisée sur une souris PAI-1-/- 
traitée avec le véhicule seul (A) et d’une néovascularisation restaurée grâce à l’injection de 100µg/jour/souris de 
protéine PAI-1 recombinante stable chez ces mêmes souris (C). Par contre la néovascularisation est réduite chez 
les souris sauvages traitées par 100 µg/jour/souris de protéine PAI-1 recombinante (F) comparée à celle de ces 
mêmes souris traitées avec le véhicule seul (D). Estimation de la néovascularisation par le rapport B/C. Ch : 
choroïde ; les flèches délimitent la zone de néovascularisation ; les barres jaunes correspondent à la mesure du B 
et les barres vertes à la mesure du C utilisées pour le calcul du rapport B/C. Le grossissement de travail est de 
400X. 
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5.3.3.2 Effet dose-dépendant du PAI-1 recombinant sur la néovascularisation 

La néovascularisation est estimée par la mesure du rapport B/C, comme décrite dans l’article 

1, et par immunomarquage à l’aide d’anticorps anti-CD31. La néovascularisation à l’endroit 

de l’impact laser est très réduite, ce qui est attendu au vu des résultats du chapitre I, ou 

absente chez les souris déficientes pour le PAI-1 (fig. 28 A), mais augmente suite à des 

injections quotidiennes de 10 µg (non illustré) et 100 µg de protéine recombinante de PAI-1 

(fig. 28 C). L’effet opposé a été observé lors des injections quotidiennes chez les souris 

sauvages (fig. 28 D) avec les hautes doses de PAI-1 recombinant (fig. 28 F). Un effet dose-

réponse a été mesuré avec les concentrations croissantes de PAI-1 recombinant actif (PAI-

stab, 10 ou 100 µg/jour/souris) chez les souris déficientes pour le PAI-1 (fig. 29 G). Chez les 

souris sauvages, une réduction d’environ 35% du rapport B/C a été observée suite au 

traitement par les hautes doses de PAI-1 recombinant (p<0,0001) comparée à l’utilisation du 

placebo (véhicule seul). 
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Figure 29: Estimation de la néovascularisation par le rapport B/C (G) avec les barres d’erreurs et mise en 
évidence de l’effet dose de PAI-1.  

 

5.3.3.3 Mécanismes par lesquels PAI-1 conduit l’angiogenèse choroïdienne 

Afin d’étudier l’influence d’un des deux mécanismes d’action de PAI-1, en l’occurrence son 

effet sur la migration oculaire au travers de sa capacité de fixation sur la vitronectine, des 

souris déficientes pour le PAI-1 ont été injectées quotidiennement par 100 µg de PAI-1-stab-
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Q123K ou par une injection intraveineuse d’AdCMVPAI-1Q123K un jour après l’induction 

laser. Les contrôles négatifs sont les souris PAI-1-/- traitées avec le véhicule seul ou avec 

l’adénovirus AdRR5 et les contrôles positifs sont les souris PAI-1-/- dans le phénotype est 

restauré par l’injection de 100 µg de protéine PAI-1 recombinante stabilisée ou injectées par 

l’adénovirus AdCMVPAI-1. Une injection quotidienne de protéine PAI-1-stab-Q123K 

restaure totalement le phénotype néovasculaire comme observé chez les souris traitées avec la 

protéine PAI-1-stab (p= 0,73, fig. 30 A). La construction adénovirale possédant une affinité 

moindre pour la vitronectine, restaure également le phénotype observé chez les souris PAI-1-/- 

infectées avec AdCMVPAI-1 (p= 0,03, Fig 30 B) 
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Figure 30 : L’injection de PAI-1 recombinant, déficient pour la liaison sur la vitronectine, restaure le phénotype 
angiogénique. En A les souris PAI-1-/- sont injectées avec de la protéine PAI-1 mutée (injection quotidienne de 100 
µg de PAI-1-stab-Q123K) ou en B infectées par un adénovirus vecteur du gène du PAI-1 humain muté (injection 
simple en intraveineuse d’AdCMVPAI-1Q123K, un jour après induction laser). Les contrôles négatifs sont les souris 
PAI-1-/- traitées avec le véhicule seul ou avec l’adénovirus AdRR5. Les contrôles positifs sont les souris PAI-1-/- dont 
le phénotype est restauré par l’injection de 100 µg de protéine PAI-1 recombinante stabilisée ou injectées par 
l’adénovirus AdCMVPAI-1. La quantification est réalisée sur base du calcul du rapport B/C. Les protéines mutantes 
déficientes pour la liaison à la vitronectine restaurent un rapport B/C égal  (p=0,73 en A) ou très similaire (p=0,03 en 
B) aux résultats obtenus avec les protéines de PAI-1 intactes. 

 

Ceci suggère que l’autre mécanisme d’action, c’est-à-dire le contrôle de la protéolyse, joue un 

rôle majeur. Effectivement, si on évalue l’activité protéolytique indirectement par 

immunomarquage fibrinogène/fibrine, on constate que l’absence complète de ce marquage est 

évidente chez les souris PAI-1-/-, ce qui correspondrait à une activité protéolytique intense. Ce 

constat est plausible au vu d’une activité fibrinolytique excessive due au défaut d’inhibition 

de l’uPA et du tPA (fig. 31 A). La coloration fibrinogène/fibrine est présente normalement 
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Figure 31 :Immunolocalisation du Fibrinogène/fibrine dans les zones de néovascularisation induites par laser. La 
comparaison des souris PAI-1-/- (A) et sauvages (B) avec des animaux traités par 100µg de protéine PAI-1 
recombinante (C et D), révèle l’absence de fibrine (coloration AEC+) chez les PAI-1-/- et une quantité limitée 
chez les souris sauvages, contrastant avec l’accumulation massive de fibrine chez les animaux traités avec des 
hautes doses de protéines de PAI-1 recombinantes. Grossissement de travail 400X. 
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dans les souris contrôles (fig. 31 B), tandis qu’une accumulation massive de 

fibrinogène/fibrine est présente aussi bien dans les souris sauvages que PAI-1-/- injectées avec 

des hautes doses de protéine PAI-1 recombinante, démontrant une inhibition sévère du 

système activateur du plasminogène (fig. 31 C et D). 

 

5.3.4 Discussion 

Le profil d’expression spatio-temporel de l’ARN messager de PAI-1 mis en évidence dans ce 

travail est en accord avec les observations précédentes démontrant une induction de 

l’expression de PAI-1 dans les cellules endothéliales en migration, une expression limitée à 

l’épithélium ciliaire dans les yeux intacts de rongeurs et avec nos résultats précédents 

d’immunolocalisation de PAI-1 dans les bourgeons néovasculaires choroïdiens [Lambert et 

al., 2001;Pepper et al., 1992;Masos et al., 2000]. 

L’expression consistante de PAI-1 dans les membranes néovasculaires humaines tendrait à 

soutenir le rôle joué par PAI-1 pendant la progression de la forme exsudative de la DMLA. 

Cliniquement, un taux élevé de PAI-1 a été mis en évidence dans les rétinopathies diabétiques 

humaines, alors que des taux minimums sont observés dans les rétines normales [Grant et al., 

1996]. L’âge peut également être un autre facteur de risque indépendant, non seulement pour 

la DMLA [Hyman and Neborsky, 2002], mais aussi dans le cadre de la néovascularisation 

choroïdienne expérimentale [Espinosa-Heidmann et al., 2002]. Une sur-expression de PAI-1 

en relation avec l’âge a été reportée dans les cellules endothéliales vasculaires humaines 

[Comi et al., 1995] et dans les fibroblastes [Mu and Higgins, 1995] alors que d’autres serpines 

comme le PEDF (pigment epithelium derived factor), qui sont de forts inhibiteurs de 

l’angiogenèse [Dawson et al., 1999], sont régulés négativement dans l’épithélium pigmentaire 

plus âgés [Tombran-Tink et al., 1995]. 

A notre connaissance, ce travail est le premier montrant un effet clair de l’effet dose-réponse 

de PAI-1 sur l’angiogenèse dans un modèle pathologique chorio-rétinien. En testant diverses 

concentrations de PAI-1 recombinants actifs en injections intra-péritonéales, nous avons 

fourni des preuves des effets opposés de PAI-1 pendant le développement néovasculaire 

choroïdien. PAI-1 a un comportement pro-angiogénique aux faibles concentrations et une 

action anti-angiogénique aux plus fortes concentrations. Ces affirmations sont étayées par les 

observations suivantes : 
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- Le développement néovasculaire choroïdien est inhibé chez les souris PAI-1-/- [Lambert et 

al., 2001]. 

- La formation du bourgeon néovasculaire est restaurée chez les souris PAI-1-/- par l’injection 

de protéine PAI-1 recombinante, et la restauration est proportionnelle à la dose injectée. 

- L’injection de fortes doses de PAI-1 recombinant (100 µg/jour) aux souris sauvages inhibe 

significativement le développement néovasculaire. 

Ces données sont en parfait accord avec celles obtenues sur le modèle des anneaux aortiques 

montrant l’effet pro-angiogénique de PAI-1 au concentrations physiologiques (de l’ordre du 

nanomolaire) et son effet anti-angiogénique aux plus fortes concentrations [Devy et al., 

2002;Bajou et al., 2004]. La co-localisation de l’uPA et du PAI-1 dans les cellules 

endothéliales migrantes [Pepper et al., 1992] et dans les cellules tumorales [Liu et al., 1995] 

met en évidence l’importance de la production simultanée des protéases et de leurs 

inhibiteurs, et conduit au concept de « balance protéolytique ». En protégeant la matrice 

extracellulaire d’une dégradation excessive, le PAI-1 peut stabiliser l’échafaudage matriciel 

nécessaire à la migration des cellules endothéliales et à l’assemblage coordonné de ces 

cellules en capillaires [Pepper and Montesano, 1990]. En association avec les autres 

glycoprotéines adhésives, les dépôts de fibrinogène/fibrine servent d’échafaudage afin d’aider 

au maintien des liaisons avec les facteurs de croissance. Ces dépôts aident également la 

réponse cellulaire pour l’adhésion, la prolifération et la migration pendant l’angiogenèse 

[Simpson-Haidaris and Rybarczyk, 2001]. Les intenses modulations dans les dépôts de 

fibrinogène/fibrine induites par les variations du taux de PAI-1 ont été démontrées par 

immunolocalisation dans notre modèle de néovascularisation expérimentale. 

Afin de faire la part entre l’activité inhibitrice des protéases et l’activité de liaison à la 

vitronectine de PAI-1 impliquées dans la migration cellulaire [Waltz et al., 1997;Stefansson 

and Lawrence, 1996], nous avons injecté des souris PAI-1 -/- avec des protéines 

recombinantes mutées de PAI-1 (PAI-1-stab-Q123K) déficientes pour la liaison à la 

vitronectine ou avec des adénovirus exprimant ce même mutant (AdCMVPAI-1Q123K). Les 

deux formes mutées, injectées ou exprimées de façon endogène par les adénovirus, restaurent 

l’une comme l’autre la réaction pathologique choroïdienne, suggérant que l’inhibition des 

activateurs du plasminogène par le PAI-1 est probablement le mécanisme d’action majeur 

impliqué dans la promotion de l’angiogenèse dans notre modèle. 
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Nos résultats peuvent ainsi expliquer, au moins en partie, l’efficacité dose-dépendante de 

certains médicaments tel que l’anécortave acétate, déjà testé en phase clinique contre la forme 

exsudative de la DMLA. L’augmentation du dosage de cet agent permet une augmentation 

locale de l’expression de PAI-1 sans toutefois atteindre les taux suffisament élevés que pour 

inhiber l’angiogenèse. Il est donc logique d’observer que des plus hautes doses d’anécortave 

(30mg) sont moins efficaces comparées à l’utilisation du placebo ou à des doses plus basses 

[Soubrane et al., 2002]. 

L’existence d’une courbe biphasique dose-réponse met, de façon plus générale, en garde 

contre les stratégies pharmacologiques incontrôlées dans lesquelles les agonistes et les 

antagonistes de PAI-1 sont utilisés pour l’inhibition de la néovascularisation [Calabrese, 

2001]. 
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6 Chapitre 2: Rôle des Métalloprotéinases dans la 
Néovascularisation Choroïdienne 

6.1 Article 4:  Matrix metalloproteinase-9 contributes to choroidal 

neovascularization 

V. Lambert, C. Munaut, M. Jost, A. Noel, Z. Werb, J. M. Foidart, and J. M. Rakic. 

Am.J.Pathol. 161 (4):1247-1253, 2002. 

6.1.1 Introduction 

Le rôle précis et spécifique des MMPs et de leurs inhibiteurs dans les pathologies oculaires 

reste encore à élucider. Une mutation du gène du TIMP-3 provoque l’apparition d’une forme 

rare de dystrophie maculaire familiale associée avec une néovascularisation sous-rétinienne 

[Weber et al., 1994]. Le TIMP-3 est exprimé par l’épithélium pigmentaire humain, et son 

accumulation est associée à des changements de la rétine dans la dégénérescence maculaire 

[Ruiz et al., 1996;Kamei and Hollyfield, 1999]. 

La MMP-2 et la MMP-9, appelées aussi gélatinases A et B, sont d’un intérêt particulier. En 

effet, leurs substrats spécifiques incluent le collagène de type IV, qui peut être dégradé afin de 

faciliter la migration des cellules endothéliales. Ces deux MMPs présentent une augmentation 

de leur expression dans une variété de tumeurs et de situations pathologiques [Pepper, 2001]. 

L’expression de la MMP-2 et la MMP-9, a été démontrée dans les membranes néovasculaires 

choroïdiennes humaines [Steen et al., 1998]. Des études génétiques chez la souris ont montré 

que ces MMPs étaient nécessaires durant l’angiogenèse. La MMP-2 est impliquée dans le 

déclenchement angiogénique lors de la progression tumorale dans un modèle de transplant 

sous-cutané [Itoh et al., 1998], alors que la MMP-9 est nécessaire de façon spécifique dans un 

modèle murin de carcinogenèse des cellules β pancréatiques [Bergers et al., 2000]. Les effets 

des MMPs sont loin de se cantonner à la dégradation de la matrice extra-cellulaire [Chang and 

Werb, 2001]. Les facteurs de croissance peptidiques séquestrés au sein des protéines de la 

MEC sont rendus disponibles une fois que celle-ci est dégradée par la MMP-9 [Manes et al., 

1999]. Les MMPs peuvent augmenter la biodisponibilité du VEGF [Bergers et al., 2000] mais 

aussi générer des inhibiteurs de l’angiogenèse tels que l’angiostatine par clivage du 

plasminogène [Dong et al., 1997]. Dans l’œil, des taux élevés de MMP-9 et de MMP-2 ont été 

mesurés dans le liquide vitréen et dans les membranes épi-rétiniennes extraites 
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chirurgicalement chez des patients atteints de rétinopathie diabétique proliférative [Das et al., 

1999a;Kosano et al., 1999;Jin et al., 2001]. Les membranes néovasculaires humaines  

extraites chirurgicalement de patients souffrants de DMLA montrent aussi une forte 

expression de ces MMPs , suggérant qu’elles pourraient coopérer dans la progression de 

l’angiogenèse choroïdienne [Steen et al., 1998]. 

Dans cette étude, nous allons caractériser le profil d’expression spatio-temporel de la MMP-9 

dans un modèle murin de néovascularisation choroïdienne induite au laser. Nous utiliserons 

différentes approches telles que l’immunohistochimie, l’utilisation de souris transgéniques 

exprimant le gène rapporteur de la β-galactosidase sous la dépendance du promoteur de la 

MMP-9, et des analyses par RT-PCR des structures néovasculaires choroïdiennes micro-

disséquées au laser. Afin de définir la contribution relative de la MMP-9 dans le 

développement de l’angiogenèse choroïdienne, la néovascularisation sous-rétinienne chez des 

souris déficientes pour la MMP-9 sera comparée avec celle des souris sauvages. 

6.1.2 Matériel et Méthodes 

6.1.2.1 Animaux génétiquement modifiés 

La construction de la lignée murine transgènique 7700ExIn-LacZ a déjà été décrite [Munaut 

et al., 1999]. Cette construction a pour avantage de lier l'activité du promoteur de MMP-9 à 

l'activité du gène de la β-galactosidase. Les cellules où ce gène est actif se colorent en bleu 

après incubation avec le substrat correspondant (X-gal), ce qui permet in fine de localiser les 

régions ou le promoteur de MMP-9 est exprimé [Behringer et al., 1993]. Comme témoin 

positif, nous avons appliqué une brûlure thermique sur la surface de la cornée [Mohan et al., 

1998]. 

Dans les expériences de quantification de la réponse néovasculaire sous-rétinienne, nous 

avons utilisé les souris déficientes pour la MMP-9 décrites par le groupe de Werb et les 

témoins appropriés [Vu et al., 1998]. 

6.1.2.2 Immunohistochimie 

En plus des anticorps utilisés habituellement pour mettre en évidence les néovaisseaux (anti-

CD31 et anti-collagène de type IV), nous avons utilisé des anticorps dirigés contre la 

gélatinase B murine, les polynucléaires neutrophiles (anticorps polyclonal de rat) et les 

monocytes (anti-CD11b)  

 



62 

6.1.2.3 RT-PCR des échantillons obtenus en microdissection 

Les séquences d'oligonucléotides, le nombre de cycles et la taille attendue des produits de 

PCR figurent dans la publication 4. 

6.1.3 Résultats 

6.1.3.1 Induction et évolution de la MMP-9 

Dans notre modèle de néovascularisation choroïdienne, une immunolocalisation montre la 

présence de la protéine de la MMP-9, en rouge, exclusivement sur le lieu de l’impact laser, au 

niveau de l’épithélium pigmentaire et de la choroïde, mais pas au niveau de la zone intacte 

adjacente (fig. 32 A). Une contre coloration à l’aide d’un anticorps anti-collagène IV en vert 

permet de mieux visualiser les structures. L’intensité du marquage est maximale au jour 3 

(fig. 32 A), avant même l’apparition de nouveaux micro vaisseaux apparents.  

Le marquage est déjà plus faible au jour 5 (fig. 32 B) et disparaît complètement plus tard. 

Aucun marquage de la MMP-9 n’a été mis en évidence dans les souris MMP-9-/- (non 

illustré). Un contrôle positif réalisé par brûlure de la cornée est également maximal au jour 3 

et est présent uniquement dans le stroma adjacent à la lésion (fig. 32 C) comme 

précédemment décrit [Mohan et al., 1998].L’activité promotrice de la MMP-9, mise en 

évidence grâce au gène rapporteur de la β-galactosidase, est indétectable dans la rétine ou 

dans la cornée des yeux intacts. Dans les yeux traités, elle ne co-localise pas exactement avec 

la présence de la protéine de la MMP-9. Le produit de la réaction de la β-galactosidase n’est 

pas détecté avant le jour 5 (fig. 32 D) aussi bien dans la zone néovasculaire (fig. 32 E), que 

dans l’épithélium cornéen utilisé comme contrôle positif (fig. 32 F). Cette activité n’est 

détectée qu’occasionnellement après le jour 5. La coloration X-gal est localisée au front de 

migration et de croissance de la réaction néovasculaire au-delà du plan de l’épithélium 

pigmentaire. L’activité promotrice de la MMP-9 coïncide avec l’arrivée des premiers 

macrophages détectés par immunofluorescence (fig. 33 A-D). Les cellules polynucléaires sont 

absentes au jour 5 mais infiltrent la lésion à un stade plus précoce (fig. 33 E et F). 

Les analyses réalisées par RT-PCR sur des membranes néovasculaires murines choroïdiennes, 

extraites par microdissection laser, à différents temps d’évolution de l’angiogenèse sous-

rétinienne induite par laser, nous confirment l’expression de la MMP-9 uniquement au jour 5 

et au sein de la membrane néovasculaire (fig. 34). Ces résultats coïncident avec ceux obtenus 

 



 

 

 

 
Figure 32 : Immunofluorescence de la protéine MMP-9, en rouge, et du collagène IV, en vert, (A-C), et expression 
de la β-galactosidase, en bleu, sous l’influence du promoteur de la MMP-9 (D-F) au jour 3 (A et D) et au jour 5 
(B-C, E-F) sur le site de néovascularisation induite par laser (A-B, D-E) et après brûlure de la cornée utilisée 
comme contrôle positif (C et F). Les flèches blanches délimitent la zone de l’impact laser ; ret : rétine ; rpe ; 
épithélium pigmentaire ; ch :couche choroïdienne ; ep :épithélium cornéen ; str :stroma cornéen ;de :membrane de 
Descemet. Grossissement de travail 100X. 

 

 

Figure 33 : Immunofluorescence des cellules mononucléaires (A-D) et polynucléaires (E-F) inflammatoires durant le 
développement néovasculaire induit. L’immunomarquage anti-Mac-1, en rouge, sur coupes froides contre-colorées au 
bis-benzimide est absent au jour 3 (A-B) et apparaît au jour 5 (C-D) au sein de l’impact laser. Les neutrophiles, en 
rouge, sont présents dès le jour 3 (E-F) au sein de l’impact mais disparaissent au jour 5 (non illustré). Les flèches 
blanches délimitent l’impact laser. Grossissement de travail A, C 100X ; B, D, E 400X et F 360 X. 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : RT-PCR sur gel d'agarose à partir de membranes néovasculaires extraites par LPC montrant 
l'évolution du profil d'expression de MMP-2 et MMP-9 en fonction du délai depuis l'induction. CNV=membrane 
néovasculaire; R=zone de rétine adjacente intacte. 
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par l’étude du transgène de la β-galactosidase. Les échantillons de rétine prélevés au 

voisinage de l’aire de néovascularisation restent négatifs pour l’expression de la MMP-9 à 

tous les temps étudiés. Par contre, l’expression de la MMP-2 reste relativement constante du 

jour 3 au jour 14 avec un petit pic d’expression au environ du jour 10 (fig. 34). Contrairement 

à la MMP-9, l’expression de la MMP-2 n’est pas cantonnée à l’aire néovasculaire, mais est 

aussi exprimée de façon constitutive au voisinage de la zone de lésion. 

L’activité de la MMP-2 et de la MMP-9 du segment postérieur des yeux intacts et de 

membranes néovasculaires induites au laser de souris sauvages, a été analysée par 

zymographie sur gel. La forme latente de la MMP-2 a été mise en évidence dans tous les 

extraits tissulaires étudiés (fig. 35). Son niveau est plus élevé dans les membranes 

néovasculaires induites et dans cette condition la forme active est également présente. La 

MMP-9 active n’est pas détectée dans les yeux intacts, mais de fortes quantités sont présentes 

dans les yeux traités au laser. 

 

PRO-MMP-9 

PRO-MMP-2 

 

Figure 35 : Analyse zymographique de l'activité MMP-2 et MMP-9 dans un milieu conditionné de cellules 
tumorales (HT, contrôle positif), dans le segment postérieur de 3 yeux murins intacts (C, contrôle négatif) ou 
sièges d'une prolifération néovasculaire (I) (extraction J3) 

 

6.1.3.2 Néovascularisation choroïdienne in vivo chez les souris MMP-9-/- et sauvages 

Afin de déterminer si l’absence de la MMP-9 pourrait influencer la néovascularisation 

choroïdienne in vivo, nous avons tout d’abord évalué l’incidence des hot spots fluorescents 

par angiographie au jour 14, après induction laser de souris sauvages et MMP-9-/-. Des micro 

vaisseaux néoformés avec une émission de fluorescence ont été observés dans 75% des 

lésions induites par laser. L’incidence des hot spots retrouvés dans les souris MMP-9-/- n’est 

pas significativement différentes de celle observée chez les souris sauvages (données non 
 



 

 

 

 

 

 

Figure 36 : photographies de la réponse néovasculaire au jour 14 dans les souris témoins (A-C) et les animaux 
déficients pour la MMP-9 (B-D). La coloration hématoxyline-éosine (A-B) nous permettra de réaliser les 
mesures du rapport B/C. Les vaisseaux sont mis en évidence en immunofluorescence (en vert, anticorps anti-
collagène de type IV; en rouge, anticorps anti-CD31) (C-D). Grossissement de travail 200X. 
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illustrées). La néovascularisation a ensuite été estimée par immunofluorescence à l’aide 

d’anticorps anti-PECAM et anti-collagène IV, et par mesure histologique du rapport B/C (fig. 

36). La néovascularisation induite est plus restreinte chez les souris MMP-9-/- (fig. 36 B et D) 

que chez les souris sauvages (fig. 36 A et C).  

L’étude du rapport B/C montre une réduction statistiquement significative (p<0,001) de la 

zone de néovascularisation de l’ordre de 20% chez les souris déficientes par rapport aux 

souris sauvages (fig. 37). 

 

 

Figure 37 : Résultats des mesures du rapport B/C réalisées sur des souris sauvages (WT) et sur des souris MMP-
9-/- (KO). Cette étude nous montre une diminution de l’ordre de 20% chez les souris déficientes (p<0,001). 

 

6.1.4 Discussion 

Les MMPs sont capables de dégrader les composants de la matrice extra-cellulaire, d’autres 

protéines péri-cellulaires, et de promouvoir l’angiogenèse et l’invasion tumorale. La MMP-2 

et la MMP-9 sont d’un grand intérêt dans la recherche sur l’angiogenèse, car parmi leurs 

substrats spécifiques figure le collagène de type IV, un composant de la membrane basale et 

de la membrane de Bruch. Les MMPs peuvent aussi bien avoir une action pro- que anti-
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angiogénique. En effet, la MMP-9 régule la bio disponibilité du VEGF [Bergers et al., 2000], 

et stimule l’angiogenèse. Les MMPs génèrent aussi des facteurs anti-angiogéniques et 

dégradent la membrane basale, ce qui peut déstabiliser les vaisseaux sanguins nouvellement 

formés et donc juguler la progression de l’angiogenèse [Yamada et al., 2001;Egeblad and 

Werb, 2002]. 

Etant donné que l’expression de la MMP-9 a été démontrée dans la choriorétinopathie 

proliférative humaine [Salzmann et al., 2000] et dans un modèle oculaire expérimental [Majka 

et al., 2001], le but de cette étude a été de déterminer le rôle joué par la MMP-9 dans la 

néovascularisation choroïdienne induite par laser, un modèle proche de la DMLA humaine. 

L’expression de la MMP-9 a été mise en évidence au niveau spatial par l’utilisation de souris 

transgéniques exprimant la β-galactosidase sous l’influence du promoteur de la MMP-9, et 

grâce à l’utilisation de la RT-PCR réalisée sur des échantillons de structures néovasculaires 

choroïdiennes microdisséquées au laser. Ces deux approches utilisées conjointement 

démontrent que l’expression locale de l’ARN messager de la MMP-9 est localisée 

exclusivement au jour 5 au sein de l’impact laser. Bien que les cellules présentes sur le lieu du 

traumatisme puissent exprimer la MMP-9, la détection de cet ARN coïncide parfaitement 

avec l’arrivée des macrophages sur le site de réaction néovasculaire. Ceci suggère que les 

cellules inflammatoires sont des pourvoyeurs importants de MMP-9, comme précédemment 

observé dans les modèles tumoraux [Coussens et al., 2000]. Un rôle angiogénique pour les 

macrophages infiltrant les néovaisseaux choroïdiens a déjà été reporté [Oh et al., 1999]. Une 

autre étude utilisant un laser au krypton afin d’induire une néovascularisation choroïdienne 

chez le rat n’a pas montré de différence dans l’expression de la MMP-9 par hybridation  in 

situ [Kvanta et al., 2000]. Les différences dans les méthodes de travail, les modèles animaux 

et la sensibilité des techniques utilisées, ainsi que la courte fenêtre d’expression peuvent 

expliquer ses divergences apparentes. 

Il est à noter que les cellules inflammatoires contenant de la MMP-9 pré-formée au sein de 

granules intra-cellulaires peuvent également contribuer au développement des lésions. 

Puisque la contribution de cette source de MMP-9 ne peut pas être mise en évidence par 

l’étude de l’expression de l’ARN messager de la MMP-9, il convient de comparer la présence 

des protéines avec l’expression de l’ARN messager. Au niveau protéique, l’activité de la 

MMP-9 a été observée par zymographie et a été localisée par immunofluorescence au sein des 

lésions induites au laser dès le jour 3, avant que l’expression de l’ARN messager ne soit 
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détectée. Il est donc probable que la MMP-9 soit présente suite au recrutement précoce et à la 

dégranulation des neutrophiles avant l’induction de la transcription de son expression au 

niveau local. Ces protéines pré-formées, présentes dans les cellules plurinucléées, pourraient 

représenter la principale source de MMP-9 active. 

Le profil d’expression de la MMP-9 obtenu par RT-PCR réalisée sur les échantillons micro 

disséqués, est différent de celui de la MMP-9. La MMP-2 semble exprimée de façon 

constitutive au cours des temps étudiés aussi bien au sein des membranes néovasculaires que 

dans les zones intactes avoisinantes, avec un léger pic d’expression au jour 10. Ces données 

illustrent clairement les différences dans la régulation de la MMP-2 et de la MMP-9. 

L’angiogenèse, déterminée par immunofluorescence et par quantification histologique est 

réduite de façon significative chez les souris déficientes pour la MMP-9 comparées au souris 

sauvages. Le profil d’expression de la MMP-2 démontre que la MMP-2 ne peut pas 

compenser la déficience en MMP-9. Nos résultats fournissent pour la première fois des 

éléments montrant que la MMP-9 contribue à la néovascularisation induite par laser. Nous ne 

pouvons cependant pas distinguer par quel mécanisme direct, ou par le relargage et/ou 

l’activation de facteur angiogénique tel que le VEGF [Bergers et al., 2000;Engsig et al., 

2000], la MMP-9 joue ce rôle. Malgré tout, l’importance de l’inhibition est moins grande que 

celle observée dans ce même modèle en l’absence du PAI-1 dans la publication 1[Lambert et 

al., 2001]. La MMP-9 ne semble pas être la seule voie par laquelle des facteurs angiogéniques 

seraient rendus disponibles, ce qui se passe clairement dans le cadre de l’angiogenèse tardive 

dépendante du VEGF dans la progression tumorale [Bergers et al., 2000]. Malgré tout, 

l’induction précoce de la MMP-9 contribue probablement à la gravité de la néovascularisation 

choroïdienne pathologique. 
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6.2 Article 5:  MMP-2 and MMP-9 synergize in promoting 

choroidal neovascularization 

V. Lambert, B. Wielockx, C. Munaut, C. Galopin, M. Jost, T. Itoh, Z. Werb, A. Baker, C. 

Libert, H. W. Krell, J. M. Foidart, A. Noel, and J. M. Rakic..  

FASEB J. 17 (15):2290-2292, 2003. 

6.2.1 Introduction 

Nous avons montré dans la publication 4 que, dans un modèle murin expérimental de 

néovascularisation choroïdienne induite par laser, la MMP-9 sécrétée par les cellules 

inflammatoires contribue au développement pathologique de l’angiogenèse choroïdienne 

[Lambert et al., 2002]. Toutefois, aussi bien la MMP-9 que la MMP-2 sont exprimées dans les 

membranes néovasculaires humaines récoltées chirurgicalement sur des patients atteints de 

DMLA de stade avancé [Steen et al., 1998]. De plus, il semble que la MMP-2 soit la MMP 

exprimée de façon prépondérante durant la formation de néovascularisation choroïdienne chez 

le rat [Kvanta et al., 2000]. Cependant, d’autres études ont montré que, en fonction du 

contexte, ces gélatinases pouvaient œuvrer de concert ou bien, de façon antagoniste [Longo et 

al., 2002;Itoh et al., 2002]. 

Afin d’élucider une partie des questions posées sur le rôle de la MMP-2 et de la MMP-9, nous 

avons étudié l’expression et l’activité de certains membres de la famille des MMPs à 

différents stades d’évolution de la néovascularisation choroïdienne murine induite par laser, et 

comparé la formation de l’angiogenèse chez des souris simples (MMP-2 KO, MMP-9 KO) ou 

doublement (MMP-2,9 KO) déficientes à des souris sauvages. 

 

6.2.2 Résultats 

6.2.2.1 Induction de la néovascularisation choroïdienne chez des souris sauvages, MMP-2 

KO, MMP-9 KO et MMP-2,9 KO 

L’angiographie réalisée avant le sacrifice (fig. 38 F) montre une réduction significative du 

nombre de hot spots (p<0,001) chez les souris double-déficientes pour la MMP-2 et MMP-9 

(MMP-2,9 KO) comparées aux souris simple-déficientes MMP-2 KO et MMP-9 KO et aux 

souris sauvages contrôles. Ceci correspond à une forte inhibition de la progression 

 



 

 

Figure 38 : Immunohistochimie anti-PECAM (rouge) contre-colorée à l’éosine (bleu) de la zone de trauma induit 
par laser chez des souris sauvages contrôles (WT) (A), MMP-9 KO (B), MMP-2 KO (C) et MMP-2,9 (D). ret : 
rétine ; ch :choroïde. Grossissement de travail 200X. Quantification par le rapport B/C de l’angiogenèse sous-
rétinienne chez les souris déficientes et contrôles correspondantes (E). Evaluation du nombre de hot-spots 
retrouvés par angiographie par fluorescence 14 jours après l’induction laser (F). 
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néovasculaire, mise en évidence par immunohistochimie à l’aide d’anticorps anti-PECAM, 

chez les souris MMP-2,9 KO (fig. 38 D), comparées aux souris MMP-2 KO (fig. 38 C), 

MMP-9 KO (Fig 38 B) et aux souris sauvages contrôles (fig. 38 A). Après quantification sur 

coupes histologiques froides sériées par le rapport B/C, une forte diminution significative 

(p<0,001) est observée chez les souris MMP-9 KO (33%), MMP-2 KO (44%) et MMP-2,9 

KO (56%) comparées aux souris sauvages (fig. 38 E). 

6.2.2.2 Présence de la MMP-2 et de la MMP-9 dans les segments postérieurs oculaires de 

souris sauvages et déficientes pour ces MMPs au jour 5, et profil d’expression 

temporel durant le développement de la néovascularisation choroïdienne 

Les protéines des segments postérieurs oculaires de souris MMP-2 KO, MMP-9 KO, MMP-

2,9 KO et sauvages, prélevés 5 jours après induction d’une néovascularisation au laser, ont été 

analysées par zymographie sur gel de gélatine (fig. 39 A). Comme attendu, aucune activité 

MMP-2 et MMP-9 n’a été décelée respectivement chez les souris MMP-2 KO et MMP-9 KO 

et MMP-2,9 KO (non illustré). Les souris sauvages expriment de la pro-MMP-2, de la pro-

MMP-9, ainsi que de la MMP-2 active. Bien que l’expression de la MMP-9 semble être 

augmentée chez les souris MMP-2 KO, celles-ci sont néanmoins protégées contre une 

néovascularisation choroïdienne excessive. Les pro-MMP-2 et pro-MMP-9 s’accumulent 

l’une et l’autre progressivement dès les stades précoces du développement néovasculaire chez 

les souris sauvages, suivie par l’apparition de la forme active de la MMP-2 (fig. 39 B). 

La zymographie in situ révèle une activation de l’activité gélatinolytique dans le pôle 

postérieur oculaire, de façon prédominante dans l’aire de néovascularisation choroïdienne 

(fig. 39 C). Bien que l’activité gélatinolytique soit fortement diminuée chez les souris 

doublement déficientes, une activité résiduelle persiste au front de migration de la zone de 

réaction néovasculaire sous-rétinienne (fig. 39 D). 
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Figure 39 : (A) Analyse de l’activité des gélatinases par zymographie sur gel de gélatine d’extraits de segments 
postérieurs oculaires (5ng/puits) de souris sauvages (WT), MMP-9 KO et MMP-2 KO (A), avec comme contrôle 
positif du milieu conditionné de cellules humaines HT1080 (HT). Une zymographie sur gel de gélatine a été 
réalisée chez les souris sauvages aux jour 0 (D0), jour 3 (D3), jour 5 (D5), jour 10 (D10), jour 14 (D14), jour 20 
(D20) et au jour 40 (D40) après induction laser de l’angiogenèse sous-rétinienne (B). Des zymographies in situ à 
l’aide de gélatine conjuguée à la fluorescéine nous montrent l’activité gélatinolytique au jour 14 chez des souris 
sauvages (C) et chez des souris MMP-2,9 KO (D). Grossissement de travail 200X et 400X. Ch :choroïde ; ret : 
rétine. 

 

6.2.2.3 Cinétique d’expression des MMPs 

Afin d’étudier la régulation de ces gènes, le profil d’expression temporel de la MMP-2 et de la 

MMP-9 a été analysé par RT-PCR semi-quantitative. L’expression de la MMP-9 est 

augmentée durant les stades précoces de la néovascularisation, alors que l’expression de la 

MMP-2 (exprimée constitutivement) ne montre pas de modulation (fig. 40 A et B). Nous 

avons vu dans la publication 2 que les activateurs du système du plasminogène sont induits 

aux stades précoces de la néovascularisation, ce qui pourrait être important pour l’activation 

de la pro-MMP-9 par la plasmine. La présence de la forme active de la MMP-2 pourrait 

correspondre théoriquement soit à une diminution de l’expression de TIMP-2, soit à une 

augmentation de l’expression de son activateur, la MT1-MMP. L’analyse par RT-PCR 

démontre une expression constante du TIMP-2, mais une augmentation de l’expression de la 

MT1-MMP (fig. 40 C-D) 

 



 

 

 

 

 

Figure 40 : Evaluation cinétique de l’expression de la MMP-2 (A), de MMP-9 (B) et de la MT1-MMP (C) par 
RT-PCR semi-quantitative normalisée par rapport au signal du 28S. Un exemple représentataif de gel d’agarose 
des produits de RT-PCR est montré dans la colonne de droite. L’histogramme de quantification du TIMP-2 n’est 
pas montré ici car il est exprimé de façon constante comme la MMP-2. 
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6.2.2.4 Effet de la déficience en MMPs sur l’activité fibrinolytique 

Comme nous l’avons vu dans les publications 1 à 3, le système des activateurs du 

plasminogène/plasmine joue un rôle très important dans la néovascularisation choroïdienne. 

Les MMPs peuvent également moduler la fibrinolyse par des mécanismes dépendant ou non 

du plasminogène [Lijnen, 2002;Pepper, 2001;Hiraoka et al., 1998]. L’activité fibrinolytique, 

mise en évidence par coloration immunohistochimique du fibrinogène/fibrine, nous montre 

une présence similaire des dépôts de fibrinogène/fibrine chez les souris sauvages, MMP-2 KO 

et MMP-9 KO (fig. 41 A-C). La grande quantité de fibrinogène/fibrine accumulée par contre 

chez les souris MMP-2,9 KO suggère qu’en l’absence des deux gélatinases l’activité 

fibrinolytique est perturbée dans les membranes néovasculaires (fig. 41 D) 

6.2.2.5 Les inhibiteurs de MMPs diminuent le développement de la néovascularisation 

choroïdienne 

Une seconde approche afin de mettre en évidence la contribution des MMPs dans le 

développement néovasculaire choroïdien, a été de surexprimer de façon endogène le TIMP-1 

et le TIMP-2 chez les souris sauvages par le biais d’adénovirus vecteurs. L’analyse par RT-

PCR du pôle postérieur oculaire révèle que l’injection intra-veineuse systémique des 

adénovirus conduit effectivement à une augmentation locale de l’expression du TIMP-1 et du 

TIMP-2 (fig. 42 A-B). L’évaluation par zymographie in situ montre une inhibition complète 

de l’activité gélatinolytique après l’injection de l’AdTIMP-1, alors qu’une activité résiduelle 

persiste après une injection de l’AdTIMP-2 (fig. 42 C-D). Une quantification de la 

néovascularisation par le rapport B/C a été réalisée, 14 jours après induction laser, sur des 

souris sauvages injectées par l’AdTIMP-1, l’AdTIMP-2 et injectées par le virus contrôles 

(AdRR5). La sur-expression de TIMP-1 et de TIMP-2 réduit significativement (p<0,001) 

l’angiogenèse comparée à celle observée chez les souris contrôles injectées avec AdRR5 seul 

(fig. 42 E). 

Nous avons comparé l’efficacité de deux inhibiteurs synthétiques sur le développement de la 

néovascularisation choroïdienne induite au laser, par injection quotidienne de ceux-ci à des 

souris sauvages contrôles. Nous avons testé d’une part un inhibiteur synthétique de MMPs à 

large spectre, le BB-94, et d’autre part, un inhibiteur de gélatinase synthétique plus spécifique 

agissant de manière préférentielle sur la MMP-2, la MMP-9 et la MT-1-MMP, le Ro 28-2653 

[Lein et al., 2002]. Les deux inhibiteurs réduisent la formation de l’angiogenèse oculaire (fig. 

 



 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Immunolocalisation des dépôts de fibrine/fibrinogène (en rouge), au jour 14, chez des souris 
sauvages (A), MMP-9 KO (B), MMP-2 KO (C) et MMP-2,9 KO (D). grossissement de travail 400X. 

 



 

 

 

Figure 42 : Quantification de l’expression locale du TIMP-1 (A) et du TIMP-2 (B) par RT-PCR semi-
quantitative normalisée par rapport au signal 28S chez des souris sauvages contrôles injectées par de l’AdRR5 
ou par des souris sur-exprimant leTIMP-1 par injection de l’AdTIMP-1 (A) ou le TIMP-2 par injection de 
l’AdTIMP-2 (B). Une analyse par zymographie in situ réalisée au jour 5 nous montre une inhibition complète de 
l’activité gélatinolytique chez les souris sur-exprimants TIMP-1 (C), tandis qu’une activité résiduelle subsiste 
chez les souris sur-exprimant TIMP-2 (D). Une évaluation de la réaction néovasculaire par le rapport B/C montre 
que la sur-expression de TIMP-1 et de TIMP-2 réduit significativement ( p<0,001) l’angiogenèse sous-rétinienne 
et que l’adénovirus vecteur de TIMP-2 semble plus efficace (p<0,05) que celui vecteur du TIMP-1 (E). 
L’inhibition pharmacologique des MMPs a été évaluée par le rapport B/C (F). L’inhibiteur spécifique pour les 
gélatinases et pour MT1-MMP (Ro 28-2653) injecté en intra-péritonéal au jour 0 (D0) et au jour 5 (D5) après 
induction laser semble plus efficace (p<0,001) que l’inhibiteur synthétique à large spectre (BB-94) (F). ret : 
rétine ; Ch :choroïde. *** p<0,001 ; ** p<0,01 ; *p<0,05. Grossissement de travail 200X. 
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42 F), bien que le Ro-28-2653 paraît plus efficace que le BB-94 (p<0,001). De façon très 

intéressante, le traitement commencé 5 jours après induction laser par l’inhibiteur spécifique, 

inhibe de façon significative l’angiogenèse choroïdienne (40% d’inhibition), se révélant dès 

lors un inhibiteur potentiel pour le traitement de la DMLA exsudative (fig. 42 F). 

 

6.2.3 Discussion 

Les résultats de cette étude montrent que la MMP-2 et la MMP-9 coopèrent au cours du 

développement néovasculaire choroïdien expérimental. En effet, l’angiogenèse sous-

rétinienne est fortement inhibée chez les souris doublement déficientes MMP-2,9, alors 

qu’elle n’est que partiellement réduite chez les souris uniquement déficientes en MMP-2 ou 

en MMP-9. Ces résultats sont soutenus par la forte réduction de la néovascularisation 

choroïdienne obtenue suite au traitement par un inhibiteur spécifique des gélatinases et de la 

MT1-MMP, le Ro 28-2653 [Maquoi et al., 2004]. 

Des études précédentes suggéraient un rôle pour différentes MMPs dans le cadre de la DMLA 

exsudative [Kadonosono et al., 1999;Weber et al., 1994;Qi et al., 2002;Berglin et al., 2003]. 

En utilisant différentes souris déficientes (MMP-2 KO, MMP-9 KO, MMP-2,9 KO) et 

différentes méthodes d’inhibition des MMPs (AdTIMP-1, AdTIMP-2, BB-94, Ro 28-2653), 

nos observations ont amélioré la compréhension du rôle de certaines MMPs dans la 

néovascularisation choroïdienne. L’ARN messager de la MMP-9 est sur-exprimé alors que 

celui de la MMP-2 ne subit que de faibles variations durant le développement néovasculaire. 

La MT1-MMP, l’activateur principal de la MMP-2, est lui aussi fortement induit [Egeblad 

and Werb, 2002;Overall and Lopez-Otin, 2002;Brew et al., 2000]. Il est intéressant de noter 

que dans notre modèle, la déficience en MMP-2 est accompagnée d’une augmentation de 

l’activité de la MMP-9 détectée par zymographie sur gel de gélatine, alors que l’inverse n’est 

pas vrai. Malgré cela, cette augmentation de la MMP-9 n’est pas suffisante pour arrêter l’effet 

inhibiteur de la déficience en MMP-2 lors du développement néovasculaire. 

La fibrine, ainsi que d’autres molécules d’adhésion, comme la vitronectine, la laminine et la 

fibronectine constituent la matrice provisoire, nécessaire au développement angiogénique 

[Dvorak et al., 1995]. Nous avons montré dans les publications 1 à 3, l’importance d’une 

fibrinolyse finement régulée dans le développement de l’angiogenèse sous-rétinienne 

pathologique. Aussi bien un excès de fibrinolyse, comme chez les souris PAI-1 KO, qu’une 
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déficience de fibrinolyse, comme chez les souris déficientes pour le plasminogène, empêchent 

la formation de membranes néovasculaires induites par laser. Le système activateur du 

plasminogène/plasmine n’est pas la seule voie par laquelle la fibrinolyse est régulée. En effet, 

un rôle similaire a été attribué aux membres du système MMPs. Dans les membranes basales 

glomérulaires néphritiques, la MMP-9 est requise pour la fibrinolyse, et son absence engendre 

une accumulation de fibrine au sein des glomérules [Lelongt et al., 2001]. Nous avons observé 

que l’absence combinée des deux gélatinases engendrait une accumulation de fibrine au sein 

des lésions induites par laser. Cette accumulation pourrait agir telle une barrière physique 

pour les composants cellulaires infiltrant la néovascularisation choroïdienne, tels que les 

cellules endothéliales, les fibroblastes ou les cellules mononucléaires. Nous n’avons d’ailleurs 

pas détecté de cellules mononucléaires chez les souris MMP-2,9 KO alors qu’elles sont 

toujours présentes sur le front de migration des membranes néovasculaires des souris 

sauvages (données non illustrées). 

L’inhibition des MMPs pourrait-elle être un traitement efficace contre la néovascularisation 

choroïdienne ? Bien que le TIMP-3 possède une efficacité inhibitrice du processus 

angiogénique pathologique [Takahashi et al., 2000], il possède aussi des propriétés pro-

apoptotiques, qui malheureusement limitent son potentiel thérapeutique dans le cadre de la 

sénescence oculaire [Majid et al., 2002]. C’est pour ces raisons que nous avons évalué l’effet 

du TIMP-1 et du TIMP-2 délivrés par le biais d’un adénovirus. Bien que la sur-expression du 

TIMP-2 semble moins efficace que celle du TIMP-1 dans l’inhibition de l’activité 

gélatinolytique in situ, elle semble malgré tout plus efficace pour empêcher la réaction 

néovasculaire choroïdienne. Ceci est peut-être dû à la capacité du TIMP-2, et pas du TIMP-1, 

d’inhiber la MT1-MMP [Brew et al., 2000], qui est induite aux stades précoces de la réaction 

angiogénique. Mais ceci reste bien sûr à déterminer. La MT1-MMP pourrait agir soit par la 

voie de son activité fibrinolytique, soit par sa capacité à activer la MMP-2 et favoriser ainsi la 

néovascularisation. Malheureusement, notre modèle expérimental ne peut être appliqué sur 

des souris déficientes pour la MT1-MMP, car celles-ci meurent peu de temps après la 

naissance [Holmbeck et al., 1999]. Un inhibiteur synthétique des MMPs, le Ro 28-2653, 

agissant  de façon préférentielle avec la MMP-2, la MMP-9 et la MT1-MMP [Maquoi et al., 

2004], inhibe la néovascularisation choroïdienne de façon plus efficace qu’un inhibiteur non 

spécifique à large spectre. Il est bon de noter que des observations similaires ont été réalisées 

dans le cadre de modèles tumoraux [Arlt et al., 2002;Maquoi et al., 2004]. Ceci laisse à penser 

que l’inhibition à large spectre des MMPs pourrait aussi réprimer des MMPs dont les effets 
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seraient thérapeutiquement bénéfiques [Jiang et al., 2002]. Dans ce contexte, le fait qu’une 

déficience en MMP-8 augmente l’incidence des tumeurs de la peau chez les souris mâles, 

démontre l’effet protecteur de certaines MMPs contre le développement tumoral [Balbin et 

al., 2003]. L’analyse par RT-PCR montre que d’autres MMPs, telles que la MMP-8 et la 

MMP-12, sont exprimées durant la formation néovasculaire choroïdienne, mais leur rôle reste 

inconnu dans cette maladie. Les MMPs peuvent stimuler l’angiogenèse ou alors générer des 

facteurs anti-angiogéniques, tels que l’angiostatine ou l’endostatine [Overall and Lopez-Otin, 

2002;Egeblad and Werb, 2002;Yamada et al., 2001]. Il s’avèrerait donc qu’une inhibition 

sélective de quelques MMPs pourrait se montrer plus efficace pour contrôler l’angiogenèse 

qu’une inhibition indistincte du répertoire complet des MMPs.  
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7 Discussion générale et perpectives 
 

L’angiogenèse pathologique résulte d’un déséquilibre entre les facteurs pro- et anti-

angiogènes dans un contexte inflammatoire. Du fait de sa grande importance dans certaines 

maladies comme la dégénérescence maculaire liée à l’âge ou dans le développement des 

tumeurs, l’angiogenèse est apparue comme une cible thérapeutique de choix dans le 

traitement de ces maladies. Dans ce travail, nous développons les bases expérimentales visant 

à étudier de multiples agents impliqués dans la genèse de la néovascularisation choroïdienne. 

Le but final de notre approche basée sur la dissection des étapes moléculaires du processus 

néovasculaire est évidemment d’ordre thérapeutique. 

 

7.1 Applications cliniques dirigées contre l’angiogenèse 

choroïdienne 

 

De nombreuses applications cliniques sont actuellement développées afin de lutter contre 

l’angiogenèse choroïdienne associée à la dégénérescence liée à l’âge. De plus en plus 

d’inhibiteurs de l’angiogenèse sont identifiés et évalués, qu’il s’agisse d’agents 

pharmacologiques ou d’inhibiteurs endogènes. Parmi les agents en cours d’évaluation, citons 

entre autres le rhuFab V2, les aptamères anti-VEGF ou l’anécortave acétate. 

Le rhuFab V2 est un fragment d’anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF, qui peut 

pénétrer l’espace sous-rétinien lorsqu’il est injectée dans le vitré. Cette molècule se fixe aux 

quatre isoformes du VEGF et inhibe ainsi la perméabilité vasculaire et l’angiogenèse 

[Krzystolik et al., 2002]. En association avec la thérapie photo-dynamique (PDT) utilisant la 

vertéporfine, le rhuFab provoque une plus grande diminution visible par angiographie que la 

PDT seule au point de vue expérimental [Husain et al., 2002]. Des études cliniques en phase I 

et II ont montré que ce traitement permet parfois une amélioration de l’acuité visuelle des 

malades [Heier et al., 2003]. 

Les aptamères sont des oligonucléotides dessinés afin de se lier sur des molécules spécifiques 

en fonction de leur structure tridimensionnelle. Cette technique a été utilisée avec un aptamère 
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anti-VEGF 165 humain, chez des patients présentant une néovascularisation choroïdienne 

secondaire à une DMLA [Gragoudas et al., 2004]. L’avantage de ses aptamères est qu’ils 

provoquent moins de réactions immunes indésirables à l’opposé des anticorps recombinants 

dirigés contre le VEGF qui contiennent toujours des séquences résiduelles murines [EyeTech 

Study Group, 2002;Carrasquillo et al., 2003;EyeTech Study Group, 2003]. On peut de façon 

générale souligner que ces traitements s’effectuent par injections intra-vitréennes engendrant 

un risque d’endophtalmie infectieuse, et que leur efficacité n’a pas été comparée à celle du 

standard actuel, la photothérapie dynamique. De plus, ces agents thérapeutiques dirigés contre 

le VEGF ont surtout une action dirigée contre les oedèmes maculaires, mais ne semblent pas 

diminuer la progression de la néovascularisation [Gragoudas et al., 2004]. N’oublions pas que 

le VEGF joue un rôle de maintien de la neuro-rétine et fonctionnel sur les vaisseaux rétiniens. 

Une plus grande précision thérapeutique pourrait cibler les effecteurs en aval de la chaîne 

signalétique du VEGF qui serait spécifique de l’angiogenèse [van Wijngaarden et al., 2005]. 

Il est probable que le concept attribuant un rôle prédominant au VEGF dans la formation de 

néovaisseaux choroïdiens soit un peu simpliste, car nous avons montré, avec d’autres, que 

l’angiogenèse est multi factorielle. Nous avons dans ce contexte démontré l’implication du 

PlGF au cours de l’angiogenèse choroïdienne [Rakic et al., 2003]. L’inhibition d’une 

combinaison de facteurs serait dès lors plus efficace, afin de faire régresser cette 

néovascularisation. 

Des essais cliniques de phase I concernant l’utilisation d’adénovirus vecteur du gène codant 

pour le PEDF (pigment epithelium-derived factor) sont en cours chez des patients atteints de 

DMLA avec une néovascularisation sévère et ne pouvant être traitée par la thérapie 

photodynamique ou par photocoagulation laser. Le PEDF est une glycoprotéine qui appartient 

à la superfamille des inhibiteurs de protéinases à sérine. Il est l’une des plus puissantes 

protéines anti-angiogènes humaines connue [Rasmussen et al., 2001]. Les résultats de ces 

tests ne sont pas encore disponibles. Néanmoins, comme cela semble être le cas pour le PAI-

1, le PEDF pourrait aussi présenter des effets paradoxaux à la fois pro- et anti-angiogènes en 

fonction de la dose [Apte et al., 2004]. Certains variants du gène du PEDF pourraient 

également s’avérer comme étant des candidats attractifs de prédisposition à la dégénérescence 

maculaire liée à l’âge [Yamagishi et al., 2005]. 

L’anécortave acétate est un angiostatique stéroïdien (fig. 43), sans activité corticostéroïde in 

vivo, utilisé pour le traitement de patients atteints de DMLA avec des néovaisseaux. 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : Formule de l’anécortave acétate ou 4,9(11)-Pregnadien-17 ,21-diol-3,20-dione-21-acétate. 
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L’anécortave acétate est capable d’augmenter l’expression de PAI-1 et de diminuer celle de 

l’uPA [The Anecortave Acetate Clinical Study Group, 2003].  

Des données obtenues en laboratoire sur des modèles de néovascularisation cornéenne, 

rétinienne ou choroïdienne tendent à prouver l’efficacité de cet agent comme inhibiteur de la 

croissance des vaisseaux [Penn et al., 2001;Clark, 1997;McNatt et al., 1999;BenEzra et al., 

1997]. Des essais pour le traitement en phase clinique II, en juxtascléral par des doses de 15 

mg augmenteraient l’acuité visuelle après 6 mois [D'Amico et al., 2003b;D'Amico et al., 

2003a;Augustin et al., 2005] et même après un an de traitement [Slakter, 2003]. Il est à noter 

qu’une augmentation de la dose à 30 mg diminue l’efficacité du composé par rapport au 

placebo [Soubrane et al., 2002;The Anecortave Acetate Clinical Study Group, 2003]. 

L’avantage de l’injection juxtasclérale est qu’elle ne s’accompagne pas d’un risque infectieux 

par rapport aux antagonistes du VEGF injectés en intravitréen et qu’elle permet la constitution 

d’un « dépôt », diminuant la fréquence des injections à réaliser. 

Si ces traitements utilisant de l’anécortave acétate ou des antagonistes du VEGF permettent 

un ralentissement de la perte de l’acuité visuelle des patients atteints de DMLA, leur efficacité 

reste malgré tout partielle. Le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques s’avère 

dès lors essentiel. De notre côté, en parallèle avec l’évolution des connaissances cliniques, 

nous avons essayé d’aborder par une approche expérimentale les mécanismes impliqués dans 

le développement et la progression du phénomène néovasculaire sous-rétinienne. Pour ce 

faire, nous avons développé et étudié un modèle de néovascularisation choroïdienne murine 

induite au laser. Le choix de l'espèce murine est un thème de controverses classique en 

médecine, et en particulier en ophtalmologie puisque cette espèce n'a pas de spécialisation 

maculaire. Ceci explique notre souci constant de corréler les profils d'expression génique 

obtenus chez l'animal avec ceux obtenus sur les membranes néovasculaires humaines 

obtenues chirurgicalement. Il est à cet égard significatif de constater que tous les gènes dont 

nous avons mis en évidence l'activation dans le modèle expérimental, tels que par exemple le 

PAI-1, la MMP-2 ou la MMP-9, sont aussi exprimés dans la forme humaine de la maladie. 

Bien que le modèle choisi dans le but d’étudier la forme exsudative de la DMLA ne contienne 

pas la composante liée à l’accumulation de matériel anormal sous l’épithélium pigmentaire, il 

reproduit, en plus du profil d’expression génique, les éléments constitutifs de la membrane 

néovasculaire humaine. Faut-il enfin rappeler qu’il constitue, à ce jour, le seul modèle animal 

disponible. 
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Dans le premier chapitre du travail consacré à l’étude de l’intervention des protéases à sérine 

dans la néovascularisation choroïdienne, nous avons montré que :  

- PAI-1, uPA, tPA et uPAR sont exprimés à la fois dans les membranes néovasculaires 

humaines et expérimentales; 

- une protéolyse excessive (par absence de PAI-1) ou déficiente (par excès de PAI-1, ou par 

inactivation de uPA, tPA ou Plg) empêchent toutes deux le développement de la réaction 

néovasculaire dans la choroïde; 

- l’effet de PAI-1 sur le processus néovasculaire est pro-angiogène ou anti-angiogène en 

fonction de la dose étudiée, et s’exerce par le contrôle de l’activité fibrinolytique d’avantage 

qu’au travers des interactions avec la vitronectine; 

- l’absence d’uPA, tPA ou Plg entraîne une accumulation de fibrinogène/fibrine dans les 

lésions induites par le laser. 

Le rôle essentiel joué par PAI-1 dans l’angiogenèse pathologique choroïdienne peut 

s’expliquer par le caractère multifonctionnel de cette molécule. Bien que les mécanismes 

d’action de PAI-1 restent à préciser, au moins deux théories peuvent être proposées. La 

première suggère qu’en protégeant la MEC d’une dégradation excessive, PAI-1 permettrait de 

stabiliser la matrice, qui agit tel un échafaudage nécessaire à la migration des cellules 

endothéliales et à l’assemblage de ces cellules endothéliales en capillaires [Pepper and 

Montesano, 1990]. Le retard d’angiogenèse, observé en absence de plasminogène, conforte 

également l’importance d’un contrôle précis de la protéolyse médiée par la plasmine [Bajou et 

al., 2001]. De plus, la séquestration de PAI-1 au sein de la MEC est compatible avec une tel 

rôle. Donc, un équilibre précis entre les enzymes protéolytiques et leurs inhibiteurs semble 

être essentiel à la migration des cellules endothéliales et à leur différenciation en vaisseaux 

fonctionnels. Dans un modèle d’anneaux d’aortes, aucun vaisseau n’a été formé à partir 

d’animaux déficients pour le PAI-1. L’ajout de PAI-1 recombinant exogène, à des 

concentrations physiologiques, permet de nouveaux le bourgeonnement des micro-vaisseaux, 

tandis que l’usage de concentrations dites thérapeutiques inhibe l’angiogenèse [Devy et al., 

2002]. De façon similaire, le PAI-1 inhibe l’angiogenèse induite par le bFGF, lorsqu’il est 

employé à fortes concentrations [Stefansson et al., 2001]. PAI-1 inhibe également 

l’angiogenèse pathologique dans un modèle de rétinopathie du prématuré chez le rat [Penn 

and Rajaratnam, 2003]. Le PAI-1 semble donc avoir une dualité de fonction arborant une 
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activité pro-angiogénique à des concentrations physiologiques, et des effets anti-

angiogéniques à de hautes concentrations dites pharmacologiques [Bajou et al., 2004]. 

Le second mécanisme d’action de PAI-1 durant l’angiogenèse peut être mis en relation avec 

sa capacité à interagir avec l’uPAR, les intégrines, et la vitronectine, et, par conséquent, de 

contrôler la migration cellulaire (fig. 44). Lorsque le PAI-1 est lié à la vitronectine [Zhou et 

al., 2003;Czekay et al., 2003], le site d’adhésion des intégrines devient cryptique et l’adhésion 

cellulaire est bloquée. Toutefois, l’expression de l’uPA compense l’effet d’anti-adhésion du 

PAI-1, en déstabilisant l’interaction entre la vitronectine et le PAI-1. La liaison de l’uPAR et 

de la vitronectine pourra, dès lors, avoir cours à nouveau et permettra l’accès des intégrines 

cellulaires sur les sites d’adhésion RGD. En tenant compte du concept selon lequel la 

migration cellulaire est considérée comme une succession d’attachements et de détachements, 

l’effet du PAI-1 pourrait donc être vu comme de type migratoire [Stefansson and Lawrence, 

2003;Czekay and Loskutoff, 2004;Degryse et al., 2004]. 

Afin d’élucider le mécanisme d’action de PAI-1, des adénovirus ont été utilisés dans le but de 

délivrer deux formes mutantes de PAI-1 à des souris déficientes pour le PAI-1, dans le 

modèle de transplantation cité plus haut [Bajou et al., 2001] et, dans un modèle d’anneaux 

aortiques [Devy et al., 2002]. Les PAI-1 mutants, soit ont gardé une liaison normale à la 

vitronectine, mais ne peuvent plus inhiber l’uPA ou le tPA, soit inhibent normalement les 

activateurs du plasminogène, mais ont une liaison sur la vitronectine négligeable. Dans les 

deux modèles, aussi bien in vivo, qu’in vitro, l’angiogenèse est restaurée uniquement par le 

PAI-1 mutant ayant conservé son activité inhibitrice des activateurs du plasminogène intacte, 

démontrant que le besoin de PAI-1 est lié à sa capacité d’inhiber une protéolyse excessive 

plutôt que d’interagir avec la vitronectine. En accord avec ces données, l’angiogenèse et 

l’invasion tumorale ont été aussi bien observées chez des souris déficientes pour la 

vitronectine que dans le groupe témoin [Bajou et al., 2001]. Dans une étude séparée utilisant 

les PAI-1 mutants, l’inhibition de l’angiogenèse induite par le bFGF dans un modèle de 

membrane chorïo-allantoïde d’embryon de poulet requiert aussi bien l’activité anti-

protéinasique que la capacité de liaison à la vitronectine du PAI-1 [Stefansson et al., 2001]. 

Toutes ces données suggèrent que, suivant la situation, PAI-1 peut contrôler l’angiogenèse en 

régulant les évènements protéolytiques et/ou non-protéolytiques dans la migration des cellules 

endothéliales [Stefansson et al., 2003]. 

 



 

 

 

 

 

Figure 44: Modèle de migration cellulaire sur la vitronectine (VN) sous la dépendance de l’uPA, de l’uPAR et du 
PAI-1. A) Le complexe PAI-1-VN est présent au sein de la matrice extracellulaire avec une distribution en tapis. 
Dans la zone de front d’invasion l’uPA va interagir avec la VN et en détacher le PAI-1. B) le complexe uPA-
PAI-1 se lie sur l’uPAR et le complexe est internalisé. L’uPAR libre sera recyclé plus tard à la surface cellulaire  
C) L’uPAR libre ou le complexe uPA/uPAR peuvent se lier à la VN libre. D) Les intégrines αvβ3 et αvβ5 
peuvent aussi interagir avec la VN libre. D) A l’arrière du front d’invasion, le PAI-1 secrété déstabilise aussi 
bien les interactions uPAR/VN que les interactions intégrines/VN. Cela a pour conséquence, un détachement de 
la membrane cellulaire de la matrice extracellulaire. Le PAI-1 de l’hôte est ici essentiel pour l’angiogenèse et 
favorise la migration des cellules endothéliales. [Frankenne et al., 1999] 
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Le corollaire de ces recherches est que l’utilisation de PAI-1 en tant que cible thérapeutique 

peut s’avérer hasardeuse et dangereuse. Nos résultats (article 3) peuvent en partie expliquer 

l’efficacité dose-dépendante de médicaments, tel que l’anécortave acétate, et mettre en garde 

contre des stratégies pharmacologiques incontrôlées dans lesquelles les agonistes et 

antagonistes de PAI-1 sont utilisés pour l’inhibition de la néovascularisation choroïdienne et 

pour lesquelles existe une courbe biphasique dose-réponse. 

7.1.1 Développement d’un inhibiteur spécifique des gélatinases/MT1-
MMP 

 

Dans le chapitre consacré à l’étude de l’influence des métalloprotéinases, nous montrons que : 

- le profil d’apparition et d’expression de la MMP-9 dans la lésion ressemble au profil observé 

au cours de la cicatrisation et coïncide avec l'arrivée des monocytes dans la lésion; 

- l’absence de MMP-9 réduit l’importance de la réaction néovasculaire; 

- l’inactivation combinée de la MMP-2 et de la MMP-9 prévient le développement de la 

néovascularisation choroïdienne plus efficacement que la déficience isolée d’un des gènes; 

- l'activation du zymogène pro-MMP-2 est la conséquence d'une surexpression de MT1-

MMP; 

- un inhibiteur naturel ou synthétique de métalloprotéinases peut prévenir ou entraîner une 

régression partielle des néovaisseaux choroïdiens. 

Nous avons ainsi montré qu’une modulation contrôlée de l’activité protéolytique pouvait 

mener à l’inhibition de l’angiogenèse. Un traitement expérimental utilisant un dérivé 

innovant, inhibiteur sélectif de l’activité de certaines MMPs [Maquoi et al., 2004], s’est 

montré particulièrement efficace dans notre modèle. Ces observations ouvrent donc la voie à 

une stratégie combinant des molécules intervenant à différentes étapes de la 

néovascularisation choroïdienne. 

Nos recherches suggèrent que la néovascularisation choroïdienne possède une composante 

inflammatoire importante qui implique de façon étroite les MMP-2, MMP-9 et MT1-MMP 

(articles 4 et 5). D’autres auteurs ont démontré récemment qu’une déplétion en macrophage 
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induite chimiquement chez la souris pouvait inhiber la néovascularisation choroïdienne par 

diminution de l’expression du VEGF [Sakurai et al., 2003]. Des études récentes indiquent que 

des souris déficientes en MCP-1 (Ccl-2), un chémo-attractant monocytaire, ou pour le Ccr-2, 

un récepteur aux chémokines, développent les caractères de bases de la DMLA : une 

accumulation de lipofuscine et de drusen sous l’épithélium pigmentaire, une atrophie des 

photorécepteurs et une néovascularisation choroïdienne [Ambati et al., 2003]. Chez les souris 

contrôles, l’épithélium pigmentaire et les cellules endothéliales choroïdiennes produisent du 

MCP-1 sous l’influence des compléments C5a et IgG. Ce MCP-1 peut alors faciliter 

l’infiltration des macrophages choroïdiens dans les choroïdes âgées. Ces macrophages 

contrôles sont également capables de dégrader le C5 et les IgG. Un mauvais recrutement des 

macrophages peut dès lors conduire à une accumulation de C5a et d’IgG avec de multiples 

conséquences délétères [Ambati et al., 2003]. Parmi celles-ci, le C5a pourrait agir comme un 

agoniste du relargage de la MMP-9 [Takafuji et al., 2003] et son accumulation pourrait dès 

lors augmenter la présence de celui-ci au voisinage de l’épithélium pigmentaire, et de ce fait 

faciliter la néovascularisation choroïdienne. Il est à noter que la MMP-9 pourrait exercer des 

effets divers pro- ou anti- angiogènes. En effet, une déficience pour la MMP-9 chez la souris 

augmenterait la vitesse de croissance tumorale suite à une diminution de la production de 

tumstatine, un fragment angiostatique de la chaîne α3 du collagène de type IV. Nos résultats 

(article 5) montrent qu’une inhibition spécifique de la MMP-2, de la MMP-9 et de la MT1-

MMP diminue fortement la néovascularisation sous-rétinienne induite. 

Les résultats anatomiques décevants observés avec une thérapie dirigée exclusivement contre 

le VEGF165 impliquent la recherche de nouvelles voies afin de mieux appréhender l’étude de 

l’angiogenèse survenant dans le cadre de la lutte contre la dégénérescence maculaire liée à 

l’âge [Gragoudas et al., 2004].  

Premièrement, dans le domaine des protéases, la compartimentalisation sub-cellulaire et le 

trafic de la MT1-MMP sont importants afin que cette MMP puisse jouer son rôle de 

protéinase. Celle-ci a d’ailleurs été récemment mise en évidence dans les cavéoles au sein de 

tumeurs et au sein de lignées cellulaires endothéliales [Sato et al., 1994;Nabeshima et al., 

2000;Galvez et al., 2002;Galvez et al., 2001;Seiki, 2002]. Les cavéoles sont des micro-

domaines riches en cholestérol impliqués dans l’internalisation de récepteurs, du recyclage de 

molécules vers l’appareil de Golgi et, dans la transduction de signaux [Parton et al., 

1994;Conrad et al., 1995;Stahlhut and van Deurs, 2000]. Les cavéoles sont abondantes dans 
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les cellules endothéliales, et leur endocytose peut être régulée par l’actine du cytosquelette et 

par la phosphorylation [Parton et al., 1994;Smart et al., 1999;Stahlhut and van Deurs, 

2000;Schlegel et al., 2001]. Ces cavéoles sont caractérisées par la présence de la cavéoline-1. 

Celle-ci interagit avec une variété de molécules de signalisation et des récepteurs de surface, 

régulant ainsi leur localisation et leur fonction [Okamoto et al., 1998;Kurzchalia and Parton, 

1999]. La cavéoline-1 peut s’associer avec les intégrines β1 et réguler ainsi la croissance 

cellulaire ou les fonctions cellulaires dépendantes de l’uPAR [Wary et al., 1998;Wei et al., 

1999]. La MT1-MMP est présente au sein des cavéoles endothéliales. Ces cavéoles 

constituent une nouvelle voie d’internalisation de la MT1-MMP dans les cellules 

endothéliales humaines. De plus, le trafic de la MT1-MMP médié par les cavéoles régule la 

localisation, l’activité et la fonction de cette protéases dans les cellules endothéliales durant 

l’angiogenèse [Galvez et al., 2004]. L’étude des cavéoles est en mesure de nous apporter des 

éléments précieux dans la compréhension de l’angiogenèse et par conséquent d’ouvrir de 

nouvelles perspectives thérapeutiques. 

Pour appréhender la problématique de l’angiogenèse dans sa globalité, de nouvelles 

approches méthodologiques sont à envisager. Dans ce contexte, la génomique devient de plus 

en plus le centre d’intérêt de la recherche médicale et pharmaceutique. Le microarray pourra 

jouer un rôle majeur pour l’avenir de l’analyse du génome à haut débit. Une seule analyse en 

microarray donne la capacité de mesurer avec précision les niveaux d’expression des gènes 

dans de nombreux échantillons. Cette technique pourra dès lors mettre en lumière les 

différences d’expression des gènes dans une situation physiologique comparée à une 

configuration pathologique, telle que la dégénérescence maculaire liée à l’âge, afin de nous 

procurer une vision globale du dégradome (http://www.cancerdegradome.org). En effet 

l’activité protéolytique des métalloprotéinases et des protéases à sérine n’est pas la seule 

impliquée dans l’angiogenèse. Il est donc extrêmement intéressant d’entamer l’étude du 

dégradome, qui comprend le répertoire complet des protéinases qui régulent de façon 

coordonnée les cellules et les tissus en vue de moduler leur environnement local [Puente et al., 

2003]. Nous savons actuellement que la protéolyse péri-cellulaire est importante pour la 

régulation de l’activation, de la biodisponibilité et de la signalisation des récepteurs des 

facteurs de croissance, de l’adhésion et de la mobilité cellulaire, des mécanismes d’apoptose 

et de survie cellulaire, de l’angiogenèse et, est importante pour la réponse inflammatoire, ainsi 

que pour la surveillance immune. L’idée initiale selon laquelle les protéinases n’étaient 

exclusivement que des médiateurs de la destruction de tissus pathologiques est aujourd’hui 
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considérée comme fort simpliste. En effet, certaines protéinases possèdent des fonctions 

d’inhibition du développement et de progression tumorale et angiogènique. Du reste, certains 

inhibiteurs tels que les TIMPs ou PAI-1 peuvent agir, comme nous l’avons vu, tels des agents 

promoteurs de l’angiogenèse. Dans ce contexte, le dégradome est important pour trois aspects 

principaux. Premièrement, les protéinases cellulaires et leurs inhibiteurs sont des composants 

de la machinerie moléculaire des cellules malignes et de l’angiogenèse. Elles représentent 

donc des cibles thérapeutiques attractives. Deuxièmement, les gènes du dégradome sont des 

marqueurs pronostics et diagnostics de choix. Ils peuvent donc permettre d’affiner la précision 

des évaluations cliniques et histopathologiques conventionnelles. Troisièmement, les 

protéinases cellulaires sont des molécules cibles qui pourront augmenter la sensibilité de 

détection des tumeurs, de l’angiogenèse, et d’améliorer leur imagerie. C’est pourquoi 

l’approche globale du dégradome est extrêmement importante car il existe une redondance 

fonctionnelle entre les protéinases. Ce dédoublement fonctionnel pourrait faire échouer une 

stratégie thérapeutique axée sur une protéinase unique, car son rôle sera alors palier et pris en 

charge par une autre enzyme aux fonctions similaires. 

Une fois les cibles moléculaires définies, une thérapie ciblée et précise pourra être mise en 

œuvre. Dans ce contexte, l’étude des cellules souches peut être très prometteuse dans le cadre 

de la lutte contre la dégénérescence maculaire liée à l’âge. En effet, les cellules souches 

hématopoïétiques dérivées de la moelle osseuse ont la capacité de se différencier et de former 

de multiples types tissulaires à partir d’une cellule unique. Ces cellules précurseurs de cellules 

endothéliales issues de la moelle osseuse ont d’ailleurs été mises en évidence dans la 

circulation [Asahara et al., 1997]. Il a été démontré que le recrutement de cellules précurseurs 

endothéliales et leur différenciation qui s’ensuit, sur des sites de lésions mécaniques 

rétiniennes, contribuent à la néovascularisation rétinienne dans un modèle murin [Grant et al., 

2002;Jost et al., 2005]. Les cellules souches hématopoïétiques contribuent également à la 

néovascularisation choroïdienne dans un modèle murin induit par laser [Sengupta et al., 

2003;Espinosa-Heidmann et al., 2003;Jost et al., 2005]. Ces données montrant le recrutement 

de ces cellules sur les sites spécifiques de néovascularisation oculaire ouvrent de nouvelles 

voies dans l’utilisation des cellules souches hématopoïétiques en tant que vecteurs pour la 

thérapie génique, ou en inhibant leur recrutement au sein de la zone néovasculaire afin de 

diminuer le développement de celle-ci [Sengupta et al., 2005]. 

 



83 

En conclusion, nos travaux pourront ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques, en 

association avec d’autres traitements et de nouvelles technologies, dans le cadre de la lutte 

contre la dégénérescence maculaire liée à l’âge aussi bien sur le plan curatif que préventif. 
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