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recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

https://hal.archives-ouvertes.fr
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01116053


 

Université Joseph Fourier / Université Pierre Mendès France /  
Université Stendhal / Université de Savoie / Grenoble INP  

THÈSE 

Pour obtenir le grade de 

DOCTEUR DE L’UNIVERSITÉ DE GRENOBLE 

Spécialité : Biologie Cellulaire 

Arrêté ministériel : 7 août 2006 

 
 
 
Présentée par 

Agnès DESROCHES-CASTAN 
 
 
Thèse dirigée par Jean-Jacques FEIGE  
 
préparée au sein du Laboratoire Biologie du Cancer et de 
l’Infection, UMR-S 1036 
dans l'École Doctorale Chimie et Science du Vivant 

 
Inhibition de l’angiogenèse tumorale : 
criblage d’une chimiothèque et caractérisation 
d’un nouveau composé agissant sur la voie 
de signalisation Ras-ERK. 

 
 
Thèse soutenue publiquement le 03 octobre 2014, 
devant le jury composé de :  

Pr Olivier FERON 
Professeur, Université Catholique de Louvain, Rapporteur 

Dr Fabrice SONCIN,  
Directeur de recherche INSERM, Institut de Biologie de Lille, Rapporteur  

Dr Laurence LAFANECHERE 
Directrice de recherche CNRS, Institut Albert Bonniot Grenoble, Présidente 

Pr  Patrick LEVY 
Professeur des Universités-Praticien Hospitalier, Président de l’Université 
Joseph Fourier Grenoble, UMR-S 1042, Examinateur  
Dr Olivier PEYRUCHAUD 
Directeur de recherche INSERM, UMR-S 1033 Lyon, Examinateur 

Dr Jean-Jacques FEIGE,  
Directeur de recherche INSERM, UMR-S 1036 Grenoble, Directeur de thèse 



 

 

 



A David, 

Floriane & Clémentine, 

 

A mes parents, mes sœurs & mes grands-parents. 

 

 

 

 

 

 

A Lucie.  

Puisse la petite lumière vacillante 

qui anime tes grands yeux ne pas 

s’éteindre. 

 

 

 

 

On ne fait jamais attention à ce qui a été fait, 

on ne voit que ce qui reste à faire. 

Marie Curie.  





Remerciements 
Je remercie messieurs le Pr. Féron et le Dr. Soncin d’avoir accepté d’être les rapporteurs de 

mon travail de thèse. Je remercie les membres du jury, le Dr. Laurence Lafanechère, le Dr. 

Olivier Peyruchaud et le Pr. Patrick Lévy qui ont également accepté d’examiner mon travail. 

Laurence a eu de plus la gentillesse, avec Bétrice Eymin, de m’accompagner pendant ces 

quatre années en participant à mon comité de suivi de thèse. Vos conseils, la pertinence de 

vos remarques et votre soutien m’ont permis de progresser tout au long de ce travail. 

Depuis mes premiers pas en 1996 à l’INSERM, ma vie en laboratoire a été jalonnée de 

rencontres et certaines ont été déterminantes. Ainsi, je ne peux qu’être très reconnaissante 

envers Geneviève, qui la première, m’a fait partager son enthousiasme pour la recherche et 

qui m’a énormément aidée pour entrer à l’INSERM. Ensuite, bien sûr, Isabelle m’a tant 

apportée. Nous avons formé une belle équipe, soudée face aux difficultés. Grâce à ta 

rigueur, ton sérieux, ton amitié et ton soutien, j’ai pu obtenir le diplôme de l’EPHE, une 

nouvelle étape essentielle pour moi. Commence, peu après, l’aventure grenobloise…  

Jean-Jacques, je te suis reconnaissante d’avoir immédiatement considéré mon projet de 

thèse avec bienveillance dès l’instant où je te l’ai exposé. Et depuis, de m’avoir toujours 

soutenue, me remontant dans les moments durs et calmant mon enthousiasme dans les 

instants, certes éphémères, d’euphorie. Je retiendrai de cette expérience plusieurs de tes 

messages : « Un nouveau challenge…. mais tu vas y arriver!!» (SFA, Monaco) ; « la tension 

entre le directeur de thèse et le thésard monte crescendo au fur et à mesure que la date de 

soutenance approche » (ah bon ? je n’ai rien vu !), et « 3 ans de manips en 3 lignes, peux-tu 

pousser jusqu’à 3 phrases » (oui c’est ce que j’essaye de faire ici !). J’apprécie beaucoup de 

travailler avec toi, ton humour, ta disponibilité (énorme), ton côté humain, ta manière de 

vouloir toujours me pousser à faire le meilleur. Cette thèse nous a permis de mieux nous 

connaître et c’est un vrai bonheur de travailler dans une atmosphère sereine et de partager 

aussi de bons moments de détente (quoique les Grands Montets, ça se discute...).  

A mon arrivée, c’est Michelle qui m’accueille avec un dynamisme et une énergie à toute 

épreuve. Merci de m’avoir si bien intégrée dans le labo, montré tous les petits trucs, aidée 

pour les concours… 

Delphine, ah, Delphine… Beaucoup à dire, n’est-ce pas ? Je me suis « éclatée » à travailler 

avec toi. Je ne te dirais jamais assez merci pour tout ce que tu m’as apporté, ta confiance, 

ton amitié et le café de 16 heures où tout se dit… 

Stéphanie et Marie, 1000 mercis les copines, pour toutes les HUVEC, grâce à vous, je n’ai 

jamais manqué de cellules même quand la demande était forte. Et quand en plus, avec 

Emma, Marie-Hélène, Anne-Sophie et toute la compagnie vous prenez soin de me promener 

en montagne, les manips sont excellentes au retour. (C’est très rentable : 4 jours de marche, 



une manip qui marche…). Emma, en plus de tous les bons moments partagés, merci de 

m’avoir la première, avec François, orientée pour réussir à m’inscrire en première année. 

Quelle aventure ! 

Merci à Sabine, pour m’avoir encouragée dans cette thèse, dans les concours, les congrès… 

Et pour tes réflexions scientifiques pertinentes, pour tous les moments et discussions 

littéraires ou du quotidien et enfin pour m’accepter en post-doc dans ton équipe !  

Un grand merci à Claude et Odile qui possèdent un nombre incroyable d’inhibiteurs et 

d’anticorps, et qui m’ont dépannée bien souvent. Je n’oublie pas bien sûr, les cellules 

« prêtes à l’emploi » et les longues et savoureuses discussions autour de la petite reine.   

Ce projet n’aurait pas vu le jour, sans l’aide précieuse de mes amis chimistes, Martine, Jean-

François et Chongling. C’est une belle aventure de mener ce travail entre biologistes et 

chimistes : souvent je me dis qu’on ne parle pas la même langue, et les problématiques sont 

bien différentes entre les deux disciplines. Mais on a pu bien avancer et je vous remercie 

pour votre aide si efficace. 

Un grand merci à tous ceux que je croise au quotidien au laboratoire : à Daniel, qui m’a tout  

appris sur les cellules ES, aidé dans les tests d’angiogenèse et fait une grande confiance dès 

les premières manips, aux Christines, si dévouées pour les tâches communes, aux Nadias, si 

humaines, Aude, Mariela, Fred et Josiane. Vielen Danke, Feli, für die Schokolade, Honig und 

deine Freundschaft. Und es ist alles ich werde in Deutsch schreiben!  

Tous mes remerciements à quelques anciens doctorants et post-doctorants, qui m’ont 

beaucoup soutenue : Delphine Q, la bretonne qui a su relever le défi du criblage, Flavie et 

son amitié, Sandrine C et ses encouragements, Sandrine L (ça avait du bon les « tea time» et 

les dégustations), Nicolas et Sophie toujours à fond.  

Je remercie tout particulièrement nos secrétaires actuelles, Marie-Pierre et Virginie et celles 

parties, Sonia et Nicole qui n’ont pas leur pareil pour nous démêler les imbroglios 

administratifs et gérer nos commandes URGENTES, car les cellules n’attendent pas. 

J’ai bénéficié du soutien de toutes nos plateformes ; au criblage à haut débit avec Caroline et 

Emmanuelle, au FACS avec Véronique, au confocal avec Didier et à l’animalerie avec Nico, 

Irène et Isa. Merci à tous pour votre disponibilité. 

Corinne a eu la lourde tâche de la relecture pour traquer avec succès les fautes 

d’orthographe, répétitions et les petites marques de dyslexie. Merci ma belle. 

Un grand merci à mes parents, qui sont toujours là, pour tout, tout le temps. Je sais bien que 

vous ne comprenez pas grand-chose à ce que je fais, mais l’éducation que vous m’avez 

donnée et les valeurs que vous m’avez transmises sont le socle de ce que je suis. Vous 

pouvez être fiers de m’avoir donnée une famille unie et appris à être heureuse. Il y a aussi 

bien sûr, mes sœurs Karine & Eloïse que j’adore, si différentes et pourtant si proches et qui 



font partie de mon équilibre. Merci aussi, David de ton enthousiasme pour mon projet et 

Pierre pour les régalades. 

Mon plus grand fan aurait surement été mon papy qui le premier m’a montré une 

« expérience scientifique » : les vases communicants. Je n’avais pas 6 ans, mais je revoie très 

bien les schémas griffonnés avant de passer à la pratique avec deux bassines d’eau, de ton 

air très sérieux et de l’eau qui déborde...    

Merci à mes beaux-parents, à mes loulous Théo, Julie, Amélis, Mélou, Lucie, Alice, Salomée  

et Elsa et à tous mes amis parisiens, angevins et rutissons qui m’accompagnent et 

m’encouragent. 

Si ce projet leur a volé un peu de temps avec leur maman, mes deux trésors ont la gentillesse 

et la délicatesse de ne pas me le reprocher. Vous êtes ma joie, mon bonheur, l’essence de 

mon existence, ma fierté, et, grâce à vous j’oublie vite ma journée quand je rentre le soir. 

Merci à ma belle Floriane, qui a rayé de mon dictionnaire les mots ennui et silence (LOL) et 

merci à ma crevette Clémentine qui a tant d’amour à donner et le monde à sauver.  

David, rien de cela n’aurait été possible sans toi. D’un soutien inconditionnel, tu as toujours 

été le premier à m’encourager, me pousser, me secouer (aussi) et même le premier à me 

dire de faire cette thèse. Et pourtant, ça signifiait quand même plus de difficultés pour toi. 

Mais, tu l’as fait, tu passes tes mercredis après-midi avec nos filles, à l’anti-thèse (!) du 

macho puisque tu assumes naturellement toutes les tâches quotidiennes et … ça m’aide. 

Tout ça bien sûr, je te l’ai déjà dit et je te le redis : merci pour tout ce que tu m’apportes 

depuis tant d’années. 

 





1 
 

 Table des matières 

ABREVIATIONS .................................................................................................................................... 7 

INTRODUCTION ................................................................................................................................ 11 

1 LE SYSTEME VASCULAIRE ......................................................................................................... 11 

1.1 LA VASCULOGENESE ....................................................................................................................... 12 

1.2 L’ANGIOGENESE ............................................................................................................................ 14 

1.2.1 La cellule endothéliale ..................................................................................................... 14 

1.2.2 L’endothélium ................................................................................................................. 14 

1.3 LES MECANISMES DE L’ANGIOGENESE ................................................................................................ 16 

1.3.1 L’angiogenèse par intussusception ................................................................................. 16 

1.3.2 L’angiogenèse par bourgeonnement .............................................................................. 17 
1.3.2.1 Phase d’activation ..................................................................................................................... 18 
1.3.2.2 Phase de maturation ................................................................................................................. 21 

1.4 PRINCIPAUX ACTEURS DE L’ANGIOGENESE ........................................................................................... 23 

1.4.1 L’hypoxie ......................................................................................................................... 23 

1.4.2 Les facteurs angiogènes .................................................................................................. 25 
1.4.2.1 Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et ses récepteurs ............................................. 25 

1.4.2.1.1 Les ligands ......................................................................................................................... 25 
1.4.2.1.2 Les récepteurs ................................................................................................................... 28 

1.4.2.2 La voie Notch/Dll4 ..................................................................................................................... 31 
1.4.2.3 Le FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) ...................................................................................... 33 
1.4.2.4 Les intégrines, molécules d’adhésion........................................................................................ 34 
1.4.2.5 La VE-Cadhérine et les jonctions endothéliales ........................................................................ 35 
1.4.2.6 Autres facteurs et récepteurs impliqués dans l’angiogenèse ................................................... 36 

2 SIGNALISATION DES RECEPTEURS TYROSINE-KINASES : CAS PARTICULIER DU VEGFR-2 .......... 39 

2.1 ACTIVATION DU RECEPTEUR ............................................................................................................. 39 

2.2 REGULATION DE LA SIGNALISATION PAR ENDOCYTOSE ........................................................................... 40 

2.3 ROLE DES PROTEINES ADAPTATRICES .................................................................................................. 41 

2.3.1 Recyclage ........................................................................................................................ 42 

2.3.2 Dégradation .................................................................................................................... 44 

2.3.3 Clivage protéolytique ...................................................................................................... 44 

2.4 ROLES DES PROTEINES TRANSMEMBRANAIRES, CORECEPTEURS (NRP1, EPHB2, VEGFR-3…) ...................... 44 

2.4.1 L’EphrineB2 et les Héparanes sulfates ............................................................................ 45 

2.4.2 Les Neuropilines .............................................................................................................. 46 

2.5 ROLES DES PARTENAIRES CYTOPLASMIQUES......................................................................................... 46 

2.6 ROLES DES MOLECULES D’ADHESION (VE-CADHERINE, OCCLUDINE) ......................................................... 46 

2.7 SIGNALISATION INTRACELLULAIRE ..................................................................................................... 47 

2.8 VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUEES ................................................................................................ 47 

2.8.1 Phosphorylation sur la tyrosine 1175 .............................................................................. 48 
2.8.1.1 Voie de la kinase d’adhérence focale (FAK) .............................................................................. 49 
2.8.1.2 Voie ERK .................................................................................................................................... 49 

2.8.1.2.1 Régulation de Ras ............................................................................................................. 51 
2.8.1.2.2 Régulation de Raf .............................................................................................................. 54 

2.8.2 Phosphorylation sur la tyrosine 1214 .............................................................................. 58 

2.8.3 Phosphorylation sur la tyrosine 951 ................................................................................ 58 

2.8.4 Phosphorylation sur les tyrosines 1054 et 1059 .............................................................. 59 

2.8.5 La voie des lipides............................................................................................................ 59 

3 LES TRAITEMENTS ANTI-ANGIOGENES ..................................................................................... 61 



2 
 

3.1 IMPLICATIONS DE L’ANGIOGENESE EN PATHOLOGIE ............................................................................... 61 

3.2 PRINCIPES DES TRAITEMENTS ANTI-ANGIOGENES .................................................................................. 63 

3.3 LE VEGF, ACTEUR MAJEUR ET CIBLE DE L’ANGIOGENESE TUMORALE ........................................................ 65 

3.3.1 Inhibiteurs des tyrosine-kinases ...................................................................................... 67 

3.3.2 Les VDAs (Vascular Disrupting Agents) ........................................................................... 68 

3.3.3 Autres cibles thérapeutiques ........................................................................................... 70 

3.4 LIMITATIONS DES TRAITEMENTS ANTI-ANGIOGENES ACTUELS ET NECESSITE D’ALTERNATIVES ......................... 71 

4 LES MODELES D’ANGIOGENESE IN VITRO ET IN VIVO .............................................................. 77 

4.1 TESTS D’ANGIOGENESE IN VITRO ....................................................................................................... 77 

4.1.1 Blessure d’une monocouche endothéliale ....................................................................... 78 

4.1.2 Test de migration en chambre de Boyden ...................................................................... 79 

4.1.3 Tubulogenèse sur matrice ............................................................................................... 80 

4.1.4 Bourgeonnement tridimensionnel de sphéroïdes endothéliaux ...................................... 81 

4.1.5 Bourgeonnement endothélial après différenciation de cellules souches embryonnaires 

murines  ........................................................................................................................................ 82 

4.1.6 Limites des tests d’angiogenèse in vitro.......................................................................... 83 

4.2 TESTS D’ANGIOGENESE IN VIVO : IMPLANTATION D’EPONGE CHEZ DES SOURIS ............................................ 84 

4.3 AUTRES TESTS D’ANGIOGENESE IN VIVO.............................................................................................. 84 

5 CRIBLAGE A HAUT DEBIT POUR L’IDENTIFICATION DE NOUVELLES MOLECULES A POTENTIEL 

THERAPEUTIQUE ............................................................................................................................................ 87 

5.1 INTRODUCTION AU CRIBLAGE ........................................................................................................... 87 

5.2 CRITERES D’ELIGIBILITE D’UN CRIBLAGE .............................................................................................. 89 

5.3 CHOIX D’UNE CHIMIOTHEQUE .......................................................................................................... 90 

5.4 LES RESULTATS OBTENUS ................................................................................................................. 91 

5.5 PERSPECTIVES ............................................................................................................................... 93 

OBJECTIFS DU TRAVAIL ..................................................................................................................... 95 

RESULTATS ........................................................................................................................................ 97 

6 CRIBLAGE DE LA CHIMIOTHEQUE DE L’UNIVERSITE DE GRENOBLE ........................................ 137 

6.1 MISE AU POINT DU TEST ................................................................................................................ 137 

6.1.1 Modèle cellulaire ........................................................................................................... 137 

6.1.2 Réalisation du test ........................................................................................................ 137 

6.1.3 Choix de la chimiothèque .............................................................................................. 138 

6.2 CRIBLAGE PRIMAIRE SUR LES HMEC-GFP, ET SECONDAIRE SUR LES 3T3-GFP ........................................ 140 

6.3 CARACTERISATION DE DEUX FAMILLES DE MOLECULES BIO-ACTIVES ........................................................ 141 

6.4 ANALYSE DE L’ACTIVITE DE COB223 SUR DIFFERENTS TYPES ENDOTHELIAUX ........................................... 145 

6.5 EFFET SUR L’ANGIOGENESE IN VITRO ET IN VIVO ................................................................................. 147 

6.6 EFFET SUR LA TUMORIGENESE IN VIVO, MODELE TSA-LUC ET LLC/2-LUC ................................................ 149 

7 RECHERCHE DE LA CIBLE ET DU MECANISME D’ACTION ........................................................ 151 

7.1 PENETRATION DE COB223 DANS LES DIFFERENTS TYPES CELLULAIRES .................................................... 152 

7.2 EFFET INTRACELLULAIRE DE CO223 ................................................................................................ 153 

7.3 RECHERCHE D’UNE COMPETITION AVEC LE TRANSPORTEUR DES POLYAMINES ........................................... 154 

7.4 EFFET DE COB223 SUR LA SIGNALISATION INDUITE PAR LE VEGF. ........................................................ 155 

7.4.1 Effet de COB223 sur les kinases .................................................................................... 155 

7.4.2 Test de compétition avec le VEGF ................................................................................. 156 

7.4.3 Effet de COB223 sur l’internalisation du VEGFR-2 ........................................................ 156 

7.4.4 Les partenaires du VEGFR-2 : cibles potentielles de COB223 ........................................ 159 

7.4.5 Etude de la voie de signalisation ERK ............................................................................ 160 



3 
 

DISCUSSION .................................................................................................................................... 173 

7.5 CONCLUSIONS ............................................................................................................................. 173 

7.6 PERSPECTIVES ............................................................................................................................. 177 

BIBLIOGRAPHIE ............................................................................................................................... 181 

ANNEXES ........................................................................................................................................ 203 

 

 



4 
 

Table des figures 

FIGURE 1 : ORGANISATION SCHEMATIQUE DU SYSTEME VASCULAIRE. ................................................................................... 11 

FIGURE 2 : MORPHOLOGIE DES ARTERES ET DES VEINES. .................................................................................................... 12 

FIGURE 3 : SCHEMA DU DEVELOPPEMENT DU RESEAU VASCULAIRE CHEZ L’EMBRYON ET LES FACTEURS ASSOCIES A SA FORMATION. .. 13 

FIGURE 4 : LES TROIS TYPES D’ENDOTHELIUM : CONTINU, FENETRE ET DISCONTINU. ................................................................ 15 

FIGURE 5 : ANGIOGENESE PAR INTUSSUSCEPTION COUPE TRANSVERSALE D’UN VAISSEAU. ........................................................ 17 

FIGURE 6 : ANGIOGENESE PAR INTUSSUSCEPTION COUPE LONGITUDINALE D’UN VAISSEAU. ....................................................... 17 

FIGURE 7 : ANGIOGENESE PAR BOURGEONNEMENT : SELECTION DES « TIP CELLS ». ................................................................ 18 

FIGURE 8 : CROISSANCE ET GUIDAGE DES CELLULES. .......................................................................................................... 19 

FIGURE 9 : ORGANISATION DES CELLULES ENDOTHELIALES AU COURS DE L’ANGIOGENESE. ........................................................ 20 

FIGURE 10 : FUSION DE BOURGEONS ET FORMATION D’UNE LUMIERE .................................................................................. 21 

FIGURE 11 : PERFUSION ET MATURATION. ...................................................................................................................... 22 

FIGURE 12 : RECOUVREMENT DES ARTERES ET VEINES. ...................................................................................................... 23 

FIGURE 13 : LES DIFFERENTES ISOFORMES DU VEGF......................................................................................................... 26 

FIGURE 14 : LES MEMBRES DE LA FAMILLE DU VEGF (A-B-C-D ET PLGF) ET SES RECEPTEURS VEGFR-1, 2,3 ET NRP1,2). .......... 28 

FIGURE 15 : SIGNALISATION DE NOTCH DANS LES « TIP » ET « STALK » CELLS. ..................................................................... 32 

FIGURE 16 : IMPLICATION DU FGF-2 DANS LES DIFFERENTES PHASES DE L’ANGIOGENESE. ........................................................ 34 

FIGURE 17 : JONCTIONS ENDOTHELIALES. ....................................................................................................................... 35 

FIGURE 18 : L’ANGIOGENESE TUMORALE ET LE ROLE DES DIFFERENTS FACTEURS AU COURS DU PROCESSUS. ................................. 38 

FIGURE 19 : INTERNALISATION DU VEGFR-2. ................................................................................................................. 41 

FIGURE 20 : DEVENIR DU VEGFR-2 EN FONCTION DE SA LIAISON AUX DIFFERENTES PROTEINES ADAPTATRICES. ........................... 42 

FIGURE 21 : MODIFICATION DU RECYCLAGE DU VEGFR-2 EN L’ABSENCE DE SYNECTINE. ......................................................... 43 

FIGURE 22 : PARTENAIRES TRANSMEMBRANAIRES ET CYTOPLASMIQUES DU VEGFR-2. ........................................................... 45 

FIGURE 23 : SIGNALISATION DU VEGFR-2 INDUITE PAR LE VEGF-A165. ............................................................................ 48 

FIGURE 24 : ACTIVATION DE LA VOIE ERK PAR LE FGF-2 ET LE VEGF-A DANS LES HUVEC. ..................................................... 51 

FIGURE 25 : CYCLE D’ACTIVATION DE RAS. ...................................................................................................................... 53 

FIGURE 26 : EFFECTEURS EN AVAL DE RAS ET LEURS ROLES DANS LA CELLULE. ........................................................................ 54 

FIGURE 27 : PHOSPHORYLATION DES DIFFERENTES FORMES DE RAF. .................................................................................... 55 

FIGURE 28 : LE CYCLE D’ACTIVATION/INACTIVATION DE RAF. .............................................................................................. 57 

FIGURE 29 : ACTIVATEURS ET INHIBITEURS DE L’ANGIOGENESE............................................................................................ 61 

FIGURE 30 : CHANGEMENTS DE VASCULARISATION DES TUMEURS LORS D’UN TRAITEMENT ANTI-ANGIOGENE. .............................. 64 

FIGURE 31 : MECANISMES D’ACTION DES VDAS ET LEURS CIBLES. ....................................................................................... 69 

FIGURE 32 : MECANISMES DE RESISTANCE AUX THERAPIES ANTI-ANGIOGENES. ...................................................................... 73 

FIGURE 33 : NOUVELLES CIBLES POTENTIELLES. ................................................................................................................ 74 

FIGURE 34 : ETAPES DE L’ANGIOGENESE ETUDIEES PAR LES TESTS D’ANGIOGENESE IN VITRO. ..................................................... 77 

FIGURE 35 : PHOTOGRAPHIES D’UN TEST DE BLESSURE SUR DES CELLULES HMVECD. ............................................................. 79 

FIGURE 36 : PRINCIPE DU TEST DE MIGRATION EN CHAMBRE DE BOYDEN .............................................................................. 79 

FIGURE 37 : HUVEC FORMANT UN RESEAU DE TUBULES SUR MATRIGEL® (PHOTO A 24H). ...................................................... 80 

FIGURE 38 : BOURGEONNEMENT D’UN SPHEROÏDE ENDOTHELIAL EN GEL DE COLLAGENE. ......................................................... 81 

FIGURE 39 : MODELE EN UNE ETAPE DE DIFFERENCIATION ENDOTHELIALE DE CELLULES SOUCHES EMBRYONNAIRES MURINES. ......... 83 

FIGURE 40 : ROBOT DE LA PLATEFORME DE CRIBLAGE A HAUT DEBIT DU CEA –GRENOBLE........................................................ 87 

FIGURE 41 : CELLULES HMEC-GFP. ........................................................................................................................... 137 

FIGURE 42 : BLESSURE DES CELLULES HMEC-GFP PAR LE ROBOT DE CRIBLAGE. ................................................................... 138 

FIGURE 43 : SCHEMA DU PROTOCOLE DE CRIBLAGE. ........................................................................................................ 139 

FIGURE 44 : PHENOTYPES OBSERVES AU COURS DU CRIBLAGE. .......................................................................................... 140 

FIGURE 45 : STRUCTURE DE LA MOLECULE COB223. ...................................................................................................... 144 

FIGURE 46 : STRUCTURE DE LA MOLECULE COB227. ...................................................................................................... 144 

FIGURE 47 : ANALYSE PAR WB DE L’EFFET DE COB223 SUR LA VOIE ERK. ......................................................................... 147 

FIGURE 48 : LUMINESCENCE DES TUMEURS TSA-LUC DANS LES SOURIS NUDE...................................................................... 150 

FIGURE 49 : PENETRATION DE COB223 DANS LES CELLULES HMEC-1. ............................................................................. 152 



5 
 

FIGURE 50 : PENETRATION DE COB223 DANS LES CELLULES 3T3. ..................................................................................... 152 

FIGURE 51 : PENETRATION DE COB223 VERSUS COB223-BSA DANS LES CELLULES HUVEC. ............................................... 153 

FIGURE 52 : PROTOCOLE D’ETUDE DE L’INTERNALISATION DU VEGFR-2. ........................................................................... 157 

FIGURE 53 : INTERNALISATION DU VEGFR-2 DANS LES CELLULES HUVEC EN PRESENCE DE COB. ........................................... 158 

FIGURE 54 : ETUDE DES PARTENAIRES D’INTERNALISATION DU VEGFR-2. .......................................................................... 160 

FIGURE 55 : SCHEMA DE LA VOIE DE SIGNALISATION ERK INDUITE PAR LE VEGF-A ET FGF-2. ................................................ 161 

FIGURE 56 : EFFET DE COB223 SUR LA VOIE DE SIGNALISATION ERK DANS LES HUVEC. ...................................................... 162 

FIGURE 57 : EFFET DE COB223 SUR LA VOIE ERK DANS LES CELLULES 3T3. ........................................................................ 162 

FIGURE 58 : EFFET DE COB223 SUR LA VOIE DE SIGNALISATION P38-MAPK DANS LES HUVEC. ............................................ 163 

FIGURE 59 : EFFET DE COB223 SUR LA PHOSPHORYLATION DE SRC DANS LES HUVEC.......................................................... 164 

FIGURE 60 : ANALYSE PAR WESTERN BLOT DE LA PHOSPHORYLATION D’AKT DANS LES HUVEC. ............................................ 165 

FIGURE 61 : EFFET DE COB223 SUR LA PHOSPHORYLATION DU VEGFR-2 DANS LES HUVEC. ............................................... 165 

FIGURE 62 : EFFET DE COB223 SUR LA PHOSPHORYLATION DE LA PLCDANS LES HUVEC. .................................................. 166 

FIGURE 63 : IMPLICATION DE LA PKC DANS LA VOIE ERK INDUITE PAR LE VEGF-A DANS LES HUVEC. ..................................... 166 

FIGURE 64 : EFFET DE COB223 SUR LA VOIE ERK EN AVAL DE LA PKC DANS LES HUVEC...................................................... 167 

FIGURE 65 : EFFET DE COB223 SUR MEK DANS LES HUVEC. ......................................................................................... 167 

FIGURE 66 : EFFET DE COB223 SUR LA PHOSPHORYLATION ERK1/2 INDUITE PAR L’ESTRADIOL DANS LES CELLULES CCL-39 RAF-ER.

 ................................................................................................................................................................... 168 

FIGURE 67 : EFFET DE COB223 SUR LA PHOSPHORYLATION DE RAF DANS LES HUVEC. ........................................................ 169 

FIGURE 68 : EFFET DE COB223 SUR LA PHOSPHORYLATION ERK1/2 DANS LES CELLULES MCF10A-RASG12V. ....................... 170 

FIGURE 69 : SCHEMA RECAPITULATIF DE L’EFFET DE COB223 SUR LA VOIE ERK................................................................... 171 

FIGURE 70 : VOIE D’ACTIVATION ERK PAR LE VEGF-A ET LE FGF-2 DANS LES HUVEC. ........................................................ 175 

FIGURE 71 : LISTE NON EXHAUSTIVE DE GAP ET DE GEF IMPLIQUES DANS LA REGULATION DE RAS. ......................................... 177 

  

Liste des tableaux 

TABLEAU 1 : LISTE DES GENES LIES A L’ANGIOGENESE INDUITS PAR HIF1. ............................................................................ 24 

TABLEAU 2 : IMPLICATION DE L’ANGIOGENESE EN PATHOLOGIE. .......................................................................................... 62 

TABLEAU 3 : IMPLICATION D’UNE VASCULARISATION INCOMPLETE EN PATHOLOGIE. ................................................................ 63 

TABLEAU 4 : ESSAIS CLINIQUES EN COURS AVEC LE BEVACIZUMAB
TM 

EN 2012. ....................................................................... 66 

TABLEAU 5 : AGENTS ANTI-ANGIOGENES, LEURS CIBLES, LEURS APPLICATIONS CLINIQUES ET LE STADE DES ESSAIS. ......................... 68 

TABLEAU 6 : ESSAIS CLINIQUES EN COURS AVEC LES VDAS
 
EN 2013..................................................................................... 70 

TABLEAU 7 : EXEMPLES DE CHIMIOTHEQUES. ................................................................................................................... 90 

TABLEAU 8 : EIC50 DES COMPOSES TESTES SUR LES HMEC-GFP ET 3T3-GFP. .................................................................. 144 

TABLEAU 9 : INHIBITION DE LA FERMETURE D’UNE BLESSURE PAR COB223. DETERMINATION DE L’IC50. ................................. 145 

TABLEAU 10 : TEST ANNEXIN-FITC SUR LES CELLULES HUVEC ET LLC/2 EN PRESENCE DE COB223. ....................................... 164 

 

Table des graphiques 

GRAPHIQUE 1 : NOMBRE DE MEDICAMENTS MIS SUR LE MARCHE AMERICAIN ENTRE 1997 ET 2008, ET LES INVESTISSEMENTS R&D 

DES INDUSTRIES PHARMACEUTIQUES AMERICAINES. ................................................................................................. 88 

GRAPHIQUE 2 : MEDICAMENTS EN ESSAIS CLINIQUES ET AUTORISES PAR LA FDA. .................................................................... 88 

GRAPHIQUE 3 : REPARTITION DES MEDICAMENTS MIS SUR LE MARCHE ENTRE 1999 ET 2008 EN FONCTION DE LEUR STRATEGIE DE 

DEVELOPPEMENT. ............................................................................................................................................. 92 

GRAPHIQUE 4 : EFFET DE COB223 SUR LE CYCLE CELLULAIRE DE DIFFERENTS TYPES CELLULAIRES. ............................................ 146 

GRAPHIQUE 5 : EFFET DE COB223 SUR LA MIGRATION ENDOTHELIALE EN CHAMBRE DE BOYDEN. ........................................... 148 

GRAPHIQUE 6 : EXPERIENCE DE XENOGREFFE DANS DES SOURIS NUDE. ............................................................................... 149 

GRAPHIQUE 7 : QUANTIFICATION DE LA LUMINESCENCE DES TUMEURS A J15. ..................................................................... 150 

GRAPHIQUE 8 : EFFET DE COB223 VERSUS COB223-BSA SUR LA FERMETURE DE BLESSURE. ................................................ 154 



6 
 

GRAPHIQUE 9 : COMPETITION DE COB223 AVEC LE TRANSPORTEUR DES POLYAMINES. ......................................................... 155 

GRAPHIQUE 10 : COMPETITION DE COB223 AVEC LE VEGF DANS LES CELLULES HUVEC. .................................................... 156 

GRAPHIQUE 11 : QUANTIFICATION DES WESTERN BLOTS DE LA PHOSPHORYLATION DE ERK1/2. ............................................ 162 

GRAPHIQUE 12 : QUANTIFICATION DES WESTERN BLOTS P-ERK1/2 DANS LES 3T3. ............................................................ 163 

GRAPHIQUE 13 : QUANTIFICATION DES WESTERN BLOTS DE LA PHOSPHORYLATION P38-MAPK. ........................................... 164 

GRAPHIQUE 14 : QUANTIFICATION DES WESTERN BLOTS DE LA PHOSPHORYLATION MEK. ..................................................... 168 

 



7 
 

ABREVIATIONS 

-SMA:  Smooth Muscle Actin 

ADN: acide désoxyribonucléique 

AKT/PKB: Protein Kinase B 

ALK: Activin receptor-Like Kinase 

APPL: protéine adaptatrice à interaction phosphotyrosine  

Ang: Angiopoïetin 

ARE: Adenin Uridine-Rich Element 

ARNm: Acide RiboNucleic messager 

ATP: Adenosin TriPhosphate 

BMP: Bone Morphogenetic Protein 

BSA: Bovine Serum Albumin 

Bv8: Bombina variagata peptide 8 

CAM: membrane chorïoallantoïde 

CD31/ PECAM-1: Cluster of Differentiation 31/ Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 

CD: Cluster of Differentiation  

CK2: Casein Kinase 2 

DEP1: density-enhanced phosphatase 1 

Dll: Delta Like Ligand 

DMLA: Dégénérescence Maculaire Liée à l’Age 

DMSO: Dimethyl Sulfoxyde 

EC: endothelial cell 

ECM: matrice extracellulaire  

EEA1: Early Endosome Antigen-1 

EEC: Ectoderme embryonnaire 

EGF: Epidermal Growth Factor 

eGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein 

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor 

EphB: Ephrin B 

EPO: erythropoietin 

eNOS: NO synthase endothéliale 

ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase 

ESC: Embryonnic Stem Cell 

EXE: Ectoderme Extra-Embryonnaire 

FAK: Focal Adhesion Kinase 

FGF: Fibroblast Growth Factor 

Flt: Fms-like tyrosine kinase 

Flk1: Fetal Liver Kinase 1 

GAP: GTPase Activating Protein 

GEF: Guanine Nucleotide Exchange Factor 



8 
 

GRB2: Growth factor receptor-bound protein 2 

GTPase: guanosine triphosphate hydrolase 

HCS: High Content Screening 

HGF: Hepatocyte Growth Factor 

HIF1-: Hypoxia Inducible Factor 1- 

HMEC: Human Microvascular Endothelial Cell 

HMVECd: dermal Human Microvascular Endothelial Cell 

HRE: Hypoxia Response Element 

HSPG: Heparan Sulfate ProteoGlycan 

HTS: High Throughput Screening 

HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells 

IC50: concentration inhibitrice médiane 

IL: Interleukine 

IgG: immunogolbuline  

iQGAP: Ras GTPase-activating-like protein 

iNOS: inducible Nitric Oxyde Synthase 

IP3: Inositol 1,4,5 trisphosphate 

IRM: Imagerie par Résonnance Magnétique 

Jag: Jagged  

JAK: Janus activated kinase 

JAM: Junctional Adhesion Molecule 

Kd: constante de dissociation 

kDa: kilo Dalton 

KO: Knock-Out 

kfl2 : Krüppel like Factor 2 

LLC/2: Lewis Lung Carcinoma Cells/2 

MAP-kinase ou MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase 

MEK: Mitogen-Activated Protein kinase kinase 

miR: micro ARN 

MMP: Matrix Metallo Proteinase 

MS/MS: Spectrométrie de masse 

NG2: Neuron Glial Antigen-2 

NICD: Notch Intracellular Domain 

NO: Oxide Nitrique 

NRP ou Np: Neuropiline 

OCTs: Organic Cation Transporters  

P38-MAPK: p38 Mitogen Activated Protein Kinase 

PAK: p21 Protein Activated Kinase 1 

PBS: Phosphate Buffer Saline 

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor 

PHD: prolyl hydroxylase 

PI3K: PhosphatidylInositol type 3 Kinase 



9 
 

PIP2: phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate 

PKC: Protein Kinase C 

PLC: Phospholipase C 

PlGF: Placental Growth Factor 

PPS: Pli Primitif Postérieur 

PTP: phospho-tyrosine-phosphatase 

Raf: rapidly accelerated fibrosarcoma 

Ras: Rat sarcoma virus 

RBD: Ras Binding Domain 

RGD: Arginine-Glycine-Acide Aspartique 

RTKis: inhibiteurs de récepteurs à activité tyrosine kinase  

S1P: Sphingosine 1-Phospate 

Sck: SHC (Src homology and collagen homology)-related adaptor protein 

SH2: Src-Homology domain-2  

SHB2: SH2- domain-containing adaptator protein B  

SHP2: PTP du domaine d’homologie 2 de SRC 

SLCs: Solute Carrier Transporters 

SPK1: Sphingosine Kinase-1 

SOS: Son of Sevenless 

SNARE: N-ethylamaleimide-sensitive factor attachement protein receptor ou syntaxine-6 

SV40: Virus Simien 40 

SVF/FCS : Sérum de veau fœtal/Fetal Calf Serum 

TAFs: Tumor Angiogenic Factors 

TGF: Transforming Growth Factor-

Tie2: Tyrosine kinase with immunoglobulin and EGF homology domains 
TIMP: Tissue Inhibitor Metallo Proteinase 

Tis11b: TPA-Inducible Sequence 11b 

TKIs: inhibiteurs des tyrosine-kinases 

TNF: Tumor Necrosis Factor  

TTP: TrisTetraProlin 

TUNEL: dUTP nick end labeling 

uPA: urokinase-type Plasminogen Activator 

UTR: UnTranslated Region 

VDAs: Vascular Disrupting Agents 

VE-Cad: Vascular Endothelial Cadherin 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR-1/Flt-1: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1/ Fms-like tyrosine kinase-1 

VEGFR-2/KDR/Flk1: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2/ Kinase insert Domain 
Receptor/ Fetal Liver Kinase 
VE-PTP: Vascular-endothelial PTP 
VHL: von Hippel-Lindau 
ZO: Zona Occludens 
  



10 
 

  



11 
 

 

INTRODUCTION 

1 Le système vasculaire 

 

L’arbre vasculaire est un réseau complexe et ramifié (Figure 1). Il comprend à la fois 

une voie afférente constituée par les artères. Les artères sont des vaisseaux sanguins de gros 

calibre qui distribuent le sang depuis le cœur vers les organes. Elles ont pour rôle d’apporter 

le sang et les nutriments dans la totalité de l’organisme. Les voies efférentes, constituées par 

les veines transportent quant à elles le sang et les déchets métaboliques depuis les organes 

vers le coeur.  

  

Figure 1 : Organisation schématique du système vasculaire. 
 

Les artères sont constituées de trois couches [Adams and Alitalo, 2007]. La couche 

interne ou intima est un endothélium en contact avec le sang. La couche intermédiaire ou 

média est recouverte de cellules de muscle lisse qui lui confère son élasticité. Cette zone 

peut se dilater et se contracter pour adapter la pression du flux sanguin. La troisième couche 

périphérique rigide ou adventice est constituée de collagène.  

Les veines ont une paroi fine et extensible et contrairement aux artères, elles sont 

recouvertes par peu de cellules de muscle lisses [Cleaver and Melton, 2003] (Figure 2). Les 

veines comportent également des valves constituées de tissu conjonctif et de cellules 

endothéliales qui orientent le flux sanguin et permettent le retour veineux des organes vers 

le coeur.  
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Le réseau lymphatique contribue également à la circulation des nutriments et des hormones, 

au drainage des fluides et participe au transport des cellules immunitaires. De plus, en 

fonction des besoins de l’organisme, le réseau vasculaire peut adapter le débit sanguin dirigé 

vers les tissus. 

C’est par ces réseaux que différents messagers moléculaires tels que les hormones et les 

cytokines sont véhiculés et distribués dans le corps.  

 

 

Figure 2 : Morphologie des artères et des veines. 
(D’après [Cleaver and Melton, 2003] ) 

 

Les deux mécanismes impliqués dans le développement du réseau vasculaire sont la 

vasculogenèse et l’angiogenèse. 

 

1.1 La vasculogenèse 

Durant l’embryogenèse, c’est à partir du développement du cœur à un stade très 

précoce (E6.5 chez la souris) que se forme le réseau vasculaire. Pendant la phase de 

vasculogenèse, l’assemblage en îlots de précurseurs endothéliaux dérivés du mésoderme 

(angioblastes) [Byrd and Grabel, 2004] donne naissance à un labyrinthe vasculaire primitif 

(Figure 3) [Risau and Flamme, 1995] [Coultas et al., 2005].  
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Figure 3 : Schéma du développement du réseau vasculaire chez l’embryon et les facteurs 

associés à sa formation. 
(D’après [Coultas et al., 2005]) 

 EEC : ectoderme embryonnaire ; EXE : ectoderme extra-embryonnaire; PPS : pli primitif 
postérieur (site d’apparition des progéniteurs vasculaires); Np : Neuropiline 

 

Au cours du développement, le sac vitellin est le premier site d’apparition des vaisseaux 

sanguins. Les cellules endothéliales apparaissent dans les tissus mésodermiques des régions 

intra et extra-embryonnaires et dans des îlots sanguins du sac vitellin. Les hémangioblastes 

au centre de la structure du sac vitellin donnent naissance par leur différenciation aux 

progéniteurs hématopoïétiques qui composent les îlots sanguins. Les hémangioblastes à la 

périphérie de ces îlots se différencient en angioblastes et sont à l’origine des cellules 

endothéliales. Les facteurs de croissance tels que le VEGF (Vascular Endothelial Growth 

Factor) ou le FGF-2 (Fibroblast Growth Factor) permettent la migration et l’organisation des 

cellules endothéliales qui vont s’anastomoser pour former le plexus capillaire primaire.  

Par ailleurs, au niveau du mésoderme embryonnaire, les cellules endothéliales issues de la 

différenciation des angioblastes migrent et forment les principaux vaisseaux de l’embryon : 

l’aorte et la veine cardinale. Par la suite, ces deux sites de vasculogenèse (embryonnaire et 

du sac vitellin) se connectent pour former un réseau vasculaire composé de tubes 

endothéliaux intra et extra-embryonnaires. Durant cette phase embryonnaire, le réseau 

vasculaire est relativement instable. Il va progressivement se développer et se ramifier, 
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s’étendre dans tout l’organisme et se stabiliser. Ce sont les premiers battements du cœur 

qui initient la circulation sanguine. Ceci entraine le remodelage de ce plexus vasculaire 

primaire en un arbre vasculaire hiérarchisé composé d’artères, de veines et de capillaires.  

 

1.2 L’angiogenèse 

1.2.1 La cellule endothéliale 

La cellule endothéliale est le premier acteur de l’angiogenèse. Sa plasticité cellulaire 

lui permet d’acquérir des phénotypes différents en fonction des signaux qu’elle perçoit. 

Les cellules endothéliales sont les cellules qui tapissent la paroi interne des vaisseaux 

lymphatiques et sanguins. Ces cellules constituent l’endothélium vasculaire, la paroi la plus 

interne des vaisseaux sanguins en contact direct avec le flux sanguin. Dans les vaisseaux 

sanguins, les cellules endothéliales sont aplaties, allongées dans le sens du flux sanguin, et 

constituent une monocouche jointive : l’endothélium [Aird, 2007a]. Les cellules 

endothéliales quiescentes ont une durée de vie longue (de l’ordre d’une année), elles sont 

longues d’une centaine de µm, large d’une dizaine et épaisse de 0,5 µm. Elles sont 

également polarisées, la face apicale est dirigée vers la lumière du vaisseau alors que la face 

basale est quant à elle fixée à la lame basale qui lui confère une résistance mécanique.  

 

1.2.2 L’endothélium 

Dans l’organisme humain, l’endothélium couvre une surface importante de plusieurs 

centaines de m² de sorte que chaque cellule de chaque tissu ne se trouve qu’à quelques µm 

d’un capillaire sanguin. Il s’agit donc d’un tissu très abondant dans l’organisme qui constitue 

le réseau microvasculaire, particulièrement dense et extrêmement ramifié. Les capillaires 

fonctionnent comme une barrière entre le sang et les organes en permettant et contrôlant 

les échanges des molécules et des protéines. La perméabilité basale permet les échanges de 

petites molécules telles que l’eau, les gaz, et les solutés. Mais l’endothélium vasculaire 

présente une grande hétérogénéité histologique en fonction de l’environnement tissulaire.  

On peut distinguer trois types différents d’endothélium en fonction du lit vasculaire, 

différant dans leur fenestration: continu, fenêtré et discontinu (ou sinusoïdal) [Aird, 2007b] 

(Figure 4).  
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Figure 4 : Les trois types d’endothélium : continu, fenêtré et discontinu. 
La largeur des flèches vertes indique schématiquement le flux de solutés et de molécules. 

 

Le lit capillaire continu est décrit comme tel car les cellules endothéliales qui le constituent 

sont jointives et laissent passer uniquement l’eau et les sels à travers des espaces 

intercellulaires, les macromolécules étant quant à elles transportées par des canaux 

transendothéliaux par transcytose. L’endothélium continu se retrouve dans les gros 

vaisseaux, les artérioles et les veinules qui alimentent les organes tels que le cœur, la peau, 

les muscles et les poumons.  

L’endothélium fenêtré se trouve dans les glandes endocrines, les glomérules du rein, la 

muqueuse intestinale et le pancréas. La fonction de ces organes nécessite un passage 

important et efficace des fluides. Les cellules endothéliales de ce lit capillaire sont fixées sur 

une lame basale et présentent des pores (fenêtres) d’un diamètre de 60 à 80 nm qui 

permettent en plus du passage de l’eau et des solutés, la diffusion de certaines protéines et 

de macromolécules.  

L’endothélium discontinu se retrouve dans la rate, la moelle osseuse et les sinusoïdes du foie 

[Nagy et al., 2008] où les échanges avec le sang sont importants. Contrairement aux deux 

précédents lits vasculaires, celui-ci se caractérise par une absence de lame basale et le 

contact direct de cellules épithéliales des parois vasculaires avec la lumière du vaisseau à 

travers des ouvertures de 30 à 40 µm. 

Si la principale fonction de l’endothélium est donc de permettre les échanges entre les 

différents organes et le réseau sanguin, il a également d’autres fonctions [Aird, 2007a]. Il 

contrôle notamment l’hémostase par la sécrétion de facteurs pro ou anticoagulants, mais 

également le tonus vasomoteur dans les artérioles, l’angiogenèse, la pression osmotique 

tissulaire, la perméabilité vasculaire et est impliqué dans les processus inflammatoires.  
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A l’âge adulte, l’endothélium est quiescent. Mais les fonctions prolifératives et migratoires 

des cellules endothéliales peuvent être réactivées sous l’influence de facteurs 

environnementaux pro-angiogènes.  

 

1.3 Les mécanismes de l’angiogenèse 

Dans la phase d’angiogenèse qui suit la vasculogenèse, la formation de nouveaux 

vaisseaux à partir du plexus vasculaire primitif permet le développement d’un réseau 

d’artères et de veines. L’angiogenèse se définit comme étant la formation de néo-vaisseaux 

à partir d’un réseau vasculaire préexistant ([Risau, 1997]; [Geudens and Gerhardt, 2011]). 

Par la suite, le recrutement de péricytes (pour les capillaires et les petits vaisseaux) et de 

cellules de muscle lisse (pour les vaisseaux de gros calibre) permet d’assurer la stabilité et la 

perfusion de ces néo-vaisseaux. Si l’angiogenèse est un phénomène très actif au cours du 

développement, c’est un évènement rare chez l’adulte où l’endothélium est quiescent avec 

un faible renouvellement des cellules endothéliales. Mais le processus angiogène peut être 

réactivé sous l’effet de facteurs pro-angiogènes. De manière physiologique, c’est le cas lors 

du cycle menstruel chez la femme, au cours des processus de cicatrisation, de réparation 

cellulaire (ischémie tissulaire, cardiaque ou des membres inférieurs) ou encore pendant la 

grossesse.  

L’angiogenèse est également impliquée dans de nombreuses pathologies. Une angiogenèse 

est observée dans les cancers, dans le diabète, le psoriasis mais aussi dans certaines 

pathologies oculaires telles que la dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) et dans des 

pathologies auto-immunes. Dans ces conditions, les vaisseaux néoformés présentent des 

défauts d’organisation structurelle, et sont peu fonctionnels. 

Deux mécanismes distincts d’angiogenèse peuvent avoir lieu : 

L’angiogenèse par intussusception 

L’angiogenèse par bourgeonnement 

 

1.3.1 L’angiogenèse par intussusception 

Dans ce système, les vaisseaux vont se séparer dans le sens de leur longueur, créant 

ainsi un nouveau vaisseau. La première étape de ce processus s’effectue lorsque des cellules 

endothéliales de bords opposés du vaisseau s’invaginent et entrent en contact (Figure 5). Les 

jonctions endothéliales vont être remaniées pour créer un espace entre ces cellules. Celui-ci 

est alors colonisé par des cellules fibroblastiques et des péricytes qui synthétisent de la 

matrice extracellulaire. Les cellules murales viennent stabiliser cet ensemble. Par opposition 

à l’angiogenèse bourgeonnante, l’allongement longitudinal de ces nouveaux vaisseaux 

requiert peu de prolifération des cellules endothéliales (Figure 6).  
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Figure 5 : Angiogenèse par intussusception coupe transversale d’un vaisseau. 
 

 

Figure 6 : Angiogenèse par intussusception coupe longitudinale d’un vaisseau.  
(D’après [Carmeliet and Jain, 2011]) 

 

Ce remodelage du plexus vasculaire peut se dérouler de manière symétrique ou asymétrique 

et conduire à la formation de vaisseaux de diamètre inférieur à celui du vaisseau initial. 

Cette angiogenèse permet une grande ramification de l’arbre vasculaire préexistant. Dans un 

premier temps décrite essentiellement dans la circulation vasculaire pulmonaire et 

musculaire [Caduff et al., 1986], [Zhang et al., 2002], cette angiogenèse est maintenant 

également connue pour intervenir dans la progression tumorale [Hlushchuk et al., 2008]. 

 

1.3.2 L’angiogenèse par bourgeonnement 

Les cellules endothéliales sont capables de proliférer et migrer en fonction des 

signaux extracellulaires qu’elles reçoivent. Elles communiquent entre elles, avec d’autres 

cellules et avec la matrice extracellulaire. A l’état physiologique chez l’adulte, les cellules 

endothéliales sont quiescentes. Cette stabilité est assurée par des jonctions serrées entre les 

cellules endothéliales (occludines, Zonula Occludens 1 et 2 (ZO1, 2), claudines, Junctional 

Adhesion Molecule (JAM)) et les jonctions adhérentes impliquant la VE-Cadhérine (Vascular 

Endothelial Cadherin) et PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1). Les 

péricytes renforcent la stabilité du vaisseau en empêchant la prolifération des cellules 
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endothéliales et inhibant l’activité des facteurs tels que le VEGF-A, Notch, l’angiopoïétine-1 

(Ang1) et le FGF-2.  

L’angiogenèse par bourgeonnement est un processus qui se déroule en deux étapes 

principales. La première phase est celle d’activation au cours de laquelle les cellules 

endothéliales sortent de leur état de quiescence, prolifèrent et migrent afin de constituer un 

nouveau vaisseau. La seconde phase, dite de maturation, vise à stabiliser le vaisseau et à le 

rendre fonctionnel. L’ensemble de ces étapes et de ses principaux facteurs, seront discutés 

dans ce chapitre. Ce phénomène complexe implique différents acteurs. Au niveau cellulaire, 

les péricytes se détachent puis les cellules endothéliales migrent et prolifèrent lors de 

l’élongation des néo-vaisseaux. Les facteurs de croissance (VEGF-A, FGF-2, Delta-like 4 (Dll4)) 

régulent cette angiogenèse. Le processus est également régulé par d’autres facteurs (TGF, 

Transforming Growth Factor  PDGF (Platelet Derived Growth Factor)) qui assurent la 

stabilité des vaisseaux nouvellement formés.  

  

1.3.2.1 Phase d’activation  

 Bourgeonnement des cellules endothéliales 

 La phase d’activation se déclenche lorsque des cellules trop éloignées des vaisseaux 

et se trouvant de ce fait en hypoxie commencent à sécréter des facteurs pro-angiogéniques. 

Ces signaux de prolifération, migration et survie sont captés par les cellules endothéliales et 

les péricytes des vaisseaux les plus proches. En effet, de par la fonction même du vaisseau 

(le transport du sang oxygéné), les cellules endothéliales sont équipées de senseurs de 

l’oxygène et répondent à l’hypoxie par de profondes modifications cellulaires et des 

modifications importantes de leur profil transcriptionnel.  

 

Figure 7 : Angiogenèse par bourgeonnement : sélection des « tip cells ». 
(Adapté d’après [Adams and Alitalo, 2007] )  
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L’augmentation de la perméabilité vasculaire induite par l’action du VEGF et de l’oxyde 

nitrique (NO) conduit à la dégradation des jonctions serrées et la libération d’enzymes de 

dégradation de la membrane basale, les métalloprotéinases matricielles (MMPs). Dans un 

premier temps, les péricytes matures, exprimant les marqueurs -SMA(-Smooth Muscle 

Actin), desmine et NG2 (Neuron Glial Antigen-2) se détachent et se séparent de la 

membrane basale. Lors de la dégradation de la matrice par les MMPs, des facteurs de 

croissance pro-angiogènes (VEGF-A, FGF-2, TGF) et des cytokines présents dans la matrice 

extracellulaire sont libérés. Les MMPs facilitent la migration des cellules endothéliales en 

dégradant les adhésions cellules-cellules et cellules-matrices (Figure 7). 

L’espace créé permet aux cellules endothéliales de proliférer et migrer. Au cours de cette 

phase, une cellule endothéliale se désolidarise de ses voisines. Elle acquiert le phénotype 

« tip cell », alors que chez ses voisines ce phénotype est réprimé.  

 

 Croissance et guidage des bourgeons  

Bien que toutes les cellules endothéliales soient activées par le VEGF-A environnant, 

seules quelques-unes d’entre elles vont migrer de manière orientée en suivant le gradient de 

VEGF-A. Une sélection parmi les cellules endothéliales s’opère sous le contrôle de la voie 

Notch pour déterminer la cellule « tip cell » qui se trouve au niveau du front de migration. 

La « tip cell » possède à son extrémité des filopodes composés de nombreux filaments 

d’actine dont la polymérisation et la dépolymérisation sont très rapides. Ces filopodes, 

capables de détecter des signaux attractifs ou répulsifs, vont s’orienter sur un axe de 

guidage dirigé vers les cellules émettrices des facteurs pro-angiogènes en suivant la matrice 

extracellulaire (Figure 8).   

 

Figure 8 : Croissance et guidage des cellules. 
 (Adapté d’après [Adams and Alitalo, 2007])  

EC: cellule endothéliale; ECM: matrice extracellulaire. 
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La « stalk cell », elle, est une cellule de la tige qui suit la « tip cell » en proliférant et migrant 

mais en gardant également un contact avec la membrane basale du vaisseau d’origine 

(Figure 9). 

Les cellules endothéliales « tip cells » prolifèrent peu [Gerhardt et al., 2003]. Les « stalk 

cells », au contraire, prolifèrent de manière importante et permettent la croissance et 

l’élongation du bourgeon endothélial.  

 

Figure 9 : Organisation des cellules endothéliales au cours de l’angiogenèse. 
 

La compétition pour la fonction de « tip cell » est dynamique pendant toute la durée de 

l’élongation du vaisseau [Jakobsson et al., 2010]. L’échange entre « tip cell » et « stalk cell » 

est établi par la régulation de la voie de signalisation de Notch qui contrôle l’expression du 

récepteur du VEGF de type 2 (VEGFR-2) dans les cellules endothéliales. La régulation de cette 

voie d’activation sera détaillée par ailleurs dans cette introduction.  

Comme indiqué dans la Figure 9, les « phalanx cells » sont les cellules endothéliales d’un 

vaisseau quiescent organisées en forme de pavés. Ce sont des cellules qui prolifèrent et 

migrent peu. Leur état de quiescence assure la stabilité des vaisseaux.  

 

 Fusion de bourgeons et formation d’une lumière 

Une fois la phase d’élongation terminée, les « stalk cells » ont comme rôle important 

la formation de la lumière vasculaire. Contrairement aux « tip cells » les « stalk cells » vont 

conserver leur polarisation baso-apicale et permettre la construction d’une lumière continue 

[Gerhardt and Betsholtz, 2003]; [Hellstrom et al., 2007a; Siekmann et al., 2008] (Figure 10).  
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Figure 10 : Fusion de bourgeons et formation d’une lumière 
(Adapté d’après [Adams and Alitalo, 2007])  

 

Depuis quelques années, les études sur les progéniteurs endothéliaux circulants ont montré 

qu’ils pourraient également être recrutés et impliqués dans l’angiogenèse [Mancuso et al., 

2006]. Des cellules de souris exprimant un marqueur génomique (globin/pBR322) ont été 

injectées dans d’autres souris dont l’hématopoïèse endogène avait été préalablement 

détruite. Un test d’angiogenèse sur éponge a ensuite été réalisé dans ces souris chimériques, 

et la proportion de cellules endothéliales d’origine hématopoïétiques quantifiée par 

hybridation in situ sur le marqueur génique globin/pBR322. Il a été ainsi démontré 

qu’environ 10% des cellules endothéliales formant les néo-vaisseaux proviennent des 

cellules circulantes hématopoïétiques [Crosby et al., 2000]. Par ailleurs, un autre groupe 

[Asahara et al., 1999] a montré que, lors des ischémies, le nombre de progéniteurs 

endothéliaux circulants était augmenté, confirmant leur rôle dans la formation des néo-

vaisseaux. Le nombre de cellules endothéliales incorporé est faible mais leur importance 

résiderait dans le relargage de facteurs angiogènes de manière paracrine.  

 

1.3.2.2 Phase de maturation 

 

Cette étape est essentielle pour le bon fonctionnement du vaisseau. En effet, un 

défaut de stabilisation peut conduire à l’apoptose des cellules endothéliales et à la 

régression du néo-vaisseau. Au cours de ce processus, les cellules endothéliales stoppent 

leur migration et leur prolifération et commencent à synthétiser de la membrane basale. 

Lorsque deux « tip cells » se rencontrent, elles peuvent se joindre ou se repousser 

mutuellement. Deux « tip cells » jointes, en l’absence de signaux angiogènes, perdent leur 

mobilité, et les néo-vaisseaux s’anastomosent. Lorsque le contact a eu lieu, les jonctions 

serrées s’établissent. La VE-cadhérine impliquée dans ces jonctions est présente également 
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sur les filopodes des « tip cells » ce qui permettrait l’établissement rapide de nouvelles 

jonctions intercellulaires [Almagro et al., 2010]. La nouvelle jonction formée entre les deux 

vaisseaux est stabilisée par des macrophages qui forment un « pont » [Rymo et al., 2011] 

mais les mécanismes précis ne sont pas encore élucidés. Si les signaux pro-angiogènes sont 

encore présents tel qu’un faible taux d’oxygène, une nouvelle ramification peut débuter. Ce 

remodelage vasculaire conduit donc à l’apparition et la régression de certains vaisseaux 

(Figure 11).  

 

 

Figure 11 : Perfusion et maturation. 
(Adapté d’après [Adams and Alitalo, 2007])  

 

Le recrutement et la couverture des néo-vaisseaux par les péricytes assurent la maturation, 

et empêchent également leur régression lorsque l’environnement s’appauvrit en VEGF 

[Hughes and Chan-Ling, 2004]. Les péricytes sont au contact des cellules endothéliales et 

recouvrent les capillaires [Allt and Lawrenson, 2001]; [Sims, 1986] en une couche 

discontinue (Figure 12). Mais le mécanisme de protection des vaisseaux par les péricytes 

reste controversé. En effet, certaines études montrent que les vaisseaux recouverts de 

péricytes ne sont pas protégés de la régression induite par une inhibition du VEGF [Inai et al., 

2004]. Les péricytes sont issus des cellules mésenchymateuses proches du vaisseau, des 

myofibroblastes et de la prolifération des péricytes existants. Mais, une partie des péricytes 

provient également de la moëlle osseuse. Les péricytes nouvellement recrutés stabilisent les 

vaisseaux en libérant les TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) qui vont inhiber les 

métalloprotéinases. 

 Les facteurs impliqués dans le recrutement des péricytes sont Ang1-Tie-2 (Tyrosine kinase 

with immunoglobulin and EGF homology domains-2), PDGFB-PDGFRB, TGF1-ALK5 (Activin 

Like Kinase 5) et les composants de la voie Notch. Ang1 régule le recrutement des péricytes 

en induisant l’expression de cytokines. Les péricytes et les cellules de muscle lisse expriment 

le récepteur PDGFR alors que les cellules endothéliales expriment le PDGF-BB, induisant 
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ainsi une boucle paracrine. Par ailleurs, PDGF-BB favorise le recrutement des progéniteurs 

mésenchymateux et leur différenciation en péricytes. Il permet également leur attachement 

aux néo-vaisseaux en l’absence de VEGF-A. Ce mécanisme permet d’assurer la stabilité et la 

quiescence du vaisseau. 

Durant l’embryogenèse, les vaisseaux sanguins sont remodelés en réponse au flux sanguin. 

Le flux joue un rôle important dans la stabilisation des vaisseaux. L’absence de circulation 

sanguine peut conduire à la régression d’un néo-vaisseau. Il a été montré dans un modèle de 

développement vasculaire chez le poisson-zèbre [Nicoli et al., 2010] que le flux induit 

l’expression du facteur de transcription kfl2 (Krüppel like Factor 2). Ce facteur est nécessaire 

pour induire à son tour, l’expression d’un microARN spécifique des cellules endothéliales 

miR-126. miR-126 réprime l’expression de Spred1, un inhibiteur de la signalisation VEGF. 

Une autre étude [Watson et al., 2013] a montré également dans le poisson-zèbre que le flux 

supprime la signalisation de Notch en régulant négativement l’expression de Dll4. Cela 

démontre le rôle essentiel du flux sanguin dans le développement vasculaire.  

 

Figure 12 : Recouvrement des artères et veines.  
(D’après [Armulik et al., 2011]) 

 

Après le recrutement des cellules péricytaires, l’endothélium devient quiescent et stable. 

L’expression du VEGFR-2 dans les cellules endothéliales couvertes de péricytes est réprimée 

par la signalisation Notch. Le VEGF devient inactif sur les cellules endothéliales qui cessent 

toute prolifération et migration [Henderson et al., 2001; Taylor et al., 2002].  

 

1.4 Principaux acteurs de l’angiogenèse 

1.4.1 L’hypoxie 

Les cellules qui, du fait de leur éloignement des vaisseaux sanguins, se trouvent en 

hypoxie, présentent un niveau élevé de la protéine HIF1 (Hypoxia Inducible Factor-). HIF1 

est un facteur de transcription hétérodimérique constitué de deux sous-unités  et  qui se 

fixent sur une séquence consensus appelée HRE (Hypoxia Response Element). La séquence 

consensus de liaison d’HIF1 5’–ACGTG-3’ a été découverte lors du clonage du gène de 
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l’érythropoïétine (EPO), un gène activé par l’hypoxie. L’activité d’HIF1 est régulée par les 

enzymes prolyl hydroxylases 1 et 2 (PHD1 et 2). En présence d’oxygène, ces enzymes 

hydroxylent HIF1sur deux résidus proline. L’hydroxylation de ces prolines permet la liaison 

du complexe de l’ubiquitine ligase VHL (von Hippel-Lindau). L’ubiquitination d’HIF1 conduit 

à sa dégradation par le protéasome. En hypoxie, le substrat des enzymes hydroxylases, 

l’oxygène, est limitant. L’ubiquitination d’HIF1diminue, et son niveau protéique augmente. 

HIF1s'associe avec HIF1et transloque alors dans le noyau pour activer les gènes cibles.  

L’importance de ce facteur de transcription est démontrée par l’invalidation de son gène 

chez la souris qui est létale à E10.5. Les embryons présentent de grandes malformations 

vasculaires, cardiaques et neuronales. 

L’expression de nombreux gènes possédant une ou plusieurs séquences HRE dans leur 

région 5’ non traduite (5’UTR), est induite par HIF1. En réponse à l’hypoxie, HIF1régule, 

entre autres, l’expression de plusieurs gènes liés à l’angiogénèse (Tableau 1, liste non 

exhaustive).  

Pro-angiogenique Anti-angiogénique Fonction 

VEGF,  
VEGFR-1, VEGFR-2, 
angiopoïétine-2, Tie-2 
 

 Initiation de l’angiogenèse 
Perméabilité vasculaire 
Détachement de péricytes 
Dégradation de la membrane basale. 

FGFs, PDGF-B, PlGF, 

integrines, 

interleukines 

Dll1-4 
Thrombospondine-1 
angiostatine 

Formation de néo-vaisseaux 

Prolifération et migration des cellules endothéliales 

Prolifération et migration des péricytes 

 

PDGF-BB, 
angiopoïétine-1, 
endothéline-1 
iNOS 
endogline 

vasoinhibine Maturation 

Attachement des péricytes 

Dépôt de membrane basale 

Perméabilité vasculaire, vasoconstriction 

Tableau 1 : liste des gènes liés à l’angiogenèse induits par HIF1. 
 

C’est notamment le cas pour le gène du VEGF dont la transcription dans un tissu hypoxique 

est fortement induite par HIF1. Les cellules en hypoxie produisent du VEGF-A ce qui oriente 

la migration des cellules endothéliales du vaisseau adjacent et l’émergence des « tip cells ». 

Un autre gène dont la transcription est régulée par l’hypoxie est le gène codant pour iNOS 

(inducible Nitric Oxyde Synthase). L’augmentation de sa transcription permet la synthèse de 

monoxyde d’azote et qui favorise la vasodilatation des vaisseaux, inhibe l’apoptose et 

diminue l’expression de l’angiostatine [Matsunaga et al., 2002]. C’est également un facteur 

de survie des cellules endothéliales [Dimmeler et al., 1999]. Dans les cellules endothéliales, 

c’est plus particulièrement l’isoforme eNOS (endothelial Nitric Oxyde Synthase) qui favorise 

la perméabilité vasculaire. eNOS est également impliqué dans la migration, la prolifération et 
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la formation des vaisseaux capillaires in vitro et in vivo. Dans des souris KO invalidées pour le 

gène eNOS , l’effet angiogène du VEGF est altéré [Murohara et al., 1998]. Ce n’est pas le cas 

dans pour les souris invalidées pour le gène iNOS. L’action de eNOs se situe en conséquence 

en aval du VEGF et semble indispensable à l’action du VEGF-A contrairement à iNOS 

[Fukumura et al., 2001] [Cooke and Losordo, 2002] [Sonveaux et al., 2009]. 

 

1.4.2 Les facteurs angiogènes 

Le vaisseau quiescent et plus particulièrement la cellule endothéliale sont soumis à 

de nombreux facteurs qui vont influencer le comportement phénotypique des cellules. En 

fonction de l’équilibre en facteurs pro ou anti-angiogènes, le réseau vasculaire va s’étendre 

ou régresser. 

 

1.4.2.1 Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et ses récepteurs 

1.4.2.1.1 Les ligands 

 

Le VEGF est reconnu actuellement comme le facteur principal de l’angiogenèse 

[Folkman et al., 1971] [Leung et al., 1989] [Plouet et al., 1989]. Il s’agit en fait d’une famille 

qui comprend 5 membres : les VEGF-A, B, C, D et le PlGF (Placental Growth Factor).  

 

 Le plus étudié est le VEGF-A couramment appelé VEGF. Le VEGF est une 

glycoprotéine homodimérique de poids moléculaire d’environ 45 kDa dont 

l’expression est fortement stimulée par l’hypoxie via HIF1-. Son importance dans le 

développement embryonnaire est telle que l’invalidation d’un seul allèle du VEGF-A 

chez la  souris est létale à E11-12 [Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996]. Le 

VEGF-A active la prolifération, la migration des cellules endothéliales aussi bien au 

cours de la vasculogenèse que de l’angiogenèse.  

Le VEGF-A est sujet à épissage alternatif ce qui conduit à la production de différents 

variants protéiques. Actuellement, 9 isoformes sont décrites : 111, 121, 145, 148, 

162, 165, 183, 189 et 206. Elles correspondent au nombre d’acides aminés présents 

dans la protéine qui a donc une taille allant de 34 à 46 kDa. L’exon 1 (codant pour la 

séquence de clivage permettant la sécrétion), les exons 2 à 5 (codant pour les 

domaines de liaison aux récepteurs) sont communs à toutes les isoformes. Les 

variants proviennent de l’épissage alternatif des exons 6 et 7. La région codée par ces 

exons est responsable de la fixation du VEGF aux héparanes sulfates (polysaccharides 

localisés sur la surface cellulaire et dans la matrice extracellulaire) via des acides 

aminés basiques.  
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En plus, de ces formes nommées VEGFxxxa, on distingue également des formes 

VEGFxxxb liées à l’épissage alternatif de l’exon 8 [Keyt et al., 1996]. Ces isoformes ont 

la même taille mais diffèrent sur leur domaine C terminal. Les isoformes 8b ont 6 

acides aminés de la partie C terminale différents par rapport aux isoformes 8a 

(respectivement SLTRKD pour les isoformes 8b, et CDKPRR pour les isoformes 8a) 

[Cebe Suarez et al., 2006]. Cette modification impliquerait des changements dans les 

charges et la conformation de la structure de la protéine dans la queue C terminale 

(Figure 13). Ces isoformes VEGFxxxb auraient une activité anti-angiogène [Bates et 

al., 2002] [Merdzhanova et al., 2010] [Gu et al., 2013] en se liant au récepteur VEGFR-

2 avec la même affinité que les isoformes VEGFxxxa mais empêcherait le recrutement 

du co-récepteur NRP1 (Neuropilin-1) nécessaire à sa signalisation.  

 

 
 

Figure 13 : Les différentes isoformes du VEGF. 
(D’après [Elias and Dias, 2008]) 

 

En hypoxie, la plupart des types cellulaires peut produire du VEGF-165 (la forme la 

plus angiogène) et du VEGF-121 (la forme plus diffusible car ne possédant pas de 

séquence basique de liaison aux héparanes sulfates).  

 

Il existe d’autres membres de la famille VEGF qui, bien que se liant sur les récepteurs du 

VEGF (VEGFR) (Figure 14), exercent des fonctions différentes. 

 

 Le VEGF-B a une homologie de 41% avec le VEGF-A. Il agirait de manière paracrine 

sur les cellules endothéliales via le VEGFR-1 sur lequel il se fixe. Le VEGF-B est 

notamment retrouvé dans les muscles, les os en développement, le tissu adipeux 

brun, le pancréas et les cardiomyocytes. Les souris déficientes pour le VEGF-B ne 

présentent pas de malformations majeures, elles sont viables et fertiles. Le VEGF-B 
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est un très faible inducteur de l’angiogenèse dont le rôle est controversé [Mould et 

al., 2005] [Silvestre et al., 2003] [Reichelt et al., 2003] mais qui pourrait avoir un rôle 

angiogène dans la réparation de l’ischémie cardiaque [Li et al., 2008]. Comme le 

VEGF-C et le PlGF, le VEGF-B a un rôle dans le système nerveux en agissant comme 

un neuroprotecteur et régulant la neurogénèse chez l’adulte.  

 

 Le VEGF-C et son récepteur le VEGFR-3 sont impliqués essentiellement dans la 

lymphangiogenèse mais il a néanmoins aussi un rôle dans l’angiogenèse. Il est assez 

similaire au VEGF-D. Leur faible homologie avec le VEGF-A (30%) est due à de grandes 

modifications dans leurs domaines N et C terminal. Les souris déficientes en VEGF-C 

meurent avant la naissance d’une accumulation de fluides dans les tissus [Karkkainen 

et al., 2004].  

 

 Le VEGF-D est impliqué dans la stimulation de la lymphangiogenèse mais son rôle 

reste encore faiblement déterminé. Les souris déficientes pour le VEGF-D sont viables 

et ne présentent que quelques défauts lymphatiques dans les poumons suggérant 

que son rôle n’est pas essentiel dans le développement vasculaire lymphatique 

[Baldwin et al., 2005]. Ceci est confirmé par le double Knock-Out (KO) VEGF-C et 

VEGF-D, qui est viable et présente les mêmes caractéristiques que le KO VEGF-C 

[Haiko et al., 2008].  

 

 Les Placental Growth Factors 1 à 4 (PlGF) ont été identifiés à l’origine dans le 

placenta ce qui leur a valu leurs noms [Yang et al., 2003b] [Cao et al., 1997]. Un 

déficit en PlGF est associé à la pré-éclampsie qui se caractérise par un défaut 

d’invasion des trophoblastes placentaires dans l’endomètre maternel. D’autres sites 

d’expression sont maintenant identifiés comme le cœur, les poumons, les muscles et 

la thyroïde. Les différentes isoformes peuvent se lier VEGFR-1 ou aux neuropilines 1 

et 2 (NRP1, NRP2). Le PlGF est capable de stimuler l’angiogenèse dans certaines 

conditions pathologiques et de stabiliser les vaisseaux. Les souris déficiences pour 

PlGF sont viables et fertiles et ne présentent que des défauts mineurs dans le 

remodelage vasculaire de la rétine et une vascularisation moindre dans le corps 

lutéal [Tayade et al., 2007].  
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Figure 14 : Les membres de la famille du VEGF (A-B-C-D et PlGF) et ses récepteurs VEGFR-1, 

2,3 et NRP1,2). 
(D’après [Ruiz de Almodovar et al., 2009]) 

 
Le VEGF-A se lie aux récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. 
Le VEGF-B et le PlGF se lient uniquement au VEGFR-1. 
Les VEGF-C et -D se lient aux VEGFR-3 et VEGFR-2. 
Le VEGF et le PlGF peuvent aussi se lier au complexe hétérodimérique formé par le VEGFR-1 
et 2, tout comme les VEGF-C et -D se lient aux hétérodimères formés par le VEGFR-2 et 3. 
NRP1 et NRP2 peuvent agir comme corécepteurs pour certains complexes VEGF-VEGFR et 
moduler l’activation du récepteur et sa signalisation. 
Le VEGF-A et tous les membres de la famille se lient à NRP1 et 2 sauf le VEGF-B qui se lie 
uniquement à NRP1. 
 

1.4.2.1.2 Les récepteurs 

 

Tous les membres de cette famille se lient à des récepteurs à activité tyrosine kinase 

qui possèdent un seul domaine transmembranaire. On distingue trois récepteurs : le VEGFR-

1 ou Flt1 (Fms-like tyrosine kinase 1) ; le VEGFR-2 ou Flk1 (Fetal Liver Kinase 1) et le VEGFR-3 

ou Flt4 (Fms-like tyrosine kinase 4). Les récepteurs VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3 sont 

capables de former des homo ou des hétéro-dimères. Les trois VEGFRs possèdent des 

caractéristiques communes : il s’agit de glycoprotéines transmembranaires avec sept 

domaines extracellulaires de type immunogolbuline (IgG like). Le domaine intracellulaire 

possède l’activité kinase. L’activation des récepteurs nécessite leur dimérisation ce qui 

permet l’autophosphorylation et le recrutement de cofacteurs nécessaires à l’induction des 

différentes voies de signalisation.  
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Le VEGF-A peut se lier à deux récepteurs à activité tyrosine-kinase, les VEGFR-1 et VEGFR-2.  

Ces facteurs permettent l’initiation du bourgeonnement et la sélection des « tip cells » à 

travers la signalisation Notch/VEGFR-2.  

 

 Expression des récepteurs 

Les récepteurs sont exprimés de manière différentielle dans les différents tissus. Les 

VEGFR-1 et 2 sont exprimés dans l’endothélium des vaisseaux sanguins alors que le VEGFR-3 

se trouve au niveau des vaisseaux lymphatiques.  

 

 Rôles 

 Le VEGFR-1 est connu pour avoir un rôle essentiellement dans l’organisation et le 

maintien des vaisseaux. Il lie le VEGF-A avec une forte affinité (Kd ≈ 10-20 pmol/L) dix 

fois supérieure à celle du VEGFR-2 (Kd ≈ 75-125 pmol/L) mais a une activité kinase dix 

fois plus faible [Bruns et al., 2009]. L’invalidation du gène du récepteur VEGFR-1 chez 

la souris induit la mort à E8.5 due à d’importants défauts vasculaires et 

d’hématopoïèse. VEGFR1 est également impliqué dans l’angiogenèse tumorale 

[Kearney et al., 2004] et l’activation des macrophages [Murakami et al., 2006]. Au 

cours de l’angiogenèse, VEGFR-1 est présenté comme étant un corécepteur du 

VEGFR-2, facilitant la perméabilité vasculaire. Il est fortement exprimé dans les 

« stalk cells » et est au contraire réprimé dans les « tip cells ». Le VEGFR-1 serait un 

régulateur négatif du VEGFR-2 en piégeant le VEGF-A de l’environnement et en 

limitant sa biodisponibilité. De plus, par épissage alternatif, on retrouve une forme 

soluble du domaine extracellulaire du VEGFR-1 (sFlt1 : soluble Flt1) capable de piéger 

également le VEGF sécrété par les cellules endothéliales [Koch et al., 2011]. Cette 

forme est particulièrement abondante dans le plasma des patientes 

prééclamptiques. 

 

 Le VEGFR-2 est particulièrement impliqué dans l’angiogenèse. Le VEGFR-2 peut 

induire toutes les réponses biologiques stimulées par le VEGF : il est responsable de 

la prolifération et la migration des cellules endothéliales. La délétion du gène VEGFR2 

est létale précocement (E8.5) par l’absence de vaisseaux sanguins dans l’embryon. 

Contrairement au VEGFR-1, le VEGFR-2 a une forte activité kinase. Les voies de 

signalisation du VEGFR-2 impliquées au cours de l’angiogenèse seront développées 

dans le chapitre « Signalisation des récepteurs Tyrosine-kinase : cas particulier du 

VEGFR-2 ».  

 

 Le VEGFR-3 est activé par le VEGF-C et –D. Il est impliqué dans la lymphangiogenèse. 

La liaison VEGF-C/VEGFR-3 est également impliquée dans le bourgeonnement 

vasculaire et la régulation de la migration des « tip cells » [Tammela et al., 2011]. Le 

VEGFR-3 a également un rôle dans le développement neuronal en induisant la 
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prolifération des précurseurs oligodendritiques. Le KO du VEGFR-3 est létale chez les 

souris qui meurent précocement à E10.5 avant l’émergence des vaisseaux 

lymphatiques [Dumont et al., 1998].  

 

 Les corécepteurs 

Comme indiqué sur le schéma précédent, on peut distinguer d’autres types de 

récepteurs pour les ligands de la famille VEGF : les Neuropilines. Les neuropilines ne peuvent 

pas induire seules une réponse biologique au VEGF, mais permettent de potentialiser le 

signal induit par ce facteur sur les récepteurs VEGFRs.  

 

 NRP1 est une glycoprotéine transmembranaire dont le domaine extracellulaire 

permet la liaison à d’autres récepteurs membranaires et aux différents ligands 

(Semaphorine-3C et toutes les isoformes VEGF-A à l’exception du VEGF121).  

Le KO de NRP1 chez la souris est létal à des stades embryonnaires précoces entre 

E10.5 et E14.5 en fonction des fonds génétiques, associé à une diminution 

importante de la croissance vasculaire notamment dans le cerveau et la moelle 

épinière ([Kawasaki et al., 1999] ; [Jones et al., 2008] ; [Gerhardt et al., 2004]. NRP1, 

qui n’a pas de domaine tyrosine-kinase est considéré comme un corécepteur (du 

VEGF, des plexines). C’est sur son domaine cytoplasmique court que se lie le VEGF-A. 

A l’état quiescent, 60% de NRP1 et de VEGFR-2 sont colocalisés à la surface cellulaire. 

Son rôle a été décrit dans l’internalisation du récepteur VEGFR-2 ([Wang et al., 2006]) 

: une fois lié à son ligand, NRP1 et VEGFR-2 sont associés. NRP1 recrute la synectine 

(ou GIPC1) (également impliquée dans l’internalisation) par le biais de son domaine 

cytoplasmique. L’internalisation de NRP1 déclenchée par la liaison du VEGF est 

clathrine-dépendante en opposition avec celle due à la liaison des sémaphorines qui 

est dépendante des radeaux lipidiques [Salikhova et al., 2008]. VEGFR-2 et NRP1 sont 

liés pendant l’endocytose et traversent ensemble les mêmes vésicules d’endocytose 

(les endosomes précoces). NRP1 potentialise aussi la phosphorylation du VEGFR-2.  

 

 NRP2 est le deuxième membre de cette famille. Il présente 44% d’homologie avec 

NRP1. Le KO de NRP2 est viable mais il présente quant à lui des défauts de 

développement lymphatique [Yuan et al., 2002]. NRP2 est un corécepteur de VEGFR-

3 qui contribue au bourgeonnement lymphatique en réponse au VEGF-C. La 

neutralisation de NRP2 dans les tumeurs réduit le réseau lymphatique tumoral sans 

affecter le réseau lymphatique physiologique [Caunt et al., 2008].  
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1.4.2.2 La voie Notch/Dll4 

 

Les récepteurs de la famille Notch sont capables d’initier une signalisation hautement 

conservée entre les espèces et jouent des rôles très variés au cours du développement. Chez 

les mammifères, il existe 4 récepteurs de type Notch (Notch1-4) et 5 ligands 

transmembranaires (Delta-like ou Dll1, 3, 4, et Jagged1 et 2). Les récepteurs Notch sont des 

protéines hétérodimériques constituées d’un domaine extracellulaire glycosylé, associé de 

manière non covalente à une protéine transmembranaire. La liaison d’une protéine de la 

famille Dll/Jag d’une cellule émettrice à un récepteur Notch d’une cellule avoisinante (cellule 

réceptrice) induit deux clivages successifs du récepteur Notch par des -secrétases 

intracellulaires et la libération de son domaine cytoplasmique dénommé NICD (Notch 

IntraCellular Domain). Le NICD ainsi généré transloque ensuite dans le noyau où il active les 

gènes cibles.  

 

Les « tip cells » se caractérisent par une forte expression de VEGFR-2. Au contraire, les 

« stalk cells » expriment fortement VEGFR-1. L’activation du VEGFR-2 en réponse au VEGF 

induit la surexpression de Dll4, un des cinq ligands de Notch, dans les « tip cells ». En se liant 

à son récepteur Notch présent sur les « stalk cells » voisines, Dll4 réprime l’expression du 

VEGFR-2 et augmente l’expression du VEGFR-1 ([Williams et al., 2006]; [Hellstrom et al., 

2007a]; [Suchting et al., 2007]). Parallèlement, sous l’action de Notch, le VEGFR-2 des « tip 

cells » diminue, et le taux de VEGFR-1 augmente. Les cellules endothéliales deviennent ainsi 

tour à tour « tip cells » ou « stalk cells ». A l’état « stalk cells », elles restent sensibles à 

l’action mitogène du VEGF et continuent à proliférer mais elles sont moins sensibles à son 

effet sur le bourgeonnement. Il y a donc une compétition dynamique entre les cellules 

endothéliales pour le phénotype « tip cell » qui dépend de l’expression des récepteurs 

VEGFR-1 et 2 à la surface des cellules [Zhang et al., 2010]. La régulation de leur expression 

dépend de l’activité de la voie Notch. 

Le niveau d’expression des facteurs du complexe Notch-Dll4-VEGFRs est constamment 

réévalué au niveau du front de migration des cellules endothéliales. Le groupe de Jakobsson 

[Jakobsson et al., 2010] a montré par des modélisations in silico, in vitro (bourgeonnement 

de corps embryoïdes) et in vivo (sur le développement vasculaire de la rétine chez la souris) 

qu’une « tip cell » reste à cette position pendant quatre heures avant d’être remplacée par 

une « stalk cell » voisine qui prend à son tour le phénotype « tip cell ». Le niveau 

d’expression des VEGFRs est lié à la signalisation de Notch dans des cellules adjacentes. 

L’expression des récepteurs VEGF régule à son tour l’expression du ligand de Notch : Dll4. 

Les deux voies de signalisation exercent de façon concomitante un rétro contrôle 

intercellulaire sur chacune des voies (Figure 15).  
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Figure 15 : Signalisation de NOTCH dans les « tip » et « stalk » cells. 

(D’après [Jakobsson et al., 2010]) 

Représentation schématique de la régularisation des voies de signalisation NOTCH-Dll4-

VEGFRs permettant aux cellules endothéliales (en jaune) d’acquérir le phénotype « tip cell » 

(en rouge) ou « stalk cell » (en vert).  

 

Comme pour le VEGF, l’invalidation d’un seul allèle du gène Dll4 est létale chez la souris 

(seulement dans certains fonds génétiques) au stade embryonnaire. Cette mortalité est due 

à des défauts vasculaires importants avec notamment le développement d’un réseau très 

dense et peu fonctionnel, désorganisé, et une formation ectopique de « tip cells » [Duarte et 

al., 2004]. Cela a également été observé lors du développement post-natal de la rétine chez 

des souriceaux dont l’expression de Dll4 était réprimée [Hellstrom et al., 2007b; Suchting et 

al., 2007]. Ces auteurs ont montré une forte induction du nombre de « tip cells » ainsi 

qu’une augmentation des branchements vasculaires.  

Dans le laboratoire, nous avons montré que l’expression de Dll4 est régulée au niveau post-

transcriptionnel par la protéine Tis11b (TPA-Inducible Sequence 11b). Tis11b est une 

protéine de la famille des tristétraprolines (TTP) dont les membres sont impliqués dans la 

stabilisation/dégradation des ARNm par liaison de leur double domaine à doigts de zinc sur 

des domaines de liaison ARE (AU-Rich Element) situés dans l’extrémité 3’-non traduite (3’-

UTR) des ARNm cibles. Le rôle de Tis11b dans l’angiogenèse avait été préalablement 

démontré par son activité de dégradation de l’ARNm du VEGF. Nous avons confirmé son rôle 

dans l’angiogenèse en montrant que Tis11b régule l’expression de Dll4 dans les cellules 
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endothéliales sans altérer la stabilité de l’ARNm mais en agissant sur le choix du site de 

polyadénylation du transcrit. Tis11b se lierait sur un ARE localisé dans le site de 

polyadénylation [Desroches-Castan et al., 2011].  

Par ailleurs, un autre ligand du récepteur Notch, Jagged-1, exprimé à la surface des « stalk 

cells » interfère avec la liaison de Notch à Dll4 et promeut la sélection des « tip cells » en 

entrant en compétition avec Dll4 [Hellstrom et al., 2007b]. Jag1 serait un antagoniste de Dll4 

par une interaction en cis avec le récepteur Notch dans les « stalk cells » [Benedito et al., 

2009]. 

La voie Dll4/Notch est responsable de la différenciation des cellules endothéliales en « tip 

cell » ou « stalk cell » mais elle est également impliquée dans la différenciation artério-

veineuse. L’acquisition du phénotype artériel ou veineux est liée à l’expression différentielle 

des éphrines et de leurs récepteurs Eph (EphB2 dans les artères, EphB4 dans les veines) et 

de Notch1. En effet, les souris hétérozygotes pour Dll4 ont un déficit en EphrineB2 

(marqueur artériel) et présentent des malformations artério-veineuses [Krebs et al., 2010] 

[Shutter et al., 2000]. Ces protéines impliquées dans les interactions cellules-cellules sont 

exprimées précocement dans les étapes de vasculogenèse.  

Par ailleurs, chez les souris hétérozygotes pour Dll1, l’artériogenèse consécutive à une 

ischémie du membre inférieure est inexistante [Limbourg et al., 2007]. 

 

1.4.2.3 Le FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) 

 

Le FGF-2 (anciennement dénommé FGF basique) fait partie de la famille des facteurs 

de croissance se liant aux héparanes sulfates et qui comprend 23 membres, agissant via 4 

récepteurs tyrosine kinase. Son activité pro-angiogène est médiée par sa liaison à différents 

récepteurs situés sur les cellules endothéliales : récepteurs tyrosine-kinase (FGFRs), 

intégrines et protéoglycanes (HSPGs) [Presta et al., 2005].  

 

L’invalidation du récepteur 2 du FGF (FGFR-2) entraine une létalité embryonnaire très 

précoce au stade de la gastrulation. Paradoxalement, l’invalidation du FGF-2, impliqué dans 

l’angiogenèse, n’induit pas de phénotype vasculaire marqué. Ceci est probablement dû à la 

redondance d’activité d’autres membres de la famille FGF [Deng et al., 1994; Miller, 2000; 

Yamaguchi et al., 1994]. Les cellules endothéliales expriment essentiellement le récepteur 

du FGF de type 1 (FGFR-1) [Bastaki et al., 1997] et en de plus faible proportion le récepteur 

FGFR-2. La stimulation du récepteur FGFR-1 se fait de manière paracrine (sécrétion par les 

cellules tumorales) et autocrine (par les cellules endothéliales) et induit la migration et la 

prolifération des cellules endothéliales. L’autophosphorylation du récepteur est suivie de 

l’activation de la voie MAP-Kinase (Mitogen Activated Protein Kinase ou MAPK). 

Parallèlement, le FGF-2 augmente la production des MMPs et de l’activateur du 
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plasminogène de type urokinase (uPA), qui transforme le plasminogène en plasmine, une 

sérine-protéase qui dégrade la fibrine. Pendant l’angiogenèse, la localisation de cette activité 

protéolytique se trouve au niveau du front de migration des néo-vaisseaux.  

Le FGF-2 exerce également une fonction sur l’adhérence cellulaire. Il régule l’expression de 

différentes intégrines comme v3 et modifie aussi les jonctions intercellulaires en 

remodelant l’organisation des jonctions adhérentes via PECAM-1, VE-Cadhérine et 

plakoglobine.  

 

De par ses multiples fonctions, le FGF-2 est donc impliqué dans les premières phases de 

l’angiogenèse, puis dans une étape plus tardive, lors de la maturation des vaisseaux et dans 

les relations cellules-cellules (Figure 16).  

 

 

Figure 16 : Implication du FGF-2 dans les différentes phases de l’angiogenèse.  
 

1.4.2.4 Les intégrines, molécules d’adhésion  

 

La formation de néo-vaisseaux implique la migration des cellules endothéliales à 

travers le tissu. Ceci est rendu possible par la dégradation de la membrane basale (par des 

protéases) et la diminution de l’expression de facteurs permettant son maintien (intégrines) 

en partie sous l’action du FGF-2 comme décrit dans le paragraphe précédent. L’interaction 

entre cellules endothéliales et matrice extracellulaire est indispensable pour la migration des 

cellules. Les intégrines sont des hétérodimères de glycoprotéines composées de 2 sous-

unités  et deux sous-unités  avec une extrémité N-terminale extracellulaire. Leur activité 

est calcium-dépendante. Au niveau de la lame basale et de la matrice extracellulaire, les 

intégrines interagissent avec les collagènes I et IV, la fibronectine et les laminines. Elles 

interagissent également de manière hétérophile avec certaines cadhérines.  
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Les intégrines dont l’expression est stimulée par le VEGF-A et le FGF-2 assurent le lien entre 

le cytosquelette des cellules endothéliales et la matrice extracellulaire.  

 

1.4.2.5 La VE-Cadhérine et les jonctions endothéliales 

 

Les cellules endothéliales sont en contact avec de nombreux types cellulaires. On 

peut définir plusieurs modèles d’interaction cellules-cellules. Les contacts intercellulaires 

homotypiques entre cellules endothéliales, et les contacts hétérotypiques entre cellules 

endothéliales et d’autres types cellulaires (péricytes ou leucocytes par exemple).  

 

Figure 17 : Jonctions endothéliales. 
 

Des jonctions inter-endothéliales de différentes natures sont décrites : les jonctions serrées, 

les jonctions adhérentes, les jonctions communicantes (Figure 17).  

Les jonctions serrées régulent la perméabilité vasculaire [Dejana, 1996; Dejana et al., 1995] 

et mettent en jeu les claudines, les occludines (protéines transmembranaires) et les JAMs. 

Cette interaction entre deux cellules par liaison de leurs protéines de jonction permet de 

maintenir une couche cellulaire étanche avec une diffusion faible des molécules. Ces 

jonctions sont particulièrement nombreuses dans les barrières hémato-encéphalique et 

hémato-testiculaire. Dans le cerveau et les testicules, l’endothélium est peu perméable aux 

petites molécules hydrophobes et aux nutriments et il présente une haute résistance 

électrique. 
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Les jonctions communicantes permettent le transfert direct d’ions ou de protéines d’une 

cellule à l’autre et sont constituées par des connexines qui forment des canaux de diffusion.  

Les cellules endothéliales expriment une cadhérine spécifique, la VE-Cadhérine qui permet 

des interactions homophiles. Elle est impliquée dans les jonctions adhérentes qui assurent 

l’étanchéité de la paroi vasculaire.  

 

1.4.2.6 Autres facteurs et récepteurs impliqués dans l’angiogenèse 

 

D’autres interactions cellules-cellules sont décrites pour jouer un rôle dans le guidage 

(orientation et migration des cellules endothéliales), la progression ou la maturation des 

néo-vaisseaux. La Figure 18 résume les différentes étapes de l’angiogenèse et le rôle des 

facteurs impliqués. 

 Phase d’activation : 

 Les facteurs Nétrine 1 et 4, Slit-2, Semaphorine 3C, et leurs récepteurs associés, 

respectivement Robo4 et Unc5b, Neuropiline sont des facteurs de guidage qui 

permettent, lors de la migration des cellules, d’orienter leur déplacement par des 

phénomènes d’attraction-répulsion [Carmeliet and Tessier-Lavigne, 2005] [Eichmann et 

al., 2005]. Ce sont les mêmes protéines qui sont impliquées dans la guidance axonale.  

 

 Lors de la phase d’activation, le système Ang2/Tie-2 induit le décollement des péricytes 

ou des cellules murales du vaisseau et accroît le relâchement de la matrice cellulaire.  

 

 Phase de maturation : 

 Le système Ang1/Tie-2 est impliqué dans la phase de maturation du vaisseau. Ang1 est 

exprimée par les cellules murales et stabilise les néo-vaisseaux en augmentant 

l’expression du récepteur Tie-2 dans ces cellules. Les protéines Ang1/Tie-2 permettent 

un renforcement des contacts entre les cellules. L’invalidation de ces gènes induit la 

mort à E9.5 (Tie-2) et E12.5 (Ang1) due à d’importants défauts vasculaires [Dumont et 

al., 1994; Suri et al., 1996].  

 

 Le PDGF permet le recrutement, la prolifération et la migration des péricytes [Rossant 

and Howard, 2002]. Son invalidation [Lindahl et al., 1998] entraine des défauts de 

maturation des vaisseaux (absence de prolifération et de différenciation des cellules de 

muscle lisse). Le PDGF est une glycoprotéine dimérique. Les dimères sont soit 

homodimériques par l’association de 2 chaines AA, BB, CC ou DD, soit hétérodimériques 

par la liaison de 2 chaines A et B. Le PDGF est produit par les plaquettes mais aussi par 

les cellules endothéliales, les cellules de muscle lisse, et les macrophages. Le PDGF-BB 

agit comme un facteur angiogène autocrine sur les cellules endothéliales [Risau, 1997]. 

C’est un facteur mitogène pour les cellules d’origine mésenchymateuse. 
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 Les peptides biologiques apparentés au TGF constituent une famille de protéines à 

nœuds cystéiques qui comprend 37 membres. L’invalidation du gène TGFchez la 

souris est létale pour 50% des souriceaux à E10.5 ou à quelques semaines de vie 

[Kulkarni et al., 1993; Shull et al., 1992]. Les souris présentent des défauts de 

vascularisation et d’hématopoïèse. Le TGFproduit par les cellules endothéliales induit 

la formation de matrice par les cellules de muscle lisse [Amento et al., 1991] et la 

différenciation des cellules mésenchymateuses en péricytes [Hirschi et al., 1998]. Il est 

sécrété sous une forme latente qui est activée au contact des cellules endothéliales avec 

les péricytes par les métalloprotéinases [Beck and D'Amore, 1997]. Le TGFa une forte 

action chimioattractive sur les monocytes et les macrophages. Il stimule la production 

de facteurs pro-angiogènes comme le VEGF-A, le FGF-2, le Tumor-Necrosis Factor-

TNF-, et l’interleukine-1Il1-. Dans les cellules tumorales, il induit l’expression 

des métalloprotéinases MMP2, MMP-9, de PDGF-A et B par les cellules endothéliales et 

diminue l’expression des inhibiteurs des MMPs, les TIMPs [Derynck et al., 2001]. Il est 

alors considéré comme facteur pro-angiogène. En condition physiologique, le 

TGFcontribue à la stabilisation des néo-vaisseaux en stimulant la sécrétion de 

fibronectine et de protéoglycanes (héparanes sulfate, chondroïtine sulfate) par les 

cellules endothéliales et les cellules de muscle lisse. [Roberts and Sporn, 1989].  

 

 Les BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) appartiennent à la famille du TGFElles 

comprennent 15 membres regroupés en fonction de leurs homologies de séquence et 

leurs fonctions. Des mutations de leur récepteurs induisent des pathologies vasculaires 

démontrant leur implication dans l’angiogenèse.Les BMPs sont rapportées comme 

étant des facteurs pro- ou anti-angiogènes. Les BMP2 et BMP4 ont des activités pro-

angiogènes dans différents modèles d’angiogenèse et sur différents types de cellules 

endothéliales. Elles activent la prolifération, la migration et la formation de capillaires à 

la fois in vivo et in vitro. Ces BMPs sont donc impliquées dans la phase d’activation de 

l’angiogenèse. Par ailleurs, on distingue les BMP9 et BMP10 qui sont les ligands du 

récepteur ALK1. Ces BMPs inhibent in vitro la prolifération et la migration des cellules 

endothéliales. De plus, in vivo, BMP9 inhibe la vascularisation induite par le FGF-2 dans 

un modèle d’éponge. Ces deux BMPs sont impliquées dans la phase de maturation de 

l’angiogenèse. [David et al., 2009]. 
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Figure 18 : L’angiogenèse tumorale et le rôle des différents facteurs au cours du processus. 

(D’après [Folkman, 2007])  
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2 Signalisation des récepteurs tyrosine-kinases : cas particulier du 

VEGFR-2  

  

Les récepteurs de facteurs de croissance possèdent généralement un seul domaine 

transmembranaire. La partie intracellulaire comprend un domaine enzymatique tyrosine-

kinase qui est activé par la liaison du facteur de croissance et qui catalyse le transfert de 

groupements phosphates sur des résidus tyrosines des protéines substrats.  

Les récepteurs du VEGF partagent les mêmes mécanismes de régulation que d’autres 

récepteurs tyrosine-kinases de la même famille tels que le PDGFR et l’EGFR (Epithelial 

Growth Factor Receptor). L’activation des récepteurs utilise des processus identiques : 

liaison, dimérisation des récepteurs, autophosphorylation conduisant à la formation de sites 

de liaison pour les acteurs de la transduction du signal. L’activation des récepteurs stimule 

divers processus tels que la migration, la prolifération ou encore la survie cellulaire. Le 

VEGFR-2 est également capable de stimuler la tubulogenèse endothéliale.  

L’activité du VEGF est très finement régulée à différentes étapes [Olsson et al., 2006] 

incluant son expression génique, l’épissage alternatif, la régulation de la stabilité de ses 

ARNm et sa traduction en protéines. L’interaction ligand-récepteur, l’endocytose de ce 

complexe, et la signalisation intracellulaire qu’il induit sont également hautement régulées. 

 

2.1 Activation du récepteur 

Les VEGFRs sont constitués d’un domaine extracellulaire d’environ 750 acides aminés 

organisé en sept boucles apparentées aux immunoglobulines. La liaison du ligand se situe au 

niveau du deuxième domaine immunoglobuline du récepteur. Le troisième domaine 

immunoglobuline est quant à lui essentiel pour la spécificité de la liaison. Le domaine 

tyrosine-kinase se situe entre le domaine transmembranaire et la queue C-terminale 

intracellulaire.  

L’activité du récepteur VEGFR-2 est liée à la disponibilité de ligand dans l’environnement 

mais également à l’hypoxie. Tout comme le VEGF, le VEGFR-2 est surexprimé en hypoxie 

mais le mécanisme de cette régulation n’est pas encore totalement élucidé.  

Le VEGF-A est le ligand principal du VEGFR-2, mais VEGFR2 peut également lier le VEGF-C et 

le VEGF- D [McColl et al., 2003]. La liaison du VEGF au VEGFR-2 conduit à sa dimérisation et 

le complexe est ensuite stabilisé par des interactions homotypiques de basse affinité entre 

les domaines immunoglobulines-like des récepteurs [Yang et al., 2010]. La dimérisation du 

récepteur conduit à des changements conformationnels du domaine intracellulaire. Le site 

adénosine triphosphate (ATP) du domaine tyrosine-kinase est alors accessible. La liaison à 
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l’ATP permet l’auto- phosphorylation et la transphophorylation des résidus tyrosine du 

complexe récepteur et des effecteurs de la signalisation en aval du récepteur et notamment 

les protéines comportant un domaine SH2 (Src-Homology domain-2).  

 

2.2 Régulation de la signalisation par endocytose 

La totalité du VEGFR-2 n’est pas exprimée à la surface. Environ 40% du récepteur est 

localisé au niveau des endosomes ce qui suggère un recyclage constitutif en dehors de toute 

stimulation [Jopling et al., 2011].  

Dans les cellules endothéliales quiescentes, environ 30% du VEGFR-2 est localisé dans 

l’appareil de Golgi. Son transport vers la membrane est assuré par la syntaxine-6 (ou N-

ethylamaleimide-sensitive factor attachement protein receptor (SNARE)) [Manickam et al., 

2011]. En réponse au VEGF, le VEGFR-2 est alors adressé à la membrane. En l’absence de 

syntaxine, on observe in vitro, une diminution de la prolifération, de la migration et de la 

formation des réseaux microcapillaires. 

La liaison du VEGF à son récepteur n’induit pas seulement une cascade de signalisation mais 

également son internalisation par endocytose [Nakayama et al., 2013]. Jusqu’à récemment, 

l’hypothèse prédominante était que l’activité des récepteurs tyrosine-kinase est régulée 

négativement par l’internalisation du récepteur et par une dégradation rapide par le 

protéasome et les lysosomes [Goh and Sorkin, 2013]. L’endocytose rapide et l’inactivation 

du VEGFR-2 sont probablement importantes pour une réponse précise et localisée au 

gradient de VEGF. Dans ce modèle, la régulation s’effectue par le taux de VEGF diffusible et 

le niveau d’expression du récepteur à la membrane. Ce schéma est néanmoins très simplifié 

puisqu’une cascade d’évènements survient après l’endocytose du récepteur et régule sa 

signalisation [Horowitz and Seerapu, 2012].  

Par ailleurs, il a été montré qu’une partie du VEGF n’est pas exporté et peut agir de manière 

intracrine sur le VEGFR-2 intracellulaire localisé dans l’appareil de Golgi [Warren et al., 

2014]. L’activation de cette voie de signalisation indépendante du VEGF extracellulaire et du 

VEGFR-2 membranaire échapperait aux stratégies thérapeutiques qui ciblent le VEGF 

exogène et le VEGFR-2.  

Après sa liaison au VEGF, le VEGFR-2 est internalisé par un processus classique d’endocytose 

clathrine-dépendant. On observe également une possibilité d’internalisation clathrine- 

indépendante, impliquant la voie cavéoline-dépendante et par macropinocytose. Dans ce 

chapitre, je n’aborderai la signalisation que dans les conditions de stimulation classique pour 

laquelle la voie clathrine-dépendante est la voie majoritaire.  

Deux étapes sont alors possibles : le recyclage du récepteur à la membrane plasmique, ou la 

voie de la dégradation par un adressage au protéasome puis aux lysosomes [Eichmann and 
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Simons, 2012]. Par ailleurs, une fois internalisé, le récepteur continue à envoyer des 

messages de signalisation qui dépendent de sa localisation dans les endosomes. Les 

endosomes du fait de leur volume réduit, sont un lieu propice aux interactions protéines-

protéines, et à la stabilisation des complexes de signalisation ce qui permet de prolonger les 

messages.  

Dans ce chapitre, je vais décrire les processus mis en œuvre lors de l’internalisation du 

VEGFR-2. 

L’ensemble des mécanismes de régulation de l’internalisation du VEGFR-2 sont repris dans le 

schéma suivant (Figure 19). 

 

Figure 19 : Internalisation du VEGFR-2. 
(D’après [Koch and Claesson-Welsh, 2012]) 

2.3 Rôle des protéines adaptatrices 

L’adressage du récepteur vers la voie de la dégradation ou du recyclage dépend des 

protéines adaptatrices et des corécepteurs auxquels il va se lier (Figure 20). Les endosomes 

exprimant Rab7 conduisent le récepteur à sa dégradation alors que les endosomes 

exprimant Rab5, Rab4 et Rab11 induisent son recyclage. Les endosomes précoces (Rab5) 

sont capables de lier à leur surface soit les protéines adaptatrices à interaction 
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phosphotyrosine, avec un domaine d’homologie à la pleckstrine et un domaine leucine 

« zipper » (APPL1), soit l’antigène-1 des endosomes précoces (Early Endosome Antigen-1 

EEA1). La présence de APPL1 ou EEA1 est exclusive car les deux protéines sont en 

compétition pour le même site de liaison sur les endosomes Rab5. Des études récentes 

montrent que EEA1 apparaitrait tardivement sur les endosomes en remplacement de APPL1 

et serait donc un marqueur de maturité des endosomes.  

 

 

Figure 20 : Devenir du VEGFR-2 en fonction de sa liaison aux différentes protéines 
adaptatrices.  

 

2.3.1 Recyclage 

L’adressage du récepteur aux endosomes Rab5 [Jopling et al., 2009] est contrôlé par 

les protéines adaptatrices APPL1 et APPL2 [Miaczynska et al., 2004]. Ces protéines 

interagissent avec la protéine synectine (ou GIPC1) qui possède un domaine PDZ [Varsano et 

al., 2006]. La synectine se lie alors avec la myosine-VI [Naccache et al., 2006]. De plus, 

l’adressage dépend du ligand. Le VEGF-A165a est une isoforme capable de lier directement 

le VEGFR-2 et NRP1. Cette liaison aux deux récepteurs adresse le VEGFR-2 vers les 

endosomes Rab4, Rab5 et Rab11 permettant son recyclage à la membrane. Le domaine PDZ 

de NRP1 est indispensable pour cet adressage, ce qui suggère que ce processus est 

dépendant de la synectine [Ballmer-Hofer et al., 2011].  

Des études en l’absence de synectine confortent cette hypothèse (Figure 21) : le VEGFR-2 est 

alors endocyté mais il reste de manière prolongée dans des endosomes précoces liant EEA1 
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avant d’être orienté vers les vésicules Rab4/Rab11 et recyclé. Cet adressage est dépendant 

de la liaison myosine-synectine [Naccache et al., 2006].  

 

Figure 21 : Modification du recyclage du VEGFR-2 en l’absence de synectine. 
 

En conséquence, on observe une diminution de la phosphorylation de la tyrosine 1175 du 

VEGFR-2. Or ce site est le plus important dans la voie de signalisation PLC-ERK 

(phospholipase C-ERK), dont l’activité est réduite en intensité et en durée. Les autres voies 

de signalisation Src et PI3K (PhosphatidylInositol type 3 Kinase) ne sont, elles, pas altérées 

par l’absence de synectine [Lanahan et al., 2010].  

 

En présence de synectine, le récepteur adressé aux endosomes Rab5 est ensuite véhiculé 

vers les endosomes Rab4 et Rab11. A partir de ces endosomes, le récepteur retourne à la 

membrane par sa séquence d’adressage ou par un recyclage massif de protéines. Dans 

l’endosome Rab11, la tyrosine 1175 du récepteur est déphosphorylée, ce qui diminue la 

signalisation ERK induite par le VEGF. 

La sous-population de VEGFR-2 absente de la surface membranaire est stockée dans les 

endosomes Rab4, et peut être rapidement dirigée à la membrane sous l’action d’un stimulus 

angiogène. 
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2.3.2 Dégradation 

A contrario, le VEGFR-2 peut être conduit après son passage dans les endosomes 

Rab5, vers les endosomes Rab7 ou corps multivésiculaires. La signalisation intracellulaire du 

récepteur est alors interrompue. 

L’adressage vers les différents endosomes est dépendant du ligand. En effet, l’isoforme 

VEGF-A165b est un ligand de VEGFR-2 mais est incapable de se lier à NRP1. L’absence de 

NRP1 adresse alors le VEGFR-2 vers les endosomes Rab7 induisant sa dégradation. La 

dégradation du récepteur fait intervenir des ubiquitines ligases [Ewan et al., 2006] et en 

particulier Cb1 qui polyubiquitine le VEGFR-2 et atténue le signal [Goh and Sorkin, 2013]. Par 

ailleurs, Cb1 régule par interaction directe l’activité de la protéine kinase C (PKC), une cible 

du VEGFR-2 [Singh et al., 2005]. L’internalisation et la dégradation du VEGFR-2 dépendrait 

ainsi de sa phosphorylation sur le domaine C terminal par la protéine kinase C. 

 

2.3.3 Clivage protéolytique 

Certaines études ont montré que le VEGFR-2 subirait des modifications par le 

protéasome avant sa dégradation finale dans les lysosomes [Bruns et al., 2009]. Le clivage 

protéolytique interviendrait immédiatement après le passage du VEGFR-2 dans les 

endosomes précoces. Ce clivage conduit à l’excision d’un fragment qui correspond au 

domaine extracellulaire et une partie du domaine intracellulaire. Le domaine intracellulaire 

restant pourrait être fonctionnel et activer les effecteurs des voies de signalisation. Cette 

hypothèse a été démontré in vitro avec une phosphorylation de Y1175 et l’activation des 

voies MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase ou ERK1/2 (Extracellular signal Regulated 

Kinase 1/2)) et AKT/PKB (Protein kinase B), mais reste à confirmer sur les fragments 

endogènes.  

 

2.4 Rôles des protéines transmembranaires, corécepteurs (NRP1, EphB2, VEGFR-3…) 

Une des complexités de l’étude de la régulation du VEGFR-2 réside dans le nombre 

important de complexes auquel il est associé (Figure 22).  

Parmi ses nombreux partenaires membranaires, on retrouve VEGFR-3, NRP1, VE-Cadhérine, 

EphrineB2, le récepteur de la thrombospondine CD47 [Kaur et al., 2010], ou encore des 

intégrines. Le VEGF-A induit l’homodimérisation du VEGFR-2, mais également son 

hétérodimérisation avec le VEGFR-1 et le VEGFR-3, conduisant à une transphosphorylation 

qui déclenche les voies de signalisation.  
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Figure 22 : Partenaires transmembranaires et cytoplasmiques du VEGFR-2. 
 

2.4.1 L’EphrineB2 et les Héparanes sulfates 

L’EphrineB2 est une protéine indispensable à l’endocytose du récepteur VEGFR2. La 

signalisation du VEGF est profondément altérée en son absence [Sawamiphak et al., 2010] 

[Wang et al., 2010]. Plus particulièrement, c’est la présence de son domaine PDZ qui est 

indispensable. Cette dépendance du VEGFR-2 à l’EphrineB2 est unique dans la signalisation 

des récepteurs tyrosine-kinase. 

Les partenaires du récepteur sont nécessaires pour la qualité et la force du signal de 

transduction. Les héparanes sulfates augmentent la signalisation du VEGFR-2 induite par le 

VEGF165. Les héparanes sulfates en se liant aux facteurs de croissance et aux récepteurs 

augmentent la demi-vie du complexe VEGFR-VEGF [Koch et al., 2011]. De plus, la 

présentation en trans du VEGF au VEGFR-2 par les héparanes sulfates [Jakobsson et al., 

2006] des péricytes adjacents aux cellules endothéliales augmente la durée et la force du 

signal [Ibrahimi et al., 2004].  
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2.4.2 Les Neuropilines 

Les neuropilines sont des glycoprotéines transmembranaires, récepteurs des 

Sémaphorines impliquées dans le guidage neuronal. Elles agissent aussi comme des 

corécepteurs du VEGF pendant l’angiogenèse. Les voies de signalisation induites sont 

différentes selon le ligand. Dans le cas des Sémaphorines, l’endocytose est dépendante des 

radeaux lipidiques alors que lorsque le ligand est le VEGF, l’endocytose est dépendante de la 

clathrine [Salikhova et al., 2008]. Les neuropilines peuvent se lier au VEGFA165, mais pas au 

VEGFA121. Elles sont exprimées dans les neurones mais également dans les artères pour 

NRP1 alors que NRP2 est exprimé dans les veines et les vaisseaux lymphatiques. La liaison du 

VEGF à NRP1 induit une internalisation vers les endosomes Rab5/Rab4/Rab11 et diminue la 

dégradation [Salikhova et al., 2008] [Ballmer-Hofer et al., 2011]. Le VEGF peut se lier 

simultanément sur le VEGFR-2 d’une cellule endothéliale, et sur NRP1 en trans d’une autre 

cellule. Ceci est observé en particulier entre cellules endothéliales et cellules tumorales. 

Dans ce dernier cas, les tumeurs sont alors très angiogéniques [Miao et al., 2000]. NRP1 est 

impliqué dans la migration des cellules endothéliales car il régule la signalisation du VEGFR-2 

en augmentant le signal p38-MAPK [Kawamura et al., 2008].  

De ces études, il ressort qu’EphrineB2 et NRP1 pourraient avoir une activité redondante sur 

l’internalisation du VEGFR-2. 

 

2.5 Rôles des partenaires cytoplasmiques 

En plus de ces partenaires membranaires, le VEGFR-2 est associé avec des protéines 

intracellulaires et notamment des phospho-tyrosine-phosphatases (PTP) qui régulent très 

finement la signalisation du récepteur. Le CD148, la VE-PTP (Vascular-endothelial PTP), la 

DEP1 (density-enhanced phosphatase 1), la PTP du domaine d’homologie 2 de SRC (SHP2) et 

PTP1b sont les PTP principalement associées à la signalisation du VEGFR-2 (Figure 22). Sur 

des cellules endothéliales en culture, les PTPs diminuent l’endocytose stimulée par le VEGF, 

en déphosphorylant les tyrosines 1054 et 1059 (dans le site d’activité tyrosine-kinase) et la 

tyrosine 1214 responsable de l’activation de la voie Rac.  

 

2.6 Rôles des molécules d’adhésion (VE-Cadhérine, occludine) 

La VE-Cadhérine est également capable de réguler l’endocytose du VEGFR-2 [Zanetti 

et al., 2002] et notamment lors de la quiescence de l’endothélium [Hofer and Schweighofer, 

2007]. En effet, la colocalisation de ces deux protéines, et de CD148 empêche 

l’internalisation du VEGFR-2 [Lampugnani et al., 2006]. CD148 déphosphoryle le récepteur 

diminuant l’amplitude et la durée du signal.  
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Le flux sanguin a une influence sur le développement vasculaire et le remodelage. Il est 

notamment responsable de la formation d’un complexe mécano-sensoriel composé du 

VEGFR-2, de PECAM-1 et de la VE-Cadhérine qui fonctionne en aval de l’activation des 

intégrines. Les intégrines et le VEGF sont étroitement liés dans le renouvellement et la 

régulation des plaques d’adhérence focale. Il a été montré que l’association du VEGFR-2 

avec l’intégrine-1 aux adhérences focales prolonge l’activation de la voie [Chen et al., 

2010], et que NRP1 est nécessaire pour la phosphorylation des kinases des plaques 

d’adhérence [Herzog et al., 2011]. Le VEGF induit l’activation des intégrines par la 

signalisation la protéine kinase B (AKT/PKB).  

Par ailleurs, l’activation du VEGFR-2 conduit à la phosphorylation et à l’ubiquitination des 

occludines, ce qui conduit à leur internalisation dans les endosomes tardifs. Dans des 

conditions de quiescence vasculaire, les occludines sont constitutivement endocytées et 

recyclées à la membrane par les endosomes Rab13.  

 

2.7 Signalisation intracellulaire 

La signalisation induite par les facteurs de croissance a été particulièrement étudiée 

sur le récepteur à l’EGF (EGFR) et peut être partiellement étendue à l’ensemble des 

récepteurs à activité tyrosine-kinase [Mukherjee et al., 2006]. Dans le cas de l’EGFR il a été 

montré que sa signalisation intracellulaire perdure jusque dans les endosomes. Dans la voie 

de signalisation ERK, le complexe d’activation se forme lorsque le récepteur est encore à la 

membrane, mais il perdure dans les endosomes précoces et tardifs. On retrouve dans ces 

vésicules, le complexe d’activation de ERK/MEK (Extracellular signal-Regulated 

Kinase/Mitogen-Activated Protein kinase kinase) complet incluant, GRB2 (Growth factor 

receptor-bound protein 2), SOS (Son of Sevenless), Ras (Rat sarcoma virus) et Raf (rapidly 

accelerated fibrosarcoma). La signalisation perdure ainsi bien après l’activation à la 

membrane par la liaison ligand-récepteur [Mebratu and Tesfaigzi, 2009].  

 

2.8 Voies de signalisation impliquées 

Les voies de signalisation des récepteurs tyrosines-kinases et du VEGFR-2 en 

particulier sont suractivées dans les tumeurs. Comprendre les mécanismes et les régulateurs 

de la signalisation ouvre de nouvelles possibilités thérapeutiques.  

La dimérisation des récepteurs s’accompagne de l’activation de l’activité kinase qui induit 

leur autophosphorylation sur plusieurs résidus tyrosines. Ces sites phosphorylés servent 

alors de point d’ancrage pour plusieurs protéines adaptatrices à domaine SH2, qui vont 

initier l’assemblage d’autres protéines, qui agissent en cascade pour stimuler diverses voies 

de signalisation intracellulaires. Les trois sites majeurs de phosphorylation du récepteur 

VEGFR2 sont les tyrosines 951 (Tyr951) dans le domaine « insert-kinase », les tyrosines 1054 
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et 1059 dans le domaine kinase ainsi que les tyrosines 1175 et 1214 dans la queue C-

terminale [Koch and Claesson-Welsh, 2012; Koch et al., 2011]. D’autres sites de 

phosphorylation ont également été identifiés (Y1223, Y1305, Y1309 et Y1319) mais leurs 

rôles restent inconnus à ce jour. La phosphorylation des tyrosines 1054 et 1059 (Tyr1054 et 

Tyr1059) est nécessaire pour obtenir une activité kinase maximale [Takahashi et al., 2001]. 

Les principales voies de signalisation sont les voies ERK, PI3K/AKT, Src et Rac, activées en 

fonction des résidus phosphorylés du VEGFR-2. Certaines voies utilisent des effecteurs 

communs, permettant une redondance dans l’activation des voies de signalisation (Figure 

23).  

 

Figure 23 : Signalisation du VEGFR-2 induite par le VEGF-A165. 
(D’après [Koch and Claesson-Welsh, 2012]) 

 

2.8.1 Phosphorylation sur la tyrosine 1175 

La tyrosine 1175 (Tyr1175) est indispensable à l’action du VEGF sur le développement 

vasculaire. La mutation de ce site est létale chez la souris à un stade embryonnaire précoce 

(E8.5 à E9.5) [Sakurai et al., 2005]. Les embryons montrent des défauts de vascularisation 

similaire à ceux des souris VEGFR-2-/-. La phosphorylation de ce résidu permet la liaison de 

plusieurs effecteurs : PLC et les protéines adaptatrices Shb (SH2-domain-containing 
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adaptator protein B) et Sck (SHC (Src homology and collagen homology)-related adaptor 

protein).  

2.8.1.1 Voie de la kinase d’adhérence focale (FAK) 

 

La tyrosine 1175 est un site de liaison pour la protéine adaptatrice Shb [Holmqvist et 

al., 2004]. Shb se lie également à FAK (Focal Adhesion Kinase) [Holmqvist et al., 2003] qui est 

phosphorylée par le VEGFR-2 dans des conditions in vitro et contribue à médier les effets du 

VEGF sur l’attachement et la migration cellulaire. Cette liaison Y1175-FAK-Shb induit la voie 

PI3K. La sérine/thréonine kinase AKT/PKB est ensuite activée en aval de PI3K et contribue à 

la survie cellulaire. AKT/PKB régule également la production de la NO synthase endothéliale 

(eNOS). 

Cette voie est impliquée dans la migration de cellules endothéliales induite par le VEGF et la 

protéine kinase des adhérences focales FAK, ainsi que son substrat la paxilline [Parsons, 

2003]. Cette voie fait également intervenir IQGAP1 (Ras GTPase-activating-like protein), qui 

se lie sur le récepteur phosphorylé et active Rac1 en inhibant l’activité de GTPases 

(guanosine triphosphate hydrolases). IQGAP1 colocalise avec le VEGFR-2 phosphorylé au 

niveau du front de migration des cellules endothéliales. IQGAP1 est impliquée dans la 

régulation des contacts intercellulaires, dans la prolifération et la migration. 

 

2.8.1.2 Voie ERK 

 

La voie ERK est la voie essentielle impliquée dans la prolifération cellulaire induite par 

le VEGF dans les cellules endothéliales. Certaines études montrent une voie de signalisation 

VEGFR-2 impliquant Ras alors que d’autres observent un modèle Ras indépendant.  

 Voie classique des facteurs de croissance  

Les facteurs de croissance activent la voie de signalisation ERK par une cascade de 

phosphorylation de protéines kinases. La liaison du récepteur à son ligand, induit son 

autophosphorylation et le recrutement de SHC, puis GRB2 et SOS, un GEF (guanidine 

exchange factor) qui active Ras. Ras activé phosphoryle ensuite Raf qui à son tour induit la 

phosphorylation de MEK1/2. ERK1/2 est alors le substrat de phosphorylation de MEK1/2. 

Certains groupes ([Meadows et al., 2001] ont établi que la prolifération induite par le VEGF 

passe par la voie Ras-Raf-MEK-ERK. Le site phosphorylé sur Tyr1175 de VEGFR2 pourrait se 

lier à SHC ou GRB2, qui recruterait à son tour SOS, [Warner et al., 2000]; [Kroll and 

Waltenberger, 1997] et activerait Ras et les effecteurs en aval. Mais L’interaction directe du 

VEGFR-2 avec GRB2 reste actuellement encore controversée. La signalisation des VEGFRs 

pourrait être très différente de celle des autres récepteurs tyrosine-kinase où la voie Ras-

Raf-MEK-ERK est majoritaire, et impliquer la protéine kinase C. 
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 VEGFR-2 dans les cellules endothéliales  

Dans le cas du VEGFR-2, il est communément admis que l’activation de ERK, 

responsable de la prolifération cellulaire, implique la PLCet le recrutement de la PKC [Gliki 

et al., 2001]. Dans ce processus, la PLC se lie sur le résidu phosphorylé Y1175. L’implication 

de la PLCdans la signalisation du VEGFR-2 est corrélée par plusieurs modèles. Chez le 

poisson-zèbre, la PLCest nécessaire au développement artériel en réponse au VEGF 

[Lawson et al., 2003]. De plus, la substitution par knock-in de la tyrosine 1175 du VEGFR-2 

par une phénylalanine induit la mort précoce chez l’embryon de souris [Sakurai et al., 2005], 

et ce phénotype est identique à celui obtenu avec les souris déficientes pour le gène de la 

PLC [Liao et al., 2002]. La PLCphosphorylée hydrolyse le PIP2 (phosphatidylinositol (4,5)-

bisphosphate) membranaire, augmente la production de DAG (diacylglycérol) et d’IP3 

(Inositol 1,4,5 trisphosphate). 

L’induction d’IP3 augmente le niveau de calcium intracellulaire. La production de DAG et de 

calcium activent la PKC. Trois isoformes de la PKC (, , et ) sont impliquées dans la 

réponse au VEGF des cellules endothéliales [Takahashi et al., 1999], [Wellner et al., 1999] 

[Xia et al., 1996].  

PKC active alors à son tour la cascade de signalisation activant MEK et ERK. 

 Recrutement controversé de Ras et de Raf 

Le VEGFR-2 semble donc utiliser diverses voies pour activer ERK. Le point le plus 

controversé apparaît être l’activation de Ras. L’interaction du VEGFR-2 avec GRB2 et SOS a 

été démontrée, mais l’activation en aval directe de Ras, apparaît quant à elle très discutée. 

Par contre, de nombreuses études ont permis d’établir un lien entre la phosphorylation du 

VEGFR-2, le recrutement de la PLC, la stimulation de PKC et enfin l’activation de Ras. 

Un autre point de questionnement persiste sur la possibilité que la PKC puisse activer 

directement Raf par phosphorylation et ce de manière Ras-indépendante. Le groupe de 

Takahashi [Takahashi et al., 1999] a montré que l’activation des ERK par le VEGF dans les 

cellules endothéliales sinusoïdales primaires est Ras-indépendante et est essentiellement 

médiée par la PKC.  

Certains auteurs ont suggéré que la PKC puisse induire directement la phosphorylation de 

Raf-1 [Kolch et al., 1993]. Mais d’autres équipes [Shu et al., 2002] [Johnson et al., 2002], ont 

montré que la PKC active la Sphingosine Kinase (SPK) qui à son tour activerait Ras sans le 

recrutement de GEF (SOS) mais en diminuant l’expression de GAP (GTPase Activating 

Protein) (Figure 23). SPK est activée par un certain nombre de facteurs de croissance (FGF-2, 

PDGF, …) et agit en convertissant la sphingosine en Sphingosine-1 phosphate (S1P), un 

messager secondaire impliqué dans la prolifération cellulaire. 
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Une des raisons évoquées pour expliquer ces différences, est la rapidité et la dynamique des 

processus mis en œuvre, et la difficulté de les étudier dans des modèles in vitro qui sont, 

également, des sources de variabilités.  

Au cours de cette étude, j’ai été amenée à définir la voie de signalisation MAPK induite par le 

VEGF-A, ou le FGF-2 dans le modèle des cellules endothéliales HUVEC. Dans nos expériences, 

les HUVEC répondent au VEGF-A et au FGF-2 en utilisant le modèle défini par les flèches 

pleines dans le schéma suivant (Figure 24). La voie ERK induite par le VEGF-A suit le modèle 

proposé dans la littérature VEGFR-2-PLC-PKC-Ras-Raf-MEK-ERK. La voie du FGF-2 suit le 

modèle FGFR-2-GRB2-SOS-Ras-Raf-MEK-ERK. 

 

Figure 24 : Activation de la voie ERK par le FGF-2 et le VEGF-A dans les HUVEC. 
 

2.8.1.2.1 Régulation de Ras 

 

Ras est une famille de petites protéines à activité GTPase découverte dans les années 

1980 qui contribue à la cancérogenèse. Il existe dans le génome humain, 36 gènes de Ras qui 
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codent pour 39 protéines. Son activité est pléiotropique puisque la majorité des protéines de 

cette famille régule de nombreux processus cellulaires comme la prolifération, le 

réarrangement du cytosquelette, adhésion, la mobilité ou encore la différenciation. La 

séquence Ras a été en premier identifiée sur le génome du rat [DeFeo et al., 1981] puis 

successivement sur celui de l’homme et de la souris. Ce proto-oncogène peut être activé par 

mutation en un puissant oncogène. On distingue H-Ras (pour Harvey sarcoma virus 

associated), K-Ras (Kristen sarcoma virus associated) et N-Ras (cloné à partir de cellules des 

neuroblastomes et cellules de lymphome) chez les mammifères [Taparowsky et al., 1983]. 

Les souris déficientes pour les différentes formes de Ras (H-Ras et N-Ras) sont viables et 

fertiles [Esteban et al., 2001; Umanoff et al., 1995], ce qui indique que leurs fonctions sont 

redondantes. Seul le KO de K-Ras est létal [Koera et al., 1997] mais H-Ras peut contrecarrer 

l’effet de l’inhibition de K-Ras lorsque son expression est placée sous le contrôle du 

promoteur de K-Ras [Potenza et al., 2005].  

Des mutations de ces séquences sont retrouvées dans de nombreux cancers (côlon, 

poumon, vessie, pancréas, mélanome…) [Parada et al., 1982; Reddy et al., 1982]. Ras est 

activé par de nombreux facteurs de croissance et de cytokines mitogènes.  

Ras est un effecteur de la voie ERK particulièrement étudié. Des mutations de Ras 

[Taparowsky et al., 1982] sont retrouvées dans de nombreux cancers (20 à 25% et jusqu’à 

90% dans le cancer du pancréas). La mutation RasG12V est la modification la plus souvent 

rencontrée. Elle rend Ras insensible à l’action des GAP ce qui empêche l’hydrolyse du GTP en 

GDP et maintient Ras dans un état constitutivement actif.  

Sa régulation est complexe car elle fait intervenir de nombreux activateurs et répresseurs. 

Ras active, lui aussi, de nombreux effecteurs. Les protéines Ras ont été décrites comme 

pouvant lier les nucléotides à guanine, ce qui suggère que Ras agirait de manière similaire 

aux protéines G hétérotrimériques [Hurley et al., 1984]. Et de la même manière c’est un 

transducteur de signal pour les récepteurs membranaires [Gilman, 1987].  

 

 Cycle de Ras 

On distingue deux formes de Ras : la forme active et la forme inactive. Dans sa forme 

active, Ras est associé à du GTP. Lorsque celui–ci est abondant au niveau cellulaire, il 

remplace le GDP fixé sur Ras sous l’action de GEF. Pour revenir à son état initial, inactif, le 

GTP est hydrolysé en GDP par des GAP qui possèdent une activité constitutive d’hydrolyse 

du GTP en GDP (Figure 25).  

L’activation de Ras est liée à un changement de conformation de la structure tri-

dimensionnelle notamment dans deux régions très dynamiques appelées Switch I et Switch 

II. Ces deux régions sont requises pour l’interaction à la fois avec les effecteurs en amont et 

en aval de Ras. La liaison du GTP modifie la conformation de Switch I permettant 

l’interaction avec le GTP-phosphate qui va à son tour modifier l’orientation de Switch II.  
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Figure 25 : Cycle d’activation de Ras. 
GAP: GTPase Activating Protein; GEF: Guanine Nucleotide Exchange Factor 

 

 Modifications post-traductionnelles 

Les modifications post-traductionnelles qui permettent la localisation cellulaire de 

Ras participent à son bon fonctionnement [Hancock et al., 1990]. Ras est une protéine 

membranaire qui est palmitoylée dans sa partie C-terminale (ajout d’un lipide farnesyl 

isoprenoide dont le transfert est catalysé par l’enzyme farnesyl transferase [Schaber et al., 

1990]). Cette association lipidique facilite l’ancrage à la membrane qui est essentiel à 

l’activité de Ras [Schafer et al., 1990].  

 

 Les GAP et les GEF 

Les GAP sont les protéines inactivatrices de Ras [Gibbs et al., 1984] [Sweet et al., 1984]. 

L’action inactivatrice des GAP est perdue lorsque Ras devient oncogénique [Scheffzek et al., 

1997]. Les GEF vont au contraire promouvoir son activité [Shih et al., 1980] [Kamata and 

Feramisco, 1984]. SOS est la première protéine GEF identifiée dans des extraits cellulaires. 

Par la suite, il a été démontré que GRB2 [Gale et al., 1993] s’associe de manière 

concomittante avec les récepteurs membranaires et SOS [Egan et al., 1993; Li et al., 1993]. 

De nombreux partenaires de Ras (GAP et GEF) ont pu être identifiés par la présence de 

domaines de liaison SH2 et SH3 [West et al., 1990]. Dans les cellules endothéliales 

quiescentes, les GAP et notamment la p120RasGAP sont surexprimées [Westenskow et al., 

2013].  

 

 



54 
 

 Les effecteurs en aval de Ras 

De nombreuses voies de signalisation sont activées en aval de Ras : activation de la 

phospholipase A2, phosphorylation des protéines mitochondriales, augmentation des 

niveaux de diacylglycérol, activation de la PKC. Ras joue donc un rôle crucial dans la 

prolifération cellulaire comme indiqué dans le schéma suivant et notamment dans 

l’activation de la voie ERK (Figure 26) [Leevers and Marshall, 1992; Moodie et al., 1993]. 

 

Figure 26 : Effecteurs en aval de Ras et leurs rôles dans la cellule. 
(D’après [Karnoub and Weinberg, 2008]) 

 

L’un des effecteurs nous a particulièrement intéressés dans le cadre de ce travail est la 

Sérine/Thréonine kinase Raf [Warne et al., 1993; Zhang et al., 1993]. Son interaction avec 

Ras sera discutée dans le paragraphe suivant.  

 

2.8.1.2.2 Régulation de Raf 

 

Raf a été décrit au début des années 1980 comme étant un oncogène rétroviral 

[Rapp et al., 1983]. Raf est une kinase qui joue un rôle essentiel de transducteur du signal 

induit par les facteurs de croissance. Il a en effet été montré comme étant un activateur 

direct de MEK, et est donc impliqué dans la prolifération mais également dans l’apoptose 

cellulaire.  

 Structure 

Chez les mammifères, il existe trois formes différentes de Raf provenant de trois gènes 

indépendants, Raf-1 (ou c-Raf, le premier découvert), B-Raf et A-Raf. Peu de choses sont 
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connues sur la forme A-Raf dont la fonction reste inconnue. Au contraire, B-Raf a été bien 

étudié car de nombreuses mutations sont retrouvées dans les tumeurs. Les différentes 

isoformes partagent le même substrat de la voie ERK, MEK. Les structures des trois Raf 

possèdent des caractéristiques communes (Figure 27) : trois régions CR1, CR2 et CR3 

hautement conservées [Morrison and Cutler, 1997]. 

 

Figure 27 : Phosphorylation des différentes formes de Raf. 
(D’après [Matallanas et al., 2011]) 

A : Structure commune entre les différentes isoformes de Raf. B : Différences de 

phosphorylation des isoformes.  

 

 

 CR1 (conserved region 1) contient le domaine de liaison à Ras (Ras binding domain 

RBD) [Nassar et al., 1995] et aux phospholipides membranaires. CR1 contient 

également le domaine CRD (cystéine rich domain) qui est un site de liaison 

secondaire de Ras et un site d’interaction avec le domaine kinase d’autoinhibition de 

Raf [Stanton and Cooper, 1987].  

 CR2 contient un important site d’inhibition de la phosphorylation de Ras permettant 

la régulation de Ras [Stanton and Cooper, 1987].  

 CR3 est un domaine d’activité kinase, avec une séquence d’activation de la kinase.  

Raf peut être divisé en deux régions fonctionnelles : d’une part, le domaine N-terminal, 

comprenant le site RDB essentiel pour son activation et les sites de phosphorylation 
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inactivateurs (sites en noir sur le schéma) ; et d’autre part, le domaine C-terminal incluant 

les sites de phosphorylation nécessaires pour l’activité kinase (en rouge sur le schéma (en 

bleu les sites pouvant être à la fois activateur et inactivateur) (Figure 27).  

 

 Fonction et localisation 

Comme pour Ras, les différentes formes de Raf peuvent se compenser au moins 

partiellement. Dans les souris déficientes en Raf-1, B-Raf est capable d’activer seul la voie de 

signalisation ERK [Mercer et al., 2002] mais les souris sont plus sensibles aux signaux pro-

apoptotiques [Mikula et al., 2001]. Le signal transduit est également différent selon les 

formes : par exemple, A-Raf est un activateur plus faible de la voie ERK que B-Raf et Raf-1, et 

ne peut activer que MEK1, là où Raf-1 peut activer à la fois MEK1 et MEK2 [Marais et al., 

1997] [Pritchard et al., 1995].  

Les trois Raf ont également une localisation différente : B-Raf, Raf-1 sont exprimés dans le 

cerveau (pas A-Raf) ; A-Raf et Raf-1 sont fortement exprimés dans le muscle (B-Raf très 

faiblement). Au niveau cellulaire, on note encore des différences, puisque A-Raf et Raf-1 

sont exprimés au niveau des mitochondries (cohérent avec le rôle anti-apoptotique de Raf-

1), alors que B-Raf dans les neurones est exprimé dans les neurites, là où Raf-1 est 

périnuclaire [Morice et al., 1999].  

Raf est particulièrement impliqué en pathologie dans la progression tumorale : 60% des 

mélanomes présentent une mutation de B-Raf. La mutation RafV600E représente à elle seule 

40% des mutations de Raf dans le mélanome. Cette mutation active l’activité kinase de B-Raf 

en mimant la phosphorylation de la boucle d’activation.  

 

 Activation par les petites GTPases 

Le recrutement de Raf à la membrane par Ras est le premier événement qui va 

déclencher l’activation de Raf. Ras activé se lie principalement sur le domaine RGB de Raf, 

mais également sur le site RCD. La liaison sur les deux sites est nécessaire pour activer Raf. 

Toutes les isoformes de Ras lient Raf avec la même affinité mais l’activation qui en résulte ne 

sera pas de la même intensité (K-Ras est un plus puissant activateur que H-Ras) [Yan et al., 

1998].  

La famille des GTPases Rho a également été impliquée dans l’activation de Ras. Cette famille 

comprend Rho, Rac et Cdc42 mais l’activation est indirecte puisqu’elle fait intervenir 

d’autres effecteurs. Parmi eux, PAK (p21 activated-kinase) est un substrat de Cdc42 et Rac. 

PAK phosphoryle Raf sur la sérine 338 qui est essentielle pour le fonctionnement de Raf 

[Chaudhary et al., 2000]. Le rôle crucial de Rac et Cdc42 a été démontré par l’utilisation d’un 

mutant de Ras constitutivement actif dont le site de liaison à Raf est fonctionnel mais qui ne 
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peut pas activer Raf. Dans ce cas, Rac et Cdc42 peuvent restaurer l’activation de Raf [Li et al., 

2001].  

 Phosphorylations de Raf 

Les phosphorylations de Raf sont essentielles pour son activité et sa régulation. 

Même si les processus sont communs entre les différents Raf, Raf-1 est la protéine la plus 

étudiée et pour laquelle les mécanismes sont les mieux connus. Dans ce chapitre, les 

phosphorylations décrites sont celles connues pour cette forme. Le cycle 

d’activation/inactivation de Raf nécessite des cascades de 

phosphorylation/déphosphorylation (Figure 28) [Chong et al., 2003].  

 

 

Figure 28 : Le cycle d’activation/inactivation de Raf. 
(D’après [Matallanas et al., 2011]) 

 

A l’état basal, Raf est phosphorylé sur plusieurs résidus : la sérine 259 et la sérine 261 

[Morrison and Cutler, 1997]. La phosphorylation de ces sites crée deux sites de liaison pour 

les protéines 14-3-3 qui maintiennent Raf dans son état inactif. Sur le schéma, Raf est alors 

fermé-inactif (« closed » inactive).  

Les protéines phosphatases PP1 et PP2A sont des activateurs de Raf. En déphosphorylant 

S259 et S261, Raf s’ouvre, et son site de liaison à Ras, le domaine RGD, devient accessible. En 

même temps, Raf s’ancre à la membrane plasmique. Sur le schéma, Raf est ouvert/inactif 

(« open » inactive).  
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La liaison de Ras actif induit alors la phosphorylation de ses sites cibles : Raf devient 

ouvert/actif (« open » active). Raf contient quatre sites phosphorylables par Ras : les sérines 

338, et 494, la tyrosine 341 et la thréonine 491. Comme évoqué précédemment, S338 est le 

site phosphorylable par PAK et est très important dans l’activation de la protéine [Chong et 

al., 2003]. Y341 est phosphorylé par Src et JAK (Janus activated kinase). Initialement la sérine 

499 avait été identifiée comme étant la cible de la PKC mais ce résultat est controversé et 

n’a pas été reproduit, aussi ce mécanisme d’activation n’est pas encore validé. 

Raf se dimérise et devient alors très fortement actif. Le site de liaison de 14-3-3 permet de 

stabiliser le complexe, et Raf peut alors s’autophosphoryler. Il est dimérisé-très actif 

(« dimerized » highly active).  

Le retour à l’état inactif se produit par la déphosphorylation de la S338 sous l’action de PP5, 

et d’un rétrocontrôle négatif de ERK qui supprime l’activité catalytique de Raf. Raf est 

désensibilisé (« desensitized » inactive).  

Le processus final par lequel Raf revient à son état basal n’est pas parfaitement établi. PKA 

et PP2 seraient la kinase et la phosphatase impliquées dans ce processus (« resensitized » 

inactive puis « closed » inactive ).  

 

2.8.2 Phosphorylation sur la tyrosine 1214 

En dehors de la phosphorylation de la Tyr1175 qui permet d’activer la voie de 

signalisation décrite dans les paragraphes précédents, VEGFR-2 peut être phosphorylé sur la 

Tyr 1214. La phosphorylation de Tyr1214 recrute la protéine adaptatrice NCK [Lamalice et 

al., 2006] et la tyrosine kinase cytoplasmique Fyn. La formation du complexe NCK-Fyn induit 

la phosphorylation de PAK-2 puis l’activation de Cdc42 (cell division cycle 42) et p38-MAPK. 

L’activation séquentielle de CDC42 et p38-MAPK est responsable du remodelage de l’actine 

induit par le VEGF. Parallèlement, p38-MAPK induit la phosphorylation de la protéine Heat-

shock 27 (HSP27), protéine chaperonne qui régule positivement le réarrangement de l’actine 

et la migration sous l’effet du VEGF par un mécanisme dépendant de MAPKAPK2 (MAPK-

activated protein kinase-2). Dans un modèle de CAM, la voie p38-MAPK a également été 

impliquée dans la perméabilité vasculaire.  

 

2.8.3 Phosphorylation sur la tyrosine 951 

Un autre site de phosphorylation important est la Tyrosine 951 (Tyr951) qui est le site 

de fixation de la protéine TSAd (T-Cell-Specific Adaptator). La signalisation Tyr951-TSAd est 

impliquée dans la régulation de la migration des cellules endothéliales [Matsumoto et al., 

2005]. Tyr951 n’est pas phosphorylable dans les cellules endothéliales quiescentes. Pendant 

l’angiogenèse, la liaison du VEGF au VEGFR-2 induit la phosphorylation de la tyrosine 951 qui 
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recrute TSAd. TSAd active alors c-Src. c-Src activé induit la phosphorylation de la VE-

cadhérine sur de nombreux sites et notamment le site Y658, site de liaison de la VE-

Cadhérine avec la -caténine p120. Les deux protéines se dissocient, ce qui conduit à 

l’endocytose de la VE-Cadhérine et à une diminution de la perméabilité vasculaire. La 

mutation de Y951 ou l’inhibition de l’expression de TSAd affectent la migration et le 

remodelage de l’actine induits par le VEGF, mais n’affectent pas la prolifération des cellules 

endothéliales.  

 

2.8.4 Phosphorylation sur les tyrosines 1054 et 1059 

Ces résidus localisés dans le domaine de l’activité kinase du récepteur, sont essentiels 

pour son activité. Y1059 phosphorylé se lie à Src, qui à son tour peut phosphoryler Tyr1175, 

et certains tansducteurs du signal comme IQGAP1 précédemment décrit. 

 

2.8.5 La voie des lipides 

Les sites de phosphorylation impliqués dans l’activation des médiateurs lipidiques ne 

sont pas encore clairement identifiés. La protéine GAB-1 (GRB2-binding Protein) contient un 

site de liaison à la sous-unité p85 de la PI3K. Le recrutement de GAB induit la synthèse de 

PIP3 (Phosphatidylinositol 3, 4, 5-trisphosphate) ce qui active la GTPase Rac et la migration 

cellulaire. La PI3K active AKT/PKB. A son tour, AKT phosphoryle BAD (Bcl (B-cell-lymphoma)-

2-associated death promotor) et la caspase 9 et inhibe ainsi leur activité pro-apoptotique. 

AKT/PKB régule la production d’oxyde nitrique (NO) via la phosphorylation directe de la NO 

synthase endothéliale (eNOS). 
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3 Les traitements anti-angiogènes 

 

3.1 Implications de l’angiogenèse en pathologie 

Comme cela a précédemment été énoncé, à l’âge adulte, l’endothélium est 

quiescent. L’angiogenèse pathologique se caractérise par une réactivation angiogénique. Si 

l’angiogenèse physiologique est localisée et se limite dans le temps (quelques jours pour les 

cycles hormonaux, plusieurs mois pour la cicatrisation…), l’angiogenèse pathologique, elle, 

persiste pendant plusieurs années (cancer, maladies auto-immune). Dans un contexte non-

pathologique, un équilibre fin entre facteurs pro-angiogènes et anti-angiogènes permet de 

maintenir la stabilité du réseau (Figure 29). 

 

 

Figure 29 : Activateurs et inhibiteurs de l’angiogenèse. 
(Adapté d’après [Folkman, 2007]) 

 

En pathologie, cet équilibre est rompu, en particulier, lorsque les conditions hypoxiques 

induisent une ré-expression du VEGF. Il s’agit du « switch angiogénique ». Cette angiogenèse 

est différente de celle observée lors du développement embryonnaire car elle est mal 

contrôlée. Mais elle fait appel aux mêmes facteurs et aux mêmes voies de signalisation.  

Une angiogenèse excessive est impliquée dans de nombreuses pathologies notamment le 

cancer, les maladies oculaires et les maladies inflammatoires. Dans le Tableau 2, une liste 

non exhaustive de pathologies induites par une angiogénèse excessive ou dérégulée est 

dressée.  
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Tableau 2 : Implication de l’angiogenèse en pathologie. 
 

De la même manière, une vascularisation incomplète ou immature peut également être à 

l’origine de maladies diverses. Elle peut notamment être impliquée dans les accidents 

vasculaires cérébraux, l’infarctus du myocarde, les ulcères ou encore des maladies 

neurodégénératives. Le Tableau 3 ci-dessous montre les organes qui peuvent être affectés 

par un défaut d’angiogenèse et certaines des pathologies induites (liste non exhaustive, 

d’après [Carmeliet, 2003]). 

Des stratégies pro-angiogènes ont été développées pour rétablir une vascularisation à la fois 

dense et fonctionnelle. En effet, il a été démontré dans la réparation tissulaire après une 

ischémie, les vaisseaux doivent être capables de distribuer convenablement le flux sanguin 

[Troidl et al., 2009]. 

Organe Pathologies (humaines ou murines) 

Nombreux organes Cancer, maladies infectieuses, pathologies auto-immunes 

Vaisseaux sanguins Malformations vasculaires, HHT, athérosclérose 

Tissu adipeux obésité 

Peau Psoriasis, dermite allergique, sarcome de Kaposi 

Yeux 
Rétinopathie diabétique, rétinopathie du prématuré, 

dégénérescence maculaire liée à l’âge. 

Poumon Asthme, hypertension pulmonaire 

Intestin Ascites, adhésion du péritoine 

Système de reproduction 
Endométriose, saignements utérins, kystes ovariens, 

hyperstimulation ovarienne 

Os, articulations Arthrite, ostéomyélite 

Organe Pathologies (humaines ou murines) 

Système nerveux 
Maladie d’Alzheimer, accident vasculaire cérébral, neuropathie 

diabétique, sclérose amyotrophique latérale 

Vaisseaux sanguins Hypertension, diabète, athérosclérose 

Peau Alopécie, télangiectasie 

Rein Néphropathie 

Poumon Détresse néonatale respiratoire, emphysème, fibrose 
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Tableau 3 : Implication d’une vascularisation incomplète en pathologie. 
 

Le réseau vasculaire s’étend dans tous les organes et draine le sang à travers ses nombreux 

capillaires. De nombreuses pathologies sont dues au dérèglement de son fonctionnement. 

Ces deux tableaux montrent le rôle pléiotropique du réseau vasculaire, et souligne 

l’importance de développer des thérapies visant à inhiber ou stimuler l’angiogenèse. Dans le 

cadre de cette thèse, je me suis plus particulièrement intéressée à l’inhibition de 

l’angiogenèse tumorale.  

Les travaux du Pr. Judah Folkman [Folkman, 2003] ont en effet suggéré que l’angiogenèse 

est indispensable à la croissance d’une tumeur pour lui apporter oxygène et nutriments dès 

lors que celle-ci atteint un diamètre de 2 mm. Son observation initiale montrait que les 

tumeurs cancéreuses sont fortement vascularisées. L’hypothèse était donc que la 

vascularisation des tumeurs serait une étape fondamentale dans la progression tumorale et 

permettrait la dissémination métastatique. Grâce à cette découverte, le Pr. Judah Folkman a 

proposé de cibler l’angiogenèse pour traiter le cancer en postulant que les thérapies anti-

angiogènes sont des thérapies anti-tumorales [Folkman, 1971]. Selon cette hypothèse, 

empêcher la formation de nouveaux-vaisseaux diminuerait la croissance tumorale et 

conduirait à la régression des vaisseaux tumoraux.  

Le premier avantage de cette stratégie par rapport aux chimiothérapies classiques est de 

cibler toutes les tumeurs solides, quelle que soit l’origine des cellules tumorales. Le second 

avantage est que cette stratégie ne nécessite pas de pénétrer dans les tumeurs, et que les 

médicaments sont véhiculés par le sang eux-mêmes jusqu’aux vaisseaux tumoraux.  

Les facteurs pro-angiogènes sont sécrétés par les cellules tumorales mais également par les 

cellules du stroma, les cellules inflammatoires et les cellules endothéliales, dérégulant ainsi 

l’équilibre du réseau capillaire proche de la tumeur.  

 

3.2 Principes des traitements anti-angiogènes 

Lors de l’angiogenèse pathologique les néo-vaisseaux formés sont peu fonctionnels 

et instables [Jain, 2005]. Ils peuvent assurer l’oxygénation des tumeurs et le transport de 

cellules métastatiques, mais sont très inefficaces. Les vaisseaux sont fragiles, perméables 

(hémorragiques) et le flux sanguin y est mal établi. Les vaisseaux tumoraux sont donc très 

pulmonaire 

Gastro-intestinale Ulcère gastrique, maladie de Crohn 

Système de reproduction Pré-éclampsie, ménorragie 

Os Ostéoporose, défaut de fracture osseuse 
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différents des vaisseaux physiologiques car ils sont en remodelage permanent, et leur 

tortuosité est élevée [Baluk et al., 2005; Bergers and Benjamin, 2003]. Le débit sanguin dans 

les vaisseaux tumoraux étant faible et irrégulier, les chimiothérapies sont mal distribuées 

dans les tumeurs [Vaupel and Hockel, 2000].  

L’objectif est d’asphyxier la tumeur en détruisant les vaisseaux tumoraux anarchiques et 

désorganisés sans perturber le réseau vasculaire physiologique. Les stratégies anti-

angiogènes proposaient une idée nouvelle consistant à cibler spécifiquement un ou des 

acteurs de l’angiogenèse à la place des chimiothérapies et radiothérapies qui agissent de 

manière non spécifique sur les cellules.  

Mais avant d’obtenir la destruction des vaisseaux tumoraux, les stratégies anti-angiogènes 

conduisent à une situation paradoxale où on assiste dans un premier temps à une 

normalisation des vaisseaux [Jain, 2005] [Jain, 2001] (Figure 30) en rétablissant l’équilibre 

des facteurs pro- et anti-angiogènes.  

 

 

Figure 30 : Changements de vascularisation des tumeurs lors d’un traitement anti-
angiogène. 

(D’après [Jain, 2005]) 

 

Dans le traitement par chimiothérapie, la difficulté est d’apporter ce médicament au sein de 

la tumeur, car les vaisseaux sont peu fonctionnels. La normalisation des vaisseaux peut ainsi 

être mise à profit pour distribuer de manière plus efficace la chimiothérapie au sein des 



65 
 

tumeurs. Un des défis des traitements anti-angiogènes est donc de ne pas perturber la 

biodisponibilité des chimiothérapies mais d’agir en synergie.  

De même, les traitements anti-angiogènes augmentent l’hypoxie dans les tumeurs ce qui 

créé un contexte moins favorable pour les radiothérapies.  

Les thérapies anti-angiogènes sont dorénavant la quatrième thérapie avec la chimiothérapie, 

la chirurgie et la radiothérapie proposées pour le traitement des cancers. De fait, des 

centaines d’essais cliniques ciblant l’angiogenèse sont en cours. 

 

3.3 Le VEGF, acteur majeur et cible de l’angiogenèse tumorale  

Dès les années 1970, l’un des premiers objectifs a été d’identifier des protéines 

angiogènes produites par les tumeurs, les TAFs (Tumor Angiogenic Factors) qui pourraient 

stimuler de manière autocrine ou paracrine l’angiogenèse. Ces études ont conduit à 

l’identification des FGF-1 et FGF-2 puis du VEGF.  

La première approche thérapeutique développée pour cibler le VEGF a été la conception 

d’anticorps monoclonaux dirigés contre le VEGF (AvastinTM ou bevacizumabTM 

Genentech/Roche [Ferrara et al., 2004]) ou le VEGFR-2 (SunitinibTM et SorafenibTM) [Ellis and 

Hicklin, 2008]. De nombreuses études ont prouvé la pertinence de cibler l’angiogenèse et le 

VEGF en particulier dans le traitement de certains cancers. Le bevacizumab (AvastinTM) est 

un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF-A qui empêche sa liaison aux 

récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Il agit en diminuant la vascularisation existante, il empêche 

la formation d’une nouvelle vasculature et normalise la vascularisation tumorale.  

Dans un premier temps, il a été testé en monothérapie avec un certain succès dans le 

traitement des cancers rénaux à cellules claires [Yang et al., 2003a]. Un second essai clinique 

dans le glioblastome [Friedman et al., 2009] a démontré son utilité en monothérapie dans 

des tumeurs déjà traitées et échappant aux traitements. Cependant, il a rapidement été 

combiné avec de la chimiothérapie. En 2004, son utilisation dans le traitement du cancer 

colorectal métastatique a été approuvé en combinaison avec la chimiothérapie FOLFOX4 

(oxiplatin, fluorouracil et leucovorin) [Giantonio et al., 2007]. Administré en monothérapie 

dans le glioblastome, il ne permet pas d’observer une diminution de l’activité tumorale mais 

sa combinaison avec la chimiothérapie augmente la réponse [Wong et al., 2011]. Cela peut 

s’expliquer par une normalisation des vaisseaux tumoraux qui adressent mieux les 

cytotoxiques à la tumeur. Le Tableau 4 ci-après résume les essais cliniques en cours avec le 

bevacizumab en 2012. 
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Essai phase Comparaison 
Nb de 

patients 

Médiane de 

survie sans 

progression Bz vs 

CTL (mois) 

survie médiane Bz 

vs CTL (mois) 

Cancer colorectal métastatique    

Study 2107 

E3200 

NO16966 

Phase III 

Phase III 

Phase III 

IFL±Bz 

FOLFOX ou FOLFOX±Bz 

XELOX ou FOLFOX±Bz 

923 

829 

1401 

10.6 vs 6.2 

7.3 vs 4.7 

9.4 vs 8.0 

20.3 vs 15.6 

12.9 vs 10.2 

21.3 vs 19.9 

Cancer avancé du poumon non à petites cellules     

E4599 

AVAiL 

Phase III 

Phase III 

PC±Bz 

CG±Bz (15 ou 7.5 mg/kg) 

878 

1043 

6.2 vs 4.5 

6.5 ou 6.7 vs 6.1 

12.3 vs 10.3 

13.4 ou 13.6 vs 13.1 

Cancer du sein métastatique    

E2100 

AVADO 

RIBBON-1 

Phase III 

Phase III 

Phase III 

P±Bz 

D±Bz (15 ou 7.5 mg/kg) 

Cape±Bz ou 

Tax/Anthra±Bz 

722 

736 

1237 

11.8 vs 5.9 

10.1 ou 9.0 vs 8.2 

8.6 vs 5.7 

9.2 vs 8.0 

26.7 vs 25.2 

30.2 ou 30.8 vs 31.9 

1 an 81% vs 74% 

1 an 81% vs 83% 

Cancer colorectal métastatique    

CALGB 90206 

AVOREN 

Phase III 

Phase III 

IFN-±Bz 

IFN-±Bz 

732 

649 

8.5 vs 5.2 

5.4 vs 10.2 

18.3 vs 17.4 

23.3 vs 21.3 

Cancer avancé du pancréas    

CALGB 80303 Phase III Gem±Bz 602 3.8 vs 2.9 5.8 vs 5.9 

Tableau 4 : Essais cliniques en cours avec le bevacizumabTM en 2012. 
(D’après [Wu and Staton, 2012])  

AVAiL : Avastin in Lung trial ; Bz : Bevacizumab ; CALGB : cancer and leukemia Group B ; 

Cape : Capecitabine ; CG : cisplatine+gemcitabine ; D : Docetaxol ; FOLFOX : Oxiplatin+ 

fluorouracil/folonic acid ; Gem : Gemcitabine ; IFL : Irinotecan+ fluorouracil+leucovorin ; P : 

Paclitaxel ; PC : Paclitaxel+carboplatine ; Tax/Anthra : Taxane/anthracycline, XELOX : 

Oxiplatin+ capecitabine. 

 

Un autre agent ciblant le VEGF (VEGF-trap ou AfliberceptTM) a également montré des 

résultats intéressants dans le traitement du cancer colorectal [Van Cutsem et al., 2012] et le 

cancer du poumon métastatique non à petites cellules [Ramlau et al., 2012]. AfliberceptTM 

est une protéine recombinante contenant le domaine de liaison du VEGF des récepteurs 

VEGFR-1 et VEGFR-2 qui agit comme un leurre pour VEGF-A, VEGF-B et PlGF. Les Etats-Unis 

en 2012 puis l’agence européenne du médicament en 2013 ont autorisé sa mise sur le 

marché.  

Récemment l’AfliberceptTM en combinaison avec la chimiothérapie a montré son efficacité 

dans le traitement du cancer colorectal métastatique [Joulain et al., 2013] et ce même 

lorsque les tumeurs avaient été préalablement traitées par le BevacizumabTM [Tabernero et 

al., 2014]. 
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3.3.1 Inhibiteurs des tyrosine-kinases 

Les inhibiteurs des tyrosine-kinases (TKIs) sont des petites molécules hydrophobes, 

qui passent la membrane plasmique et agissent de façon intracellulaire en inhibant l’activité 

enzymatique de diverses tyrosine-kinase (récepteurs de facteurs de croissance, protéines de 

signalisation intracellulaire). Le Bevacizumab permet d’améliorer la survie des patients 

lorsqu’il est administré en combinaison avec la chimiothérapie. Au contraire, les inhibiteurs 

de récepteurs à activité tyrosine kinase (RTKis) diminuent la taille des tumeurs en 

monothérapie probablement du fait qu’ils sont moins spécifiques et ont plusieurs cibles. Ces 

inhibiteurs multi-cibles permettent une amélioration du patient et un allongement de la 

survie [Motzer et al., 2009]. Les TKIs inhibent l’activité tyrosine-kinase des protéine-kinases 

cibles en se liant de façon compétitive au site ATP de ces enzymes. Ces kinases sont alors 

incapables de phosphoryler leurs substrats.  

Le SunitinibTM et le SorafenibTM sont les premiers TKIs utilisés dans un grand nombre de 

tumeurs solides et à avoir un effet bénéfique en monothérapie. 

Le Sunitinib cible les VEGFR-1, -2 et -3 mais également c-KIT et le PDGF. Il a été testé entre 

autre en clinique (phase III) dans le cancer du rein métastatique [Motzer et al., 2007]. En 

combinaison avec la chimiothérapie dans le cancer du poumon non à petites cellules, des 

bénéfices cliniques pour le patient sont observés mais il ne prolonge pas sa survie [Paz-Ares 

et al., 2012]. 

Le SorafenibTM inhibe à la fois le VEGFR-2, la kinase B-Raf, un effecteur de la voie MAP- 

kinase, ainsi que c-Kit, PDGFR et Flt-3.  

L’inhibition simultanée de plusieurs cibles parait une stratégie prometteuse. De nombreux 

essais en phase III sont en cours comme c’est le cas pour le NintedanibTM, un inhibiteur du 

VEGFR, FGFR, et PDGFR dans le cancer de l’ovaire et le cancer du poumon non à petites 

cellules.  

Actuellement, le PazopanibTM administré à 800 mg/jour a montré des résultats 

encourageants en phase III dans le traitement du rein métastatique en augmentant de 

manière significative, la survie sans progression tumorale [Sternberg et al., 2010]. Il s’agit 

d’un anti-angiogène ciblant les VEGFRs-1, -2 et-3, PDGFR et c-Kit.  

Le Tableau 5 recense, plusieurs anticorps et TKIs anti-angiogènes, leurs cibles et leurs 

applications thérapeutiques.  
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Spectre 
d’action 

Molécule Cible Type de cancer Dose Phase de 
développement 

Cible 
unique 

bevacizumab VEGF-A 

Cancer colorectal métastique,  
Cancer du poumon non à 
petites cellules et non 
épidermoïde 
Cancer du rein métastatique  

5-15 
mg/kg 

Approuvé 
US/UE 

Cetuximab 
(erbitux) 

EGFR 
Cancer tête-cou,  
Cancer colorectal 

 Approuvé 
US/UE 

Panitumumab 
(vectibix) 

EGFR 
Cancer métastatique 
colorectal 

 Approuvé 
US/UE 

Trastuzumab 
(herceptin) 

HER-2 
Cancer du sein et gastrique 
surexprimant HER-2 

 Approuvé 
US/UE 

Multi-
cibles 

Aflibercept 
VEGF-A -B, 
PlGF 

Cancer colorectal 
métastatique 

4 mg/kg Approuvé 
US/UE 

Axitinib 
VEGFR-1-2-3, 
PDGFR, KIT 

Cancer rénal avancé  Approuvé 
US/UE 

cediranib 
VEGFR-1-2-3, 
PDGFR, KIT 

Cancer métastatique 
colorectal 
Glioblastome récurrent, 
Cancer de l’ovaire,  
Cancer du poumon 

 Phase III 

indetanib 
VEGFR, PDGFR, 
FGFR 

Cancer de l’ovaire,  
Cancer du poumon non à 
petites cellules 

 Phase III 

pazopanib 
VEGFR-1-2-3, 
PDGFR, KIT 

Cancer rénal avancé,  
sarcome avancé des tissus 
mous 

800 
mg/jour 

Approuvé 
US/UE 

sorafenib 
VEGFR-2-3, 
Raf,PDGFR, KIT 

Carcinome hépatique,  
Cancer rénal avancé 

50 
mg/jour 

Approuvé 
US/UE 

sunitinib 

VEGFR-1-2-3, 
PDGFR, KIT, 
FLT3, CSF-1R, 
RET 

Cancer rénal avancé,  
Cancer du pancréas avancé ou 
métastatique,  
Tumeurs endocrines,  
Tumeurs gastrointestinales 

37.5-50 
mg/jour 

Approuvé 
US/UE 

vandetanib 
VEGFR-2, EGFR, 
KIT, RET 

Cancer médullaire de la 
thyroïde 

 Approuvé 
US/UE 

vatalanib 
VEGFR-1-2-3, 
PDGFR, KIT 

Cancer colorectal  Phase III 

 

Tableau 5 : Agents anti-angiogènes, leurs cibles, leurs applications cliniques et le stade des 
essais. 

(D’après [Limaverde-Sousa et al., 2013]) 

 

3.3.2 Les VDAs (Vascular Disrupting Agents) 

Les VDAs sont des molécules conçues pour détruire la vascularisation tumorale et 

induire la nécrose de la tumeur, contrairement aux anti-angiogènes dont la stratégie 

consiste à empêcher la néo-vascularisation [Thorpe, 2004]. Les VDAs ciblent les vaisseaux 
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matures, établis dans la tumeur et ne sont donc pas stricto sensu des anti-angiogènes qui, 

eux ciblent les néo-vaisseaux bourgeonnants. On distingue deux types de VDAs : les petites 

molécules et les molécules utilisant la liaison à une cible vasculaire tumorale (Figure 31).  

 

Figure 31 : Mécanismes d’action des VDAs et leurs cibles. 
(D’après [Thorpe, 2004]) 

 

 Les petites molécules  

Les petites molécules agissent de manière non sélective sur les cellules tumorales et 

l’endothélium mais tirent profit de la différence phénotypique entre les cellules 

endothéliales quiescentes et les cellules endothéliales en prolifération dans les tumeurs, 

l’augmentation de la perméabilité vasculaire et l’importance du cytosquelette de tubuline 

pour maintenir la forme des cellules. Les petites molécules incluent les composés 

déstabilisateurs des microtubules, qui sont des agents anti-mitotiques [Nihei et al., 1999], et 

les combretastines (structure proche de la colchicine) qui inhibent la polymérisation des 

microtubules [Tozer et al., 1999].  

 

 Les VDAs basés sur la liaison des ligands 

Ces composés utilisent des anticorps, des peptides, ou des facteurs de croissance qui se 

lient spécifiquement sur les vaisseaux tumoraux et qui sont couplés chimiquement avec des 

agents cytotoxiques ou pro-coagulants. Le vaisseau ciblé est soit détruit, soit bouché par 

coagulation, ce qui induit la nécrose du tissu adjacent.  

 

Cependant, la nécrose de la tumeur est incomplète et, on observe, en périphérie, des 

cellules tumorales viables qui peuvent à nouveau proliférer. Les VDAs agissent efficacement 

sur les vaisseaux intra-tumoraux, alors que les anti-angiogènes détruisent 
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préférentiellement les vaisseaux périphériques. La combinaison des deux thérapies permet 

d’agir sur la totalité de la vascularisation tumorale. Actuellement, des essais cliniques sont 

en cours dans le traitement de cancers par les VDAs (Tableau 6), en combinaison avec la 

chimiothérapie ou le Bevacizumab.  

 

Molécule Combinaison Type de cancer analyse Résultats 
en mois 

Phase de 
développement 

Vadimezan 

Carboplatin/ 
Paclitaxel 
 
docetaxel 

Cancer du poumon 
non à petites cellules 
(1ère ligne) 
idem (2ème ligne) 

Survie 
globale 

Arrêt sans 
bénéfice 

Phase III 

Fosbretabulin 

Carboplatin/ 
Paclitaxel 
 
Bevacizumab 
Carboplatin/ 
Paclitaxel 

Cancer du poumon 
non à petites cellules 
 
Anaplasie de la 
thyroïde 

survie sans 
progression 
 
Survie 
globale 

8.6 vs 7.9 
 
 
5.2 vs 4.0 

Phase II 
Phase II/III 
en cours 
résultats 
intermédiaires 

Plinabulin Docetaxel 
Cancer du poumon 
non à petites cellules 

Survie 
globale 

Réponse 
22% vs 
5% 

Phase II en 
cours résultats 
intermédiaires 

AVE8062 Cisplatin Sarcomes 
survie sans 
progression 

Non 
rapporté 

Phase II/III 

Verubulin  Glioblastome 
Survie sans 
progression 

22 jours Phase II 

 
Tableau 6 : Essais cliniques en cours avec les VDAs en 2013. 

(D’après [Mita et al., 2013]) 

 

3.3.3 Autres cibles thérapeutiques 

Des anticorps monoclonaux dirigés contre le récepteur de l’EGF (epidermal growth 

factor) inhibent l’angiogenèse. Cela s’explique par des voies de signalisation communes 

entre le VEGF et l’EGF [Petit et al., 1997]. Les facteurs comme le FGF-2, les éphrines, 

l’Hepatocyte Growth Factor (HGF) et les angiopoïétines importants dans l’angiogenèse sont 

des cibles thérapeutiques pour lesquelles des molécules antagonistes ont été développées 

ou sont en cours de développement. 

Le PlGF est un facteur angiogène uniquement dans des conditions pathologiques [Hattori et 

al., 2002]. C’est une cible thérapeutique émergente puisque la diminution de son expression 

réduit la croissance tumorale sans effets secondaires notables [Fischer et al., 2007]. En 

parallèle, son administration induit la revascularisation de tissus ischémiques [Luttun et al., 

2002].  

D’autres voies de signalisation sont également la cible des recherches thérapeutiques. 

Comme nous l’avons vu précédemment la cascade de signalisation Notch/Dll4 est très 
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importante pour la densité vasculaire. Diminuer l’activité de la voie Notch/Dll4 augmente la 

densité vasculaire mais le réseau formé est très peu fonctionnel, extrêmement ramifié et 

mal perfusé ce qui induit une diminution de la progression tumorale [Noguera-Troise et al., 

2006; Ridgway et al., 2006]. A contrario, la surexpression de Dll4 et donc la stimulation de la 

voie Notch induit une diminution du nombre de vaisseaux mais aussi une normalisation des 

vaisseaux tumoraux (recrutement de cellules péricytaires, augmentation de la perfusion) et 

donc une augmentation de la croissance tumorale [Li et al., 2007].  

Certaines stratégies consistent à cibler (i) l’activation de Notch en inhibant la -secrétase 

responsable du clivage et donc de l’activation de Notch, (ii) ou encore de produire des 

anticorps monoclonaux dirigés contre le site de clivage de Notch après sa liaison avec Dll4. 

L’objectif est d’obtenir une thérapie ciblée qui présenterait moins d’effets secondaires que 

les précédentes et de proposer des alternatives thérapeutiques.  

L’implication des progéniteurs endothéliaux de la moelle osseuse dans la promotion de la 

vascularisation tumorale ou dans le « switch angiogénique » est toujours débattue et serait 

dépendante du contexte [Fang and Salven, 2011]. C’est également une cible thérapeutique 

potentielle.  

Un autre facteur pouvant influencer la réponse au traitement est le mode d’administration. 

La méthode conventionnelle en chimiothérapie consiste à administrer la dose maximale 

tolérable suivie d’une période de pause thérapeutique. L’équipe de Folkman en 2000 

proposait que les doses délivrées au patient soient en faible quantité mais sur des périodes 

longues afin d’empêcher la tumeur de se multiplier pendant le laps de temps sans 

traitement et de développer des résistances [Browder et al., 2000]. Cette stratégie de 

chimiothérapie métronomique connait un certain succès dans le traitement des cancers du 

sein métastatique [Montagna et al., 2012]. En effet, comme précédemment évoqué, les 

cellules endothéliales sont génétiquement stables et ne doivent pas en théorie acquérir de 

résistance aux thérapies anti-angiogènes. Cependant, dans les tumeurs, certaines cellules 

endothéliales et les cellules tumorales prolifèrent de manière excessive. Ces cellules 

endothéliales seraient donc sensibles à la chimiothérapie qui ciblerait de fait également les 

vaisseaux tumoraux.  

 

3.4 Limitations des traitements anti-angiogènes actuels et nécessité d’alternatives 

Avec une décennie de recul sur les traitements anti-angiogènes, plusieurs constatations 

sont à prendre en considération.  

 L’utilisation d’anti-angiogènes ne prive pas uniquement la tumeur de nutriments, 

mais contribue à la normalisation de son réseau vasculaire. Avec pour conséquence, 

une possible meilleure distribution des chimiothérapies dans les tumeurs.  
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 Dans le traitement du cancer du sein, une situation plus constratée a été observée. 

L’Avastin™, a été dans un premier temps proposé en thérapeutique, puis retiré en 

novembre 2011 aux Etats-Unis et en 2012 en Belgique. En effet, l’augmentation de 

l’espérance de vie de 5.5 mois annoncée n’a pas été retrouvée dans les études à plus 

grande échelle. Les effets secondaires observés (hémorragies) ont été jugés trop 

imoortants par rapport aux bénéfices pour maintenir l’anticorps sur le marché pour 

ce type de tumeurs. Cet exemple montre les limitations des traitements anti-

angiogènes et la nécessité d’évaluer le rapport bénéfice/risque. 

 

 Les thérapies anti-angiogènes peuvent avoir des effets secondaires importants 

amenant parfois à l’arrêt du traitement. Des patients atteints de cancers du poumon 

ont souffert d’hémorragies dues probablement à la destruction de vaisseaux suite à 

un traitement à l’Avastin™. L’augmentation du risque de thrombose est accru 

[Ferrara and Kerbel, 2005] car le traitement anti-angiogène augmente la sécrétion de 

facteurs pro-coagulants [Ma et al., 2005] et diminue le niveau de NO (inhibiteur de 

l’agrégation des plaquettes) [Yang et al., 1996]. Parmi les autres effets indésirables, 

on note également l’hypertension, la protéinurie, des perforations gastro-

intestinales, la fatigue… 

 

 Les patients souffrant d’une même pathologie présentent des réponses différentes 

aux traitements anti-angiogènes. Un des défis de cette stratégie thérapeutique est 

d’identifier des biomarqueurs qui pourraient à un stade très précoce du traitement 

prédire les patients qui seront « bons » ou « mauvais » répondeurs. Actuellement, les 

effets secondaires (hypertension, protéinurie) sont des signes de réponses aux anti-

angiogènes mais ne sont pas totalement fiables [Rini, 2008].  

 

 L’imagerie vasculaire ne permet pas non plus d’observer de manière certaine 

l’efficacité des anti-angiogènes. Les vaisseaux tumoraux sont tortueux, dilatés et peu 

fonctionnels, ces caractéristiques sont identifiables par IRM (Imagerie par 

résonnance Magnétique) ou tomodensitométrie. Dans le gliome, à un stade d’études 

cliniques et précliniques, la mesure de la densité microvasculaire tumorale permet 

d’évaluer la réponse aux anti-angiogènes [Batchelor et al., 2007]. Cependant, à ce 

jour, il n’existe pas de marqueur biologique [Lee et al., 2006], clinique ou 

radiologique prédictif de la réponse au traitement, des études ayant montré des 

résultats discordants.  

 

 Si les traitements anti-angiogènes ont permis de prolonger la survie de nombreux 

patients pendant plusieurs mois, en revanche, ils ne permettent pas d’obtenir une 

guérison [Kerbel, 2008]. Un des problèmes majeurs rencontrés dans les thérapies 

anti-angiogènes est l’acquisition de résistance aux traitements [Bergers and 

Hanahan, 2008]. Les principaux mécanismes de résistance aux traitements sont 
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décrits dans la Figure 32. Une des hypothèses avancées est qu’une fois la tumeur 

devenue métastatique, la vascularisation de la tumeur n’est plus dépendante du 

VEGF, et que cibler le VEGF seul n’est pas suffisant pour induire une régression 

tumorale. De manière surprenante, il a été observé en clinique que les patients dont 

la tumeur échappait au traitement au BevacuzimabTM, peuvent recevoir et répondre 

pendant un certain temps à un traitement avec des TKIs. Lors de l’échappement à ce 

nouveau traitement, un nouveau traitement à base de BevacuzimabTM est de 

nouveau efficace (Pr. Jean-Luc Descotes, CHU de Grenoble, communication 

personnelle). 

 

 

 

Figure 32 : Mécanismes de résistance aux thérapies anti-angiogènes.  
(Adapté d’après [Loges et al., 2010]) 

 

 Dans la plupart des cancers, après quelques mois, la progression tumorale reprend. 

Du fait de l’absence de biomarqueurs d’efficacité, le suivi de la réponse et la 

détection de ce moment d’échappement est difficile à évaluer. Les mécanismes 
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d’activation de l’angiogenèse étant redondants, les cellules tumorales échappent à 

l’inhibition d’une voie en compensant par la surexpresssion d’une autre voie de 

signalisation. Par exemple, on observe un échappement au Bevacizumab par la 

surexpression du facteur Bv8 (Bombina variagata peptide 8) [Shojaei et al., 2008] [Qu 

et al., 2012]. Ce phénomène est retrouvé dans la voie Raf, où l’inhibition de B-Raf, 

favorise l’émergence de cellules utilisant la voie c-Raf, voire A-Raf. Le traitement peut 

conduire à sélectionner un clone cellulaire au potentiel angiogénique plus élevé ou 

qui peut utiliser un autre mécanisme d’activation [Yu et al., 2002]. Les alternatives 

thérapeutiques à cette résistance sont présentées sur la Figure 33. 

 

 

Figure 33 : Nouvelles cibles potentielles. 
(Adapté d’après [Loges et al., 2010]) 

 

 Enfin, le coût élevé des traitements est un aspect non négligeable. Leur efficacité et 

le bénéfice pour les patients dans leur qualité de vie et leur chance de survie sont des 

facteurs importants dans le développement de ces stratégies.  

Par ailleurs, plusieurs études [Paez-Ribes et al., 2009] [Ebos et al., 2009] ont montré que le 

traitement de certains cancers avec des thérapies anti-angiogènes permet de diminuer le 

volume tumoral de la tumeur primaire mais amplifierait l’activité métastatique et l’invasion 
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chez la souris [Loges et al., 2009]. Ces effets controversés ne sont pas confirmés par des 

études cliniques mais permettraient de mieux comprendre les mécanismes d’échappement 

tumoral.  

De tous ces résultats, il ressort la nécessité d’apporter de nouveaux traitements anti-

angiogènes qui pourraient être administrés en seconde ou troisième ligne, lorsque la tumeur 

échappe au traitement initial.   
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4 Les modèles d’angiogenèse in vitro et in vivo 

 

 

Les modèles d’angiogenèse in vitro et in vivo sont utilisés pour tester l’efficacité des 

composés anti (ou pro) angiogènes. De nombreux tests sont actuellement disponibles, 

chacun faisant appel à une ou plusieurs des caractéristiques des cellules endothéliales lors 

de l’angiogenèse : la prolifération, la migration, la formation de nouveaux capillaires et le 

recrutement de péricytes [Vailhe et al., 2001].  

4.1 Tests d’angiogenèse in vitro 

Dans ce chapitre, seuls les modèles que j’ai utilisé pour notre étude seront décrits 

(Figure 34).  

 

Figure 34 : Etapes de l’angiogenèse étudiées par les tests d’angiogenèse in vitro. 
(modèles d’angiogenèse d’après [Francavilla et al., 2009]) 

 

Les cellules endothéliales primaires représentent le modèle expérimental de 

prédilection pour les modèles d’angiogenèse in vitro. Les HUVEC (Human Umbilical Vein 

Endothelial Cell) [Jaffe et al., 1973] et les HMVECd (Human dermal Microvascular Endothelial 
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Cells) sont les deux types cellulaires les plus fréquemment utilisées. Mais un des problèmes 

rencontrés avec ces cultures est la variabilité des réponses en fonction du donneur et leur 

rapide dédifférenciation après quelques doublements de population. La lignée HMEC-1 

(Human Microvascular Endothelial Cell 1) a été générée par Ades et al [Ades et al., 1992]. Il 

s’agit de cellules endothéliales microvasculaires du derme humain immortalisées par un 

plasmide pBR322 contenant la région codante pour l’antigène grand T de SV40 (Virus Simien 

40). Les cellules HMEC-1 gardent les caractéristiques des cellules endothéliales notamment 

au niveau de l’expression de marqueurs endothéliaux tels que PECAM-1, VE-Cadhérine, 

ALK1, endogline, le facteur de Von Willebrandt et le récepteur VEGFR-2. Elles conservent 

également leur capacité à former un réseau de type vasculaire sur du matrigel. 

Contrairement aux cellules endothéliales primaires qui deviennent sénescentes après 

quelques passages, les cellules HMEC-1 sont décrites pour conserver leur phénotype 

endothélial après de nombreux passages. Cependant, il s’agit de cellules transformées et 

immortalisées, certains tests faisant appel à la migration et la prolifération de ces cellules 

doivent de ce fait être confirmés dans d’autres modèles expérimentaux.  

Pour étudier l’angiogenèse, différents tests ont été développés. Le modèle d’angiogenèse 

parfait regrouperait les différentes étapes de l’angiogenèse depuis le décollement des 

cellules de leur membrane basale jusqu’à la formation de capillaires reliés en un réseau 

fonctionnel. Chaque test in vitro est réducteur mais permet d’étudier un ou plusieurs des 

paramètres du processus complet. Devant la complexité du processus étudié, c’est la 

combinaison de plusieurs tests qui permet de comprendre les mécanismes cellulaires et 

moléculaires mis en jeu au cours de l’angiogenèse. 

 

4.1.1 Blessure d’une monocouche endothéliale 

Le test de blessure d’une monocouche endothéliale fait appel aux propriétés 

migratoires, et, s’il est fait en présence de sérum, aux propriétés prolifératives des cellules 

endothéliales. C’est un test simple, peu coûteux et qui permet d’étudier la migration 

directionnelle des cellules après une blessure. Une monocouche confluente de cellules est 

blessée, si bien que les cellules sur le front de la blessure migrent jusqu’à rétablir un contact 

cellule-cellule [Lampugnani, 1999]. La prise de photographies ou de vidéos de la blessure à 

intervalles réguliers permet de visualiser et quantifier le taux de fermeture (Figure 35). Les 

techniques de « cell tracking » permettent de suivre le déplacement en temps réel des 

cellules et donnent des informations sur leur direction et leur vitesse de déplacement. Cette 

technique, rapide, a été largement adoptée pour étudier en première approche, l’effet de 

molécules sur l’angiogenèse.  
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Figure 35 : Photographies d’un test de blessure sur des cellules HMVECd.  
(Données personnelles) 

 

4.1.2 Test de migration en chambre de Boyden 

Ce test repose sur la migration par chimiotactisme des cellules [Boyden, 1962]. Elles 

sont ensemencées dans une chambre sur une membrane semi-perméable dont la porosité 

peut varier de 3 à 12 µm. La chambre est posée dans un puits qui contient du milieu avec le 

chimioattractant. Les cellules migrent à travers la membrane [Alessandri et al., 1983] et sont 

ensuite détectées par différentes méthodes (fluorescence, coloration au violet crystal, etc). 

La capacité migratoire des cellules peut ainsi être mesurée et quantifiée (Figure 36). De 

manière à simuler le microenvironnement physiologique, les filtres peuvent être recouverts 

avec une protéine de la matrice extracellulaire comme la fibronectine ou le collagène.  

 

 

Figure 36 : Principe du test de migration en chambre de Boyden 
 

Les principaux avantages de ce test sont sa reproductibilité, sa très grande sensibilité à de 

faibles différences de gradients, et sa rapidité ce qui permet d’exclure la prolifération 



80 
 

cellulaire. Ce test a pu être adapté aux plaques multi-puits rendant possible le test en 

parallèle d’un plus grand nombre de composés. 

 

4.1.3 Tubulogenèse sur matrice 

Les tests font appel aux propriétés de différenciation des cellules endothéliales. Elles 

ont en effet la capacité de former in vitro des réseaux tubulaires tridimensionnels, ce qui 

correspond à des étapes plus tardives de l’angiogenèse. Ce phénomène peut être accru en 

plaçant les cellules sur une matrice de collagène ou de fibrine [Wong et al., 2003] fixée sur le 

plastique de culture et qui vont lui conférer des propriétés proches de celle de la matrice 

extracellulaire [Lawley and Kubota, 1989] [Kanzawa et al., 1993]. Ces matrices stimulent 

l’attachement des cellules, mais également leur migration, et leur organisation en tubules. 

Les différents types de collagène n’induisent pas la même différenciation. Les cellules 

endothéliales prolifèrent sur les collagènes I et III, mais forment un réseau par 

réarrangement et non par prolifération sur les collagènes IV et V. Le Matrigel® qui peut 

remplacer avantageusement le collagène ou la fibrine est une matrice principalement 

composée de laminine préparée à partir de cellules tumorales de sarcome Engelbreth-Holm-

Swarm (EHS). Les cellules ensemencées sur la matrice, adhèrent rapidement et s’organisent 

en quelques heures (de 4h à 24h, voire 1h sur Matrigel®) en un réseau de cordons cellulaires 

(Figure 37). Des études en microscopie électronique ont montré l’existence d’une lumière et 

de jonctions endothéliales serrées dans ces tubules [Auerbach et al., 2003]. Selon la nature 

des cellules et la matrice, la question de savoir si ces cordons sont capables de former une 

lumière vasculaire persiste [Connolly et al., 2002] [Bikfalvi et al., 1991]. 

La réponse aux facteurs pro ou anti-angiogènes dans ce système est quantifiée selon quatre 

critères : la longueur des tubules formés et leur nombre, la surface occupée par le réseau et 

le nombre de points de jonction entre ces tubules.  

 

 

Figure 37 : HUVEC formant un réseau de tubules sur Matrigel® (photo à 24h). 
(Donnée personnelle) 
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Des tests de tubulogenèse par coculture de cellules endothéliales avec des cellules stromales 

comme des fibroblastes ou des cellules de muscle lisse ont été développés pour reproduire 

un environnement plus physiologique et les interactions intercellulaires [Bishop et al., 1999]. 

Cependant, des interactions non spécifiques entre les fibroblastes et les cellules 

endothéliales rendent l’interprétation des résultats délicate. 

 

4.1.4 Bourgeonnement tridimensionnel de sphéroïdes endothéliaux 

Les tests en trois dimensions ont pour objectif de positionner les cellules 

endothéliales dans un contexte environnemental plus proche de la physiologie afin de 

préserver leurs fonctions et leurs phénotypes. La réalisation d’un modèle de sphéroïdes de 

cellules endothéliales permet l’étude de la différenciation des cellules et des fonctions liées 

à cette différenciation. Les cellules sont ensemencées dans un mélange de méthylcellulose 

et de milieu. Dans ces conditions, les cellules s’agrègent spontanément et forment des corps 

sphériques en 24 à 48h. Une cellule endothéliale en suspension entre en apoptose, mais le 

contact cellule-cellule engendré par cette formation leur permet de répondre à des facteurs 

de survie. Au sein du sphéroïde, les cellules établissent une monocouche polarisée 

recouvrant l’extérieur alors que l’intérieur est composé de cellules désorganisées [Korff and 

Augustin, 1998]. A 24h, les marqueurs endothéliaux CD31 et CD34 (qui disparait 

spontanément en culture en monocouche) sont exprimés sur les cellules du sphéroïde. Le 

corps ainsi formé est dans un état de quiescence où les cellules du cœur survivent grâce aux 

facteurs de croissance du milieu (VEGF-A) alors que les cellules de surface maintiennent la 

structure par des jonctions serrées. A ce stade, les sphéroïdes peuvent être transférés dans 

du collagène de type I. Ils bourgeonnent alors spontanément [Korff and Augustin, 1998], par 

migration et infiltration des cellules dans la matrice (Figure 38). 

 

Figure 38 : Bourgeonnement d’un sphéroïde endothélial en gel de collagène.  
(Cellules HMEC-GFP, donnée personnelle) 

Le même type de bourgeonnement endothélial est observé dans des expériences ex vivo 

d’anneaux d’aorte de rat inclus dans des matrices [Nicosia and Ottinetti, 1990]. Dans ce test 
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qui permet d’observer les remodelages morphogéniques, il est néanmoins difficile de 

distinguer la fonction des différents types cellulaires présents dans l’explant (fibroblastes, 

péricytes et cellules endothéliales). L’avantage des sphéroïdes issus de cellules endothéliales 

est de pouvoir analyser finement la différenciation de ces cellules uniquement.  

Dans cette configuration tridimensionnelle, l’ajout de FGF-2 potentialise ce processus. Il agit 

de manière synergique avec le VEGF-A [Xue and Greisler, 2002]. Ce modèle est 

particulièrement bien adapté pour étudier la biodisponibilité des facteurs angiogènes. En 

effet, l’inclusion en gel créé un gradient de diffusion entre le milieu, l’oxygène [Griffith and 

George, 2009], les facteurs de croissance et les cellules du sphéroïde, ce qui rappelle les 

conditions physiologiques d’angiogenèse.  

Ce test très complet permet d’étudier les premières étapes de l’angiogenèse (prolifération, 

migration, invasion, formation de tubules), le rôle des cytokines [Stratman et al., 2011], des 

molécules d’adhésion ou encore des métalloprotéases [Ghajar et al., 2006], [Collen et al., 

2003].  

 

4.1.5 Bourgeonnement endothélial après différenciation de cellules souches 

embryonnaires murines 

Les cellules souches embryonnaires murines (ESC) peuvent se différencier dans 

certaines conditions de culture vers le lignage endothélial [Vittet et al., 1996] et récapitulent 

toutes les étapes du processus angiogénique incluant le recrutement des cellules 

péricytaires. Les cellules souches sont facilement modifiables génétiquement ce qui permet 

d’étudier la fonction d’un gène dans le développement vasculaire [Magnusson et al., 2005], 

[Wang et al., 2004]. Un test d’angiogenèse en gel de collagène à partir de cellules ESC 

[Feraud et al., 2001] a été établi dans lequel les cellules sont ensemencées dans un premier 

temps en méthylcellulose. Après 11 jours, des corps embryoïdes sont formés et transférés 

en matrice de collagène de type I. Sous l’induction de facteurs de croissance (FGF-2 et VEGF-

A), les cellules ESC s’engagent dans le lignage endothélial et les corps embryoïdes 

bourgeonnent à partir de J13. Un réseau complexe et extrêmement ramifié s’établit alors. Le 

caractère endothélial de certains de ces bourgeons est confirmé par un immunomarquage 

endothélial spécifique comme CD31 par exemple (Figure 39). Des marquages du 

protéoglycane NG2 attestent du recrutement de cellules péricytaires sur les bourgeons 

endothéliaux [Ozerdem et al., 2001]. 
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Figure 39 : Modèle en une étape de différenciation endothéliale de cellules souches 
embryonnaires murines. 

(Test développé en collaboration avec Daniel Vittet) 

 

Ce modèle très complet alliant à la fois les étapes précoces de la vasculogenèse et de 

l’angiogenèse permet des études qualitatives (expression de protéines) et quantitatives 

(longueur des bourgeons). Il est toutefois délicat et long à mettre en œuvre et c’est un 

procédé multi-étapes qui n’est pas adapté au test en parallèle de nombreuses molécules, 

mais reste très informatif en seconde intention.  

 

4.1.6 Limites des tests d’angiogenèse in vitro 

Les tests d’angiogenèse in vitro sont très utiles car ils peuvent être mis en œuvre 

facilement, sont quantifiables et représentent une première étape essentielle pour la 

validation de composés potentiellement anti-angiogènes. Néanmoins, ils restent limités car 

ils ne tiennent pas compte de tous les facteurs environnementaux de l’angiogenèse 

physiologique et tumorale (inflammation, présence de cytokines, matrice extracellulaire, flux 

sanguin…) et doivent être interprétés avec précaution. Les principales limitations des 

modèles in vitro sont les suivants : 

1) Les différents types endothéliaux peuvent avoir des propriétés différentes.  

2) Une culture cellulaire ne reproduit pas le microenvironnement d’un organe. 

3) Pour la plupart, les tests ne reproduisent pas les interactions hétéro-cellulaires. 

4) Les cellules endothéliales en culture tendent à perdre leur état de différenciation, et 

perdent le phénotype spécifique de l’organe dont elles sont issues. Cela se traduit 

par un changement de caryotype, des modifications dans l’expression des antigènes 

de surface (diminution de l’expression de CD34 [Delia et al., 1993]), des changements 

dans les jonctions [Wolburg et al., 1994] et dans leur prolifération [Jackson and 

Nguyen, 1997].  

Diversifier le nombre de modèles d’étude permet de conforter des résultats mais les tests 

sur des modèles d’angiogenèse in vivo sont un moyen plus efficace et plus précis pour 

valider une molécule d’intérêt.  
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4.2 Tests d’angiogenèse in vivo : implantation d’éponge chez des souris 

Les tests in vivo sont plus délicats à mettre en œuvre et font appel à la chirurgie sur 

les animaux de laboratoire. L’avantage est de replacer l’angiogenèse dans un contexte 

physiologique mais l’inconvénient est que le nombre d’expériences pouvant être menées est 

plus limité et il est nécessaire de définir l’espèce la plus adaptée à l’étude.  

Le modèle d’implantation d’éponge sous la peau de souris est un test d’angiogenèse simple 

dans un contexte physiologique et qui peut être associé à de l’imagerie non-invasive. Les 

éponges de celluloses imprégnées du facteur de croissance FGF-2 sont implantées en sous-

cutanée. Une réponse angiogènique se développe et des capillaires sanguins envahissent 

l’éponge. L’ajout de facteurs pro ou anti-angiogène influencent la réponse angiogénique 

[Keramidas et al., 2013a].  

Par ailleurs, l’intégrine v3 peu exprimée sur les vaisseaux quiescents est au contraire 

fortement exprimée sur la néovasculature [Stromblad and Cheresh, 1996]. Un pentapeptide 

cyclique présentant une séquence RGD (arginine-glycine-acide aspartique) reconnait 

spécifiquement cette intégrine [Aumailley et al., 1991]. Cette propriété a été mise à profit en 

couplant de manière covalente des groupements RGD cycliques sur un décapetpide 

cyclique : RAFT. Un fluorophore a été greffé de façon stéréosélective sur l’autre face du 

décapeptide cyclique, formant ainsi un marqueur fluorescent de l’intégrine v3 [Garanger 

et al., 2005]. Ce produit est commercialisé sous le nom Angiolone™. Il permet la visualisation 

de l’accumulation de fluorescence sur les néovaisseaux se formant à la surface de l’éponge 

permettant ainsi une quantification de l’angiogenèse [Keramidas et al., 2013a] et une 

reconstruction en trois dimensions de la vascularisation. L’angiogenèse quantifiée par cette 

technique a pu être corrélée à la quantité d’hémoglobine mesurée dans l’éponge.  

 

4.3 Autres tests d’angiogenèse in vivo 

D’autres tests d’angiogenèse in vivo et ex vivo sont utilisés. On peut citer entre 

autres, le test d’angiogenèse sur la membrane chorioallantoïque (CAM) du poulet [Brooks et 

al., 1999]. Un trou dans la coquille d’un œuf de poule fécondé permet d’accéder à la CAM et 

de déposer les molécules à tester sur un support (gélatine, polymère). L’expérience peut 

être conduite sur une longue période pendant que l’embryon continue à se développer. 

Le poisson-zèbre (Danio rerio) est également un modèle d’angiogenèse in vivo bien 

développé et qui génère un très grand nombre d’embryons à chaque ponte. La transparence 

des embryons facilite l’observation du développement de la vascularisation. Les mécanismes 

et de nombreux gènes de la vasculogenèse du poisson-zèbre sont communs avec ceux des 

mammifères.  
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Le développement de la vascularisation de la rétine de souriceaux nouveau-nés est 

également un excellent modèle pour l’étude de l’angiogenèse physiologique. En effet, les 

souriceaux naissent avec une vascularisation rétinienne immature qui va se développer de 

façon centripète depuis le centre de la rétine vers l’extérieur pendant les 7 premiers jours 

post-nataux [Dorrell and Friedlander, 2006]. Ce modèle est particulièrement intéressant 

pour l’étude des pathologies oculaires liées à un défaut d’angiogenèse [Gariano and 

Gardner, 2005]. 
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5 Criblage à haut débit pour l’identification de nouvelles molécules à 

potentiel thérapeutique 

 

5.1 Introduction au criblage 

Le criblage à haut débit ou high throughput screening (HTS) est apparu dans les 

années 1980 dans l’industrie pharmaceutique. Ce procédé est né du besoin pour l’industrie 

pharmaceutique d’effectuer un criblage rapide d’une grande quantité de molécules 

chimiques (chimiothèques).  

Le principe du criblage consiste à déposer sur un test cellulaire ou moléculaire à l’aide d’un 

robot de criblage, un nombre important de composés dans un temps court et d’identifier de 

nouveaux composés biologiquement actifs [White, 2000] [Fox et al., 1999] (Figure 40). Le 

premier criblage en France, a été réalisé par Rhône-Poulenc sur 25 000 micro-organismes 

testés sur des antibiotiques.  

 

 

Figure 40 : Robot de la plateforme de criblage à haut débit du CEA –Grenoble. 
(CMBA Equipe pour le Criblage de Molécules Bio-Actives) 

Un des critères recherché par l’industrie pharmaceutique est le coût moindre qu’il engendre 

dans le développement d’un médicament dont le processus complet est actuellement 

estimé à 800 millions d’euros et long (de 10 à 15 ans). Le graphique 1 et le graphique 2 

montrent que les investissements des industries pharmaceutiques ont considérablement 

augmenté ces dernières années mais que parallèlement le nombre des médicaments mis sur 

le marché a quant à lui diminué. Cela est dû aux exigences gouvernementales de garantir 

l’efficacité et la non-toxicité des médicaments proposés et au retrait des molécules 

considérées comme n’apportant pas de bénéfices substantiels en matière de santé. 
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graphique 1 : Nombre de médicaments mis sur le marché américain entre 1997 et 
2008, et les investissements R&D des industries pharmaceutiques américaines. 

(Source : IMS Health et PhRMA, juin 2009) 

 

 

graphique 2 : Médicaments en essais cliniques et autorisés par la FDA.  
(Source EFPIA, 2007) 

 

Parallèlement, le coût de développement d’un médicament est passé de 150 millions de 

dollars en 1980 à 1500 millions en 2006 (source : Clayton Christanson, Morgan Stanley 

Research, janvier 2010). Néanmoins, le coût d’un criblage n’est pas négligeable car il 

nécessite de la main-d’œuvre, le prix des réactifs biologiques est élevé tout comme le 
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stockage, l’achat ou la gestion de la chimiothèque. Le coût estimé du criblage d’une 

molécule est compris entre 0.3€ et 3€.  

Si dans un premier temps, les tests de criblage ont été effectués sur des protéines purifiées, 

ils ont ensuite cédé la place à des tests cellulaires plus sophistiqués qui permettait d’avoir la 

cible recherchée dans un contexte plus proche du contexte physiologique. Par exemple, 

l’utilisation de tests cellulaires permet aisément de distinguer les molécules qui pénètrent 

les cellules de celles qui n’agiront qu’en surface. Le criblage des molécules d’intérêt se 

trouve donc facilité.  

Enfin, si le criblage à haut débit a pu prendre un essor important c’est qu’il s’appuie sur le 

traitement automatisé de lecture des tests et l’analyse bioinformatique des données. 

 

5.2 Critères d’éligibilité d’un criblage 

Les tests in vitro utilisés en biologie cellulaire et analyses biochimiques ne sont pas 

toujours adaptés au criblage. En effet, pour qu’un test phénotypique puisse être adapté au 

criblage à haut débit, il doit répondre à différents critères d’exigence : 

 La miniaturisation : le test doit pouvoir être adapté au format microplaque (96 ou 

384 puits), et se réaliser dans un petit volume réactionnel. Le choix d’un modèle simple 

optimise les possibilités de standardisation et de développement technologique de modèles 

in vitro existants, comme dans le modèle d’angiogenèse basé sur le test de blessure [Gough 

et al., 2011].  

 Le niveau de détection (fluorescence, luminescence) doit être suffisamment sensible 

et pouvoir être facilement quantifiable (automatisation de l’acquisition et du traitement 

informatique des données). L’amélioration des systèmes d’acquisition et des techniques 

d’imagerie ont été particulièrement développées notamment dans les tests de criblage de 

molécules anti-angiogènes [Evensen et al., 2010a; Evensen et al., 2010b]. 

 Le test doit être rapide (high throughput). 

 Les résultats doivent être fiables, robustes et reproductibles. Ils doivent permettre de 

discriminer parmi tous les composés testés ceux qui auront une activité biologique 

significative. Le plus souvent, les composés sont testés en simplicate ou duplicate, la 

confiance que l’on peut accorder au test doit donc être la plus grande possible. 

Pour juger de la fiabilité d’un test, le groupe de Zhang [Zhang et al., 1999] a proposé une 

méthode de calcul permettant de mesurer un paramètre statistique le facteur Z’. Ce 

coefficient permet de prendre en compte la dynamique du signal mesurée d’une part et 

d’autre part la variation des données liée à la mesure du signal. Il est calculé de la manière 

suivante :  

Z’=   
 (     )

|     |
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où   

p= déviation standard des contrôles bio-inactifs 

n= déviation standard des contrôles bio-actifs 

µp= moyenne de signal des contrôles bio-inactifs 

µn= moyenne de signal des contrôles bio-actifs 

Plus les écarts-type sont petits (reproductibilité) et/ou plus la différence des moyennes est 

grande (grande fenêtre dynamique), plus on se rapproche de 1. Un test robuste doit 

présenter un facteur Z’ supérieur à 0,5 pour permettre de cribler les molécules en 

simplicate. En incluant des contrôles sur chaque plaque de test il devient facile de calculer ce 

facteur et d’attester de la fiabilité du test. 

  

5.3 Choix d’une chimiothèque 

Une chimiothèque regroupe des molécules qui sont des composés synthétisés par 

des chimistes ou issues d’échantillons naturels. En pratique, les molécules d’une même 

chimiothèque sont préparées à la même concentration, dans le même solvant et préparées 

dans des plaques au format 96 puits ce qui permet un transfert direct et automatisé de la 

plaque des composés à la plaque de criblage par un robot. Les chimiothèques peuvent être 

institutionnelles ou appartenir à des sociétés privées (Tableau 7).  

 

Chimiothèque Nombre de composés 

Prestwick 1 120 médicaments  

Sanofi > 106 molécules 

CNRS DCM Grenoble 1360 molécules 

Chimiothèque nationale 640 molécules dans la chimiothèque essentielle 

(sélection selon des critères de diversité optimale) 

NCI 260 000 molécules 

Institut Curie 6 560 molécules 

Tableau 7 : Exemples de chimiothèques.  
 

La première chimiothèque est apparue dans les années 1990, et cette pratique s’est ensuite 

rapidement étendue. La chimiothèque de Sanofi comporte aujourd’hui à elle seule, un 

million de composés. 

Malgré la diversité des composés proposés sur une chimiothèque, certaines limites sont 

apparues. En effet, une chimiothèque notamment celles issues de la chimie combinatoire ne 

contiennent qu’une faible partie de tous les composés possibles et ces molécules peuvent 

n’avoir aucune structure similaire aux ligands de la cible choisie pour le criblage. De fait, 
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dans cette approche avec des molécules très variées dont on ne connait pas le spectre 

d’activité, il s’est avéré difficile d’obtenir des antagonistes, ligands ou agonistes de meilleure 

affinité que les ligands naturels de la cible choisie.  

De nouvelles chimiothèques dites « orientées » sont alors apparues [Lazo and Wipf, 2000]. 

La connaissance structurale de la cible permet de regrouper dans la chimiothèque des 

molécules possédant des motifs structuraux identifiés comme éléments de liaison aux 

protéines d’intérêt, en prêtant attention à la solubilité, au nombre de sites donneurs ou 

accepteurs de liaisons hydrogènes, la lipophilie, l’absorption ou la biodisponibilité. A ce 

stade, la chimie des substances naturelles a rencontré un vif intérêt car elle comprend de 

nombreuses molécules dotées de capacité d’interaction avec les protéines ou les acides 

nucléiques.  

Une autre chimiothèque intéressante est celle de Prestwick. Dans cette chimiothèque, les 

molécules regroupées sont des composés ayant déjà une application thérapeutique 

reconnue pour une pathologie donnée. L’idée est de trouver si un médicament pourrait être 

utilisé dans le traitement de plusieurs pathologies. Ces molécules ayant déjà un agrément la 

mise sur le marché ultérieure s’en trouve facilitée du fait notamment que toutes les étapes 

de cytotoxicité, pharmacocinétique et pharmacodynamique ont été préalablement réalisées.  

Enfin, il existe des chimiothèques dites « virtuelles » où l’étude des molécules et de la 

relation à sa cible potentielle portent sur des données bioinformatiques. Il s’agit dans ce cas 

d’un criblage prédictif in silico. 

L’avantage indéniable pour le développement d’un candidat-médicament est que la même 

molécule peut être testée dans de nombreux systèmes cellulaires, d’interaction récepteur-

ligand, et peut se révéler avoir plusieurs cibles. 

 

5.4 Les résultats obtenus 

Depuis ces dix dernières années, plus d’une cinquantaine de médicaments issus du 

criblage à haut débit ont été mis sur le marché [Swinney and Anthony, 2011]. Deux 

approches sont essentiellement utilisées pour découvrir de nouvelles molécules : l’approche 

par criblage phénotypique ou l’approche moléculaire ciblée, basée sur une hypothèse 

biologique. Au cours des dernières années (Graphique 3), le criblage phénotypique a permis 

la découverte d’un nombre supérieur de composés, premiers dans leur classe de 

médicaments (first in class) avec un nouveau mécanisme d’action par rapport à l’approche 

ciblée. Cette méthode a quant à elle plus largement favorisée la mise sur le marché de 

médicaments de seconde génération (follower drug).  
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Graphique 3 : Répartition des médicaments mis sur le marché entre 1999 et 2008 en 
fonction de leur stratégie de développement.  

NMEs : New Molecular Entities.  
 

En ce qui concerne plus particulièrement le développement de médicaments anti-

angiogéniques, le criblage à haut débit a connu également quelques succès. Les premières 

campagnes de criblage ont effectivement visé à trouver des molécules capables d’inhiber 

l’activité kinase des récepteurs tyrosines kinases (VEGFR, FGFR et PDGF) qui jouent un rôle 

essentiel dans l’angiogenèse, mais également les effecteurs des voies de signalisation 

(signalisation MAP-Kinase, p38). 

Un des premiers succès de ce type de criblage fut la découverte du sorafenib, identifié 

comme étant un inhibiteur de la kinase Raf et pour lequel une activité anti-VEGFR et anti-

PDGFR a par la suite été démontrée [Wilhelm et al., 2006]. Quelques années auparavant, 

Mitchison et Schreiber [Haggarty et al., 2000] avaient découvert par criblage le monastrol. Il 

s’agissait de la première petite molécule anti-mitotique qui ne cible pas la tubuline mais une 

protéine moteur, la kinésine 5. Cela a montré que la démarche du criblage avait un intérêt 

pour les équipes de recherche fondamentale. En effet, identifier le mécanisme d’action ou 

les cibles des touches d’un criblage peut amener à identifier des protéines impliquées dans 

un processus cellulaire ou de nouveaux partenaires jusqu’alors inconnus. C’est dans cet 

objectif que nous avons entrepris un criblage cellulaire à partir d’un test d’angiogénèse afin 

d’approfondir nos connaissances de l’angiogenèse à travers l’action d’un inhibiteur original. 
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5.5 Perspectives 

Le criblage initial sur des cibles telles que les récepteurs a fait place maintenant au 

criblage appelé à haut contenu (high content screening ou HCS).  

Afin de s’approcher au plus près de la réalité physiologique, les tests se sont perfectionnés 

pour ne pas utiliser que les seules lignées cellulaires exprimant de manière endogène ou 

surexprimant la protéine cible. En effet, dans le cas des lignées cellulaires les voies de 

l’apoptose, survie, prolifération sont affectées. La mise en place de criblage à haut débit sur 

des cellules dans un contexte plus physiologique permet de rechercher des activités de 

molécules sur les voies de signalisation, relation cellule-cellule, apoptose, enzymologie. 

Néanmoins, ce type de criblage est délicat à mettre en œuvre et se révèle coûteux et plus 

long car il nécessite une étape de sélection des cellules au préalable. 

Ce type de criblage représente une grande avancée, car il est une alternative au modèle 

animal et cible la cellule impliquée dans le projet thérapeutique. 

Le criblage permet d’identifier « des touches » c’est-à-dire des molécules biologiquement 

actives dans un système in vitro à une concentration donnée. A ce stade, les molécules 

peuvent être brevetées en tant que médicament potentiel. C’est là, la première étape, car 

l’efficacité de la molécule doit ensuite être validée dans des tests secondaires plus 

sophistiqués allant jusqu’à permettre la compréhension de son mécanisme d’action, et en 

finalité l’identification de sa cible si celle-ci n’était pas connue.  

A ce stade, la molécule devient une molécule au mécanisme original (first in class) dont la 

pharmacochimie permet d’optimiser son affinité, sa biodisponibilité et sa toxicité. Dans une 

visée thérapeutique, l’efficacité du candidat médicament devra être évaluée chez l’animal. 

Aussi, si le criblage à haut débit est prometteur dans l’identification de molécules 

potentiellement thérapeutique [Panchagnula and Thomas, 2000] et pourrait réduire le 

temps d’élaboration de produits pharmaceutiques, une limitation apparait due à l’évaluation 

clinique dans les phases I à IV avant l’acceptation du médicament qui, elles, restent 

incompressibles. 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL 

 

L’angiogenèse est impliquée dans un grand nombre de pathologies allant de 

l’inflammation chronique, à la dégénérescence maculaire liée à l’âge et au cancer où elle 

concourt à l’activité métastatique de la tumeur. La découverte du VEGF comme principal 

acteur de l’angiogenèse a donné naissance à un grand nombre de stratégies thérapeutiques 

visant à inhiber son activité. Ces thérapies connaissent un certain succès ; néanmoins, après 

quelques mois, un grand nombre de tumeurs acquièrent des résistances et échappent au 

traitement. Il y a donc une réelle nécessité de proposer de nouveaux composés anti-

angiogènes administrables en seconde intention en alternative thérapeutique.  

 

Dans ce contexte mon projet était d’identifier de nouveaux composés à activité anti-

angiogène. Le laboratoire BCI (Biologie du Cancer et de l’Infection), Equipe Angiogenèse, 

s’intéresse aux mécanismes de l’angiogenèse et au développement de thérapies anti-

angiogènes. Sur le site du CEA qui nous héberge, nous avons accès à une plateforme de 

criblage à haut débit de molécules bio-actives (CMBA). Dans le but de développer ces 

nouveaux composés, notre stratégie a été d’utiliser un test d’angiogenèse sur cellules 

endothéliales pour réaliser un criblage à grande échelle de molécules novatrices. Pour cela, 

nous avons choisi de cribler une chimiothèque académique (Université de Grenoble) 

contenant des molécules originales.  

 

Nos objectifs étaient de différents ordres : 

 Dans un premier temps, faire la preuve de concept du criblage.  

 Puis, identifier une molécule d’intérêt et réaliser une étude structure-activité en 

collaboration avec nos collègues chimistes (Martine Demeunynck et Jean-François 

Constant) pour obtenir une molécule plus efficace.  

 Confirmer par des tests in vitro et in vivo, l’activité anti-angiogène de la molécule 

d’intérêt. 

 Evaluer l’activité anti-tumorale de la molécule. 

 Comprendre le mécanisme d’action de la molécule et identifier sa cible moléculaire. 

 

Ce dernier point est particulièrement intéressant, car il peut apporter des connaissances 

nouvelles dans un processus comme l’angiogenèse. En partant d’un criblage phénotypique, 

nous avons analysé et détaillé le mécanisme d’action s’un inhibiteur du processus 

angiogénique. Un de nos objectifs a par la suite été de mieux connaître les voies de 

signalisation du VEGFR-2 dont certains aspects sont encore méconnus, d’étudier les 

différents partenaires de cette voie et de trouver comment notre molécule pouvait interagir 

dans cette cascade moléculaire.   
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RESULTATS 

Dans cette partie, le corps de mes résultats sera présenté sous la forme d’un article 

soumis à publication, suivi d’une discussion, puis des résultats complémentaires seront 

détaillés. Ils s’articulent autour de trois axes : le criblage de la chimiothèque et 

l’identification de la molécule leader COB223, caractérisation de l’effet anti-angiogène et 

anti-tumoral de COB223 in vitro et in vivo, et la recherche du mécanisme d’action de 

COB223. 

J’ai réalisé l’ensemble des expériences présentées dans cet article et le brevet à 

l’exception de l’imagerie par fluorescence chez la souris qui a été menée en collaboration 

avec Michelle Keramidas et le Dr. Jean-Luc Coll à l’Institut Albert Bonniot (UMR 823, 

Grenoble).  
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The efficacy of anti-angiogenic therapies on cancer patients is
limited by the emergence of resistance and by unpredictable differ-
ences in individual responses. This stimulates the search for alter-
native drugs that would block tumor angiogenesis through distinct
mechanisms. In this study, we screened an academic chemical
library (DCM, University of Grenoble-Alpes) and identified a leader
molecule, COB223, that inhibits endothelial cell migration and
proliferation. COB223 does not affect 3T3 fibroblast proliferation
but is also cytostatic on Lewis lung carcinoma (LLC) cells. The
anti-angiogenic activity of COB223 was confirmed using several
in vitro assays and an in vivo model of FGF2-soaked cellulose
sponges implanted under the skin of mice. In a mouse tumor model
developing from subcutaneously implanted LLC cells, we observed
that ip administration of doses as low as 4 mg/kg COB223 effi-
ciently reduced the growth rate of tumors without any apparent
secondary effect. We analyzed the mechanism of action of COB223
and observed that it inhibits endothelial cell ERK1/2 phosphory-
lation induced by VEGF, FGF-2 or serum. Detailed analysis of the
ERK signaling pathway allowed us to conclude that COB223 acts
downstream of PKC and upstream of Ras. This chemical molecule
represents a novel anti-angiogenic and anti -tumorigenic com-
pound with an original mechanism of action that deserves further
development as an anti-cancer drug.

angiogenesis | cancer therapy | VEGF | Ras | ERK

It is now well accepted that angiogenesis is a rate-limiting step
in tumor progression (1). Deciphering the molecular mechanisms
of tumor angiogenesis has recently allowed successful translation
into clinical applications. Novel classes of anticancer drugs that
specifically target tumor endothelial cells have been developed
and several clinical trials have demonstrated their benefits in the
treatment of distinct types of metastatic cancers (2, 3). These
include the neutralizing anti-VEGF antibody bevacizumab, the
soluble binding domain of VEGF receptors aflibercerpt and
several small tyrosine kinase inhibitors targeting VEGF receptor
and other kinases, including sorafenib, sunitinib, pazopanib and
regorafenib. However, up to now, none of the anti-angiogenic
drugs that were approved on the pharmaceutical market can
irreversibly stop tumor progression and turn back cancer tumors
into their dormant state. The major problems encountered with
anti-angiogenic drugs are that a hardly predictable but consistent
percentage of patients are or become resistant to these therapies
(2, 4). There is thus a strong need to develop second-generation
anti-angiogenic drugs that could be used in second line in resistant
patients.

In this work, we screened the recently built-up library of
the Department of Molecular Chemistry from the University
of Grenoble (France) for compounds that can efficiently inter-

fere with the angiogenic process. Such phenotypic screens - in
which a compound collection is directly assayed on cells - are
extremely effective to discover drugs with new mechanism of
action without any a priori on their biological target. Indeed, a
recent survey has established that the vast majority of first-in-
class drugs were identified by phenotypic screening (5). Although
small (1360 molecules), this library presents the advantage of
containing original non-commercial molecules. We adapted the
endothelial cell scratch-wounding assay to the 96-well microplate
format, since this assay correlates well with the in vivo angiogenic
response (6). Using this assay, we selected a family of polyamine
derivatives that potently inhibit endothelial wound healing. We
further assessed their anti-angiogenic and anti-tumorigenic po-
tencies in a series of in vitro and in vivo assays. We also succeeded
at identifying the mechanism of action of the leader molecule that
appears to inhibit the Ras/Raf/ERK pathway upstream of Ras and
downstream of the activated growth factor receptors.

Materials & Methods:
Cell Culture, small molecules and reagents:
HMEC-1, HMEC-GFP, NIH-3T3, and 3T3-GFP were main-

tained in DMEM 1g/L glucose (Invitrogen) supplemented with
10% foetal calf serum (FCS). Human dermal microvascular en-

Significance

Inhibition of tumor vascularization by anti-angiogenic
molecules has recently emerged as a complementary anti-
tumoral strategy in the toolbox of oncologists. However,
despite their success, the first-generation molecules are not
as efficient as expected due to the emergence of resistance to
these treatments. There is thus a strong demand for second-
generation molecules that would inhibit angiogenesis through
distinct mechanisms. This study shows the characterization
of such a compound that was identified by screening an
academic chemical library. The leader compound is anti-
angiogenic and anti-tumorigenic in mouse tumor models.
This promising compound appears to act upstream of the
Ras/Raf/ERK mitogenic signaling cascade and to target both
tumor cell and vascular endothelial cell proliferation.
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Fig. 1. : Effect of COB223 on cell migration and cell proliferation (A) Chemical
structure of the leader compound COB223. (B) the dose-dependent effect of
COB223 on cellular wound closure was measured as described in Material
and Methods on either HMEC-GFP (circles) or 3T3-GFP (squares). (C-F) Cell
proliferation was assayed by measuring 3H-thymidine incorporation into
HMVECd (C), HUVEC (D), 3T3 (E) or LLC/2 (F) cell cultures as described in
Material and Methods. The results are expressed as means +/- SEM from 3
independent experiments. ** : p <0.01

dothelial cells (HMVEC-d) and human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC) (Lonza) were maintained in endothelial growth
medium (EGM-2-MV, Cambrex) supplemented with 5% FCS
and additives recommended by the manufacturer. CJ7 embryonic
stem cells were cultured on 1% gelatin-coated dishes in Iscove’s
medium containing Glutamax (Iscove’s modified Dulbecco’s
medium; Invitrogen) and supplemented with 15% FCS, 1% non-
essential amino-acids, 1% ATAM, 150 µM monothioglycerol and
1000 U/mL of leukemia inhibitory factor (Chemicon). MCF-
10A cells stably overexpressing oncogenic RasG12V were kindly
provided to us by Dr O. Filhol (BCI lab, Grenoble, France).
CCL-39 fibroblasts expressing a constitutively active Raf in an
estrogen-responsive manner (7) were a generous gift from Dr
G. Pagès (IRCAN, Nice, France). Unless otherwise indicated,
antibodies were purchased from Cell Signaling, except for anti-
phospho-MAPK (Promega), anti-MAPK (Sigma) and anti-c-Raf
(BD Biosciences).

Specific methods are described in Supplementary Information
(SI Text).

Results:
Setting up the HTS screening assay:

In order to adapt the endothelial scratch wounding assay
to the constraints of high throughput screening, we decided to
use an endothelial cell line rather than primary cultures for the
sake of reproducibility. Since angiogenesis is triggered by capil-
lary endothelial cells, we selected the HMEC-1 cell line which
consists of human dermal microvascular endothelial cells stably

Fig. 2. : In vivo effects of COB223 on angiogenesis in the mouse sponge
assayCellulose sponges were implanted under the dorsal skin of Balb/c mice
and injected several times with FGF-2 and either COB223 or its vehicle as
described in Material and Methods. (A) At the end of the experiment (day
7), the neovasculature was visualized by non-invasive fluorescence imaging
(see details in Material and Methods). (B) The mice were then sacrificed and
the dorsal skin flaps were surgically collected and photographed. (C) The
sponges were homogenized and their hemoglobin content was measured.
(D) Intensity of fluorescence observed in the sponges in (A). In (A) and (D),
2 mice were analyzed in each group. In (B) and (C), 7 mice were analyzed in
each group. * : p <0.05 ; ** : p <0.01

expressing SV40 middle T antigen (8). We infected this cell line
with GFP-encoding retroviral particles and selected one clone
(thereafter named HMEC-GFP) that presented a high level of
fluorescence and a strong proliferation rate (doubling time in the
presence of serum: 22 h). We controlled that GFP expression was
stable over at least 50 passages and that these cells still expressed
endothelial markers such as VE-cadherin and CD31. In a stan-
dard assay, HMEC-GFP cells were grown until confluence in 96-
well plates in the presence of serum, scratched with the multi-tip
dispenser of the HTS automat, gently rinsed twice to eliminate
detached cells and cell debris that could liberate inflammatory
and potentially angiogenic cytokines, and incubated for 24 h in
the presence of serum and the compounds to be tested. Each
well was photographed at time 0h (after wounding) and 24h
under a motorized epifluorescence microscope and the digitized
images were analyzed using Image J to determine the percentage
of wound closure (Fig. S1). Under our standard conditions, the
closure rate was 72 ± 4 % in the positive controls and 27± 4. % in
the negative controls. The reproducibility of the assay allowed us
to calculate a z’ factor of 0.59, which indicated that this test was
compatible with high-throughput screening requirements (9).

Identification of polyamine derivatives as inhibitors of endothe-
lial cell migration:

Using this assay, we screened the academic library of the
University of Grenoble, which is composed of 1360 original
molecules. Setting the threshold of significant responses at 75%
of the maximal inhibition, we identified 80 inhibitory molecules.
At this stage, we reasoned that molecules that would affect
the cytoskeleton dynamics or the adhesion properties of any
cell type would be positive in this assay but would not repre-
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Fig. 3. : In vivo effects of COB223 on LLC/2 tumor formation(A) LLC/2
cells were injected under the skin of nude mice. Once the tumors had
reached a size of 50 mm3, the mice were injected i.p. every other day either
with 4 mg/kg or 16 mg/kg of COB223 or with vehicle alone. The volume
of the tumors is plotted versus time. (B) Tumor sections from control and
COB223-treated animals were stained with haematoxylin&eosin (revealing
pale necrotic area) and immunostained with anti-CD31 antibodies (blood
vessels), anti-phospho-ERK1/2 and anti-phospho histone H3 (proliferation
status). (C) 3 sections from each tumor were analyzed to determine which
percentage of the tumors presented with more than 15% of their surface as
necrotic. 10 control and 15 COB223-treated tumors were used in this analysis.
(D-E) Image analysis of the CD31 immunostainings allowed to quantify
microvessel density (D) and microvessel size (E). (F) Image analysis of the
mean number of phospho-H3-positive nuclei per field in control and COB223-
treated tumor sections.

sent good candidates for further development. We thus decided
to perform a secondary counterscreen of the first 80 selected
compounds on GFP-expressing 3T3 fibroblasts (3T3-GFP) using
the same scratch assay. We then focused our interest on the 5
molecules that inhibited more strongly HMEC-GFP than 3T3-
GFP wound healing. Among the most active molecules were sev-
eral polyamine derivatives. We synthesized a series of 30 analogs
and tested them at various concentrations both on HMEC-GFP
and 3T3-GFP cells. The IC50 of these molecules for wound
healing inhibition on both cell types is presented in Table S1.
The most potent compound on HMEC-GFP was COB223 with
an IC50 of 5 μM (Figure 1 A, B). COB223 was 5 times less
efficient at inhibiting wound closure of 3T3-GFP cells (Figure
1B). COB227 was also an interesting compound as, although its
IC50 on HMEC-GFP (18 μM) was larger than that of COB223,
its specificity for endothelial over fibroblastic cells was better
(Ratio of IC50s = 14). The structure-activity relationship analysis
indicated that aliphatic polyamines (ethylenediamine, diamino-
propane, putrescine) or dansyl-cadaverine were inactive on both
cell types. Careful analysis of the efficacy of the series of 30
analogs indicated that inhibition requires the presence of two hy-
drophobic substituents linked through amino/amido-containing

Fig. 4. : Effect of COB223 on growth factor-induced VEGF-R2, MEK and ERK
phosphorylations(A) Serum-starved HUVEC cells were incubated for 15 min
in the presence of either 10 ng/mL VEGF-A or 20 ng/mL FGF-2 and in the
absence or the presence of 25 µM COB223. The phosphorylations of VEGFR2
on tyrosine 1175 or tyrosine 1214, of MEK and ERK1/2 were then analyzed by
Western blot analysis of the cell lysates as described in Material and Methods.
Western blots for total VEGFR2, MEK and ERK1/2 were used as loading
controls. (B) The hybridization signals observed in A were quantitated and
the ratios between phospho-VEGFR2(Y1175) or (Y1214) and VEGFR2 signals
were normalized to the value observed in the absence of COB223. (C) The
hybridization signals observed in A were quantitated and the ratios between
phospho-ERK1/2 and ERK1/2 and between phospho-MEK and MEK were
normalized to the values observed in the absence of COB223. Additional
experiments performed with 10% fetal calf serum (FCS) as a mitogen were
included in this analysis. At least 5 experiments were analyzed per condition.
* : p < 0.05 ; ** : p <0.01

chains. Dansyl and naphthalimide aromatic groups, found in
COB223 and COB227 respectively, appeared very efficient. The
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Fig. 5. : Effect of COB223 on mitogenic or oncogenic activation of the Ras
/MEK/ERK signaling pathway (A)Serum-starved HUVEC cells were incubated
for 15 min in the presence of 10 ng/mL VEGF-A and in the absence or the
presence of 25 µM COB223. The phosphorylations of PLCγ on tyrosine 783,
of Raf on serine 338 or on serine 259 and of ERK1/2 were then analyzed by
Western blot analysis of the cell lysates as described in Material and Methods.
Western blots for total PLCγ, Raf and ERK1/2 were used as loading controls.
(B) MCF10A cells overexpressing an oncogenic version of Ras (MCF10A-
RasG12V) were treated for the indicated periods of time by 25 µM COB223.
Total ERK1/2 and phospho-ERK1/2 were then visualized by Western blotting
of the cell extracts. Non-treated regular MCF10A cells were analyzed as a
control (first lane). (C) CCL-39 fibroblasts expressing a constitutively active
Raf in an estrogen-responsive manner were stimulated for 3h with estradiol
and treated for 15 or 30 min with 25 µM COB223. Total ERK1/2 and phospho-
ERK1/2 were then visualized by Western blotting of the cell extracts. Non-
treated cells were analyzed as a control (left lanes).

presence of the diaminomethyl group on dansyl is critical for the
activity of COB223 as shown by the lower efficiency of COB235

(IC50 is 8 times higher than that of COB223). COB223 and
COB227 contain a tert-butyloxycarbonyl function (BOC group)
as a second hydrophobic group. Replacement of BOC by an
amino group decreased the efficiency and the specificity (com-
pare 05-102-L-B09 vs 05-06-L-D03, or COB227 vs COB228).
We also tested the effect of two dansyl groups (05-06-L-F11,
COB222, COB295). The molecules showed interesting properties
but the lack of water solubility precluded further development.
Replacing the amine-containing linker of COB223 by a diethylene
glycol chain in COB296 did not modify the activity, thus confirm-
ing the major importance of the dansyl and BOC groups whereas
the linking chain may be of various length and chemical nature.

As the screening was performed with GFP-expressing cell
lines that might behave differently from the original cell line or
from primary endothelial cells, we measured the dose-dependent
effect of COB223 on native HMEC-1 and 3T3 cell lines as well as
on primary dermal microvascular endothelial cells (HMVECd)
(Fig. S2). COB223 appeared to be less active on HMEC and
HMVECd (EC50 = 50 μM) than on HMEC-GFP (EC50 = 5 μM)
but its preferential action on endothelial cells versus fibroblasts
was still observed.

Anti-proliferative activity of COB223
Since angiogenesis results from stimulation of endothelial cell

migration and cell proliferation, we then checked the effects of
the leader compound COB223 on cell growth. As shown in Figure
1C and D, COB223 inhibited thymidine incorporation into both
HMVECd and HUVEC endothelial cells at concentrations above
5 µM. We also checked the effects of COB223 on 3T3 fibroblast
and LLC/2 lung carcinoma cell proliferation (Figure 1 E and F).
Interestingly, COB223 appeared to have no effect on 3T3 cells
(as already observed on cell migration) but inhibited LLC/2 cell
proliferation although less efficiently than it did on endothelial
cells. These effects were confirmed by cell cycle analysis using a
FACS cytometer (data not shown).

In parallel, we evaluated the cytotoxicity of COB223 on
these four cell lines by incubating confluent cells with various
concentrations of this compound for 24h at 37°C (Fig. S3). It
clearly appeared that COB223 was cytotoxic on all cell types at
concentrations larger than 50 µM. The major effects observed on
endothelial cell proliferation and migration at 5 to 20 µM are thus
not attributable to any cytotoxic effect.

Confirmation of the anti-angiogenic activity of COB223 in vitro:
We then wished to establish that COB223 was still active in

more biologically relevant in vitro angiogenesis assays, in particu-
lar in 3-dimensional assays that mimic endothelial sprouting in the
extracellular matrix. We grew HMEC-GFP spheroids in collagen
I gels in the absence or the presence of 10 ng/ml FGF-2 and either
10 or 20 µM COB223 and we observed the spontaneous radial
sprouting of endothelial cells after 96h of culture. As shown in
Fig. S4A and B, 10 µM COB223 inhibited both basal and FGF-2-
stimulated sprouting by 50% and 70%, respectively.

We then used a second angiogenesis assay in which embryonic
stem (ES) cells are allowed to differentiate toward the endothelial
lineage and to subsequently sprout from pre-formed spheroids
into a collagen-I gel (10). Endothelial sprouts can be visualized by
CD31 immunostaining of in toto preparations (Fig. S5). Adding
COB223 (12.5 µM) to the collagen gel at day 6 clearly resulted
in a complete inhibition of endothelial sprouting as shown in Fig.
S5A and B.

COB223 inhibits angiogenesis in vivo:
We then checked whether the anti-angiogenic effect of

COB223 could be observed in vivo. We used the mouse sponge
assay in which a cellulose sponge is soaked with FGF-2, a po-
tent pro-angiogenic factor, and subsequently implanted under
the dorsal skin of mice. FGF-2 is then injected every other day
through the skin into the sponge in the presence or absence of
either COB223 or vehicle. After 7 days, the blood vessels and
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capillaries that have grown from the skin towards the surface
of the sponge can be visualized by non-invasive image analysis
using the fluorescent marker RAFT-(RGDc)4 (also known as
Angiostamp), as recently established (11). After imaging, the
sponges can be recovered from sacrificed mice, photographed
and the angiogenic response can be monitored by determination
of the hemoglobin content of the homogenized sponges. As
shown in Figure 2, both techniques conclusively showed a strong
inhibition of the neovascular response to FGF-2 in the presence
of COB223.

COB223 reduces tumor growth and microvessel formation:
Next, we used a murine xenograft tumor assay to determine

the therapeutic potential of COB223. Nude mice were subcuta-
neously implanted with LLC/2 tumor cells and, once the tumor
volume reached 50 mm3 (i.e. at day 7), were treated i.p. every
other day either with 4 mg/kg or 16 mg/kg COB223 or with
vehicle,. Under COB treatment, we observed a similar decrease
of tumor growth (32% to 38% reduction in tumor size at day 18
post-implantation) for both doses comparatively to mice treated
with vehicle (Figure 3A). Although this inhibition is not drastic, it
is interesting to note that the reduction in tumor size results from
a decreased growth rate since the slope of the growth curve is
reduced under COB223 treatment. Hematoxylin/eosin staining of
COB-treated tumor sections revealed enlarged necrotic areas as
compared to untreated tumors (Figure 3B). Quantification of this
necrotic process indicated that 20% of untreated tumors versus
60% of COB-treated tumors presented necrotic areas larger
than 15% of their surface (Figure 3C). In addition, we inves-
tigated tumor vascularization by CD31 immunostaining (Figure
3B). A significant decrease in the density and the size (luminal
surface) of the microvessels was observed in the non-necrotic
part of COB223-treated tumors, as quantified in Figure 3 D and
E. This allowed us to speculate that the anti-tumoral effect of
COB223 might be caused, at least in part, by its anti-angiogenic
action. However, as we observed that COB223 reduces also the
proliferation of tumor cells, we analyzed the proliferative status
of control and COB223-treated tumors using two markers of
cell division, phospho-ERK1/2 and phospho-histone H3 (Figure
3B). The number of positive cells for these two markers was
significantly decreased in sections from COB223-treated tumors
(Figure 3F).

As COB227 showed a better ratio of in vitro activity between
endothelial cells and fibroblasts, we also checked its effects on in
vivo LLC/2 tumor growth. We observed no inhibition of tumor
growth and therefore stopped the development of this series of
naphtalimide compounds, as this lack of effect probably reflected
poor pharmacodynamic or pharmacokinetic properties.

Identification of COB223 mechanism of action :
We first wondered whether COB223 required to be inter-

nalized to exert its biological effect. For this, we synthesized a
covalent complex between BSA and COB223 and purified it.
Whereas COB223 (which can be visualized by its fluorescent
dansyl group) was rapidly taken up and internalized in endothelial
cells, COB223-BSA did not appear to enter these cells. Interest-
ingly, COB223-BSA was also unable to inhibit wound closure in
endothelial cells, indicating that its mode of action is intracellular.
In agreement with this conclusion, we observed that binding of
125I-VEGF-A121 to HUVEC cells was unaffected by the presence
of COB223 whereas it was efficiently displaced by unlabeled
VEGF (data not shown). We then evaluated whether COB223
could act as a protein-kinase inhibitor, although its structure
does not resemble those of ATP-competing inhibitors such as
sorafenib or sunitinib. In vitro kinase assays were performed
with a panel of purified protein-kinases involved in mitogenic
signaling, including VEGFR2, FGFR1, FGFR2, PDGFRß, Met,
Raf, MEK1, ERK1, ERK2, PKCα, PKCbI, PKCbII, PKCζ as in-
dicated in Table S2. None of them was inhibited by COB223

at concentrations up to 50 µM. We then analyzed the effect
of COB223 on VEGF-induced phosphorylations of VEGFR2,
MEK and ERK1/2 (Figure 4). COB223 did not alter the au-
tophosphorylation of VEGFR2 on tyrosine residues 1175 (this
site mediating activation of the ERK pathway) and 1214 (this
site mediating the activation of the p38 MAP kinase pathway)
(12). In contrast, VEGF-induced phosphorylations of MEK and
ERK1/2 were significantly inhibited in the presence of COB223.
When FGF-2 or fetal calf serum were used as mitogenic activators
of the MAP kinase pathway, we observed a similar inhibitory
effect of COB223 on MEK and ERK1/2 (Figure 4). A detailed
dose-response study indicated that inhibition of MAP kinase
phosphorylation was detectable at a concentration of 5 µM and
was statistically significant at 20 µM. This inhibition also appeared
to be somehow cell-specific since COB223 did not affect FGF2-
induced or serum-induced phosphorylation of ERK1/2 in 3T3
fibroblasts (data not shown). It was also specific of the p42/p44
MAP kinase pathway as activation of p38 MAP kinase phospho-
rylation in HUVEC cells by VEGF or serum was unaffected by
COB223 (data not shown). The activation of src phosphorylation
by VEGF in HUVECs was also unaffected by COB223 (data not
shown).

One important step between the phosphorylation of growth
factor receptors and the activation of ERK1/2 is the activation of
Ras. Unlike most other receptor tyrosine kinases, VEGFR2 acti-
vates Ras, not via GRB2-SOS, but via phospho-Y1175-dependent
phosphorylation of PLCγ and subsequent activation of protein
kinases-C (PKCs) (13, 14). Although the exact mechanism of
VEGFR2-induced Ras activation is still unclear, one proposed
mechanism involves PKC-mediated activation of sphingosine
kinase-1 (SPK1) (15). In agreement with these statements, we
observed that chemical inhibitors of PKC (Gö6976+Gö6983),
completely inhibited VEGF-induced ERK1/2 phosphorylation in
HUVECs whereas they only partially inhibited FGF2-induced
ERK1/2 phosphorylation (Fig. S6B). In the same assay, COB223
inhibited the phosphorylation of ERK1/2 induced by the PKC
activator PMA (Fig. S6A), confirming that it is acting downstream
of PKC. We then checked the phosphorylation of the upstream
activator of MEK, namely Raf and of the downstream target of
activated VEGFR2, namely PLCγ (Figure 5A). VEGF-induced
tyrosine phosphorylation of PLCγ on residue Y783 was unaf-
fected by COB223. In contrast, phosphorylation of Raf on residue
S338 (the target of Ras activation) was inhibited in the presence
of COB223 whereas Raf phosphorylation on residue S259 (a site
reported as a direct target of PKA and Akt/PKB) was not. The
same differential effect was observed on Raf phosphorylation
when serum was used as a mitogenic stimulus (data not shown).
We then attempted to measure the activation of Ras by using a
pull-down assay in which the Ras-binding domain of Raf is used
to catch and subsequently detect active Ras but we were unable
to generate reproducible results. In order to circumvent this lim-
itation, we checked the effect of COB223 on the phosphorylation
of ERK1/2 induced by the constitutive expression of oncogenic
RasV12 in MCF-10A cells (S9B). COB223 did not modify this
constitutive phosphorylation, suggesting that it is acting upstream
of Ras. In agreement with this observation, COB223 did not
inhibit ERK phosphorylation induced by estrogen in CCL-39
fibroblasts expressing a constitutively active Raf in an estrogen-
responsive manner.

Discussion :

Anti-VEGF antibodies (Bevacizumab) and tyrosine kinase in-
hibitors (Sorafenib, Sunitinib, Pazopanib, …) have proven some
efficacy in the treatment of several metastatic cancers (16, 17).
However, the frequent appearance of resistance to these anti-
angiogenic therapies have tempered the initial enthusiasm (18).
When resistance to a first line anti-angiogenic treatment emerges,
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changing the class of anti-angiogenic molecules (e.g. from Be-
vacizumab to a tyrosine kinase inhibitor) results in prolonged
survival of the patients (19). New anti-angiogenic molecules,
acting through distinct mechanisms than the existing ones, are
thus urgently required for second or third line treatments of
angiogenic cancers.

In this work, we searched for such new anti-angiogenic
molecules by screening an academic chemical library (from
DCM, University Grenoble-Alpes, France) that contained orig-
inal, never-patented molecules. We could identify a family of
dansylated polyamines which showed marked cell specificity as
they inhibited more strongly endothelial cell than 3T3 fibroblast
migration and proliferation. The SAR study revealed that natural
or synthetic aliphatic polyamines such as spermine, putrescine,
diaminopropane or ethylenediamine were inactive and that both
chemical goups (dansyl and BOC) present at each extremity of the
leader compound COB223 were important. So far, no biological
activity for such compounds (or closely structural analogs) has
been described.

We wondered whether COB223 required to be inter-
nalized to exert its anti-angiogenic action. The fluorescent
COB223 molecule is rapidly internalized by endothelial cells
in a temperature-dependent manner. Interestingly, uptake of
COB223 was less efficient in 3T3 fibroblasts and appeared to
correlate with the lesser biological activity of this compound
on 3T3 cell proliferation and migration. In agreement with an
intracellular site of action of COB223, we observed that coupling
COB223 to BSA (BSA is not cell-permeable) suppressed its
inhibitory effect on endothelial cell migration. In addition, we
observed no competition of COB223 with VEGF-A for its cell
surface receptors and no inhibition of VEGF-induced VEGFR2
tyrosine phosphorylation. Taken together, these observations sup-
port an intracellular mode of action for this molecule.

Careful and detailed analysis of the effects of COB223 on
the signaling pathway activated in endothelial cells by VEGF and
other endothelial mitogens such as FGF-2 and serum, led us to
the conclusions that COB223 acts downstream of the activated
growth factor receptors and upstream of activated Ras, Raf,
MEK and ERK1/2 (Fig. S7). Ras is a small G-protein acting
downstream of growth factor receptors. In quiescent cells, Ras
is bound to GDP and is inactive. Unlike most growth factors
which activate Ras through the adaptor proteins Grb2 and the
GDP/GTP exchange factor Sos, VEGF induces the recruitment
of the adaptor protein TSAd (T cell-specific adaptor) and the
effector protein PLCγ onto the phosphorylated residues Y951
and Y1175 of activated VEGFR2, respectively (14, 20). Subse-
quent phosphorylation of PLCγ induces hydrolysis of the mem-
brane phospholipid phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate into
diacylglycerol and inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3), which, in
turn, activate the PKC isoforms PKCα, PKCβ and PKCζ (21, 22).
One relevant substrate of VEGF-activated PKCs is sphingosine
kinase 1 (SPK1), which converts sphingosine into sphingosine-1
phosphate (S1P). How S1P activates Ras is still an unanswered
question but it was reported that this occurred through activation
of GAPs (GTPase activating proteins) rather than through inhibi-
tion of GEFs (Guanine exchange factors) (15). In its GTP-bound
form, Ras recruits the protein kinase Raf at the plasma membrane
and subsequently activates MEK and ERK1/2 (p42/p44 MAPK).
As we observed that COB223 inhibits not only endothelial cell
migration but also cell proliferation, the inhibition of Ras acti-
vation would certainly be decisive for triggering cell proliferation
arrest. It was more surprising to us that COB223 did not affect the
activation of p38 MAPK as this pathway, which is also stimulated
by activated VEGF receptors, has been reported to trigger cell
migration through phosphorylation of heat-shock protein 27 (23)
and LIM kinase 1 (24). One possible explanation is that other
signaling pathways implicated in cell migration such as Rho-A or

Focal Adhesion Kinase (FAK) are affected downstream of Ras
inhibition (25). More detailed studies will be required to elucidate
these mechanisms.

Intraperitoneal administration of COB223 to LLC/2 tumor-
bearing mice resulted in a significant decrease the rate of tumor
growth, suggesting a direct anti-proliferative or pro-apoptotic
effect. No difference was observed between the two doses tested,
indicating that 4 mg/kg already produced a maximal effect. This
is a much lower dose than those routinely used with other chem-
ical angiogenesis inhibitors in similar models: 30-60 mg/kg for
sorafenib or 50 mg/kg for sunitinib. Although the compound is
not yet optimized, this suggests that its bioavailability is excellent.
The intensity of fluorescence of the dansyl group of COB223
was unfortunately not sufficient to allow a detailed study of the
biodistribution of the molecule and would need further addition
of a radioactive or a more highly fluorescent tag. The tolerance
of the molecule appeared excellent as no adverse effect was
observed over a two week-long treatment with up to 16 mg/kg
COB223. The major effects observed in tumors from COB223-
treated mice were a decrease in the density and the size of the
tumoral microvessels and a marked increase in necrosis. As we
showed that COB223 is also cytostatic for LLC/2 tumor cells in
vitro, the observed antitumoral effects might result from both
an anti-angiogenic effect and a direct anti-proliferative effect
on tumor cells. COB223 appears to inhibit the growth factor-
induced Raf/MEK/ERK protein kinase cascade but to be unable
to inhibit the activation of these kinases by an oncogenic version
of Ras. It should therefore be efficient on tumor models bearing
an activated Ras pathway (due e.g. to growth factor receptor
overexpression) but inactive on those presenting oncogenic Ras
mutations. It is worth noting that, in Lewis lung carcinoma, Ras
is not mutated but is activated due to lack of p66Shc expression
(26).

Several targeted therapies that inhibit the Ras-Raf-MEK-
ERK pathway have been developed by pharmaceutical compa-
nies. The clinical performance of Ras farnesylation inhibitors has
remained disappointing (27). Several kinase inhibitors targeting
this pathway are also undergoing clinical trials. In this context,
COB223 appears as a promising leader compound targeting the
Ras pathway by a novel mechanism.
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S1 : Supplementary Materials and Methods 

Chemical synthesis of COB223 and analogs: 

W7, monodansylcadaverine, 1,2-ethylenediamine, 1,3-diaminopropane, 1,4-
diaminobutane were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis).  

General information: 

 Melting points were determined using a Reicher Thermovar apparatus and are 
uncorrected. NMR spectra were recorded on Bruker AM 300 and 400 spectrometers using 
solvent as the internal reference (DMSO-d6 at 2.49 ppm, CDCl3 at 7.24 ppm); the chemical 

shifts are reported in ppm, in  units. Mass spectra were recorded on a Polarisq Thermo 
Finnigan spectrometer. Elemental analyses were performed at “Service de microanalyse, 

Université Joseph Fourier”. Reversed-phase HPLC was performed with a -bondapak-C18 
analytical column (Waters Associates). A Waters chromatographic system was used, with 
two M-510 pumps and a photodiode array detector Waters 996 using Millenium 32 
software. A linear gradient from 0 to 100 % methanol in H2O pH 2.5 (phosphoric acid), 2 
mL/min flow rate, was used. All starting materials were commercially available 

General procedure A: 

Stoichiometric amount (0.65 mmol) of the acyl chloride and the alkylamine (RNH2) 
were mixed together in dichloromethane (3 ml) and the resulting solution was stirred for 15 
h at room temperature. Aqueous sodium carbonate solution (1M, 3 ml) was added and the 
resulting mixture was vigorously stirred for 1h and then let on standing to allow clean 
separation of the two layers.  

The organic layer was decanted, washed several times with water, and finally with 
brine. The organic layer was dried on MgSO4, filtered and evaporated to dryness under 
reduced pressure. Most of the newly synthesised molecules were isolated as oily residues.  

The purity of the new compounds was checked by analytical hplc, and the structures 
confirmed by NMR analysis.  

This procedure was performed with carboxylic acid chloride (benzoyl chloride), 
sulfonic acid chlorides (tosyl-, naphthalene sulfonyl and dansyl chlorides) or chloroformates. 
(para-nitrobenzyloxycarbonyl chloride).  

General procedure B: 

A mixture of the amine (1.5 eq.) and naphthalic anhydride (1 eq.) in EtOH was 
refluxed for 24h. The solvent was then evaporated and the residue was dissolved in the 
minimum amount of AcOEt. A large volume of Et2O was added and the resulting solid was 
filtered off. The organic phase was evaporated to dryness to give the desired product.  

General procedure C (Boc deprotection) 

The Boc protected amines were dissolved in EtOH (2 ml) and 37% HCl (2 ml) was 
slowly added to the solution cooled in an ice-bath. The solution was then kept for 1h at rt 
and the solid that had formed was filtered off. To obtain the free base, the solid was 
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dissolved in the minimum amount of water and the solution was basified by slowly adding a 
saturated solution of NaHCO3 until reaching pH 11. The aqueous solution was then extracted 
three times with CH2Cl2. The organic layer was washed with water and brine, dried over 
MgSO4 and evaporated. 

 

 

tert-Butyl 3-(4-(3-aminopropyl)piperazin-1-yl) propylcarbamate 1 

NH
2

N

N N
H

O

O  

The 1,4-bis(3-aminopropyl)piperazine in large excess (4.5 ml, 21 mmol) was diluted 
with CHCl3 (25 ml). A solution of Boc2O (0.94 g, 4.3 mmol) diluted in CHCl3 (25 ml ) was slowly 
added to the polyamine solution cooled in an ice bath and vigorously stirred. The solution 
was stirred at rt overnight. The solution was filtered and the solvent evaporated to dryness 
under reduced pressure. Saturated NaCl aqueous solution (50 ml ) was added to the 
resulting oil to precipitate the bis-Boc protected polyamine, that was filtered off and washed 
with NaCl solution. The aqueous phase was then extracted three time with Et2O. The organic 
phase was then dried over MgSO4 and evaporated to give 1 as an oily residue (700 mg, 2.33 
mmol, 54% yield). 

The 1NMR spectrum was found identical to that of the commercial reagent. 

1H-NMR (CDCl3) δ : 5.47 (s, 1H, NH), 3.13-3.19 (m, 2H, CH2NBoc), 2.72-2.76 (m, 2H, 
CH2NH2), 2.35-2.45 (m, 4H), 1.58-1.67 (m, 4H), 1.41 (s, 9H, CH3) 

 

 

tert-Butyl 3-(4-(3-(5-(dimethylamino)naphthalene-1-sulfonamido)propyl)piperazin-1-
yl) propylcarbamate; COB223 

 

The 1,4-bis(3-aminopropyl)piperazine in large excess (3 ml, 14 mmol) was diluted 
with CH2Cl2 (120 ml). A solution of dansyl chloride (0,3 g, 1.15 mmol) diluted in CH2Cl2 (30 ml 
) was slowly added to the polyamine solution cooled in an ice bath and vigorously stirred. 
The solution was stirred at rt overnight. The solution was then extracted with aqueous 1M 
citric acid solution. The aqueous phase was separated and basified by adding concentrated 



109 
 

NaOH solution. Extraction of the basic solution with CH2Cl2 afforded the mono-dansyl 
polyamine after evaporation of the organic solvent (342 mg, 0.78 mmol, 71% yield).  

The oily residue was diluted in CH2Cl2 (50 ml) and Boc2O (0.21 g g, 1 mmol) was 
added. The solution was stirred overnight, then washed once with 1N NaHCO3 and twice 
with water. The organic phase was then dried over MgSO4 and evaporated to give 267 mg of 
gummy residue that solidified upon standing (0.5 mmol, 64 % yield).  

1H-NMR (CDCl3)  8.51 (m, 1H), 8.31 (m, 1H), 8.23 (m, 1H), 7.47-7.53 (m, 2H), 7.16 (m, 
1H), 5.35 (broad s, NH), 3.16-3.22 (m, 2H), 2.94 (m, 2H), 2.3-2.5 (broad m, 8H), 1.57-1.66 (m, 

4H), 1.43 (s, 9H); 13C-NMR (CDCl3)  156.2, 152.1, 134.8, 130.2, 130.0, 129.8, 128.0, 123.3, 
119.0, 115.1, 58.1, 56.7, 53.1, 45.5, 44.3, 40.0, 28.5, 26.4, 23.8 

 

tert-Butyl 3-(4-(3-(naphthalene-1-sulfonamido)propyl)piperazin-1-yl) 
propylcarbamate; COB235 

 

COB235 was prepared following method A from 1 (200 mg, 0.65 mmol) and naphthyl 
sulfonic chloride (147 mg, 0.65 mmol). COB235 was isolated as an oil (239 mg, 75% yield).  

1H-NMR (CDCl3)  8.59-8.62 (m, 1H), 8.15-8.17 (m, 1H), 7.95-7.97 (m, 1H), 7.85-7.87 
(m, 1H), 7.43-7.54 (m, 3H), 5.37 (broad s, 1H), 5.21 (broad s), 3.11-3.13, (m, 2H), 2.87 (m, 

2H), 2.21-2.39 (broad m, 8H), 1.50-1.62 (m, 4H), 1.48 (s, 9H); 13C-NMR (CDCl3)  156.0, 134.6, 
134.2, 133.9, 129.7, 129.1, 128.2, 127.9, 126.7, 124.5, 124.2, 57.8, 56.5, 53.0, 44.0, 39.7, 
28.5, 26.4, 23.8 

 

tert-Butyl 3-(4-(3-phenylamidopropyl)piperazin-1-yl)propylcarbamate; COB237 

 

COB237 was prepared following method A from 1 (200 mg, 0.65 mmol) and benzoyl 

chloride (76 l, 0.65 mmol). COB237 was isolated as an oil (171 mg, 65% yield) 

1H-NMR (CDCl3)  8.21 (broad s, 1H), 7.77-7.81 (m, 2H), 7.35-7.47 (m, 3H), 5.36 
(broad s, 1H), 3.51 (m, 2H), 3.13 (m, 2H), 2.34-2.55 (m, 8H), 1.75 (m, 2H), 1.61 (m, 2H), 1.41 

(s, 9H); 13C-NMR (CDCl3)  167.3, 156.0, 134.9,131.2, 128.3, 127.1, 58.3, 56.8, 53.4, 53.1, 
40.8, 39.7, 28.4, 26.4, 24.3 
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tert-Butyl 3-(4-(3-(4-methylphenylsulfonamido)propyl)piperazin-1-yl) 
propylcarbamate; COB236 

 

COB236 was prepared following method A from 1 (200 mg, 0.65 mmol) and para-
toluene sulfonyl chloride (124 mg, 0.65 mmol). COB236 was isolated as an oil (197 mg, 66% 
yield). 

1H-NMR (CDCl3) 7.71 (d, 2H), 7.28 (d, 2H), 5.4 (broad s, 1H), 3.14-3.20 (m, 2H), 3.03 

(t, 2H), 2.36-2.44 (m, 13H), 1.56-1.68 (m, 4H), 1.42 (s, 9H); 13C-NMR (CDCl3)  156.1, 143.0, 
137.2, 129.6, 127.0, 57.9, 56.5, 53.0, 44.1, 39.8, 28.4, 26.3, 24.0, 21.5 

 

4-Nitrobenzyl N-[3-(4-{3-[(tert-butoxycarbonyl)amino]propyl}piperazin-1-yl)propyl] 
carbamate; COB238 

 

COB238 was prepared following method A from 1 (200 mg, 0.65 mmol) and 4-
nitrobenzyl chloroformate (140 mg, 0.65 mmol). COB238 was isolated as an oil (196 mg, 63% 
yield) 

1H-NMR (CDCl3) : δ 8.19 (d, 2H), 7.48 (d, 2H), 6.16 (broad s, NH), 5.36 (broad s, NH), 
5.17 (s, 2H), 3.28 (quad, 2H), 3.13-3.19 (m, 2H), 2.37-2.46 (m, 8H), 1.59-1.72 (m, 4H), 1.42 (s, 

9H); 13C-NMR (CDCl3)  156.2, 147.0, 144.5, 128.1, 127.1, 123.8, 64.9, 63.9, 57.1, 56.8? 53.2, 
41.0, 39.9, 28.5, 26.4, 25.6 

 

5-(Dimethylamino)-N-[3-(dimethylamino)propyl]naphthalene-1-sulfonamide; COB221 
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COB221 was prepared following method A from N,N-diaminopropylamine (314 l, 
2.5 mmol) and dansyl chloride (270 mg, 1 mmol). COB221 was isolated as an oil. The 1NMR 
spectrum was found identical to the literature data [Wang and Schneider, 1998]. 

1H-NMR (CDCl3) : δ 8.49-8.52 (m, 1H), 8.28-8.31 (m, 1H), 8.21-8.23 (m, 1H), 7.49-7.56 
(m, 2H), 7.16 (d, 1H), 2.95 (t, 2H), 2.87 (s, 6H), 2.21 (t, 2H), 2.16 (t, 6H), 1.55 (quint, 2H) 

 

5-(Dimethylamino)-N-[3-hydroxypropyl]naphthalene-1-sulfonamide; COB220 

  

COB220 was prepared following method A from 3-aminopropan-1-ol (0.19 ml, 2.5 
mmol) and dansyl chloride (270 , 1 mmol). The 1NMR spectrum was found identical to that 
of the commercial reagent. 

1H-NMR (CDCl3) : δ 8.56 (d, 1H), 8.24-8.31 (m, 2H), 7.50-7.60 (m, 2H), 7.20 (d, 1H), 
5.20 (m, 1H), 3.66 (broad m, 2H), 3.06 (quad, 2H), 2.80 (s, 6H), 1.64 (quint, 2H) 

 

2-(2-{4-[5-(Dimethylamino)naphthalene-1-sulfonyl]piperazin-1-yl}ethoxy)ethan-1-ol; 
COB224 

 

 

COB224 was prepared following method A from 2-[2-(1-piperazinyl)ethoxy]ethanol 
(0.5 ml, 2.9 mmol) and dansyl chloride (270 mg, 1 mmol). COB237 was isolated as an oil (294 
mg, 0.72 mmol, 72%) 

1H-NMR (CDCl3) : δ 8.55 (m, 1H), 8.41 (m, 1H), 8.17 (m, 1H), 7.48-7.54 (m, 2H), 7.16, 
(m, 1H), 3.49-3.62 (m, 6H), 3.22-3.25 (m, 4H), 2.87 (s, 6H), 2.53-2.57 (m, 6H); 13C-NMR 

(CDCl3)  151.8, 132.8, 130.7, 130.6, 130.5, 130.2, 128.1, 123.2, 119.8, 115.3, 72.3, 67.8, 
61.9, 57.5, 52.8, 45.5, 45.4 

 

2-{2-[5-(Dimethylamino)naphthalene-1-sulfonamido]ethoxy}ethan-1-ol; COB225 
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COB225 was prepared following method A from 2-[2-aminoethoxy]ethanol (0.5 ml, 
4.9 mmol) and dansyl chloride (270 mg, 1 mmol). COB237 was isolated as an oil (239 mg, 
0.70 mmol, 70 %) 

1H-NMR (CDCl3) : δ 8.57 (d, 1H), 8.25-8.32 (m, 2H), 7.5-7.6 (m, 2H), 7.21 (d, 1H), 5.25 
(m, 1H, NH), 3.57 (t, 2H), 3.39 (t, 2H), 3.31 (t, 2H), 3.13, (m, 2H), 2.91 (s, 6H); 13C-NMR (CDCl3) 

 1519, 135.1, 130.5, 129.9, 129.7, 129.5, 128.4, 123.4, 119.0, 114.4, 72.2, 69.2, 61.6, 45.5, 
43.2 

 

 

5-Dimethylamino-N-(2-[2-{2-(5-(dimethylamino)naphthalene-1-
sulfonamido)ethoxy}ethoxy] ethyl)naphthalene-1-sulfonamide; COB295 

 

COB295 was prepared by mixing dansyl chloride (278 mg, 1.03 mmol) and 2-[2-

(2aminoethoxy)ethoxy]ethan-1-amine (60 l, 0.4 mmol) in dioxane (5 ml). The solution was 
stirred overnight at rt. The solvent was evaporated and the residue diluted with CH2Cl2 and 
pH 10 aqueous solution. The organic phase was separated, washed with water and brine, 
dried over MgSO4 and the solvent was evaporated. COB295 was obtained as an oil, (59 mg, 
0.09 mmol, 24% yield.  

1H-NMR (CDCl3) : δ 8.46 (m, 2H), 8.22 (m, 2H), 8.15 (m, 2H), 7.40-7.47 (m, 4H), 7.10 
(m, 2H), 5.44 (br m, 2NH), 3.26-3.29 (m, 4H), 3.15 (m, 4H), 2.9-3.03 (m, 4H), 2.81 (s, 12H).  

 

tert-Butyl N-(2-[2-{2-(5-(dimethylamino)naphthalene-1-
sulfonamido)ethoxy}ethoxy]ethyl) carbamate; COB296 

 

COB296 was prepared following the procedure reported in the literature from dansyl 
chloride (200 mg, 0.74 mmol) and N-8-tert-butoxycarbonylamine-3,6-dioxaoctylamine (227 
mg, 0.91 mmol). COB296 was obtained as a gum (191 mg, 0.39 mmol, 53% yield). The NMR 
data was identical to the literature data [Guy et al., 2007].  
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1H-NMR (CDCl3) : δ 8.59-8.51 (m, 1H), 8.36-8.38 (m, 1H), 8.29-8.31 (m, 1H), 7.55-7.64 
(m, 2H), 5.48 (br s, NH), 5.04 (br s, 1H), 3.15-3.54 (m, 10H), 3.15-3.19 (m, 2H), 2.29 (s, 6H), 
1.48, (s, 9H) 

 

N-{3-[4-(3-tert-Butoxycarbonylaminopropyl)piperazin-1-yl]propyl}-1,8-naphthalimide; 
COB227 

 

COB227 was obtained using General Procedure B from naphthalic anhydride (1 g, 5 
mmol) and 1 (1.87 g, 6.25 mmol). COB227 was isolated as a solid (2.05 g, 84% yield). 

Mp 196-198°C; 1H-NMR (300Hz, CDCl3) : δ 8.60-8.63 (m, 2H), 8.21-8.24 (m, 2H), 7.75-
7.80 (m, 2H), 5.44 (s, 1H, NH), 4.42-4.30 (m, 2H), 3.15-3.10 (m, 2H), 2.50-2.57 (m, 8H), 2.38-
2.41 (m, 4H), 1.92-2.06 (m, 2H), 1.60-1.69 (m, 2H), 1.44 (s, 9H); 13C-N (100Hz, CDCl3): δ 164.4, 
156.2, 134.0, 131.7, 131.2, 128.3, 127.0, 122.9, 56.9, 56.2, 53.1, 53.1, 40.1, 39.0, 28.5, 26.3, 
25.1; MS : 481.3 [M+H] 

 

N-(3-(tert-Butoxycarbonylamino)propyl)-1,8-naphthalimide; COB283 

NN
H

O

O

O

O  

COB283 was obtained using General Procedure B from naphthalic anhydride (99 mg, 
0.5 mmol) and 3-(N-tert-butoxycarbonylamino)propyl amine (108 mg, 0.6 mmol). COB283 
was isolated as a solid (163 mg, 92% yield)  

Mp 119-120°C; 1H-NMR (DMSO-d6) : δ 8.49 (m, 2H), 8.45 (m, 2H), 7.86 (m, 2H), 6.8 
(br s, 1H, NH), 4.05 (t, 2H), 2.92 (m, 2H), 1.76 (quint, 2H), 1.35 (s, 9H); 13C-NMR (CDCl3) : δ 
164.6, 156.1, 134.1, 131.6, 131.4, 128.2, 127.1, 122.5, 38.1, 37.7, 28.6, 28.5; MS : 377.2 
[M+Na] 

 

 

N-(3-Aminopropyl)-1,8-naphthalimide hydrochloride; COB226 
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COB226 was prepared from the corresponding tert-butoxycarbonyl (Boc) protected 
amine by hydrolysis following General Method C in agreement with a reported procedure 
[Kamal et al., 2003]. Yield: 85 %, of hydroscopic residue 

 

Mp 298-299°C; 1H-NMR (DMSO-d6): δ 8.49-8.52 (m, 2H), 7.96 (broad s), 8.46-8.49 (m, 
2H), 7.86-7.91 (m, 2H), 4.10-4.15 (m, 2H), 2.79-3.04 (m, 2H), 1.94-2.03 (quint, 2H) ; 13C-NMR 
(CDCl3, free base): δ 163.7, 134.3, 131.3, 130.7, 127.4, 127.2, 122.1, 37.0, 36.9, 25.9; MS : 
255.1 [M+H],  277.1 [M+Na] 

 

N-{3-[4-(3-Aminopropyl)piperazin-1-yl]propyl}-1,8-naphthalimide hydrochloride; 
COB228 

 

COB228 was obtained either from COB227 following General Method C, or from 
naphthalic anhydride and a five fold excess of 1,4-bis(3-aminopropyl)piperazine following a 
reported procedure [Deady et al., 2000]. 

Hygroscopic solid. 

1H-NMR (DMSO-d6): δ 8.46-8.52 (m, 4H), 8.12 (broad s, 2H), 7.86-7.91 (m, 2H), 4.12-
4.16 (t, 2H), 3.2-3.6 (broad m, 14H), 2.14-2.16 (m, 2H), 1.98-2.00 (m, 2H) 

 

N-{3-[4-(3-tert-Butoxycarbonylaminopropyl)piperazin-1-yl]propyl}-3-nitro-1,8-
naphthalimide; COB280 

 

NN

O

O

NO
2

NN
H

O

O

 

COB280 was obtained using General Procedure B from 3-nitro-naphthalic anhydride 
(243 mg, 1 mmol) and 1 (373 mg, 1.2 mmol). COB280 was isolated as an oil (480 mg, 93% 
Yield)  

1H-NMR (CDCl3) : δ 9.3 (d, 1H, J 2.1Hz, Ar), 9.1 (d, 1H, J 2.1Hz, Ar), 8.77 (dd, 1H, J 0.9 
and 4.8Hz), 8.43 (m, 1H), 7.94 (m, 1H), 5.42 (br s, 1H, NH), 4.27 (t, 2H), 3.14 (m, 2H), 2.35-
2.53 (m, 8H), 2.28 (m, 4H), 1.96 (m, 2H), 1.58 (m, 2H), 1.42 (s, 9H, Boc); 13C-NMR (CDCl3) : δ 
163.2, 162.6, 156.1, 146.5, 135.6, 134.4, 131.1, 130.3, 129.2, 128.9, 124.9, 124.2, 123.4, 
56.9, 56.1, 53.2, 46.2, 40.0, 39.5, 28.5, 26.4, 24.9; MS : 526.3 [M+H] 
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N-[3-((3-tert-Butoxycarbonylaminopropyl)amino)propyl]-3- nitro-1,8-naphthalimide; 
COB281            

NN
H

N
H

O

O

O

O

NO
2

 

COB281 was obtained using General Procedure B from 3-nitro-naphthalic anhydride 
(243 mg, 1 mmol) and 3-[(3-(N-tert-butoxycarbonylamino)propyl)amino]propylamine (290 
mg, 1.2 mmol). COB281 was isolated as an oil (235 mg, 51% Yield)  

1H-NMR (DMSO-d6) : δ 9.46 (s, 1H), 8.95 (d, 1H, J 2.28Hz), 8.77 (m, 1H), 8.67 (m, 1H), 
8.05 (m, 1H), 6.74 (br s, 1H, NH), 4.21 (t, 2H), 2.93 (m, 2H), 2.44 (m, 2H), 1.77 (m, 2H), 1.46 
(m, 2H), 1.35 (s, 9H, Boc); 13C-NMR (CDCl3) : δ 163.3, 162.7, 156.3, 146.5, 135.7, 134.6, 131.1, 
130.3, 129.3, 124.7, 124.4, 123.2, 53.8, 47.4, 47.0, 39.0, 38.8, 29.8, 28.5, 28.1; MS : 
457.3[M+H] 

 

N-(3-(tert-Butoxycarbonylamino)propyl)-3-nitro-1,8-naphthalimide; COB282 

NN
H

O

O

NO
2

O

O  

COB282 was obtained using General Procedure B from 3-nitro-naphthalic anhydride 
(121 mg, 0.5 mmol) and 3-(N-tert-butoxycarbonylamino)propylamine (108 mg, 0.62 mmol). 
COB282 was isolated as a solid (137 mg, 68% Yield) 

Mp 140-141°C; 1H-NMR (DMSO-d6) : δ 9.46 (d, 1H, J 2.4Hz), 8.94 (d,1H, J 1.8Hz), 8.77 
(m, 1H), 8.67 (m, 1H), 7.05 (m, 1H), 6.82 (br s, 1H, NH), 4.06 (t, 2H), 3.03 (quat, 2H), 1.78 (m, 
2H), 1.36 (s, 9H, Boc); 13C-NMR (CDCl3) : δ 163.3, 162.8, 155.9, 146.4, 135.7, 134.6, 131.0, 
130.2, 129.1, 124.4, 124.2, 123.4, 38.1, 37.6, 28.4, 28.4; MS : 422.2 [M+Na]   

 

N-(3-Aminopropyl)-3-nitro-1,8-naphtalimide hydrochloride COB277 

NNH
2

O

O

NO
2

 

COB277 was prepared from the corresponding tert-butoxycarbonyl (Boc) substituted 
COB282 following General Method C. Yield: 88 %, of hydroscopic residue  
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Mp 263-265°C 

1H-NMR (DMSO-d6) : δ 9.48 (d, 1H, J 2.3Hz), 8.94 (d, 1H, J 2.3Hz), 8.77 (dd, 1H, J 0.8 
and 8.4), 8.68 (dd, 1H, J 1.1 and 7.3), 8.06 (m, 1H), 4.13 (t, 2H), 2.87 (m, 2H), 1.98 (m, 2H); 
13C-NMR (CDCl3) : δ 163.0, 162.5, 145.8, 136.3, 133.8, 130.8, 129.6, 129.6, 129.2, 124.1, 
122.7, 122.6, 37.4, 36.9, 25.8; MS : 300.1[M+Na]   

  

N-{3-[4-(3-tert-Butoxycarbonylaminopropyl)piperazin-1-yl]propyl}-4-dimethylamino-
1,8-naphthalimide; COB274 

NN

O

O

NN
H

O

O

N

 

COB274 was obtained using General Procedure B from 4-dimethylamino-naphthalic 
anhydride (80 mg, 0.33 mmol) and 1 (132 mg, 0.4 mmol). COB274 was isolated as an oil (170 
mg, 98% yield) 

1H-NMR (DMSO-d6) : δ 8.51 (dd, 1H, J 1.05 and 8.52Hz, Ar), 8.43 (dd, 1H, J 0.99 and 
7.29Hz), 8.34 (d, 1H), 7.75 (quat, 1H, J 1.05 and 7.87Hz), 7.21 (m, 1H), 6.76 (s, 1H, NH), 4.06 
(m, 2H), 3.31-3.46 (m, 8H), 3.08 (s, 6H, 2×CH3), 2.94 (m, 2H), 2.55 (m, 4H), 1.75 (quint, 2H), 
1.51 (quint, 2H), 1.34 (s, 9H, Boc); 13C-NMR (CDCl3) : δ 164.6, 164.1, 156.9, 156.1, 132.5, 
131.1, 130.6, 125.3, 124.9, 123.2, 115.1, 113.3, 56.7, 56.0, 53.0, 52.8, 44.7, 39.8, 38.6, 28.4, 
26.0, 24.0; MS : 524.4[M+H] 

 

N-(3-(tert-Butoxycarbonylamino)propyl)-4-dimethylamino-1,8-naphthalimide; 
COB276 

NN
H

O

O

O

O

N

 

COB276 was obtained using General Procedure B from 4-dimethylamino-naphthalic 
anhydride (80 mg, 0.33 mmol) and 3-(N-tert-butoxycarbonylamino)propylamine (82 mg, 0.4 
mmol). COB276 was isolated as a solid (130 mg, 99% Yield). 

Mp 129-132°C; 1H-NMR (DMSO-d6) : δ 8.57 (dd,1H, J 0.99 and 7.26 Hz), 8.48 (m, 1H), 
8.44 (m, 1H), 7.67 (m, 1H), 7.13 (m, 1H), 4.26 (t, 2H), 3.16 (m, 2H), 3.12 (s, 6H, 2×CH3), 1.90 
(quint, 2H), 1.45 (s, 9H, Boc); 13C-NMR (CDCl3) : δ 165.0, 164.5, 157.2, 156.1, 132.9, 131.5, 
131.3, 130.4, 125.4, 125.0, 123.0, 114.8, 113.4, 53.5, 44.9, 37.4, 28.6, 28.6 

MS : 398.2 [M+H], 420.2 [M+Na]   
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N-[3-((3-tert-Butoxycarbonylaminopropyl)amino)propyl]-4-dimethylamino-1,8-
naphthalimide; COB275 

NN
H

O

O

N

N
H

O

O  

COB275 was obtained using General Procedure B from 4-dimethylamino-naphthalic 
anhydride (169 mg, 0.7 mmol) and 3-[(3-(N-tert-butoxycarbonylamino)propyl)amino] 
propylamine (243 mg, 1 mmol). COB275 was isolated as an oil (295 mg, 92% Yield). 

1H-NMR (CDCl3) : δ 8.58 (dd, 1H, J 1.1 and 7.17 Hz), 8.48 (d, 1H), 8.42 (dd, 1H, J 1.14 
and 7.98 Hz), 7.67 (m, 1H), 7.12 (m, 1H), 5.45 (s, 1H, NH), 4.29 (t, 2H), 3.29 (quat, 2H), 3.12 
(s, 6H, 2×CH3), 2.81 (m, 4H), 2.15 (quint, 2H), 1.85 (quint, 2H), 1.43 (s, 9H, Boc); 13C-NMR 
(CDCl3) : δ 165.1, 164.6, 157.4, 156.1, 133.2, 131.7, 131.5, 130.5, 125.2, 125.0, 12.8, 114.3, 
113.4, 46.6, 46.4, 44.8, 38.2, 37.5, 28.6; MS : 455.3[M+H] 

 

 

Bis-[(3-nitro-1,8-naphthalimido)propyl]amine; COB278 

NN
H

O

O

N

O

O

NO
2O

2
N

 

 

COB278 was prepared from a mixture of 3-nitro-naphthalic anhydride (304 mg, 1.2 

mmol) and 1,3-bis(3-aminopropyl)amine (140 l, 1 mmol) in dioxane (5 ml). The solution was 
stirred overnight at rt. The solvent was then evaporated to dryness and the residue was 
solubilized in a mixture of water and CH2Cl2. The organic phase was washed several time 
with water, brine and then dried. Evaporation of the solvent gave the desired compound as 
a gum (266 mg, 72% yield). 

1H-NMR (DMSO-d6) : δ 9.4 (d, 2H, J 2.2Hz,), 8.94 (d, 2H, J 2.3Hz), 8.72 (m, 2H), 8.62 
(dd, 2H, J 1.0 and 7.3Hz), 8.01 (m, 2H), 4.07 (t, 4H), 2.59 (t, 4H), 1.75 (quint, 4H); 13C-NMR 
(DMSO-d6) : δ 162.6, 162.0, 145.6, 136.1, 133.7, 130.6, 129.4, 129.3, 129.1, 123.8, 122.6, 
122.4, 46.7, 38.5, 27.5; MS : 582.2 [M+H],  604.2 [M+Na] 

 

N-[3-(5-(Dimethylamino)naphthalene-1-sulfonamido) propyl]-4-dimethylamino-1,8-
naphthalimide; COB279 

N

N
H

O

O

S

O

O

N

NO
2
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COB279 was obtained using General Procedure A from COB277 (50 mg, 0.14 mmol) 
and dansyl chloride (50 mg, 0.18 mmol). After purification on alumina column 
chromatography, COB279 was obtained as a gum (20 mg, 23%). 

1H-NMR (DMSO-d6): δ 9.17 (d, 1H, J 2.2 Hz), 9.10 (d, 1H, J 2.1 Hz), 8.67-8.70 (dd,1H, J 
1.1 and 7.3 Hz), 8.46-8.49 (m, 1H), 8.39-8.42 (dd,1H, J 0.8 and J 8.2 Hz), 8.38,8.40 (m,1H), 
8.20-8.23 (dd,1H, J 1.2 and 7.2 Hz), 7.89-7.94 (m,1H), 7.61-7.67 (m,1H), 7.44-7.49 (m,1H), 
7.17-7.19 (m,1H), 5.75-5.79 (br s, 1H, NH), 4.12-4.16 (t, 2H), 2.88-2.94 (m, 2H), 2.85(s, 6H, 
2×CH3), 1.82-1.86 (quint, 2H); 13C-NMR(CDCl3): 163.5, 163.0, 151.9, 146.3, 135.9, 135.2, 
134.8, 131.0, 130.3, 130.1, 129.9, 129.6,129.5, 129.3, 129.2, 128.4, 124.5, 124.2, 123.2, 
122.8, 119.0, 115.2, 45.4, 40.1, 37.6, 38.2; MS : 533.2 [M+H] 

 

1,3-bis [5-(Dimethylamino)naphthalene-1-sulfonamido] diaminopropane 05-06-L-F11 

This compound was prepared from diaminopropane and an excess of dansyl chloride.  

 

Solid, mp 90°C; 1H-NMR (200Hz, CDCl3): δ 8.40-7.00 (m, 12H), 4.80 (t, 2H), 2.80 (m, 
16H), 1.35 (quint, 2H), 13C-NMR (50 MHz, CDCl3): δ 130.4, 129.4, 128.5, 123.1, 118.4, 115.2, 
45.3, 39.6, 29.7; MS: m/z 540 (M+). Microanalysis calcd for C27H32N4O4S2 C 59.98, H 5.96, N 
10.36; Found C 60.03, H 6.03, N 10.03 

 

1,4-bis[3-(5-(Dimethylamino)naphthalene-1-sulfonamido)propylamino]piperazine; 
COB222 

 

COB222 was prepared according to published procedure from a mixture of dansyl 

chloride (270 mg, 1 mmol) and 1,4-bis(3-aminopropyl)piperazine (82 l, 0.4 mmol) in 
dioxane (5 ml). The solution was stirred overnight at rt. The solvent was then evaporated to 
dryness and the residue was solubilized in a mixture of 2N HCl and CH2CL2. The organic 
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phase was removed and the aqueous phase was basified to allow precipitation of COB222. 
The 1H NMR spectrum was identical to literature data [Wang and Schneider, 1998]. 

1H-NMR (CDCl3) : δ 8.48 (d, 2H), 8.30 (d, 2H), 8.11 (d, 2H), 7.90 (s, 2H), 7.60 (m, 4H), 
7.28 (m, 2H), 2.85 (s, 12H), 2.80 (m, 4H), 2.05 ( broad m, 12H), 1.35 (m, 4H). 

 

N-(5-(Dimethylamino)naphthalene-1-sulfonamido)-N’-(tert-butoxycarbonyl)-1,3-
diamino-propane; 05-102-L-B09 

 

05-102-L-B09 was prepared as described previously [Boturyn et al., 1997].  

1H-NMR (200Hz CDCl3) : δ 8.50 (d, 1H), 8.30 (d, 1H), 8.20 (d, 1H), 7.50 (m, 2H), 7.20 (d, 
1H), 5.70 (br t, 1H), 4.50 (br t, 1H), 2.85 (s, 6H), 3.05 and 2.90 (2m, 4H), 1.50 (m, 2H), 1.35 (s, 
9H). 

 

N-(5-(Dimethylamino)naphthalene-1-sulfonamido)-1,3-diamino-propane; 05-06-L-
D03 

 

05-06-L-D03 was prepared as described previously [Boturyn et al., 1997]. 

1H-NMR (200Hz CDCl3) : δ 8.50 – 7.00 (m, 6H), 3.80 (broad m, 3H), 2.95-2.60 (m, 10H), 
1.40 (q, 2H) 

 

COB223-BSA conjugate. 

The conjugate was obtained following the route described in the following scheme.  
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The mono-dansyl polyamine 2 (303 mg, 0.65 mmol), prepared as described above for 
COB223, (303 mg, 0.65 mmol) was solubilized in CH2Cl2 (20 ml) and slowly added to a 
solution of triethylene glycol bischloroformate 3 (1.3 ml, 6.5 mmol) in CH2Cl2 (200 ml) cooled 
to 0°C. The solution was stirred at rt for 30 min. Aminoacetaldehyde dimethyl acetal (1.4 ml, 
13 mmol) and NEt3 (1.8 ml, 13 mmol) were then added and to the resulting mixture was 
stirred overnight at room temperature. The reaction was followed by TLC (silica gel, elution: 
MeOH) Diluted citric acid aqueous solution was then added to the organic solution. The 
water phase was separated, basified to pH 10 and extracted with CH2Cl2. The organic phase 
was washed with water and brine, dried over MgSO4 and evaporated. The fluorescent yellow 
oil (345 mg) thus obtained was analyzed by NMR and used in the BSA conjugation step 
without any further purification. 

5. 1H NMR (CDCl3) d 8.57-8.60 (m, 1H), 8.35-8.37 (m, 1H), 8.27-8.29 (m, 1H), 7.57-
7.59 (m, 3H), 7.21-7.24 (m, 1H), 5.7 (broad s), 5.15-5.21 (broad s), 4.43 (t, 1H, CH acetal), 
4.26 (broad s, 4H), 3.67-3.78 (m, 8H), 3.43 (s, 6H, 2xOCH3), 3.29-3.36, (m, 4H), 3.01 (m, 
2H),2.94 (s, 6H, 2xNCH3), 2.50-2.94 (broad m, 10H), 1.50-1.62 (m, 4H) 

  

The COB-acetal 5 (300 mg, 0.40 mmol) was diluted in aqueous 0.01M HCl (6 ml) and 
the pH value was adjusted to 2 by adding 1N HCl. The reaction was carried out at 20°C. The 
presence of the free aldehyde was checked by mixing a small aliquot of the reaction mixture 
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to a 2,4-dinitrophenylhydrazine aqueous solution (20 mg in 5 mL). The formation of the 
corresponding 2,4-dinitrophenylhydrazone was evidenced as a new spot on the TLC (elution: 
MeOH). 

An aliquot of the reaction mixture (300 l, 0.08 mmol) was mixed with BSA (20 mg, 
3.10-7 mol) in 2 ml of phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) at room temperature. Every 2h, 50 ml 
of a freshly prepared NaBH3CN aqueous solution consisting of 10 mg (0.26 mmol) dissolved 
in 360 ml of phosphate buffer (0.1 M, pH 7) was added to the vial. After the third addition, 
the solution was kept overnight at 4°C. The solution was then chromatographed through 
Sephadex G25 column eluted with neat water. The presence of dansyl in the fractions 
corresponding to the protein was checked by fluorescence (UV illumination at 365 nm) and 
aliquots of 10 ml were mixed with 10 ml of loading buffer (100 mM Tris-Cl, 4%SDS, 0.2% 
bromophenol blue, 20% glycerol, 200 mM dithiothreitol), denatured by heating at 90°C for 
10 min and then analyzed by SDS polyacrylamide gel electrophoresis. The fluorescent 
staining of the bands corresponding to BSA confirmed the covalent bonding of COB 
derivative. Fractions containing exclusively the BSA-COB conjugate were pooled and filtered 

through 0.22 mm filter affording 4 mol of BSA-COB conjugate (based on dansyl absorbance 

, = 4200 at 334 nm).  

Preparation of green fluorescent cell lines 

HMEC-1 or NIH-3T3 cells were infected by a defective retrovirus coding for the 
enhanced green fluorescent protein (EGFP). A construct containing EGFP under the control 
of herpetic human cytomegalovirus (HCMV) promoter, and neo gene (vector pEGFP-N1, 
Clontech, St Germain-en-Laye, France), was subcloned in the pLNCX vector. This construct 
was introduced in PT67 cells by transfection with Effectene (Qiagen, Hilden, Germany). The 
supernatant of PT67 cells was filtrated to collect viral particles, in order to infect HMEC-1 
and 3T3 cells. Neomycin-resistant clones expressing EGFP were isolated by limit dilution and 
amplified as independent cell lines. These cell lines stably expressing EGFP were named 
HMEC-GFP and 3T3-GFP.  

Scratch assay 

Confluent cell monolayers were wounded with a plastic pipet tip, washed gently with 
phosphate buffer saline (PBS) and treated with complete media containing molecules, as 
indicated. Cells were placed at 37°C into the incubator and photographed at indicated times. 
Quantitation of closure of the monolayer was performed using the NIH Image J program 
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Results are expressed as percentage of wound closure at t=24h 
as compared to the initial wound at t=0h. 

Cell proliferation 

Cells were treated with molecules in complete medium. After 22h, 1µCi per well H3 
thymidine was added for 2 hours. Cells are then fixed by 10% trichloroacetic acid and 
harvested with 0.2N NaOH, 1% SDS. Radioactivity was measured in a beta counter. 

Cell viability  

Cells were grown in medium with 0.5% FCS (LLC/2 and 3T3 cells) or 2.5% FCS (HUVEC 
and HMVEC-d cells) in presence of COB223 at different concentrations for 24 hours. WST-1 
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assay (Roche Diagnostic, Meylan, France) was then performed according to the 
manufacturer’s instructions. 

Sprouting of HMEC-GFP  

To prepare spheroids, HMEC-GFP cells were seeded at 3000 cells/well in round-
bottom 96-multiwell plates in DMEM 1 g/L glucose (Eurobio, Les Ulis, France) containing 
0.25 % methylcellulose. 48 h later, the spheroids were collected, transferred into flat-bottom 
96-well plates and embedded in collagen gel (1.2 mg/mL type I collagen) prepared in a 
Iscove’s modified Dulbecco’s medium, supplemented with FGF-2 (10 ng/mL), 50 U/mL 
penicillin and 50 µg/mL streptomycin. Treatment with COB223 (10 and 20 µM) started right 
after spheroids were included in the collagen gels. Sprouting was allowed for 24 h at 37°C. 
Images were acquired by fluorescence microscopy and analysis of gel invasion was 
performed using the freeware Image J. Statistical analysis was performed using a Kruskal & 
Wallis test. 

Invasion of HMEC-GFP spheroids in collagen matrix 

HMEC-GFP cells were developed as spheroids in an Iscove’s modified Dulbecco’s 
medium containing 0.2 % methylcellulose in round-bottom 96-multiwell plate. Two days 
later, spheroids were collected and invasion was allowed in a Iscove’s modified Dulbecco’s 
medium, supplemented with 1.2 mg/mL collagen I, 50 U/mL Penicillin, 50 µg/mL 
streptomycin. Molecules (10 or 20 µM) or FGF-2 (10 ng/mL) were added in the preparation 
before collagen gelification. 

Embryonic stem cells (ESC) differentiation into endothelial lineage 

CJ7 cells (1000 cells/well; 12-well plates) were allowed to differentiate in collagen 
gels in Iscove’s medium containing Glutamax (Iscove’s modified Dulbecco’s medium; 
Invitrogen) supplemented with 1.2 mg/mL collagen I (BD Biosciences, Bedford, MA), 15% 
fetal calf serum (Invitrogen), 450 µM monothioglycerol (Sigma-Aldrich), 10 µg/mL insulin 
(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland), 50 U/mL penicillin and 50 µg/mL streptomycin 
(Invitrogen), as previously described [Feraud and Vittet, 2003]. A cocktail of growth factors 
was also added containing 50 ng/mL human VEGF-A (AbCys) and 100 ng/mL human FGF-2 (a 
generous gift from Dr. A. Baird, Whittier Institute, La Jolla, CA). At day 6, molecules were 
added with a novel addition of 50 ng/mL human VEGF-A and 100 ng/mL human FGF-2. 
Differentiation was allowed during 11 days. 

Immunocytochemistry of embryoid bodies (EBs) 

Collagen gels containing EBs were dehydrated and fixed in 4% paraformaldehyde 
during 15 min at room temperature. EBs were incubated for 1h with a rat monoclonal anti-
mouse platelet/endothelial cell adhesion molecule (PECAM)/CD31 antibody (clone MEC-
13.3, a gift from Dr A. Vecchi, Milano, Italy) as previously described [Vittet et al., 1997], 
followed by a 40 min incubation with a cyanine-3-labeled donkey anti-rat Ig antibody 
(Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA). EBs were then mounted before 
examination under an epifluorescence microscope. For quantitation of endothelial 
sprouting, images were captured with a digital camera and measurement of the total length 
of endothelial sprouts was achieved by morphometric analysis using ImageJ software. 
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Ethics statement 

Mice were housed under conventional conditions in the animal care facility at the 
Commissariat à l'Energie Atomique et aux Energies Alternatives. All experimental procedures 
were conducted according to the institutional guidelines and those formulated by the 
European Community for the Use of Experimental Animals. The animal protocol was 
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the Commissariat à 
l'Energie Atomique. 

Mouse sponge angiogenesis assay 

Disc Cellspon cellulose sponges (thickness 2 mm, diameter 10 mm, Cellomeda; Turku, 
Finland) were implanted under the skin of Balb-c mice under general anesthesia. Mice were 
divided in three groups receiving either DMSO, FGF-2, or FGF-2 and COB223 (groups of 
respectively 6, 7 and 8 mice). The sponges were hydrated with 50 µl of PBS and 1.25% DMSO 
(vehicle of COB223), or FGF-2 (200 ng) or a mixture of FGF-2 (200 ng) and COB223 (100 µM). 
DMSO, FGF-2 and/or COB223 (50 µL) were injected again into the sponges through the skin 
on day 1 and 2. A third injection of COB223 alone was performed on day 4. On day 7, the 
vascularization of the sponges was imaged by non-invasive fluorescence imaging after i.p. 
injection of RAFT-(cRGD)4 (Angiostamp, Fluoptics, Grenoble, France) as described in 
[Keramidas et al., 2013b]. The mice were then anesthetized and sacrificed by cervical 
dislocation on day 7 and the sponges were rapidly excised and photographed. Each sponge 
was then homogenized in 1 mL RIPA lysis buffer and the supernatants were used for 
quantification. The extent of vascularization of the sponge implants was assessed by 
measuring the amount of hemoglobin using the Drabkin’s reagent (Sigma).  

Mouse LLC-tumor model 

We chose this model because of its rapid growth in syngenic mice and its strong 
dependence on angiogenesis. LLC/2 cells (106 in 50 µL medium) were subcutaneously 
injected into the right flank of nude mice. Seven days after tumor inoculation, mice were 
given an intraperitoneal (i.p.) injection of either solvent (1.7 % DMSO) or COB223 every 
other day. Tumor size was measured with calipers, and the volume was calculated according 
to the formula (L*w²)/2 where L and h stand for length and width respectively. All mice were 
killed 21 days after tumor grafting. 

Immunohistochemistry 

Tumors collected after animal sacrifice were split into two parts and fixed either in 
4% paraformaldehyde (v/v) or in formalin fixative for 24h at 4°C and embedded in paraffin 
and then cut into 7 µm sections. Sections were stained using specific antibodies and the 
avidin–biotin immunoperoxidase detection method. Endogenous peroxidase activity was 
quenched by pretreatment with 3% (v/v) hydrogen peroxide in methanol for 20 min. For 
endothelial immunohistochemistry detection, CD31 antibody (MEC13.3, BD Pharmingen) 
was incubated for 2h at room temperature. The tissue sections were subsequently washed 
three times with PBS and incubated with biotinylated rabbit anti-rat IgG (1:250 dilution in 
blocking solution; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) for 1 h at room 
temperature. After three PBS washes, the slides were incubated with an avidin: biotin 
complex (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA) for 45 minutes. After a 
final PBS wash, the immunoreactive proteins were visualized after the addition of 3,3’-
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diaminobenzidine (Dako, Trappes, France) for 2 min and then counterstained with 
hematoxylin. Control sections were treated without primary antibody. 

Western-blotting 

Serum-starved HUVEC cells were incubated for 15 min in the presence of either 10 
ng/mL VEGF-A or 20 ng/mL FGF-2 and in the absence or the presence of indicated 
concentration of COB223. COB223 was incubated 15 min prior to stimulation. Cells were 
lysed in RIPA buffer ( Tris HCl pH 7.4 10 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Na Deoxycholate 0.5%, 
EDTA 1 mM, Triton X100 1% and protease inhibitor cocktail (Sigma) for protein extraction. 
After fractionation of proteins on a 4-15% SDS-PAGE gel and blotting to a nitrocellulose 
membrane, immunoblotting detection of proteins was done using indicated antibodies 
according to manufacturer’s instruction.  
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S2 : Automatization of the endothelial wound closure assay 

Monolayers of fluorescent HMEC-GFP cells were grown in 96 well-plates and 

automatically scratched by the HTS robot. Cells were then incubated for 24h in the presence 

of 10% FCS and the various molecules to be tested. The negative (0.5% FCS alone) and 

positive (10% FCS alone) controls are also presented. A : fluorescence microscopy imaging 

of wound closure at time 0h (left column) and 24h (right column). B : Numerization of the 

images as indicated in Material and Methods allowing quantification of % of wound closure 

(indicated in the upper right corners of each panel).  
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S3 : Structure and activity of COB223 and its chemical analogs on HMEC-GFP and 

3T3-GFP wound closure.  

Each compound was tested at various concentrations (3.125 µM to 100 µM) in the 

presence of 10% FCS in cell scratching assays using either HMEC-GFP or 3T3-GFP cells. 

Quantitation of wound closure after 24h allowed to determine the IC50 of the compound for 

each cell type. The fifth column indicates the ratio between the IC50s on both cell types. The 

sixth column indicates logP as determined for each structure. 

 

Compound Formula IC50 

HMEC-

GFP 

IC50 

3T3-

GFP 

Activity 

(HMEC 

vs 3T3) 

logP 

COB223 

 

5 25 5 2.6 

COB295 

 

5 ND  3.5 

COB296 

 

5 ND  2.5 

COB275 

 

12.5 50 4 2.5 

COB278 

 

12.5 25 2 3.2 

05-06-F11 

 

15 40 2.6 3.7 

COB227 

 

18 2

50 

13.9 2.6 

H
N

H
N O

O

N

O

ON
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05-102-B09 

 

18 150 8.3 2.6 

COB238 

 

20 >50 >2.5 0.9 

COB221 

 

20 150 7.5 1.9 

COB228 

 

25 40 1.6 1.1 

COB281 

 

25 >50  2.3 

COB280 

 

25 >100  2.5 

05-06-L-D03 

 

25 200 8 1.2 

W7 

 

35 35 1 3.0 

COB235 

 

40 >50 >1.25 2.4 

COB220 

 

40 >50 >1.25 1.2 
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COB236 

 

>

50 

>50  2.0 

COB237 

 

>

50 

>50  1.7 

COB224 

 

>

50 

>50  1.3 

COB225 

 

>

50 

>50  1.1 

COB226 

 

>

50 

>50  1.1 

COB222 

 

>

50 

>50  3.6 

dansylcadaverine 

 

>50 >50  2.1 

COB274 

 

>100 ND  2.7 

COB276 

 

>100 ND   2.7 

COB277 

 

>100 ND  2.6 

N

N N
H

N

O

O

O

O

N

N
H
N O

O

O

O

N
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COB279 

 

>100 ND  3.6 

COB282 

 

>100 ND  2.6 

COB283 

 

>100 ND  2.6 

Ethylene diamine  >100 ND   

1,3-

diaminopropane 
 >100 ND   

putrescine  >100 ND   

 

 

Supplementary-3 Table 1 

  

N
H
N O

O

O

O
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S4 : Endothelial cell-specific inhibition of wound closure by COB223 

The dose-dependent effect of COB223 on cellular wound closure was measured as 

described in Material and Methods on either HMVECd or on 3T3 cells. The results are 

expressed as the percentage of wound closure (with closure observed in the presence of 10% 

FCS taken as 100%) : mean values +/- SD from three experiments.  
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S5 : Cytotoxicity assay of COB223  

Cellular toxicity was determined on confluent HMVECd (A), HUVEC (B), 3T3 (C) or 

LLC (D) cell cultures treated by various concentrations of COB223 (white bars) or vehicle 

(black bars) for 48 h. The number of viable cells was quantitated using the tetrazolium blue 

assay, as described in Material and Methods. The results are expressed as means +/- SEM 

from 3 independent experiments. * : p <0.05 ; ** : p < 0.01 
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S6: Effect of COB223 on HMEC-GFP spheroid sprouting into collagen gels.  

A : Spheroids of HMEC-GFP cells were grown in collagen gels containing the 

indicated concentrations of COB223. The sprouting area was measured from images taken at 

day 4 using Cell Profiler software. B : Spheroids of HMEC-GFP cells were grown in collagen 

gels containing either 0.1% FCS or 10 ng/ml FGF-2 and the indicated concentrations of 

COB223. The sprouting area was measured from images taken at day 3 using Cell Profiler 

software. Data are the mean +/- SD from the analyses of 10-12 spheroids (**p<0.01). Each 

graph is representative of at least 4 independent experiments.  
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S7 : Effect of COB223 on vascular sprouting of embryoid bodies into collagen 

gels 

A : Embryoid bodies derived from mouse embryonic stem cells (as described in 

Material and Methods) were grown in collagen gels in the presence of 12.5 µM COB223 or 

vehicle. On day 10 of culture, cells commited into the endothelial lineage were visualized by 

in toto immunofluorescent staining using anti-CD31 antibodies. B : The total surface 

occupied by endothelial sprouts was measured by image analysis of the pictures taken under 

an epifluorescence microscope. Data are means +/- SD of analyses performed on 17 and 19 

spheroids per condition. Similar results were obtained in 2 independent experiments. ** : p < 

0.01. 
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S8 : List of protein-kinases that are unsensitive to COB223 in vitro.  

In vitro kinase assays were performed with each of these purified protein-kinases in 

the presence or the absence of various concentrations (0.5 up to 100 µM) of COB223. None 

of these kinase activities was inhibited by more than 5% in the presence of these 

concentrations of COB223.  

 

Receptors : EGFR, FGFR1, FGFR2, VEGFR2 (KDR), Insulin Receptor, PDGFRß, 

TGFßR1, Met, Tie2  

Intracellular protein-kinases : MEK1, ERK1, ERK2, Raf, FAK, CK2, CDK2/cyclin A, 

CDK2/cyclin E, CDK6/cyclin D3, PKC, PKCI, PKCII, PKC. 
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S9 : Effect of PKC inhibitors on PMA-, VEGF- and FGF2-induced ERK 

phoshorylation.  

A : Serum-starved HUVEC cells were incubated for 5 min in the presence of 200 nM 

of PMA and in the absence or the presence of 25 µM COB223 or 5 µM Gö6983 and 5 µM 

Gö6976.The hybridization signals observed were quantitated and the ratio between phospho-

ERK1/2 and ERK1/2 was normalized to the values observed in the absence of COB223. 

Similar results were obtained in 2 independent experiments. B : Serum-starved HUVEC cells 

were incubated for 15 min in the presence of 10 ng/mL VEGF-A or 20 ng/mL FGF-2 and in 

the absence or the presence of 25 µM COB223 or 5 µM Gö6983 and 5 µM Gö6976. The 

phosphorylation ERK1/2 was then analyzed by Western blot analysis of the cell lysates as 

described in Material and Methods. Western blots for total ERK1/2 were used as loading 

controls. 
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S10 : Mechanism of action of COB223 on the ERK pathway.  

Full red arrows show the ERK signaling pathway that we established in HUVEC. The 

grey box indicates where the target of COB223 is located.  
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6 Criblage de la chimiothèque de l’Université de Grenoble 

6.1 Mise au point du test  

Dans un premier temps, nous avons choisi un test cellulaire d’angiogenèse qui soit 

pertinent et puisse être adapté aux conditions d’un criblage à haut débit. Il s’agit de 

respecter les critères suivants : il doit être facile à mettre en œuvre, rapide, au format 96 

puits, reproductible, aisément quantifiable et robuste.  

Si certains tests cellulaires tridimensionnels tels que la croissance de sphéroïdes 

endothéliaux en trois dimensions récapitulent bien les différentes étapes de l’angiogenèse - 

migration, prolifération, invasion- en revanche, ils sont difficilement miniaturisables. 

L’utilisation d’un modèle simple optimise les possibilités de standardisation. Le choix s’est 

donc porté sur le test bien connu de blessure/cicatrisation d’une monocouche de cellules 

endothéliales.  

 

6.1.1 Modèle cellulaire 

Les cellules endothéliales primaires présentent beaucoup de variabilité de lot à lot et 

c’est pourquoi notre choix s’est tourné vers la lignée de cellules endothéliales immortalisées 

HMEC-1. Par ailleurs, afin de faciliter la visualisation et l’acquisition des images des 

blessures, les cellules HMEC-1 ont été infectées par un rétrovirus codant pour l’eGFP 

(enhanced Green Fluorescent Protein) afin de les rendre constitutivement fluorescentes. Un 

sous-clonage a permis d’obtenir un clone stable exprimant fortement la GFP dans toutes les 

cellules (appelées HMEC-GFP, Figure 41), et dont la fluorescence ne diminue pas au cours 

des passages.  

 

Figure 41 : Cellules HMEC-GFP.  
(De gauche à droite : contraste de phase, fluorescence et superposition) 

 

6.1.2 Réalisation du test 

Le test de blessure a été adapté à la plate-forme de criblage à haut débit de l’institut 

iRTSV (Laboratoire pour le criblage de molécules bioactives Gen&Chem, U1038, CEA-
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Grenoble). En adaptant la position, le mouvement et la profondeur de déplacement du bras 

du robot, la monocouche de cellules endothéliales est blessée de manière uniforme dans 

tous les puits de la plaque et ce de manière reproductible (Figure 42), puis le robot procède 

au lavage des puits et à la distribution des molécules criblées. 

 

Figure 42 : Blessure des cellules HMEC-GFP par le robot de criblage. 
 

6.1.3 Choix de la chimiothèque 

En ce qui concerne la chimiothèque, notre choix s’est porté vers la collection 

académique des laboratoires CNRS de l’Université de Grenoble. Elle est constituée de 1360 

molécules originales dont nous avons pu tester l’activité anti-angiogène potentielle. Ces 

composés repris dans le DMSO (Diméthyl Sulfoxide) sont préparés dans des plaques 96 puits 

conservées à 4°C. Dans notre test automatisé, les molécules sont utilisées à la concentration 

de 25 µM dans du milieu de culture contenant 10% de SVF (Sérum de Veau Fœtal) et 0.5 % 

de DMSO. Dans un premier temps, chacune de ces molécules a été testée en triplicat.  

Le développement de macro-commandes à la fois sur les logiciels ImageJ et Cell Profiler 

m’ont permis de quantifier de manière automatique le taux de fermeture des blessures. 

Deux photographies du même puits sont prises sur un microscope inversé à épifluorescence 

l’une juste après la blessure et la mise en présence des molécules, l’autre 24h plus tard. Les 

images obtenues sont binarisées et l’aire occupée par les cellules HMEC-GFP quantifiée à t0 

et t24 heures (Figure 43 et S2 de l’article).  
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Figure 43 : Schéma du protocole de criblage. 
 

En outre, deux contrôles sont introduits dans chaque plaque. L’un dit « bio-inactif » est un 

contrôle positif de fermeture de la blessure : les cellules sont uniquement mises en présence 

de milieu de culture contenant 10% de SVF et 0.5% DMSO correspondant à la concentration 

diluant les molécules. Dans cette condition, après 24h, les blessures sont fermées à environ 

75%. Le second contrôle dit « bio-actif », est réalisé avec du milieu contenant 0.5% de SVF et 

0.5% de DMSO. Dans ce cas, le taux de fermeture de la blessure avoisine les 25%. Ces 

contrôles ont deux intérêts. D’une part, les composés potentiellement anti-angiogènes 

donneront un taux de fermeture de la blessure proche de celui du contrôle bio-actif. Par 

ailleurs, les contrôles bio-actifs et bio-inactifs permettent le calcul du facteur z’. Comme 

indiqué dans l’introduction, le calcul du facteur z’ permet de juger de la fiabilité d’un test 

[Zhang et al., 1999]. Ce coefficient permet de prendre en compte la dynamique du signal 

mesuré d’une part et la variation des données liée à la mesure du signal d’autre part. Il est 

calculé de la manière suivante :  

Z’=   
 (     )

|     |
 

où   

p= déviation standard des contrôles bio-inactifs 

n= déviation standard des contrôles bio-actifs 

µp= moyenne de signal des contrôles bio-inactifs 

µn= moyenne de signal des contrôles bio-actifs 

Un test est fiable si le facteur z’ est supérieur à 0.5. Dans notre test, z=0.59. Cette valeur a 

validé la fiabilité et la reproductibilité du test. Avec cette preuve de concept, j’ai démontré 

que notre test est adapté au criblage à haut débit.  
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6.2 Criblage primaire sur les HMEC-GFP, et secondaire sur les 3T3-GFP 

Ainsi, nous avons pu cribler les 1360 molécules de la chimiothèque avec ce modèle. 

Nous avons pu distinguer quatre phénotypes (Figure 44) : a) molécule potentiellement anti-

angiogène ; b) molécule sans effet sur la migration ; c) molécule fluorescente ; d) molécule 

cytotoxique. 

 

Figure 44 : Phénotypes observés au cours du criblage. 
 

Seul le premier cas a retenu notre attention, et, à l’issue du criblage des 1360 molécules de 

la chimiothèque académique des laboratoires CNRS de l’Université de Grenoble, nous avons 

retenu 80 molécules qui étaient des inhibiteurs de la migration des cellules endothéliales (de 

75% au minimum). Cette étape m’a permis également de faire la preuve de concept de notre 

système (calcul du facteur z’).  

Cependant, il était nécessaire de distinguer les molécules qui inhibaient spécifiquement les 

capacités migratoires et prolifératives des cellules endothéliales de celles qui peuvent 

inhiber tout type cellulaire. Pour ce faire, les 80 molécules issues du premier criblage ont été 

testées sur le même test de blessure réalisé avec des cellules fibroblastiques de souris (3T3) 

précédemment rendues fluorescente par expression de la GFP (3T3-GFP).  

L’activité inhibitrice de ces molécules a été évaluée sur les cellules HMEC-GFP et 3T3-GFP 

(Figure 1B de l’article). Nous nous sommes intéressés aux molécules présentant le meilleur 

différentiel d’activité entre les 3T3-GFP et les HMEC-GFP. Ainsi, dans ce criblage complet, 26 

molécules inhibaient spécifiquement la migration des cellules endothéliales et 5 molécules 
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présentaient une efficacité importante. Les molécules les plus actives sont des composés 

dérivés des polyamines.  

 

6.3 Caractérisation de deux familles de molécules bio-actives 

Après discussion avec nos collègues chimistes de la chimiothèque de l’Université de 

Grenoble, une vingtaine d’analogues structuraux ont été synthétisés. Cela nous a permis 

d’établir la structure minimale active. Les composés ont été testés sur les cellules HMEC-GFP 

et 3T3-GFP sur le test de blessure avec des concentrations croissantes. Les IC50 ainsi 

déterminées sont notées dans le tableau suivant (Tableau 8).  

 

Composé Formule 
IC50 

HMEC-GFP 

IC50 3T3-

GFP 

Activité 
(HMEC vs 
3T3) 

COB223 

 

5 25 5 

COB295 

 

5 ND  

COB296 

 

5 ND  

COB275 

 

12.5 50 4 

COB278 

 

12.5 25 2 

05-06-F11 

 

15 40 2.6 

COB227 

 

18 250 13.9 

H
N

H
N O

O

N

O

ON
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05-102-B09 

 

18 150 8.3 

COB238 

 

20 >50 >2.5 

COB221 

 

20 150 7.5 

COB228 
 

25 40 1.6 

COB281 

 

25 >50  

COB280 

 

25 >100  

05-06-L-D03 

 

25 200 8 

W7 

 

35 35 1 

COB235 

 

40 >50 >1.25 

COB220 

 

40 >50 >1.25 
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COB236 

 

>50 >50  

COB237 

 

>50 >50  

COB224 

 

>50 >50  

COB225 

 

>50 >50  

COB226 
 

>50 >50  

COB222 

 

>50 >50  

dansylcadaverine 

 

>50 >50  

COB274 
 

>100 ND  

COB276 

 

>100 ND  

COB277 

 

>100 ND  

N

N N
H

N

O

O

O

O

N

N
H
N O

O

O

O

N
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COB279 

 

>100 ND  

COB282 

 

>100 ND  

COB283 

 

>100 ND  

Ethylene diamine  >100 ND  

1,3-

diaminopropane  >100 ND  

putrescine  >100 ND  

 
Tableau 8 : EIC50 des composés testés sur les HMEC-GFP et 3T3-GFP. 

 

A l’issue de ce criblage, nous nous sommes alors particulièrement intéressés aux molécules 

COB223 (Figure 45) et COB227 (Figure 46).  

 

 

Figure 45 : Structure de la molécule COB223. 

 

Figure 46 : Structure de la molécule COB227. 
 

N
H
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COB223 a une IC50 de 5 µM sur les HMEC-GFP versus une IC50 de 25 µM sur les 3T3-GFP. De 

toutes les molécules à notre disposition, COB223 s’est avérée la plus efficace dans les tests 

d’angiogenèse in vitro. A ce jour, elle reste la structure minimale identifiée comprenant un 

groupement dansyl, une pipérazine et un BOC. Le cycle dansyl confère la lypophilie aux 

composés et est fluorescent à 330 nm. L’autre composé qui a retenu notre attention, 

COB227, présente une activité quatorze fois plus importante sur les HMEC-GFP que sur les 

3T3-GFP.  

Les composés étant des dérivés polyaminés, nous avons inclus dans nos tests les polyamines 

naturelles (putrescine, 1,3-diaminopropane et ethylene diamine). Ces polyamines sont 

inefficaces sur les deux types cellulaires.  

L’analyse de la relation structure-activité montre que les groupements aromatiques dansyl 

(dans COB223) ou naphtalimide (dans COB227) sont des éléments essentiels pour leur 

activité. De plus, ces deux composés possèdent un groupement BOC (fonction tert-

butyloxycarbonyl), également nécessaire pour obtenir l’efficacité maximale des molécules.  

Les deux molécules COB223 et COB227 ont été plus étudiées dans la suite du projet. 

Néanmoins, COB227 a rapidement été abandonnée par la suite, car cette molécule n’a pas 

démontré d’activité anti-angiogène et anti-tumorale in vivo.  

C’est pourquoi, nous nous sommes concentrés sur COB223, notre molécule leader, que j’ai 

testé sur différents types de tests d’angiogenèse, in vitro et in vivo et pour laquelle j’ai 

essayé de déterminer son mécanisme d’action. 

 

6.4 Analyse de l’activité de COB223 sur différents types endothéliaux 

 Test de blessure 

Différents types cellulaires ont servi à tester les molécules d’intérêts et notamment COB223. 

Afin de vérifier la différence d’activité vue sur les HMEC-GFP par rapport aux 3T3-GFP (Figure 

1B de l’article), j’ai tout d’abord vérifié que ce différentiel existait toujours en utilisant les 

cellules HMEC-1 et 3T3 non transfectées avec la GFP, la GFP ayant pu modifier leur 

phénotype.  

Là encore, nous avons observé une activité préférentielle de COB223 sur la migration des 

cellules HMEC-1 par rapport aux 3T3. En traitant les cellules par des quantités croissantes de 

molécules j’ai pu déterminer l’IC50. Les IC50 déterminées sont pour chacun des types 

cellulaires notées dans le tableau suivant (Tableau 9) : 

 

HMEC-GFP 3T3-GFP HMEC-1 3T3 

COB223 3-5 µM 25 µM 25 µM 100 µM 

 
Tableau 9 : Inhibition de la fermeture d’une blessure par COB223. Détermination de l’IC50. 
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Néanmoins, nous avons noté que l’IC50 est plus importante pour ces deux types de cellules 

que pour des lignées exprimant la GFP. Pour se rapprocher d’un système plus physiologique, 

nous nous sommes ensuite intéressés à l’activité sur les cellules endothéliales primaires 

HMVECd et HUVEC. Les IC50 alors observées varient de 5 µM à 40 µM (S4 de l’article). Cette 

variabilité est due à l’hétérogénéité des cellules endothéliales primaires. Pour d’autres types 

cellulaires non endothéliaux (COS.7, HeLa) COB223 présente une IC50 similaire à celle 

obtenue avec les 3T3. 

 Prolifération 

Les propriétés anti-prolifératives de COB223 sur différents types cellulaires ont été 

évaluées par une mesure de l’incorporation de thymidine tritiée (Figure 1C, 1D, 1E et 1F de 

l’article) d’une part et par l’analyse du cycle cellulaire en FACS d’autre part (Graphique 4).  

 

Graphique 4 : Effet de COB223 sur le cycle cellulaire de différents types cellulaires.  
 

Les deux méthodes ont montré qu’après 24h de traitement, COB223 inhibe la prolifération 

des cellules endothéliales primaires et des cellules tumorales dès 5 µM et ce, de manière 

dose-dépendante. Cependant, COB223 n’est pas efficace sur les cellules fibroblastiques 3T3.  

J’ai ensuite analysé la phosphorylation de ERK1/2 par Western Blot des extraits protéiques 

d’HUVEC stimulées par du SVF en présence de différentes concentrations de COB223 (Figure 

47). Sur ces échantillons, on observe une diminution de la phosphorylation de ERK1/2 

induite par le SVF.  
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Figure 47 : Analyse par WB de l’effet de COB223 sur la voie ERK. 
 

La voie de signalisation ERK est la principale voie impliquée dans la prolifération des cellules 

HUVEC. Ces résultats sont donc cohérents avec la diminution de la prolifération observée en 

analyse du cycle cellulaire et par incorporation de thymidine tritiée. Ces premières 

observations ont ensuite orienté notre étude mécanistique vers l’étude de la voie de 

signalisation ERK. 

 Viabilité et toxicité 

Pour déterminer la viabilité des cellules en présence de COB223, j’ai utilisé un test 

WST1 (Roche). Dans ce test, des sels de tétrazolium sont ajoutés dans le milieu des cellules 

contenant 0.5% SVF. Une déshydrogénase mitochondriale transforme ces sels en formazan 

dont l’absorbance est quantifiable à 440 nm. La mesure de la DO à cette longueur d’onde est 

le reflet de la viabilité des cellules. J’ai établi que COB223 n’a pas d’effet toxique aux 

concentrations utilisées dans nos tests (S5 de l’article). La toxicité n’apparait qu’au-delà de 

24 heures à plus de 50 µM. Les effets observés sur la migration et la prolifération ne sont pas 

dus à un effet toxique.  

 

6.5 Effet sur l’angiogenèse in vitro et in vivo 

 In Vitro 

J’ai déterminé l’activité anti-angiogène de COB223 dans d’autres tests d’angiogenèse 

plus complets. J’ai évalué la capacité de COB223 à inhiber la migration et l’invasion des 

cellules endothéliales sur 3 tests cellulaires (bourgeonnement endothélial, différenciation 

des cellules souches embryonnaires murines et migration en chambre de Boyden).  

Pour le premier test, des sphéroïdes de cellules HMEC-GFP sont inclus dans un gel de 

collagène de type I en présence ou non de COB223 à 10 et 20 µM. Après quelques jours, les 

sphéroïdes bourgeonnent spontanément. Ce bourgeonnement est amplifié en présence de 

FGF-2. Dans les deux cas, j’ai constaté que la molécule inhibait fortement le 

bourgeonnement (respectivement de 50% et 70%) (S6 de l’article).  
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Sur le modèle de différenciation des cellules souches embryonnaires murines en cellules 

endothéliales, j’ai observé que COB223 inhibe le bourgeonnement endothélial. Une 

concentration faible de l’ordre de 12.5 µM inhibe totalement le bourgeonnement (S7 de 

l’article). 

Enfin, COB223 inhibe la migration des cellules dans un test en chambre de Boyden. Les 

cellules utilisées, les HMVECd sont ensemencées sur le filtre et le chimioattractant ajouté 

dans la chambre inférieure est le sérum. Là encore, en présence de 20 µM de COB223 dans 

le milieu, les HMVECd ne migrent pas à travers le filtre (Graphique 5). Cet effet est visible 

dès 4 heures et persiste à 24 heures.  

 

Graphique 5 : Effet de COB223 sur la migration endothéliale en chambre de Boyden. 
 

L’ensemble de ces résultats confirme l’activité anti-angiogène in vitro de la molécule 

COB223.  

 In Vivo 

A ce stade, il était nécessaire d’évaluer le potentiel anti-angiogène in vivo de ce 

composé. Nous avons choisi le modèle d’implantation sous-cutanée d’éponge chez la souris 

décrit dans l’introduction. Le jour de l’implantation, les éponges de cellulose sont 

imprégnées du facteur angiogène FGF-2 (200 ng) en présence ou non de COB223 (100 µM) 

ou de son solvant. Des injections similaires dans l’éponge à travers la peau sont répétées les 

2 jours suivants. Après une semaine, l’angiogenèse a été visualisée par imagerie de 

fluorescence en injectant le RAFT-RGD-Cy5 qui va cibler spécifiquement l’intégrine v3 des 

néo-vaisseaux. L’induction de l’angiogenèse par le FGF-2 est fortement diminuée en 

présence de COB223 (Figure 2 de l’article). Après retrait de l’éponge, l’observation 

macroscopique et la quantification de l’hémoglobine dans l’éponge confirment l’effet anti-

angiogène in vivo de COB223. 

J’ai ainsi démontré que nous avions sélectionné une molécule, COB223, qui inhibe 

l’angiogenèse à la fois dans les modèles in vitro et in vivo. Les thérapies anti-angiogènes 
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représentent une stratégie thérapeutique dans le traitement des cancers. Il était alors 

pertinent d’évaluer son activité anti-tumorale.  

 

6.6 Effet sur la tumorigenèse in vivo, modèle TSA-luc et LLC/2-luc 

Afin d’évaluer l’activité de COB223 sur le développement tumoral, nous avons utilisé 

deux modèles de tumorigénèse in vivo.  

Le premier modèle que nous avons choisi consistait à utiliser des cellules TSA (cellules de 

carcinome mammaire murin) exprimant la luciférase (TSA-luc) [Sancey et al., 2009]). Les 

cellules en suspension dans 100 µL de Matrigel sont implantées dans le flanc droit de souris 

Nude en sous-cutanée. La croissance des tumeurs est mesurée au pied à coulisse mais 

également par l’injection de luciférine. La quantité de lumière générée par les cellules est 

donc le reflet de la croissance tumorale. Il s’agit d’une technique d’imagerie non invasive par 

bioluminescence. En contrôle la taille des tumeurs est également mesurée au pied à coulisse 

et évaluée par la formule L x l2 x 0,5 dans laquelle L et l représentent la longueur et la largeur 

de la tumeur respectivement.  

Quand les tumeurs atteignent 50 mm3, le groupe de souris traitées reçoit 25 mg/kg de 

COB223 en intrapéritonéal tous les deux jours. Le groupe contrôle est injecté avec du PBS 

(Phosphate Buffer Saline)-1.7% DMSO (solvant de COB223). Le suivi de la croissance se 

poursuit pendant deux semaines. Dans ce modèle, on observe une diminution significative 

de la croissance des tumeurs dans le groupe des souris traitées comparativement au groupe 

contrôle (Graphique 6). Ces résultats sont corrélés à une diminution de la luminescence chez 

les souris traitées (Figure 48 et Graphique 7).  

 

Graphique 6 : Expérience de xénogreffe dans des souris Nude. 
Implantation de cellules TSA-luc et mesure au cours du temps au pied à coulisse de la taille 

des tumeurs. 
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Figure 48 : Luminescence des tumeurs TSA-luc dans les souris Nude. 
 

 

Graphique 7 : Quantification de la luminescence des tumeurs à J15. 
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Ces premiers résultats in vivo montrant un effet de COB223 sur la tumorigenèse, nous ont 

conduits à poursuivre nos recherches en utilisant une autre lignée tumorale, les LLC/2 (Lewis 

Lung Carcinoma/2) connue pour répondre aux thérapies anti-angiogènes [Zhou et al., 2013] 

[Kamlah et al., 2009] [Savai et al., 2009]. Les cellules sont implantées en sous-cutanée dans 

les souris Nude. Lorsque la taille des tumeurs atteint 50 mm3, les souris reçoivent 4 ou 16 

mg/kg de COB223 en injection intrapéritonéale tous les deux jours ou du PBS-DMSO 

uniquement. Les cellules expriment de manière endogène la luciférase, ce qui m’a permis de 

suivre la croissance des cellules tumorales par bioluminescence et par mesure au pied à 

coulisse. Là encore, j’ai constaté une diminution significative de la taille des tumeurs. J’ai 

donc montré dans deux modèles de tumorigénèse in vivo, que COB223 réduit de manière 

significative, la croissance tumorale (Figure 3A de l’article).  

J’ai procédé à des marquages sur les coupes de tumeurs. Après coloration hématoxyline-

éosine, on observe une surface nécrotique des tumeurs augmentée de manière significative 

dans les souris traitées (Figure 3B et 3C de l’article). Dans 6 tumeurs traitées sur 10, la 

surface nécrotique occupe plus de 15% de la surface totale de la tumeur. C’est le cas dans 

uniquement 2 tumeurs contrôles sur 10.  De plus, l’immunomarquage CD31 spécifique des 

cellules endothéliales révèlent que les tumeurs traitées sont moins bien vascularisées que 

les tumeurs contrôles (Figure 3A, 3D et 3E de l’article). Par ailleurs, COB223 présente une 

activité anti-proliférative in vitro, notamment sur les LLC/2. J’ai évalué sa capacité à 

empêcher la prolifération des cellules tumorales in vivo. Pour cela, j’ai mesuré deux 

marqueurs de la prolifération : phospho-histone H3, et l’activité de la voie ERK par la 

phosphorylation de ERK. Dans les deux cas, on observe une diminution significative du 

marquage phospho-histone H3 et phospho-ERK1/2 sur les coupes de tumeurs traitées par 

COB223 (Figure 3B et 3F). Pour expliquer ce résultat, deux hypothèses sont possibles : d’une 

part, la diminution de la taille des tumeurs pourrait être liée à une diminution de 

l’angiogenèse, et à une diminution de la prolifération cellulaire des cellules tumorales. Cet 

effet n’est pas corrélé avec une augmentation de l’apoptose cellulaire, car les marquages 

TUNEL (dUTP nick end labeling) n’ont pas montré de différences significatives entre les 

tumeurs traitées et non traitées. D’autre part, on peut également envisager que la 

diminution de la taille de la tumeur (effet direct de COB223 sur les cellules tumorales) peut 

contribuer à une diminution de la vascularisation tumorale.  

7 Recherche de la cible et du mécanisme d’action  
 

Parallèlement aux études in vivo, j’ai recherché le mode d’action et la cible 

moléculaire de COB223. D’après les résultats obtenus sur les tests d’angiogenèse, j’ai 

privilégié une approche sur les cellules endothéliales primaires.  
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7.1 Pénétration de COB223 dans les différents types cellulaires 

Le groupement dansyl de COB223 lui confère une fluorescence (=330 nm). J’ai tiré 

parti de cette spécificité pour observer si COB223 pénétrait dans les cellules. Sur des cellules 

en culture j’ai ajouté COB223 à 25 µM et suivi en microscopie, l’entrée de COB223. Dans les 

cellules endothéliales HMEC-1 (Figure 49), on remarque que COB223 s’internalise très 

rapidement dans les cellules. Après 5 minutes, on voit l’accumulation de COB223 dans le 

cytoplasme où il apparaît sous forme ponctuée. Des résultats similaires ont été observés 

dans les HMVECd et les HUVEC. 

 

 

Figure 49 : Pénétration de COB223 dans les cellules HMEC-1. 
 

A contrario, dans les cellules fibroblastiques 3T3, l’entrée de COB223 est beaucoup moins 

massive, les cellules apparaissent moins marquées (Figure 50).  

 

Figure 50 : Pénétration de COB223 dans les cellules 3T3. 
 

Le fait que COB223 pénètre de manière moins efficace dans les cellules 3T3 pourrait être 

une explication à son inefficacité à inhiber la prolifération et la migration de ce type 

cellulaire. Dans tous les autres types cellulaires testés (COS.7, HeLa, LLC/2, MDA-MB231…) 
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nous avons observé que COB223 s’internalise dans les cellules avec une cinétique identique 

à celle vue dans les cellules endothéliales. 

 

7.2 Effet intracellulaire de CO223  

Les résultats précédents laissaient penser que l’action de COB223 a lieu sur une cible 

intracellulaire. Il était néanmoins nécessaire de confirmer que COB223 n’agit pas sur la 

partie extracellulaire d’une protéine. Pour cela, nos collègues chimistes ont réalisé une 

molécule COB223 couplée à de l’albumine (COB-BSA (Bovine Serum Albumin)). Il était 

attendu que ce complexe volumineux ne pénètre pas dans les cellules.  

 

Figure 51 : Pénétration de COB223 versus COB223-BSA dans les cellules HUVEC. 
 

Avec la même méthodologie que précédemment, j’ai observé l’entrée de COB223 versus 

COB223-BSA dans les cellules HUVEC. Comme attendu, COB223 s’internalise rapidement 

dans les cellules alors que COB-BSA est indétectable dans les HUVEC (Figure 51).  

Ceci étant établi, j’ai étudié l’effet de ces deux composés sur le test de blessure sur des 

cellules HUVEC. Dans cette expérience (Graphique 8), COB223 inhibe fortement la fermeture 

de la blessure des cellules à de faibles concentrations. Dans le cas de la molécule COB-BSA, la 

fermeture de la blessure n’est absolument pas inhibée avec un taux de fermeture identique 

au contrôle, même à de fortes concentrations.  
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Graphique 8 : Effet de COB223 versus COB223-BSA sur la fermeture de blessure. 
Cellules HUVEC. 

De cette expérience, j’ai conclu que COB223 doit pénétrer à l’intérieur des cellules pour 

avoir une activité anti-angiogène. 

 

7.3  Recherche d’une compétition avec le transporteur des polyamines 

La molécule COB223 possède plusieurs groupements amines primaires et 

secondaires. Elle peut donc être considérée comme une polyamine au même titre que les 

polyamines naturelles, la putrescine, la spermine et la spermidine, présentes dans tous les 

organismes. Les polyamines peuvent se lier à l’ADN, l’ARN, aux protéines, ainsi qu’aux 

polysaccharides et aux phospholipides. Les polyamines sont impliquées dans de nombreux 

processus cellulaires comme la prolifération et l’angiogenèse [Thomas and Thomas, 2001].  

Dans les cellules endothéliales, l’inhibition des polyamines induit l’augmentation de la survie 

en réponse à l’hypoxie en augmentant la réponse de la voie PI3K/AKT [Kucharzewska et al., 

2009]. Les polyamines sont impliquées diversement dans la progression tumorale [Gerner 

and Meyskens, 2004].  

L’homéostasie des polyamines est dérégulée et les taux de polyamines intracellulaires ainsi 

que leur transport sont augmentés dans les cellules tumorales. Des stratégies anti-tumorales 

ciblant les polyamines [Casero and Marton, 2007] se sont développées [Svensson et al., 

2008] où l’inhibition des polyamines par un analogue structural permet d’améliorer la 

réponse à un traitement anti-tumoral [Carew et al., 2008].  

Dans ce contexte, nous avons envisagé que COB223 pouvait être un analogue structural des 

polyamines utilisant les mêmes mécanismes pour pénétrer dans les cellules. J’ai donc étudié 

si COB223 était un compétiteur des polyamines naturelles pour leur transporteur.  

L’entrée de polyamines exogènes est régulée par un système de transport des polyamines. 

Les polyamines sont transportées activement à travers la membrane plasmique par des 
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transporteurs de cations (OCTs : Organic Cation Transporters) ou des transporteurs de 

solutés (SLCs : Solute Carriers) [Abdulhussein and Wallace, 2014] [Sala-Rabanal et al., 2013].  

Les cellules HUVEC sont incubées à 4°C avec de la putrescine tritiée. La liaison est ensuite 

déplacée avec des concentrations croissantes de putrescine ou de spermine froides ou de 

COB223 (Graphique 9).  

 

 

Graphique 9 : compétition de COB223 avec le transporteur des polyamines. 
put H3 : putrescine tritiée ; CTL : contrôle ; put : putrescine ; sperm : spermine 

 

En présence de putrescine, et de spermine, on observe un déplacement de la liaison : la 

putrescine et la spermine sont capables de se lier au transporteur des polyamines. En 

revanche, COB223 ne peut pas déplacer la liaison putrescine tritiée-récepteur. COB223 n’est 

pas un compétiteur des polyamines naturelles et ne pénètre pas dans les cellules par leur 

transporteur. 

 

De ces expériences, j’ai déterminé que COB223 agit de manière intracellulaire dans les 

cellules et j’ai exclu la possibilité d’une cible extracellulaire qui empêcherait par exemple la 

liaison d’un ligand à son récepteur.  

 

7.4 Effet de COB223 sur la signalisation induite par le VEGF. 

7.4.1 Effet de COB223 sur les kinases 

De nombreux inhibiteurs de l’angiogenèse sont des inhibiteurs de kinases. Nous 

avons évalué par un test d’activité in vitro réalisé par la société Millipore, si COB223 pouvait 
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être un inhibiteur de kinase. De par son effet sur la prolifération, nous l’avons testé sur les 

kinases du cycle cellulaire (CDK2/cyclinA, CDK2/cyclinE, CDK6/cyclinD3, CHK1 et CHK2) et de 

la voie de signalisation ERK (MEK1, CK2, FAK, MAPK1, MAPK2, c-Raf). Certains récepteurs 

tyrosine-kinase de facteurs de croissance sont également la cible d’inhibiteur et ont été 

inclus dans notre test (EGFR, FGFR2, récepteur à l’insuline, PDGFR, TGFR1, Tie2, VEGFR2, 

Met (récepteur du facteur de croissance des hépatocytes HGF)). Sur toutes ces kinases, 

COB223 n’agit pas comme un inhibiteur même à concentration élevée (S8 de l’article).  

 

7.4.2 Test de compétition avec le VEGF 

J’ai vérifié si COB223 entre en compétition avec le VEGF pour son récepteur. Pour 

cela, les cellules HUVEC sont incubées avec 0.2 nM I125-VEGFA121. La liaison du VEGF à son 

récepteur est efficacement déplacée par des doses importantes de VEGF froid. En revanche, 

cette liaison n’est pas affectée par COB223 à 20 ou 100 µM (Graphique 10). 

 

Graphique 10 : Compétition de COB223 avec le VEGF dans les cellules HUVEC. 
 

De cette expérience, j’ai conclu que COB223 n’entre pas en compétition avec le VEGF sur son 

récepteur. 

 

7.4.3 Effet de COB223 sur l’internalisation du VEGFR-2 

Comme décrit en introduction, la signalisation des récepteurs et notamment celle du 

VEGFR-2 est en partie médiée par son internalisation. Pour connaître l’effet de COB223 sur 

l’endocytose du VEGFR-2 j’ai utilisé deux stratégies. La première consiste à observer en 

microscopie le devenir intracellulaire du VEGFR-2 après sa stimulation par le VEGFA-165. J’ai 

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

c
p

m
 



157 
 

étudié cette hypothèse par des expériences d’internalisation du VEGFR-2 dans des cellules 

endothéliales primaires en présence de COB223.  

Dans cette expérience, les cellules HUVEC sont déprivées sur la nuit. Les cellules sont ensuite 

mises en présence d’un anticorps dirigé contre le domaine extracellulaire du VEGFR-2 

pendant 30 minutes à 4°C. Cet anticorps a la particularité d’avoir un seul fragment Fc ce qui 

n’empêche pas la liaison du VEGF-A à son récepteur [Manickam et al., 2011]. Dans ces 

conditions, l’anticorps peut se lier au récepteur mais celui-ci ne s’internalise pas. Les cellules 

sont ensuite stimulées par du VEGF-A165 en présence ou non de COB223 et incubées à 37°C 

ce qui déclenche l’internalisation du complexe Ac-VEGFR-2/VEGFR.  

 

Figure 52 : Protocole d’étude de l’internalisation du VEGFR-2. 
 

A l’arrêt de l’expérience, un lavage acide permet d’enlever le VEGFR-2 à la membrane, ce qui 

permet de n’observer que le VEGFR-2 intracellulaire. Les cellules sont fixées et un anticorps 

fluorescent dirigé contre le premier anticorps permet de visualiser la localisation du 

complexe Ac-VEGFR-2/VEGF. Lorsque ce complexe atteint les endosomes, il est détruit, la 

fluorescence disparait (Figure 52).  

Sur ces images, on voit à T0, un marquage membranaire du VEGFR-2. Après stimulation du 

VEGFR2 par le VEGFA, après 15 minutes, un marquage intracellulaire, ponctué ce qui suggère 

que le complexe Ac-VEGFR-2/VEGF est bien internalisé (Figure 53). A 30 min puis à 45 min, 
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aucun marquage intracellulaire n’est détectable. Le complexe est passé dans les endosomes 

où les partenaires se sont dissociés. 

En revanche, en présence de COB223, j’ai observé un ralentissement de l’internalisation du 

VEGFR-2 (Figure 53) dans les cellules. A 15 min, un très faible marquage est visible ce qui 

suggère que le complexe Ac-VEGFR-2/VEGF est toujours fixé à la membrane ou peu 

internalisé. A 30 min, on observe un signal similaire à celui observé à 15 min dans la 

condition contrôle et qui perdure à 45 min en présence de COB223. 

 

 

Figure 53 : Internalisation du VEGFR-2 dans les cellules HUVEC en présence de COB. 
 

Ces résultats suggèrent que la cinétique d’internalisation du récepteur du VEGF pourrait être 

affectée par COB223. Des expériences complémentaires de colocalisation avec les vésicules 

d’internalisation seraient nécessaires pour connaître le devenir du VEGFR-2 dans ces 

conditions. Le récepteur pourrait être en effet engagé préférentiellement vers la voie de la 

dégradation via les vésicules contenant Rab7 au lieu de la voie du recyclage induite par les 

vésicules contenant Rab 5/4/11. Il est connu que les corécepteurs du VEGFR-2 sont 

décisionnels pour cette orientation. Par exemple, NRP1 oriente le trafic du VEGFR-2 vers les 

vésicules de recyclage [Ballmer-Hofer et al., 2011].  

Ces expériences dont les résultats sont intéressants n’ont néanmoins pas été poursuivies 

dans un premier temps. Les effets observés sur le ralentissement du VEGFR-2 sont tardifs 
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par rapport à ceux que j’ai observés sur la voie de signalisation ERK (voir ci-après). Aussi, on 

peut penser que le ralentissement trafic du VEGFR-2 est une conséquence de l’action de 

COB223 et non pas son site d’action primaire.  

 

7.4.4 Les partenaires du VEGFR-2 : cibles potentielles de COB223  

Comme indiqué dans le paragraphe précédent, il est connu que des protéines 

membranaires comme synectine, EphrineB2 ou Neuropiline-1 s’associent au VEGFR-2 et 

qu’elles sont indispensables à une bonne signalisation et internalisation de ce récepteur. 

COB223 pourrait interagir avec l’un de ces partenaires et perturber la signalisation du 

récepteur. J’ai mis au point des expériences de co-immunoprécipitation du récepteur 

VEGFR-2 phosphorylé sur la tyrosine 1175 et de l’EphrineB2, de la synectine ou de la 

Neuropiline-1. Il s’agit là de la 2ème stratégie mise au point pour étudier le rôle potentiel de 

COB223 dans l’endocytose du VEGFR-2.  

Les cellules HUVEC sont déprivées sur la nuit, puis stimulées par du VEGF pendant 15 ou 30 

minutes en présence ou non de COB223. Des extraits protéiques totaux sont 

immunoprécipités avec l’anticorps anti-phospho Y1175-VEGFR-2 et analysés sur gel SDS-

PAGE. Les immunoblots sont réalisés avec les anticorps dirigés contre les protéines d’intérêt. 

Sur les extraits totaux avant immunoprécipitation (Input), nous n’avons pas observé d’effet 

notable de COB223 sur les protéines synectine, EphrineB2, NRP1 (Figure 54). L’activité de 

COB223 est confirmée par la diminution de la phosphorylation de ERK1/2 (voir chapitre 

suivant).  
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Figure 54 : Etude des partenaires d’internalisation du VEGFR-2.  
 

Après immunoprécipitation, nous n’avons pas observé de différence d’association du VEGFR-

2 avec ses partenaires. Ces expériences, délicates à mettre en œuvre, ne nous ont pas 

permis d’identifier une cible évidente pour COB223. C’est pourquoi, nous avons focalisé 

notre étude sur la voie de signalisation pour laquelle l’inhibition de phospho-ERK par 

COB223 est reproductible.  

 

7.4.5 Etude de la voie de signalisation ERK 

Dans ce paragraphe, j’apporterai des résultats complémentaires à ceux décrits dans 

la publication sur l’étude de la voie de signalisation de ERK et notamment sur l’effet de 

COB223 sur la phosphorylation de Raf.  

Dans les tests d’angiogenèse in vitro et de tumorigenèse in vivo, j’ai constaté que COB223 a 

un effet anti-prolifératif sur les cellules. Lors de la recherche du mécanisme d’action, il était 

nécessaire de vérifier quelles étaient les voies de signalisation affectées par COB223. La voie 

ERK est la voie principale impliquée dans la prolifération dans un contexte d’angiogenèse. 

Afin de faciliter la lecture de ce chapitre, la Figure 55 ci-dessous reprend les différents 

acteurs mis en jeu dans la signalisation ERK. 
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Figure 55 : Schéma de la voie de signalisation ERK induite par le VEGF-A et FGF-2. 
Les flèches pleines indiquent les voies canoniques décrites dans la littérature. Les flèches en 

pointillées indiquent les voies plus contestées d’activation de Ras et Raf par le VEGFR-2. 

 

 Résultats préliminaires 

Afin de comprendre le mécanisme d’action de COB223, j’ai dans un premier temps, cherché 

à déterminer la ou les voies de signalisation activées par le VEGF-A qui pouvait être modifiée 

en accord avec les phénotypes observés. Nous nous sommes particulièrement intéressés aux 

voies ERK (p42/p44-MAPK), p38-MAPK, Src et à l’apoptose. 

 ERK1/2 

J’ai montré une inhibition significative de la phosphorylation de ERK1/2 induite par le VEGF-

A, le FGF-2 et le sérum dans des cellules HUVEC préalablement déprivées et incubées avec 

COB223 et ce, de manière dose-dépendante (Figure 56, Graphique 13). Ceci est en 

corrélation avec les diminutions de phosphorylation de ERK1/2 et de phospho-histone H3 

observées dans les coupes de tumeurs traitées. 
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Figure 56 : Effet de COB223 sur la voie de signalisation ERK dans les HUVEC. 
 

 

Graphique 11 : Quantification des Western Blots de la phosphorylation de ERK1/2. 
 

De manière intéressante, j’ai également observé que dans les cellules 3T3 stimulées par le 

FGF-2 et soumises à COB223, aucune modification de la phosphorylation de la voie ERK1/2 

n’est observable (Figure 57, Graphique 12).  

 

 

Figure 57 : Effet de COB223 sur la voie ERK dans les cellules 3T3. 
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Graphique 12 : Quantification des Western Blots P-ERK1/2 dans les 3T3. 
 

Ces résultats sont cohérents avec l’insensibilité de ces cellules au composé aussi bien sur la 

migration, la prolifération ou encore le fait que COB223 semble pénétrer difficilement dans 

les fibroblastes 3T3. 

 p38-MAPK 

Parallèlement, j’ai étudié la phosphorylation de la voie p38-MAPK et observé qu’elle n’est 
pas modifiée (Figure 58, Graphique 13) même en présence de concentrations importantes 
de COB223. L’action de COB223 semble donc relativement spécifique sur la voie ERK1/2. 

 

 

Figure 58 : Effet de COB223 sur la voie de signalisation p38-MAPK dans les HUVEC. 
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Graphique 13 : Quantification des Western Blots de la phosphorylation p38-MAPK. 
 

 Src 

De la même manière, je n’ai pas observé pas d’altérations de la phosphorylation de Src 

(Figure 59). Ce résultat est cohérent avec la littérature où il est décrit que l’activation de Src 

est impliquée dans le recrutement de la VE-Cadhérine et le remodelage vasculaire mais 

n’affecte pas la prolifération des cellules endothéliales. 

 

Figure 59 : Effet de COB223 sur la phosphorylation de Src dans les HUVEC. 
 

 AKT/PKB-apoptose 

L’étude de l’apoptose par un test Annexin-FITC sur les cellules HUVEC et LLC/2 a montré que 

COB223 n’augmentait pas l’apoptose dans ces cellules (Tableau 10). Ces résultats sont 

compatibles avec ceux observés en immunohistochimie sur les coupes de tumeurs où un 

marquage TUNEL n’a pas montré d’augmentation de l’apoptose dans les tumeurs traitées 

par COB223.  

 Annexin-FITC en % 
COB (µM) 0 5 20 

HUVEC 4,78 3,88 3,88 
LLC 2,47 2,23 2,98 

Tableau 10 : test Annexin-FITC sur les cellules HUVEC et LLC/2 en présence de COB223. 
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Ces résultats sont confirmés sur des extraits protéiques d’HUVEC analysés par Western Blot. 

Dans cette expérience, les cellules sont préalablement déprivées puis stimulées par du 

sérum ou du VEGF-A en présence de concentrations croissantes de COB223 (Figure 60).  

 

Figure 60 : Analyse par Western Blot de la phosphorylation d’AKT dans les HUVEC. 
 

La phosphorylation d’AKT n’est pas donc modifiée en présence de COB223.  

 

 Conclusion intermédiaire 

De par l’ensemble de ces résultats, il était envisageable que le mécanisme d’action de 

COB223 passe par une modification de la régulation de la voie ERK. C’est pourquoi, nous 

avons détaillé l’effet de COB223 sur les différents effecteurs de cette voie. 

 Effet de COB223 sur les phosphorylations du VEGFR-2 

J’ai montré que COB223 n’empêche pas la liaison de VEGF-A à son récepteur. J’ai voulu 

déterminer si COB223 pouvait affecter les phosphorylations du récepteur induites par son 

ligand sur différents résidus tyrosine. Par la même approche en Western Blot, j’ai montré 

que COB223 n’affecte pas la phosphorylation de deux résidus tyrosine du récepteur VEGFR-

2 : Y1175 et Y1214 (Figure 4A, 4B de l’article et Figure 61). Y1214 est le site impliqué dans 

l’activation de la voie p38-MAPK alors que Y1175 est le site impliqué dans la voie ERK.  

 

Figure 61 : Effet de COB223 sur la phosphorylation du VEGFR-2 dans les HUVEC. 
 



166 
 

Nous n’avons observé de différence de phosphorylation sur ces deux sites qui expliquerait la 

différence d’action sur la voie p38-MAPK ou ERK. COB223 agit sur la voie ERK 

indépendamment d’un effet sur la phosphorylation du récepteur.  

 Effet de COB223 sur la PLCet la PKC 

PLCest l’effecteur situé en aval du VEGFR-2. Par la même approche de Western Blot, j’ai 

montré que COB223 n’affectait pas sa phosphorylation (Figure 62 et Figure 5A de l’article).  

 

Figure 62 : Effet de COB223 sur la phosphorylation de la PLCdans les HUVEC.  
 

La voie de signalisation ERK activée par le VEGF passe par des effecteurs différents des 

autres récepteurs à tyrosine kinase. L’implication de la voie d’activation GRB2-SOS est en 

effet discutée, et l’activation de Ras par la PKC semble être plus communément admise. En 

utilisant des inhibiteurs de la PKC (Gö6973 et Gö6983) j’ai confirmé que l’activation de 

ERK1/2 par le VEGF est consécutive à l’action de la PKC (Figure 63 et Figure S9B de l’article). 

Par contre, les inhibiteurs de la PKC ne diminuent que partiellement l’activité de ERK induite 

par le FGF-2 (Figure S9B de l’article).  

 

Figure 63 : Implication de la PKC dans la voie ERK induite par le VEGF-A dans les HUVEC. 
 

Par ailleurs, lorsque la PKC est directement activée sous l’effet de PMA (phorbol 12-

myristate 13-acetate), COB223 diminue partiellement la phosphorylation de ERK (Figure 64 

et Figure S9 de l’article). COB223 agit donc en aval de l’activation de PLC et de la PKC et en 

amont de ERK.  
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Figure 64 : Effet de COB223 sur la voie ERK en aval de la PKC dans les HUVEC. 
 

COB223 pourrait être un inhibiteur de la PKC. Néanmoins, sa structure n’est pas apparentée 

à un inhibiteur de kinase. Nous avons vérifié ce point par un test d’inhibition de kinase 

(Millipore) sur les quatre isoformes communément trouvées dans les HUVEC : PKC, PKC, 

PKC, et PKC. 

 

 Effet de COB223 sur MEK 

Afin d’affiner le site d’action de COB223 dans voie ERK, nous nous sommes intéressés à 

l’effecteur en amont de ERK1/2: MEK. La phosphorylation de la voie ERK1/2 est induite dans 

les HUVEC par le VEGF-A, le FGF-2 ou le sérum. Par la même stratégie en Western Blot, j’ai 

montré que COB223 inhibe la phosphorylation de MEK induite par ces trois effecteurs 

(Figure 65, Graphique 14 et Figure 4A, 4B de l’article).  

 

 

Figure 65 : Effet de COB223 sur MEK dans les HUVEC. 
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Graphique 14 : Quantification des Western Blots de la phosphorylation MEK. 
 

Les résultats obtenus sont similaires quel que soit l’inducteur. Ces expériences nous ont 

permis de déterminer que COB223 agissait en amont de MEK et en aval de la PKC. Nous nous 

sommes alors intéressés à l’effecteur en amont de MEK : Raf.  

 Effet de COB223 sur Raf 

Les cellules CCL-39 Raf-ER exprime une forme constitutivement active de Raf sous l’induction 

de l’oestradiol. Dans ces cellules, COB223 n’inhibe pas la phosphorylation de ERK1/2 (Figure 

66 et Figure 5C de l’article). L’effet de COB223 est donc en amont de Raf. Nous avons voulu 

savoir si COB223 affectait la phosphorylation de Raf endogène. Les cellules HUVEC, 

déprivées sur la nuit, sont ensuite stimulées par du VEGF-A (Figure 67 et Figure 5A de 

l’article) ou avec 5% de sérum pendant 15 minutes en présence ou non de COB223. Les 

extraits protéiques sont analysés en gel SDS-PAGE après incubation avec les différents 

anticorps. 

 

Figure 66 : Effet de COB223 sur la phosphorylation ERK1/2 induite par l’estradiol dans les 
cellules CCL-39 Raf-ER. 

 

Comme décrit en introduction, dans le cycle d’activation de Raf, deux sérines jouent un rôle 

important. Il s’agit de la Sérine259, phosphorylée dans la forme inactive de Raf. C’est sa 

déphosphorylation qui permet le changement de conformation de Raf permettant sa 

phosphorylation par des kinases (CK2 (Caséine Kinase 2), PAK…), ou même son 
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autophosphorylation. Lors du retour à la forme inactive de Raf, la Sérine259 est à nouveau 

phosphorylée.  

Je présente ici les résultats obtenus lorsque les cellules sont stimulées avec le sérum, 

similaires à ceux obtenus en présence de VEGF (Figure 67 et 5A de l’article).  

 

Figure 67 : Effet de COB223 sur la phosphorylation de Raf dans les HUVEC. 
 

On observe que la Sérine259 est phosphorylée à l’état basal ce qui est cohérent avec un état 

inactif de Raf. On note une légère diminution de la phosphorylation lorsque les cellules sont 

stimulées par le sérum et une augmentation de la phosphorylation de la Sérine259 en 

présence de COB223. Cependant, en quantification, ces différences ne sont pas 

statistiquement significatives.  

Parallèlement, la Sérine338 est connue pour être phosphorylée lorsque Raf est activé. Dans 

notre modèle, on observe bien une forte augmentation de la phosphorylation de la 

Sérine338 en présence de sérum et de VEGF-A. En présence de COB223, on observe une 

diminution significative de la phosphorylation de la Sérine338.  

L’efficacité de COB223 est vérifiée par sa capacité à inhiber la phosphorylation de ERK1/2.  

Ces résultats, similaires à ceux obtenus lorsque les cellules sont stimulées avec le VEGF-A 

prouvent que COB223 perturbe la voie ERK, en amont de Raf.  

 Effet de COB223 sur Ras 

Pour évaluer l’effet de COB223 sur Ras, j’ai utilisé des expériences de Ras Pull-down. Dans ce 

test, une protéine de fusion contenant le domaine de fixation de Ras issu de la protéine Raf 

(domaine RBD : Ras Binding Protein) est fixée sur une résine sépharose. Cette protéine n’est 

capable de lier que le Ras activé. Un extrait cellulaire d’HUVEC traitées ou non avec du 

COB223 est déposé sur la colonne. Après élution de la colonne et dépôt sur un gel SDS-

PAGE, un anticorps spécifique permet de visualiser le Ras actif de chaque échantillon par 
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Western Blot. Malheureusement, les résultats obtenus par cette méthode ont été peu 

reproductibles et n’ont pas permis d’apporter une réponse précise. Les problèmes que j’ai 

rencontrés peuvent être dus d’une part au fait que l’activation de Ras est rapide et 

transitoire, et d’autre part que les HUVEC sont des cellules primaires qui gardent une 

certaine hétérogénéité dans leur réponse aux stimuli. 

Pour contourner ce problème, j’ai utilisé des cellules MCF10A-RasG12V qui surexpriment de 

manière constitutive Ras activé en l’absence de stimulus. Dans ces cellules, COB223 n’est pas 

capable d’inhiber la phosphorylation de ERK1/2 (Figure 68 et Figure 5B de l’article).  

 

Figure 68 : Effet de COB223 sur la phosphorylation ERK1/2 dans les cellules MCF10A-
RasG12V. 

 

De cette expérience, j’ai pu conclure que la cible de COB223 est en amont de Ras activé et 

en aval de la PKC. 

 

 Conclusion 

Nous avons vu que la signalisation du VEGF présente de nombreuses caractéristiques 

communes celle des récepteurs tyrosine-kinases d’autres facteurs de croissance, mais 

quelques différences existent, notamment au niveau de l’activation de Ras où le mécanisme 

n’est pas entièrement élucidé. Dans cette étude, j’ai montré que la cible de COB223 est un 

acteur de la voie de signalisation ERK commune au récepteur VEGFR-2, et aux autres 

récepteurs tyrosine-kinases activés par le FGF-2 ou le sérum. De ces expériences, j’ai conclu 

que la cible de COB223 est en aval de la PKC et en amont de Ras (Figure 69).  
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Figure 69 : Schéma récapitulatif de l’effet de COB223 sur la voie ERK. 
Les flèches rouges pleines indiquent les voies de signalisation que j’ai établies. Les croix 

rouges indiquent les effecteurs de la voie de signalisation dont l’activité est diminuée par 

COB223. Les cercles verts indiquent les intermédiaires non affectés par COB223. La zone 

grisée indique l’intervalle d’activité que j’ai déterminé pour COB223. 
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DISCUSSION 

7.5 Conclusions 

L’objectif de ce travail était d’identifier un nouveau composé chimique à activité anti-

angiogène, d’évaluer son activité anti-tumorale in vivo, et de déterminer son mécanisme 

d’action. J’ai pu dans un premier temps, d’adapter un test d’angiogenèse in vitro aux 

contraintes du criblage robotisé an plaque 96 puits. Puis, j’ai identifié une famille de 

molécules agissant spécifiquement sur les cellules endothéliales. Nos collègues chimistes ont 

ensuite synthétisé des analogues structuraux afin de permettre une étude de relation 

structure-activité. Une molécule leader COB223 s’est révélée très efficace inhibant la 

fermeture d’une blessure endothéliale avec une IC50 de l’ordre de 5 à 20 µM. Il s’agit d’une 

molécule polyamine dansylée.  

L’activité de cette molécule a été confirmée in vitro sur des tests d’angiogenèse en trois 

dimensions, puis sur un modèle d’angiogenèse in vivo. Dans chaque cas, j’ai pu constater 

que COB223 inhibait l’angiogenèse de manière significative. Ces premiers résultats 

encourageants, nous ont amenés à étudier le potentiel anti-tumoral de COB223. J’ai 

implanté des cellules TSA-luc ou LLC/2-luc dans des souris Nude en sous-cutanée et mesuré 

la croissance tumorale. Dans ces modèles de xénogreffe, COB223 était injecté en intra-

péritonéal à des concentrations de 4 et 16 mg/kg tous les deux jours. Ce sont des doses très 

faibles par rapport à celles utilisées pour d’autres anti-angiogènes (40 mg/kg/jour pour le 

Sunitinib [Kodera et al., 2011] ; 15 à 30 mg/kg/jour pour le Sorafenib [Wilhelm et al., 2008]). 

La croissance tumorale est significativement réduite chez les souris traitées. Et de manière 

très intéressante, les souris n’ont présenté aucun signe d’intolérance au traitement. Les 

coupes histologiques des tumeurs ont montré des différences significatives dans la 

vascularisation, (diminution du marquage CD31, du nombre de vaisseaux), mais aussi une 

augmentation de la taille des nécroses et une diminution du nombre de cellules en 

prolifération dans les tumeurs traitées. A contrario, le niveau d’apoptose restait équivalent.  

A ce stade, un brevet a été déposé en 2011 sur cette molécule et sa famille. Une extension 

PCT a été obtenue en janvier 2012.  

J’ai ensuite voulu déterminer le mécanisme d’action et identifier la cible moléculaire de 

COB223. Des tests préliminaires sur la prolifération et le cycle cellulaire ont montré que 

COB223 inhibe la prolifération des cellules endothéliales et tumorales en bloquant le cycle 

en phase G1. J’ai également observé que COB223 inhibe la phosphorylation de ERK1/2 

induite par le VEGF-A, le FGF-2 et le sérum. La diminution de la phosphorylation de ERK1/2 a 

également été observée in vivo en immunohistochimie au niveau de la marge des tumeurs.  
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Dans les cellules endothéliales, les facteurs de croissance VEGF-A ou le FGF-2 se lient sur 

leurs récepteurs tyrosine-kinase, qui, en réponse, activent la voie ERK, responsable de la 

prolifération cellulaire.  

La signalisation du récepteur du VEGF étant bien documentée, et de nombreux outils étant 

disponibles pour son étude, nous avons étudié l’effet de COB223 sur cette voie.  

 

 Voie ERK induite par le VEGF-A 

Bien que très étudiée, certaines parties de la voie de signalisation du VEGFR-2 restent à ce 

jour méconnues, et des controverses subsistent. Dans la littérature, l’implication de 

certaines protéines dans la voie de signalisation ERK n’est pas parfaitement établie. C’est le 

cas notamment pour l’activation de Ras. Pour certains groupes [Meadows et al., 2001; Shu 

et al., 2002], l’activation de Ras par le VEGFR dans les HUVEC serait liée au phénotype 

angiogène c’est-à-dire quand les cellules endothéliales sont en prolifération. Dans cette 

situation, Ras serait activé par une voie classique GRB2-SOS. D’autre part, des voies ras-

indépendantes, ont également été décrites dans des cellules endothéliales sinusoïdales du 

foie [Takahashi et al., 1999]. Dans ce modèle, la PKC activerait directement Ras sans 

impliquer GRB2 et SOS. Enfin, un autre groupe a décrit que la PKC phosphoryle directement 

Raf [Kolch et al., 1993].  

En conséquence, le mécanisme par lequel le VEGFR-2 active Ras n’est à ce jour pas 

totalement élucidé. Aussi, j’ai dans un premier temps, déterminé les acteurs de la voie ERK 

dans notre modèle cellulaire. Dans les HUVEC, l’inhibition de la PKC abolit totalement la 

réponse ERK au VEGF. J’ai ainsi confirmé le rôle essentiel de la PKC.  

Nos résultats sont en faveur d’une activation de la voie ERK où Ras n’est pas directement 

activé par le VEGF mais indirectement par la voie PLC-PKC et SPK1. Ces expériences nous 

ont permis de proposer un mode d’activation de la voie ERK dans les HUVEC schématisé 

dans la Figure 70.  

J’ai établi que COB223 inhibe la phosphorylation de MEK et ERK1/2 induite par les facteurs 

de croissance. Cependant, COB223 n’affecte pas la phosphorylation du VEGFR-2 et de PLC. 

Sur la base de ces résultats, j’ai établi que COB223 agissait en aval de PLC et en amont de 

MEK.  

Pour détailler plus précisément le mode d’action de COB223, j’ai ensuite utilisé des cellules 

CCL19-Raf-ER où Raf est inductible sous le contrôle d’un promoteur à l’estrogène. Dans ces 

cellules, COB223 n’inactive pas la phosphorylation ERK. Son action est donc en amont de Raf. 
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Figure 70 : Voie d’activation ERK par le VEGF-A et le FGF-2 dans les HUVEC.  
Dans la zone grisée, le site d’action de COB223. 

 

Ces résultats confirment ceux obtenus sur les cellules HUVEC ou l’activation de Raf a été 

évaluée par sa phosphorylation sur la sérine 338. Dans les cellules endothéliales, COB223 

inhibe cette phosphorylation. Cela confirme que l’effet de COB223 se situe en amont de Raf 

et en aval de la PLC. 

Entre la PLC et Raf, plusieurs effecteurs (Ras, PKC, SPK1) pourraient être la cible de COB223. 

Nous souhaitions évaluer si COB223 inhibe l’activation de Ras qui se situe en amont de Raf. 

Pour étudier cette possibilité, j’ai essayé de mettre aux points des expériences de mesure 

d’activation de Ras dans les HUVEC stimulées par du VEGF. Malheureusement, ces 
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expériences n’ont pas été reproductibles et n’ont pas permis d’apporter des réponses 

définitives. J’ai contourné cette difficulté en utilisant des cellules MCF10A-RasG12V qui 

expriment une forme constitutivement active de Ras. Dans ce modèle cellulaire, COB223 

n’inhibe pas la phosphorylation de MEK et de ERK. COB223 n’est pas efficace sur Ras activé. 

La cible de COB223 se situe donc en amont Ras activé.  

 Activation de ERK par le PMA 

J’ai démontré que dans les HUVEC, COB223 inhibait également la phosphorylation de 

ERK1/2, lorsque la PKC est directement activée par le PMA. Ce résultat situe le site d’action 

de COB223 en aval de PKC. De plus, COB223 n’est pas un inhibiteur de l’activité kinase de la 

PKC.  

 

 Voie ERK induite par le FGF-2 et le sérum 

Le sérum et le FGF-2 induisent également l’activation de la voie ERK. Il est établi que la 

signalisation de ERK induite par le FGF-2 implique le recrutement par le récepteur FGFR 

activé de GRB2 et SOS. Cette voie est commune à l’ensemble des récepteurs tyrosine-kinase 

à l’exception du VEGFR2. SOS active ensuite directement Ras. J’ai observé que dans les 

HUVEC, l’utilisation d’inhibiteurs de la PKC diminue partiellement la réponse de la voie ERK 

en réponse au FGF-2. Cette inhibition est au contraire totale lors d’une stimulation par le 

VEGF-A. Cela démontre qu’une partie du signal induit par le FGF-2 est également médiée par 

la PKC. COB223 inhibe la signalisation induite à la fois par le VEGF-A, FGF-2 et le sérum. Il est 

donc cohérent de penser, que COB223 agit sur une partie de la voie de signalisation 

commune à l’activation par le FGF-2 et le VEGF-A. L’ensemble de nos résultats sur la 

signalisation qui situe l’activité de COB223 en amont de Ras et Raf est compatible avec cette 

hypothèse.  

 

 Cibles potentielles 

Une cible potentielle de COB223 est SPK1 situé en aval de la PKC et en amont de Ras. Nous 

avons voulu évaluer si COB223 inhibait sa phosphorylation. A ce jour, nous ne disposons pas 

d’anticorps suffisamment sensibles et spécifiques pour répondre à cette question. Nous 

allons contourner cette difficulté en dosant en collaboration avec l’équipe du Dr. Olivier 

Cuvillier à Toulouse, le lipide S1P (Sphingosine-1 Phosphate) produit par les cellules en 

présence ou non de COB223. SPK1 convertit la sphingosine en S1P qui agit alors en messager 

secondaire qui pourrait à son tour activer des GAP [Shu et al., 2002].  

Enfin, de nombreux facteurs sont impliqués dans l’activation de Ras. Ras est finement 

régulée par les GEF [Cherfils and Zeghouf, 2013] et les GAP [Overbeck et al., 1995] [Kashatus, 

2013] qui établissent l’équilibre entre son activation et son inhibition. COB223 pourrait 

perturber un de ces facteurs (Figure 71), influençant ainsi la voie en aval.  
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Figure 71 : Liste non exhaustive de GAP et de GEF impliqués dans la régulation de Ras. 
 

7.6 Perspectives 

Dans les traitements anti-angiogènes, l’un des problèmes majeurs est l’échappement des 

tumeurs au traitement. Cela s’explique notamment par la redondance des voies d’activation 

de l’angiogenèse. Il est connu, que l’inactivation de c-Raf induit à terme sa substitution par 

B-Raf voire de A-Raf [Valluet et al., 2012]. Dans ce contexte, COB223 pourrait représenter 

une alternative thérapeutique permettant de contourner les résistances primaires aux 

agents anti-angiogènes.  

Une autre approche pour identifier la cible de COB223, est une approche protéomique. Nous 

allons coupler COB223 à une biotine afin de permettre sa fixation à une colonne avidine-

sépharose. De cette manière, en utilisant des extraits protéiques traités par COB223, nous 

envisageons de pouvoir purifier la cible moléculaire et l’identifier par spectrométrie de 

masse MS/MS. 

Il est également possible que COB223 n’ait pas une cible unique mais soit une molécule à 

cibles multiples. Nous avons focalisé dans un premier temps notre attention sur son activité 

anti-proliférative qui avait été observée aussi bien in vitro qu’in vivo. D’autres résultats n’ont 

par ailleurs, pas encore été totalement étudiés : 

 Le différentiel d’activité sur les fibroblastes versus les cellules endothéliales et les 

cellules tumorales semblent dû à une différence de pénétration de la molécule dans 

les cellules. Cette différence reste encore à expliquer.  

 

 COB223 semble ralentir le trafic du VEGFR-2. Néanmoins, nous n’avons pas pu 

démontrer que COB223 affecterait un des partenaires de l’endocytose ou du 

recyclage du VEGFR-2. Dans les HUVEC, en présence d’un inhibiteur de l’endocytose 

(pitstop et/ou dynasore), on observe un phénotype identique à celui que nous 
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observons avec COB223 : ralentissement de l’internalisation du VEGFR2, diminution 

de la phosphorylation de Raf, de MEK et de ERK induite par le VEGF alors que la 

phosphorylation du récepteur n’est pas modifiée [Gourlaouen et al., 2013]. L’analyse 

cinétique des évènements semble cependant indiquer que les effets sur 

l’internalisation de VEGFR2 sont la conséquence des effets biologiques de COB223 

plutôt que sa cible primaire. 

 

 Des études de toxicité plus approfondies sont nécessaires afin de vérifier l’innocuité 

de COB223. Les souris que j’ai traitées dans nos expériences n’ont pas montré de 

signes d’intolérance à la molécule. Néanmoins, nos expériences n’ont duré que 20 

jours, et il serait nécessaire d’augmenter cette durée pour évaluer la toxicité à long 

terme du produit sur les animaux. Par ailleurs, pour compléter nos études in vivo, il 

serait intéressant d’étudier l’effet anti-tumoral de COB223 dans d’autres modèles de 

xénogreffe et notamment sur des modèles orthotopiques (par exemple, injection de 

cellules MDA-MB231 de cancer du sein dans les coussinets de la glande mammaire 

de la souris Nude) et/ ou syngéniques afin d’évaluer l’effet anti-tumoral de COB223 

dans un modèle immunocompétent (par exemple : cellules 4T1 dans les souris Balb/c 

ou cellules LLC/2 dans les souris C57Bl6).  

 

 Afin de pouvoir proposer COB223 comme alternative thérapeutique, des études 

pharmacologiques complémentaires sont nécessaires : pharmacocinétique, 

biodisponibilité et biodistribution. Pour étudier la biodisponibilité et la 

biodistribution, les collègues chimistes vont générer une molécule marquée avec un 

radioélément. Nous avons choisi cette approche radioactive plutôt que le greffage 

d’une molécule fluorescente plus volumineuse qui pourrait induire un changement 

conformationnel et fonctionnel important. Le couplage d’un atome d’iode radioactif 

(I125) devrait permettre de conserver l’activité anti-angiogène de COB223. Cela sera 

contrôlé dans un premier temps, avec un analogue froid. Puis, en collaboration avec 

une unité INSERM de Grenoble (U1039, Dr. Catherine Ghezzi), spécialisée dans la 

radio-imagerie du petit animal, nous injecterons COB223 ainsi modifié à des souris 

porteuses ou non de tumeurs. Cela devrait nous permettre de visualiser la 

distribution du composé dans les différents tissus de l’animal, les organes cibles et de 

rechercher une éventuelle accumulation dans les tumeurs.  

 

Au cours de ce travail, j’ai pu développer un test d’angiogenèse adapté aux contraintes du 

robot de la plateforme HTS du CEA. Le criblage de la chimiothèque de l’Université de 

Grenoble nous a permis d’identifier une molécule pour laquelle nous sommes à mi-chemin 

du processus de validation comme nouveau composé anti-angiogène. J’ai déterminé que 

COB223 possède une activité anti-angiogène et anti-tumorale, et que son mécanisme 

d’action affecte la signalisation de la voie ERK. Cependant, il reste à déterminer sa cible 
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exacte. Identifier la cible de COB223 permettrait d’envisager des études de cristallographie 

qui pourraient permettre de développer des analogues plus affins avec la cible.  
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COMPOSES ANTI-ANGIOGENIQUES, COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES 

LES COMPRENANT, ET LEUR UTILISATION 

La présente invention concerne des composés ayant une activité anti-

angiogénique et/ou antitumorale, les compositions pharmaceutiques les comprenant et leur 

utilisation dans le traitement du cancer. 

L'angiogenèse est un processus de croissance de nouveaux capillaires 

sanguins à partir de vaisseaux préexistants. Trois phénomènes particuliers sont notamment à 

la base de ce processus : la prolifération, la migration et la différenciation (la tubulogenèse) 

des cellules endothéliales. L'angiogenèse est activée par certains facteurs de croissances, dits 

facteurs angiogéniques, tels que le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, facteur de 

croissance endothélial vasculaire), le FGF-1 (Fibroblast Growth Factor 1, facteur de 

croissance des fibroblastes 1) ou le FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2, facteur de croissance 

des fibroblastes 2).  

Au stade adulte, l’angiogenèse est essentiellement restreinte aux organes 

endocrines (ovaire, uterus, placenta) et au processus de cicatrisation des plaies. Cependant, 

l'angiogenèse est également impliquée dans de nombreux cas pathologiques, tels que la 

rétinopathie diabétique, le psoriasis, l'arthrite rhumatoïde, la dégénérescence maculaire liée à 

l'âge, et les cancers. En effet, dans ce dernier cas il a été montré que la croissance tumorale 

était grandement favorisée par l'apparition au sein de ces tumeurs d'une néo-vascularisation 

sanguine résultant en particulier de la sécrétion par les tumeurs de facteurs angiogéniques.  

De nombreuses molécules à activité anti-angiogéniques ont été développées 

ces dernières années. Parmi elles, le Bevacizumab (Avastatin ®), un anticorps monoclonal 

anti-VEGF humanisé, a été le premier médicament anti-angiogénique approuvé et est 

actuellement utilisé dans le traitement thérapeutique des cancers du colon métastatique, du 

poumon, du sein métastatique et bientôt du rein. Ce médicament, combiné à un traitement par 

chimiothérapie, permet d’améliorer la survie des patients porteurs de tumeurs cancéreuses 

agressives. Toutefois, un certain nombre de problèmes sont apparus tels que des effets 

secondaires indésirables (cicatrisation ralentie, hypertension artérielle, saignements) ou une 

absence de réponse au traitement d’une fraction imprédictible des patients traités. 

D’autres molécules, bloquant le même processus d’angiogenèse tumorale, 

mais visant d’autres cibles moléculaires ont été développées.  

Ainsi, de petites molécules capables d’inhiber le site de liaison de l’ATP des 

tyrosines kinase, telles que l’erlotinib 1, le gefitinib 2, ont récemment été approuvées dans le 

traitement du cancer du poumon. Toutefois, ces molécules posent des problèmes de 

résistance. Par ailleurs, des molécules capables d’inhiber plusieurs récepteurs de tyrosine 

kinase, le sorafenib 3 et le sunitinib 4, ont également été approuvées comme médicament pour 

le traitement du cancer du rein. Toutefois, ces inhibiteurs multiples sont davantage 

susceptibles d’induire des effets secondaires. En outre, le sorafenib et le sunitinib ont été 

rapportés comme étant cardiotoxiques. 
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La présente invention a pour objet de fournir de nouveaux composés 

possédant une activité anti-angiogénique et/ou antitumorale pour le traitement et/ou la 

prévention de maladies liées à l’angiogenèse. 

Ainsi, selon un premier aspect, l’invention concerne des composés de 

formule (I) pour leur utilisation pour inhiber l’angiogenèse : 

N (CH2)m

R
a

R
b

A R
c

(I)  

dans laquelle : 

NR
a
R

b
 représente un groupement choisi parmi NHAr, ou un groupe  

N    

     

R  

R représente un groupement choisi parmi H, Cl, Br, I, F, NO2, NR10R11, N3, 

OR12 ; 

Ar représente un groupement choisi parmi Ar1 ou Ar2 

L1

   

L2   

   
Ar1 Ar2

    

R1

   

R2

 

L1, L2, identiques ou différents, représentent indépendamment un 

groupement choisi parmi –SO2-, -CH2-OC(=O)-, -NHC(=O)-, -OC(=O)-, C(=O)-, NH(C=S)- 
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R1, R2, identiques ou différents, sont choisis parmi H, Cl, Br, alkyle en C1-

C6, NO2, NR3R4, OR13 ; 

R3, R4, identiques ou différents, représentent indépendamment un 

groupement choisi parmi H ou alkyle en C1-C6 ; 

A représente un groupement choisi parmi une liaison ou un groupe Het –

(CH2)n-, le groupe Het désignant un groupement hétérocyclyle de 5 à 7 chaînons ; 

 

R
c
 représente un groupement choisi parmi OR5, ou NR6R7 ; 

R5 représente un groupement choisi parmi H, -(CH2)p-OH, alkyle en C1-C6, 

C(=O)R14 ; 

R6, R7, identiques ou différents, représentent indépendamment un 

groupement choisi parmi H, alkyle en C1-C6, C(=O)OR8, NHSO2R9 ; 

R8 représente un groupement choisi parmi H ou C1-C6 alkyle ; 

R9 représente un groupement choisi parmi aryle en C6-C10 éventuellement 

substitué par un ou plusieurs groupes R1 ; 

R10, R11, identiques ou différents, représentent un groupement choisi parmi 

H, alkyle en C1-C6, ou aryle en C6-C10, ou bien R10 et R11 forment ensemble, avec l’atome 

d’azote auxquels ils sont attachés, une amine cyclique ; 

R12, R13, R14 identiques ou différents, représentent chacun indépendamment 

un groupement choisi parmi H, alkyle en C1-C6, aryle en C6-C10 ; 

m est un entier de 1 à 6 ; 

n est un entier de 1 à 6 ; 

p est un entier de 1 à 4 ; 

ou un sel pharmaceutiquement acceptable de celui-ci. 

La présente invention concerne également des composés de formule (I) pour 

leur utilisation dans le traitement et/ou la prévention des maladies liées à l’angiogenèse, telles 

que les cancers, la dégénérescence maculaire liée à l’âge, la rétinopathie diabétique, le 

psoriasis ou l’arthrite rhumatoïde. 

On désigne par « angiogenèse » le phénomène de formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants. Ce phénomène permet notamment la 

croissance tumorale. L'angiogenèse se trouve sous la dépendance de facteurs angiogéniques 

tels que les facteurs VEGF et FGF-2 par exemple.  

L’activité anti-angiogènique de composés chimiques peut être mise en 

évidence in vitro en démontrant par exemple l'inhibition à la fois de la prolifération, de la 

migration et de la tubulogenèse, de cellules endothéliales par les composés de l'invention. La 

mesure de l'inhibition de la prolifération des cellules endothéliales peut être réalisée en 

cultivant des cellules endothéliales en présence des composés dont on souhaite évaluer 

l'activité.  

La mesure de l'inhibition de la migration des cellules endothéliales peut être 

réalisée en effectuant une « blessure » sur une monocouche de cellules endothéliales et en 
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incubant ensuite les cellules en présence des composés à tester. On mesure alors le taux de 

fermeture de la blessure. La mesure de l'inhibition de la tubulogenèse des cellules 

endothéliales peut être réalisée en mesurant la longueur des bourgeons formés par des cellules 

endothéliales cultivées sur gel en présence du composé à tester.  

On désigne par activité anti-tumorale, une activité permettant d'inhiber la 

croissance tumorale et/ou d'induire la régression voir la disparition de tumeurs. Cette activité 

peut être par exemple mise en évidence in vivo en mesurant la masse de tumeurs, dont on a 

induit le développement chez la souris par injection de cellules tumorales, en présence et en 

absence d'administration des composés de l'invention.  

Parmi les composés de formule (I), un sous-groupe de l’invention est 

constitué des composés pour lesquels Ar est un groupe Ar1, notamment un groupe Ar1a : 

R1

L1

   
Ar1a  

Parmi les composés de formule (I), un autre sous-groupe de l’invention est 

constitué des composés pour lesquels L1 est un groupe –SO2-. 

Parmi les composés de formule (I), un autre sous-groupe de l’invention est 

constitué des composés pour lesquels R1 est NR3R4, de préférence N(CH3)2. 

Parmi les composés de formule (I), un autre sous-groupe de l’invention est 

constitué des composés de formule (Ia) : 
R1

O2S
NH (CH2)m A R

c

(Ia)  

Parmi les composés de formule (I), un autre sous-groupe de l’invention est 

constitué des composés pour lesquels m=3. 

Parmi les composés de formule (I), un autre sous-groupe de l’invention est 

constitué des composés pour lesquels A est un groupe Het-(CH2)n-, notamment un groupe où 

Het désigne une amine cyclique, en particulier un groupe

N N   (CH2)n    

. 

Parmi les composés de formule (I), un autre sous-groupe de l’invention est 

constitué des composés pour lesquels n=3. 
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Parmi les composés de formule (I), un autre sous-groupe de l’invention est 

constitué des composés pour lesquels R
c
 est NR6R7. 

Parmi les composés de formule (I), un autre sous-groupe de l’invention est 

constitué des composés pour lesquels NR6R7 est NHC(=O)OR8, notamment 

NHC(=O)OC(CH3)3. 

Parmi les composés de formule (I), les composés suivants peuvent être cités 

(nomenclature IUPAC générée par le logiciel AutoNom) : tert-butyl 3-(4-(3-(5-

(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido)propyl)pipérazin-1-yl)propylcarbamate (cob 

223) 

- tert-butyl 3-(4-(3-(naphthalène-1-sulfonamido)propyl)pipérazin-1-

yl)propylcarbamate (cob 235) 

- tert-butyl 3-(4-(3-phénylamidopropyl)pipérazin-1-yl)propylcarbamate 

(cob 237) 

- tert-butyl 3-(4-(3-(4-méthylphénylsulfonamido)propyl)pipérazin-1-

yl)propylcarbamate (cob 236) 

- 4-nitrobenzyl N-[3-(4-{3-[(tert-

butoxycarbonyl)amino]propyl}pipérazin-1-yl)propyl] carbamate (cob 238) 

- 5-(diméthylamino)-N-[3-(diméthylamino)propyl]naphthalène-1-

sulfonamide (cob 221) 

- 5-(diméthylamino)-N-[3-hydroxypropyl]naphthalène-1-sulfonamide 

(cob 220) 

- 2-(2-{4-[5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonyl]pipérazin-1-

yl}éthoxy)éthan-1-ol (cob 224) 

- 2-{2-[5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido]éthoxy}éthan-1-ol 

(cob 225) 

- N-{3-[4-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)pipérazin-1-yl]propyl}-

1,8-naphtalimide (cob 227) 

- Chlorhydrate de N-(3-aminopropyl)-1,8-naphtalimide (cob 

226)Chlorhydrate de N-{3-[4-(3-aminopropyl)pipérazin-1-yl]propyl}-1,8-naphtalimide (cob 

228) 

-  1,3-bis(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido)- propane (05-

06-L-F11)  

- N-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonyl)-N'-(tert-

butoxycarbonyl)-1,3-diamiopropane (05-102-L-B09)3-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-

sulfonamido)-propylamine (05-06-L-D03) 

- Dansylcadavérine6-(5-chloro-naphthalène-1-sulfonamido)hexylamine 

(W7) 
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- 1,4-bis[(5-(diméthylamino)naphthalène-1-

sulfonamido)propyl]pipérazine (Cob 222) 

Parmi ceux-ci, les composés suivants sont particulièrement préférés : 

- tert-butyl 3-(4-(3-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-

sulfonamido)propyl)pipérazin-1-yl)propylcarbamate (cob 223) 

- N-{3-[4-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)pipérazin-1-yl]propyl}-

1,8-naphtalimide (cob 227) 

- 1,3-bis [5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido] 

diaminopropane (05-06-L-F11) 

- N-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido)-N’-(tert-

butoxycarbonyl)-1,3-diamino-propane (05-102-L-B09) 

Selon un mode de réalisation, les composés de formule (I) sont administrés 

en mono- ou en co-thérapie, avec un ou plusieurs autres principes actifs connus pour traiter la 

maladie liée à l’angiogenèse souhaitée. Ainsi, les thérapies anti-cancer telles que la chirurgie, 

la radiothérapie, l’hormonothérapie ou la chimiothérapie peuvent être combinées avec les 

composés selon l’invention. A titre d’exemple, les composés selon l’invention peuvent être 

co-administrés avec un ou plusieurs autres agents anticancéreux connus, comme le taxol, le 

paclitaxel et autres. 

Selon un autre aspect, l’invention a pour objet les compositions 

pharmaceutiques comprenant un composé de formule (I) tel que défini ci-dessus, en 

association avec un ou plusieurs excipients pharmaceutiquement acceptables. 

Selon un autre aspect, l’invention a pour objet une méthode pour inhiber 

l’angiogenèse, notamment une méthode de prévention et/ou de traitement des maladies liées à 

l’angiogenèse, comprenant l’administration d’une quantité thérapeutiquement efficace d’un 

composé de formule (I) à un patient qui en a besoin. 

Selon un autre aspect, l’invention a pour objet les composés de formule (I) : 

N (CH2)m

R
a

R
b

A R
c

(I)  

Dans laquelle 

R
a
, R

b
, R

c
, A et m étant tels que définis ci-dessus, 

A l’exclusion des composés : 

- N-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonyl)-N’-(tert-

butoxycarbonyl)-1,3-diamino-propane (05-102-L-B09) 

- N-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido)-1,3- -propylamine 

(05-06-L-D03) 

- 6-(5-chloro-naphthalène-1-sulfonamido)hexylamine (W7) 

- 1,4-bis[(5-(diméthylamino)naphthalène-1-

sulfonamido)propyl]pipérazine (Cob 222) 
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- Dansylcadavérine 

Les composés de formule (I) peuvent exister à l'état de bases ou de sels 

d'addition, notamment à des acides. De tels sels d'addition font partie de l'invention. 

Ces sels sont avantageusement préparés avec des acides 

pharmaceutiquement acceptables, mais les sels d'autres acides utiles, par exemple, pour la 

purification ou l'isolement des composés de formule (I) font également partie de l'invention. 

Les composés de formule générale (I) peuvent être préparés par application 

ou adaptation de toute méthode connue en soi de et/ou à la portée de l’homme du métier, 

notamment celles décrites par Larock dans Comprehensive Organic Transformations, VCH 

Pub., 1989, ou par application ou adaptation des procédés décrits dans les exemples qui 

suivent. 

Définitions 

Selon la présente invention, les radicaux « alkyle » représentent des 

radicaux hydrocarbonés saturés, en chaîne droite ou ramifiée, de 1 à 6 atomes de carbone, de 

préférence de 1 à 4 atomes de carbone. On peut notamment citer, lorsqu'ils sont linéaires, les 

radicaux méthyle, éthyle, propyle, butyle, pentyle, hexyle. On peut notamment citer, lorsqu'ils 

sont ramifiés ou substitués par un ou plusieurs radicaux alkyles, les radicaux isopropyle, tert-

butyl, 2-méthylbutyle, 2-méthylpentyle, et le 1-méthylpentyle. 

Selon la présente description, « hétérocycloalkyle » désigne un système 

cyclique saturé comprenant au moins un hétéroatome choisi parmi O, N ou S. Comme 

exemple de groupe hétérocycloalkyle, on peut notamment citer les groupes pyrrolidinyles, 

pyrrolinyles, imidazolidinyles, imidazolinyles, pirazolidinyles, pirazolinyles, pyrazalinyles, 

pipéridyles, ou pipérazinyles,  

« Aryle » désigne un système aromatique hydrocarboné, mono ou 

bicyclique de 6 à 10 atomes de carbone. Parmi les radicaux aryles, on peut notamment citer le 

radical phényle ou naphtyle. 

Selon la présente description, « hétéroaryle » désigne un système 

hydrocarboné aromatique, mono ou bicyclique comprenant de 5 à 10 chaînons, notamment de 

5 à 7 chaînons. 

Selon la présente description, les groupes « hétérocycles » représentent des 

groupes carbocycliques, saturés, insaturés ou aromatiques, dans lesquels le système cyclique 

comprend au moins un hétéroatome choisi parmi O, N ou S. Les atomes d’azote et de soufre 

peuvent être éventuellement oxydés. L’atome d’azote peut être éventuellement substitué par 

un groupe alkyle en C1-C6, ou aryle en C6-C10, lorsque le cycle n’est pas aromatique. Les 

groupes hétérocycles comprennent les groupes hétéroaryles et hétérocycloalkyles. 

Selon la présente description, les « amines cycliques » représentent des 

groupes hétérocycles tels que définis ci-dessus, comprenant un atome d’azote. 

L’expression « sels pharmaceutiquement acceptables » fait référence aux 

sels d’addition acide relativement non toxiques, inorganiques et organiques, et les sels 

d’addition de base, des composés de la présente invention. Ces sels peuvent être préparés in 

http://www.wipo.int/pctdb/fr/fetch.jsp?SEARCH_IA=FR2010050914&DBSELECT=PCT&C=10&TOTAL=398&IDB=0&TYPE_FIELD=256&SERVER_TYPE=19-10&SORT=11291880-KEY&QUERY=%28PA%2FSanofi%29+AND+%28DE%2Fsel+AND+DE%2Fpharmaceutiquement%29+&START=1&ELEMENT_SET=B&RESULT=2&DISP=25&FORM=SEP-0%2FHITNUM%2CB-FRE%2CDP%2CMC%2CAN%2CPA%2CABSUM-FRE&IDOC=2400731&IA=FR2010050914&LANG=FRE&DISPLAY=DESC#a-1-2
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situ pendant l’isolement final et la purification des composés. En particulier, les sels 

d’addition acide peuvent être préparés en faisant réagir séparément le composé purifié sous sa 

forme épurée avec un acide organique ou inorganique et en isolant le sel ainsi formé.  

Parmi les exemples de sels d’addition acide, on trouve les sels d’addition 

d’acide inorganique tels que bromhydrate, chlorhydrate, sulfate, bisulfate, phosphate, nitrate, 

ainsi que les sels d’addition d’acide organique tels que acétate, oxalate, valerate, oléate, 

palmitate, stéarate, laurate, borate, benzoate, lactate, phosphate, tosylate, citrate, maléate, 

fumarate, succinate, tartrate, naphthylate, mésylate, glucoheptanate, lactobionate, sulfamates, 

malonates, salicylates, propionates et analogues. (Voir par exemple S.M. Berge et al. 

« Pharmaceutical Salts » J. Pharm. Sci, 66 :p.1-19 (1977)).  

Les sels d’addition basique comprennent des sels dérivés de bases 

inorganiques telles que les hydroxydes d’ammonium et de métal alcalin ou alcalino-terreux, 

les carbonates, ou bicarbonates ainsi que les sels dérivés de bases organiques telles que les 

amines aliphatiques et aromatiques, les diamines aliphatiques et les hydroxyalkylamines. 

Comme exemple de bases utiles pour préparer des sels d’addition basique, on peut citer 

notamment l’hydroxyde d’ammonium, le carbonate de potassium, le bicarbonate de sodium, 

l’hydroxyde de calcium, la méthylamine, la diéthylamine, l’éthylène diamine ou 

l’éthanolamine. 

Les exemples qui suivent sont décrits à titre illustratif et non limitatif. 

FIGURES 

Figure 1 : Inhibition in vitro de la formation de bourgeons endothéliaux 

dans des cellules HMEC-1 sous forme de sphéroïdes par les composés COB 223 et 05-06-L-

F11 en présence de sérum. 

Figure 2 : Inhibition in vitro de la formation de bourgeons endothéliaux 

dans des cellules HMEC-1 sous forme de sphéroïdes par les composés COB 223 et 05-06-L-

F11 en présence de FGF-2. 

Figure 3 : Inhibition in vitro de la formation de bourgeons endothéliauxdans 

des cellules souches embryonnaires par les composés COB 223 et 05-06-L-F1. 

Figure 4 : Inhibition in vivo de la croissance de tumeurs TS/A par le 

composé COB 223. 

EXEMPLES 

Matériels et Méthodes  

 

Culture cellulaire et réactifs  

Les cellules HMEC-1 ont été fournies par le Centre de Contrôle et de 

Prévention des maladies (Center for Disease Control and Prevention) (Atlanta, GA, USA). 

Les cellules HMEC-1 et NIH-3T3 ont été maintenues dans le DMEM contenant 1g/l de 

glucose (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) auquel ont été ajoutés 10% de sérum fœtal de 

veau (FCS) (Biowest, Abcys, Paris, France). Des cellules endothéliales microvasculaires de 

derme humain (HMVEC-d, LONZA, Bâle, Suisse) ont été maintenues dans un milieu de 
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croissance endothéliale (EGM-2-MV, Cambrex) auquel ont été ajoutés 5% de de FCS, ainsi 

que des additifs recommandés par le fabricant. Les cellules souches embryonnaires CJ7 

(Swiatek PJ, 1993, Gene Dev) ont été cultivées sur des boîtes recouvertes de gélatine dans un 

milieu de Dulbecco modifié par Iscove (Invitrogen, Carlsbad, CA,) auquel ont été ajoutés 15 

% de FCS, 1% d’acides aminés non essentiels, 1% d’ATAM, 150 µM de monothioglycérol et 

1000 U/mL de Facteur d’Inhibition de la Leucémie (ESGRO®, Chemicon, Temecula, CA). 

Les cellules TS/A-luc ont été généreusement offertes par Dr Jean-Luc Coll (INSERM U823) 

(Sancey L, Dufort S, Josserand V, Keramidas M, Righini C, Rome C, Faure AC, Foillard S, 

Roux S, Boturyn D, Tillement O, Koenig A, Boutet J, Rizo P, Dumy P, Coll JL. Drug 

development in oncology assisted by noninvasive optical imaging. Int J Pharm. 379: 309-16. 

(2009) ) 

 

Préparation de lignées cellulaires fluorescentes  

Les cellules HMEC-1 ou NIH-3T3 ont été infectées par un rétrovirus 

défectif codant pour la protéine eGPF (Enhanced Green Fluorescent Protein). Une 

construction contenant eGFP, sous contrôle du promoteur du cytomégalovirus humain 

herpétique (hCMV) a été sous-cloné dans le vecteur pLNCX. Cette construction a été 

introduite dans les cellules PT67 par transfection avec Effectène (Qiagen, Hilden, 

Allemagne). Le surnageant des cellules PT67 a été filtré pour récupérer les particules virales, 

afin d’infecter les cellules HMEC-1 et 3T3. Les clones exprimant eGFP ont été choisis par 

sélection à la néomycine. Les clones résistants ont été isolés par dilution limite et amplifiés 

dans des lignées cellulaires indépendantes. Ces lignées cellulaires exprimant de façon stable 

la protéine eGFP ont été nommées HMEC-1-GFP et 3T3-GFP. 

 

Test de la “blessure” 

Des monocouches de cellules confluentes ont été blessées avec la pointe 

d’une pipette plastique, lavées délicatement avec un tampon phosphate (PBS) et traitées avec 

des milieux finaux contenant des composés de formule (I). Les cellules ont été placées à 37°C 

dans l’incubateur et photographiées aux temps indiqués. La quantification de la fermeture de 

la blessure dans la monocouche a été réalisée en utilisant le programme Image J (NIH). Les 

résultats sont exprimés en pourcentage de blessure fermée à T24 comparée à la blessure 

initiale à T0. 

 

Différenciation des cellules souches embryonnaires (ESC) dans le lignage 

endothélial 

Les cellules CJ7 (1000 cellules/puits ; plaques de culture non traitées 12-

puits) ont été soumises à une différenciation dans des gels de collagène dans un milieu Iscove 

contenant du Glutamax (Milieu Dulbecco modifié par Iscove) auquel ont été ajoutés 1,2 

mg/mL de collagène I (BD Biosciences, Bedford, MA), 15% de sérum fœtal de veau 

(Invitrogen), 450 µM monothioglycérol (Sigma-Aldrich), 10 µg/mL d’insuline (Roche 
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Diagnostics, Bâle, Suisse), 50 U/mL de pénicilline et 50 µg/mL streptomycine (Invitrogen), 

tel que précédemment décrit. Un mélange de facteurs de croissance a également été ajouté 

contenant 50 ng/mL de VEGF-A humain (AbCys), 100 ng/mL de bFGF humain (Dr. A. 

Baird, Whittier Institute, La Jolla, CA) (Vittet D, Prandini MH, Berthier R, Schweitzer A, 

Martin-Sisteron H, Uzan G, Dejana E. Embryonic stem cells differentiate in vitro to 

endothelial cells through successive maturation steps. Blood 88:3424-31 (1996).). Au jour 6, 

les composés de formule (I) (solutions dans le DMSO) ont été ajoutés aux concentrations 

indiquées avec un nouvel ajout de 50 ng/mL de VEGF-A humain et 100 ng/mL de FGF-2 

humain. La différenciation a été réalisée pendant 11 jours. 

 

Immunocytochimie de corps embryonnaires 

Les gels de collagène contenant des corps embryonnaires (EB) ont été 

deshydratés en utilisant des lingettes Kimwipes® Lite (Kimberly Clark, Nanterre, France) et 

une membrane en nylon, puis fixés par du paraformaldéhyde pendant 15 min à température 

ambiante. Les corps embryonnaires ont été incubés 1 h avec un anticorps monoclonal de rat 

dirigé contre la molécule d’adhésion des cellules endothéliales ou plaquettes de souris 

(PECAM)/CD31 (clone MEC-13.3, un don de Dr A. Vecchi, Milan, Italie) tel que 

précédemment décrit (Vittet et al. PNAS, 1997), puis incubés avec un anticorps d’âne anti-rat 

marqué avec une cyanine-3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA). Les 

corps embryonnaires ont ensuite été examinés avec un microscope fluorescent. Pour 

quantifier les bourgeons endothéliaux, les images ont été prises avec un appareil 

photographique et la longueur totale des bourgeons endothéliaux a été réalisée par analyse 

morphométrique en utilisant le logiciel Metamorph (Molecular Devices, Downington, PA). 

 

Invasion de sphéroïdes HMEC-GFP dans la matrice collagène 

Les cellules HMEC-GFP ont été développées sous forme de sphéroïdes dans 

un milieu Dulbecco modifié par Iscove contenant 0,2% de méthylcellulose dans des plaques 

96 puits à fond rond. Deux jours après, les sphéroïdes ont été recueillis et l’invasion a été 

permise dans un milieu Dulbecco modifié par Iscove (IMDM), auquel ont été ajoutés 1,2 mg 

de collagène de type I, 50 U/mL de penicilline, 50 µg/mL de streptomycine. Les composés de 

formule (I) (en solution dans le DMSO) ou bFGF (en présence de la même quantité de 

DMSO) ont été ajoutés dans la préparation avant la gélification du collagène. 

 

Analyse du cycle cellulaire 

Les cellules HMVECd ont été privées de sérum pendant 48h, et ont ensuite 

été traitées avec des composés de formule (I) dans le milieu final (FCS 10%). Après 24 h, les 

cellules ont été trypsinisées et rassemblées avec les milieux conditionnés. Les noyaux ont 

ensuite été colorés avec l’iodure de propidium en utilisant le kit « Cycle Test Plus DNA» 

selon les instructions du fabricant (Becton Dickinson). Les extraits cellulaires ont été analysés 

en utilisant le cytomètre de flux FACScalibur (Becton Dickinson). 
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Modèle de tumeur-TS/A de souris 

Ce modèle a été choisi du fait de sa croissance rapide et de sa dépendance à 

l’angiogenèse dans des souris nude standards. Ce modèle a été utilisé pour étudier les effets in 

vivo du composé COB 223. Les cellules TSA/Luc (2 x 10
6
 cellules dans 100 µL de Matrigel 

50% dans le DMEM) ont été injectées en sous-cutanée dans le flanc droit de souris nu/nu. 

Sept jours après inoculation de la tumeur, les souris ont subi une injection intrapéritonéale 

(i.p.) soit du véhicule à base de solvant (4 % DMSO) ou de 0,5 mg de COB 223 et des 

injections similaires ont été réalisées toutes les 48 heures. La taille de la tumeur a été mesurée 

avec un pied à coulisse et le volume a été calculé en appliquant la formule [L x l
2
 x 0,5], dans 

laquelle L et l représentent la longueur et la largeur respectivement. Toutes les souris ont été 

tuées 18 jours après inoculation de la tumeur. Au jour 15, les tumeurs ont été visualisées sous 

forme d’image dans un appareil d’imagerie par bioluminescence IVIS Lumina (Caliper Life 

Sciences, Hopkinton, MA, USA). Les souris ont été visualisées 15 minutes après injection ip 

de la luciférine. 

 

Synthèse chimique des composés de formule (I) 

Protocole général  

Des quantités stoechiométriques (0,65 mmol) de chlorure d’acyle et 

d’alkylamine (RNH2) sont mélangées dans le dichlorométhane (3 mL) et la solution obtenue 

est agitée 15h à température ambiante. Une solution aqueuse (1M) de carbonate de sodium (3 

mL) est ajoutée et le mélange obtenu est agité vigoureusement pendant 1 heure. On laisse 

ensuite décanter le mélange jusqu’à séparation nette de deux phases. 

La phase organique est séparée, lavée plusieurs fois avec de l’eau, puis avec 

une solution de Brine. Elle est ensuite séchée sur du sulfate de magnésium, filtrée puis 

concentrée sous pression réduite. La plupart des composés de formule (I) obtenus sont isolés 

sous forme d’huiles. 

La pureté des composés a ensuite été vérifiée par HPLC (Chromatographie 

Liquide à Haute Performance), et les structures chimiques confirmées par analyse RMN. 

Les chlorures d’acyle mis en œuvre selon ce protocole général sont des 

chlorures d’acide carboxyliques (chlorure de benzoyle), les chlorures d’acide sulfonique (les 

chlorures de tosyle, d’acide naphtalène sulfonique, et de dansyle et des chloroformates 

(chlorure de para-nitrobenzyloxycarbonyle). 

Les alkylamines mises en oeuvre comme produit de départ peuvent contenir 

différent groupes fonctionnels (alcool, éther, amine, carbamate). 

Les composés W7, monodansylcadaverine, 1,2-éthylènediamine, 1,3-

diaminopropane, 1,4-diaminobutane ont été fournis par Sigma-Aldrich (St Louis). 

 

Résultats 
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Exemple 1 : tert-butyl 3-(4-(3-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-

sulfonamido)propyl)pipérazin-1-yl)propylcarbamate (cob 223) 

Le composé Cob 223 a été préparé selon le protocole général ci-dessus, à 

partir du chlorure de dansyle et du 3-[4-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)-pipérazin-1-

yl]propylamine. Celle-ci a été préparée selon Ryckebusch et al, Bioorg Med Chem Lett, 2003, 

13, 3783 

 

 

RMN 
1
H (CDCl3)  8,51 (d, 1H), 8,31 (d, 1H), 8,23 (m, 1H), 7,47-7,53 (m, 

2H), 7,16 (d, 1H), 5,35 (large s, NH), 3,16-3,22 (m, 2H), 2,94 (t, 2H), 2,3-2,5 (large m, 8H), 

1,57-1,66 (m, 4H), 1,43 (s, 9H). 

 

Exemple 2 : tert-butyl 3-(4-(3-(naphthalène-1-

sulfonamido)propyl)pipérazin-1-yl)propylcarbamate (cob 235) 

Le composé Cob 235 a été préparé selon le protocole général ci-dessus à 

partir de chlorure d'acide naphthalène sulfonique et de 3-[4-(3-tert-

butoxycarbonylaminopropyl)-pipérazin-1-yl]propylamine. Celle-ci a été préparée selon 

Ryckebusch et al, Bioorg Med Chem Lett, 2003, 13, 3783 

 

RMN 
1
H (CDCl3)  8,59-8,62 (m, 1H), 8,15-8,17 (m, 1H), 7,95-7,97 (m, 

1H), 7,85-7,87 (m, 1H), 7,43-7,54 (m, 3H), 5,37 (broad s, 1H), 5,21 (large s), 3,11-3,13, (m, 

2H), 2,87 (t, 2H), 2,21-2,39 (large m, 8H), 1,50-1,62 (m, 4H), 1,48 (s, 9H) 

 

Exemple 3 : tert-butyl 3-(4-(3-phénylamidopropyl)pipérazin-1-

yl)propylcarbamate (cob 237) 

Le composé Cob 237 a été préparé selon le protocole général à partir de 

chlorure de benzoyle et de 3-[4-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)-pipérazin-1-

yl]propylamine. Celle-ci a été préparée selon Ryckebusch et al, Bioorg Med Chem Lett, 2003, 

13, 3783. 
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RMN 
1
H (CDCl3)  8,21 (large s, 1H), 7,77-7,81 (m, 2H), 7,35-7,47 (m, 

3H), 5,36 (large s, 1H), 3,51 (quad, 2H), 3,13 (quad, 2H), 2,34-2,55 (m, 8H), 1,75 (quint, 2H), 

1,61 (quint, 2H), 1,41 (s, 9H) 

 

Exemple 4 : tert-butyl 3-(4-(3-(4-

méthylphénylsulfonamido)propyl)pipérazin-1-yl)propylcarbamate (cob 236) 

Le composé Cob 236 a été préparé selon le protocole général ci-dessus à 

partir de chlorure d'acide para-toluène sulfonique et de 3-[4-(3-tert-

butoxycarbonylaminopropyl)-pipérazin-1-yl]propylamine. Celle-ci a été préparée selon 

Ryckebusch et al, Bioorg Med Chem Lett, 2003, 13, 3783. 

 

RMN 
1
H (CDCl3)  7,71 (d, 2H), 7,28 (d, 2H), 5,4 (large s, 1H), 3,14-3,20 

(m, 2H), 3,03 (t, 2H), 2,36-2,44 (m, 13H), 1,56-1,68 (m, 4H), 1,42 (s, 9H) 

 

Exemple 5 : 4-nitrobenzyl N-[3-(4-{3-[(tert-

butoxycarbonyl)amino]propyl}pipérazin-1-yl)propyl] carbamate (cob 238) 

Le composé Cob 238 a été préparé selon le protocole général ci-dessus, à 

partir de chloroformiate de para-nitrobenzyle et de de 3-[4-(3-tert-

butoxycarbonylaminopropyl)-pipérazin-1-yl]propylamine. Celle-ci a été préparée selon 

Ryckebusch et al, Bioorg Med Chem Lett, 2003, 13, 3783. 

 

RMN 
1
H (300Hz CDCl3) : δ 8,19 (d, 2H), 7,48 (d, 2H), 6,16 (large s, NH), 

5,36 (large s, NH), 5,17 (s, 2H), 3,28 (quad, 2H), 3,13-3,19 (m, 2H), 2,37-2,46 (m, 8H), 1,59-

1,72 (m, 4H), 1,42 (s, 9H). 

 

Exemple 6 : 5-(diméthylamino)-N-[3-(diméthylamino)propyl]naphthalène-

1-sulfonamide (cob 221) 
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Le composé Cob 221 préparé selon le protocole général à partir de chlorure 

de dansyle et de N,N-diméthylaminopropyl amine (Aldrich). 

 

RMN 
1
H (300Hz CDCl3) : δ 8,49-8,52 (m, 1H), 8,28-8,31 (m, 1H), 8,21-

8,23 (m, 1H), 7,49-7,56 (m, 2H), 7,16 (d, 1H), 2,95 (t, 2H), 2,87 (s, 6H), 2,21 (t, 2H), 2,16 (t, 

6H), 1,55 (quint, 2H) 

 

Exemple 7 : 5-(diméthylamino)-N-[3-hydroxypropyl]naphthalène-1-

sulfonamide (cob 220) 

Le composé Cob 220 a été préparé selon le protocole général, à partir de 

chlorure de dansyle et de 3-hydroxpropylamine ( Aldrich). 

 

RMN 
1
H (300Hz CDCl3) : δ 8,56 (d, 1H), 8,24-8,31 (m, 2H), 7,50-7,60 (m, 

2H), 7,20 (d, 1H), 5,20 (m, 1H), 3,66 (large m, 2H), 3,06 (quad, 2H), 2,80 (s, 6H), 1,64 (quint, 

2H) 

 

Exemple 8 : 2-(2-{4-[5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonyl]pipérazin-1-

yl}éthoxy)éthan-1-ol (cob 224) 

Le composé Cob 224 a été préparé selon le protocole général à partir de 

chlorure de dansyle et de 1-[2-(2-Hydroxyethoxy)ethyl]pipérazine (Aldrich). 

 

 

RMN 
1
H (300Hz CDCl3) : δ 8,55 (d, 1H), 8,41 (d, 1H), 8,17 (d, 1H), 7,48-

7,54 (m, 2H), 7,16, (d, 1H), 3,49-3,62 (m, 6H), 3,22-3,25 (m, 4H), 2,87 (s, 6H), 2,53-2,57 (m, 

6H) 

 

Exemple 9 : 2-{2-[5-(diméthylamino)naphthalène-1-

sulfonamido]éthoxy}éthan-1-ol (cob 225) 
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Le composé Cob 225 a été préparé selon le protocole général à partir de 

chlorure de dansyle et de 2-(2-Aminoethoxy)ethanol (Aldrich). 

 

 

RMN 
1
H (300Hz CDCl3) : δ 8,57 (d, 1H), 8,25-8,32 (m, 2H), 7,5-7,6 (m, 

2H), 7,21 (d, 1H), 5,25 (m, 1H, NH), 3,57 (t, 2H), 3,39 (t, 2H), 3,31 (t, 2H), 3,13, (m, 2H), 

2,91 (s, 6H). 

 

Exemple 10 : N-{3-[4-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)pipérazin-1-

yl]propyl}-1,8-naphtalimide (cob 227) 

Le composé Cob 227 a été préparé selon le protocole général à partir 

d'anhydride naphthalique et de 3-[4-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)-pipérazin-1-

yl]propylamine. Celle-ci a été préparée selon Ryckebusch et al, Bioorg Med Chem Lett, 2003, 

13, 3783. 

 

 

Tfus=196-198°C 

RMN 
1
H (300Hz CDCl3) : δ 8,60-8,63 (m, 2H), 8,21-8,24 (m, 2H), 7,75-

7,80 (m, 2H), 5,44 (s, 1H, NH), 4,42-4,30 (m, 2H), 3,15-3,10 (m, 2H), 2,50-2,57 (m, 8H), 

2,38-2,41 (m, 4H), 1,92-2,06 (m, 2H), 1,60-1,69 (m, 2H), 1,44 (s, 9H) 

 

Exemple 11 : N-(3-aminopropyl)-1,8-naphtalimide hydrochloride (cob 226) 

Le composé Cob 226 a été préparé à partir d'anhydride naphthalique et d'un 

large excès de diaminopropane (Aldrich). 

 

RMN 
1
H (300Hz DMSO): δ 8,49-8,52 (m,2H), 7,96 (large s), 8,46-8,49 

(m,2H), 7,86-7,91 (m,2H), 4,10-4,15 (m, 2H), 2,79-3,04 (m, 2H), 1,94-2,03 (quint, 2H). 

 

Exemple 12 : Chlorhydrate de N-{3-[4-(3-aminopropyl)pipérazin-1-

yl]propyl}-1,8-naphtalimide hydrochloride (cob 228) 
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Le composé Cob 228 a été préparé à partir d'anhydride naphthalique et d'un 

large excès de bis(3-aminopropyl)pipérazine (Aldrich). 

 

RMN 
1
H (300Hz DMSO): δ 8,46-8,52 (m, 4H), 8,12 (broad s), 7,86-7,91 

(m, 2H), 4,12-4,16 (t, 2H), 3,2-3,6 (broad m, 14H), 2,14-2,16 (m, 2H), 1,98-2,00 (m, 2H) 

 

Exemple 13 : 1,3-bis [5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido] 

diaminopropane (05-06-L-F11) 

Le composé 05-06-L-F11 a été préparé selon le protocole général à partir de 

chlorure de dansyle et de 1,3-diaminopropane (Aldrich). 

 

 

RMN 
1
H (200Hz CDCl3): δ 8,40-7,00 (m, 12H), 4,80 (t, 2H), 2,80 (m, 16H), 

1,35 (quint, 2H). 

 

Exemple 16 : N-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido)-N’-(tert-

butoxycarbonyl)-1,3-diamino-propane (05-102-L-B09) 

Le composé 05-102-L-B09 a été préparé selon le protocole général à partir 

de chlorure de dansyle et de tert-butyl 3-aminopropylcarbamate (Aldrich). 

 

 

RMN 
1
H (200Hz CDCl3) : δ 8,50 (d, 1H), 8,30 (d, 1H), 8,20 (d, 1H), 7,50 

(m, 2H), 7,20 (d, 1H), 5,70 (br t, 1H), 4,50 (br t, 1H), 2,85 (s, 6H), 3,05 and 2,90 (2m, 4H), 

1,50 (m, 2H), 1,35 (s, 9H). 

 

Exemple 17 : N-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido)-1,3-

diamino-propane (05-06-L-D03) 
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Le composé 05-06-L-D03 a été préparé selon le protocole général à partir de 

chlorure de dansyle et d'un large excès de 1,3-diaminopropane. 

 

 

RMN 
1
H (200Hz CDCl3) : δ 8,50 – 7,00 (m, 6H, m), 3,80 (large m, 3H), 

2,95-2,60 (m, 10H), 1,40 (q, 2H) 

 

Exemple 18 : Criblage de molécules anti-angiogéniques à partir d’une 

bibliothèque  

La bibliothèque de composés chimiques du Département de Chimie 

Moléculaire (CNRS UMR 5250, University Joseph Fourier Grenoble) composée de 1360 

molécules a été criblée au moyen d’un test cellulaire d’angiogenèse adapté. 

La plupart des molécules antiangiogéniques ont la capacité d’inhiber la 

fermeture spontanée d’une blessure réalisée en griffant une monocouche de cellules 

endothéliales avec la pointe d’une pipette. Afin d’adapter ce test de « fermeture de blessure » 

à la contrainte d’un criblage à grande échelle, une lignée fluorescente de cellules endothéliales 

microvasculaires a été générée par infection d’un rétrovirus défectif codant eGFP (enhanced 

Green Fluorescent Protein) dans la lignée cellulaire HMEC-1 immortalisée. Afin de 

sélectionner les molécules qui affecteront sélectivement la migration cellulaire endothéliale et 

d’exclure les molécules qui interfèrent avec les mécanismes généraux de la migration 

cellulaire dans tout type de cellule, une lignée cellulaire de fibroblastes fluorescents a 

également été générée en réalisant une transduction rétrovirale du gène eGFP dans les 

fibroblastes 3T3 de souris. Toutes les molécules ont ensuite été testées en triple sur des 

cellules à une concentration de 25 µM dans des plaques 96 puits. Les molécules inhibant la 

fermeture de la blessure ont ensuite été testées à nouveau dans des conditions similaires sur 

des cellules 3T3. Les résultats sont rapportés sur le tableau 1 ci-dessous. La molécule la plus 

efficace, COB 223, inhibe la migration des cellules endothéliales avec un EC50 de 5 µM 

tandis que son EC50 est de 25 µM sur la fermeture de blessure de cellules 3T3. De façon 

intéressante, certaines molécules telles que COB 227 apparaissent moins actives sur des 

cellules endothéliales (EC50 = 18 µM) mais beaucoup plus spécifiques (EC50 pour des 

cellules 3T3 = 250 µM). 

 

N
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Tableau 1 

 

Exemple 19 : Effet de COB 223 dans différents tests d’angiogenèses in vitro 

L’activité du composé COB 223 et du composé 05-06-F11, le deuxième 

analogue le plus efficace, a ensuite été testée dans une série de tests d’angiogenèse in vitro. 

En premier lieu, les cellules HMEC-1 ont été cultivées sous forme de sphéroïdes, transférées 

dans un gel de collagène, puis on a laissé croître ces cellules en présence soit de leur sérum 

(Figure 2) soit de FGF-2 (Figure 3). Il a été observé que les deux molécules inhibent de 

façon importante la croissance cellulaire endothéliale à une concentration de 10 µM, quelque 

soit le facteur stimulant en présence. 

Un autre test développé dans le laboratoire des inventeurs, utilisant la 

capacité des cellules souches embryonnaires murines de se différencier en cellules de la lignée 

endothéliale (vasculogénèse) et de former des bourgeons endothéliaux (angiogenèse) 

lorsqu’elles sont cultivées en tant que corps embryonnaires dans des gels de collagène tri-

dimensionnels. Comme il apparaît sur la Figure 3, COB 223 et 05-06-L-F11 n’affectent pas 

la différenciation endothéliale des cellules ES mais bloque complètement la formation des 

bourgeons endothéliaux (CD31-positif). 

L’effet des composés 05-06-F11 et COB 223 sur la prolifération des cellules 

endothéliales à travers l’analyse du cycle cellulaire par cytométrie de flux à fluorescence 

(FACS) a également été étudié. Afin d’évaluer tout effet pro-apoptotique potentiel, les 

cellules adhérentes et en suspension ont été analysées. Les cellules endothéliales cultivées en 

l’absence de sérum ont été stimulées avec 10% de sérum de veau fœtal en l’absence et en 

présence des composés (cf. Tableau 2). Aucun changement n’a été observé dans le 

pourcentage de cellules apoptotiques ou nécrotiques (pre-G1) tandis que les deux composés 

diminuent très fortement le nombre de cellules engagées dans la phase S (de 20 % à moins de 

8%). Ces composés apparaissent ainsi comme étant des agents antiprolifératifs pour les 

cellules HMVECds. 

 

HMVEC-d  % Sub-

G1 

%

 G1 

%

 S 

%

 G2 

Absence de sérum DMSO 0,6 9

1,6 

4

,4 

3

,4 
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FCS DMSO 0,3 6

5,3 

1

9,7 

1

4,7 

FCS COB223 0,5 8

8,2 

7

,6 

3

,7 

FCS 05-06-L-

F11 

0,3 8

8,4 

7

,6 

3

,7 

Tableau 2 : Analyse du cycle cellulaire sur des cellules HMVEC-d traitées 

avec les composés 05-06-L-F11 ou COB 223. 

Exemple 20 : Effets du COB 223 sur la formation de la tumeur in vivo 

Dans la mesure où la croissance de nombreuses tumeurs in vivo dépend de 

l’angiogenèse, il a été vérifié si la molécule anti-angiogénique COB 223 était capable de 

réduire la croissance de la tumeur. Les inventeurs ont utilisé des cellules TS/A, des cellules de 

tumeurs mammaires murines exprimant la luciférase, qu’ils ont injectées à des souris nude par 

voie sous-cutanée. 5 mg de COB 223 ou de son véhicule (4% de DMSO dans le PBS) ont été 

injectés ip chaque jour à des souris porteuses de tumeurs TS/A-luc du jour 7 jusqu’au jour 18. 

Comme il apparaît sur la Figure 4, l’injection de COB 223 réduit significativement la 

croissance de tumeurs TSA comme mesuré par la taille totale des tumeurs et la quantité de 

cellules tumorales vivantes mesurées au jour 15 par imagerie par bioluminescence non-

invasive. La différence dans la taille des tumeurs est statistiquement significative (p<0,05) du 

jour 9 jusqu’au jour 17. 
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REVENDICATIONS 

1. Composé de formule (I) pour son utilisation pour inhiber 

l’angiogenèse : 

N (CH2)m

R
a

R
b

A R
c

(I)  

dans laquelle : 

NR
a
R

b
 représente un groupement choisi parmi NHAr, ou un groupe  

N    

     

R  

R représente un groupement choisi parmi H, Cl, Br, I, F, NO2, NR10R11, N3, 

OR12 ; 

Ar représente un groupement choisi parmi Ar1 ou Ar2 

L1

   

L2   

   
Ar1 Ar2

    

R1

   

R2

 

L1, L2, identiques ou différents, représentent indépendamment un 

groupement choisi parmi –SO2-, -CH2-OC(=O)-, -NHC(=O)-, -OC(=O)-, C(=O)-, -CH2-

SC(=S)-.; 

R1, R2, identiques ou différents, sont choisis parmi H, Cl, Br, alkyle en C1-

C6, NO2, NR3R4, OR13 ; 

R3, R4, identiques ou différents, représentent indépendamment un 

groupement choisi parmi H ou alkyle en C1-C6 ; 

A représente un groupement choisi parmi une liaison ou un groupe Het –

(CH2)n-, le groupe Het désignant un groupement hétérocyclyle de 5 à 7 chaînons ; 
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R
c
 représente un groupement choisi parmi OR5, ou NR6R7 ; 

R5 représente un groupement choisi parmi H, -(CH2)p-OH, alkyle en C1-C6, 

C(=O)R14 ; 

R6, R7, identiques ou différents, représentent indépendamment un 

groupement choisi parmi H, alkyle en C1-C6, C(=O)OR8, NHSO2R9 ; 

R8 représente un groupement choisi parmi H ou C1-C6 alkyle ; 

R9 représente un groupement choisi parmi aryle en C6-C10 éventuellement 

substitué par un ou plusieurs groupes R1 ; 

R10, R11, identiques ou différents, représentent un groupement choisi parmi 

H, alkyle en C1-C6, ou aryle en C6-C10, ou bien R10 et R11 forment ensemble, avec l’atome 

d’azote auxquels ils sont attachés, une amine cyclique ; 

R12, R13, R14 identiques ou différents, représentent chacun indépendamment 

un groupement choisi parmi H, alkyle en C1-C6, aryle en C6-C10 ; 

m est un entier de 1 à 6 ; 

n est un entier de 1 à 6 ; 

p est un entier de 1 à 4 ; 

ou un sel pharmaceutiquement acceptable de celui-ci. 

2. Composé de formule (I) pour son utilisation selon la revendication 1, 

dans le traitement et/ou la prévention des cancers, la dégénérescence maculaire liée à l’âge, la 

rétinopathie diabétique, le psoriasis ou l’arthrite rhumatoïde. 

3. Composé de formule (I) pour son utilisation selon l’une des 

revendications précédentes, dans laquelle Ar est un groupe Ar1. 

4. Composé de formule (I) pour son utilisation selon la revendication 3, 

dans laquelle L1 est un groupe –SO2-. 

5. Composé de formule (I) pour son utilisation selon l’une des 

revendications précédentes, dans laquelle R1 est NR3R4, de préférence N(CH3)2. 

6. Composé de formule (I) pour son utilisation selon l’une des 

revendications précédentes, dans laquelle m=3. 

7. Composé de formule (I) pour son utilisation selon l’une des 

revendications précédentes, dans laquelle n=3. 
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8. Composé de formule (I) pour son utilisation selon l’une des 

revendications précédentes choisi parmi : 

- tert-butyl 3-(4-(3-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-

sulfonamido)propyl)pipérazin-1-yl)propylcarbamate (cob 223) 

- tert-butyl 3-(4-(3-(naphthalène-1-sulfonamido)propyl)pipérazin-1-

yl)propylcarbamate (cob 235) 

- tert-butyl 3-(4-(3-phénylamidopropyl)pipérazin-1-yl)propylcarbamate 

(cob 237) 

- tert-butyl 3-(4-(3-(4-méthylphénylsulfonamido)propyl)pipérazin-1-

yl)propylcarbamate (cob 236) 

- 4-nitrobenzyl N-[3-(4-{3-[(tert-

butoxycarbonyl)amino]propyl}pipérazin-1-yl)propyl] carbamate (cob 238) 

- 5-(diméthylamino)-N-[3-(diméthylamino)propyl]naphthalène-1-

sulfonamide (cob 221) 

- 5-(diméthylamino)-N-[3-hydroxypropyl]naphthalène-1-sulfonamide 

(cob 220) 

- 2-(2-{4-[5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonyl]pipérazin-1-

yl}éthoxy)éthan-1-ol (cob 224) 

- 2-{2-[5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido]éthoxy}éthan-1-ol 

(cob 225) 

- N-{3-[4-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)pipérazin-1-yl]propyl}-

1,8-naphtalimide (cob 227) 

- Chlorhydrate de N-(3-aminopropyl)-1,8-naphtalimide (cob226) 

- Chlorhydrate de N-{3-[4-(3-aminopropyl)pipérazin-1-yl]propyl}-1,8-

naphtalimide (cob 228) 

- 1,3-bis(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido)- propane (05-

06-L-F11) 

-  N-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonyl)-N'-(tert-

butoxycarbonyl)-1,3-diamiopropane (05-102-L-B09) 

- 3-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido)-propylamine (05-06-

L-D03) 

- Dansylcadavérine6-(5-chloro-naphthalène-1-sulfonamido)hexylamine 

(W7) 

- 1,4-bis[(5-(diméthylamino)naphthalène-1-

sulfonamido)propyl]pipérazine (Cob 222) 

9. Composition pharmaceutique comprenant un composé de formule (I) 

tel que défini dans l’une quelconque des revendications 1 à 8, en association avec un ou 

plusieurs excipients pharmaceutiquement acceptables. 

10. Composé de formule (I) : 
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N (CH2)m

R
a

R
b

A R
c

(I)  

R
a
, R

b
, R

c
, A et m étant tels que définis dans l’une quelconque des 

revendications 1 à 8,  

A l’exclusion des composés :  

- N-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonyl)-N’-(tert-

butoxycarbonyl)-1,3-diamino-propane (05-102-L-B09) 

- N-(5-(diméthylamino)naphthalène-1-sulfonamido)-1,3- -propylamine 

(05-06-L-D03) 

- 6-(5-chloro-naphthalène-1-sulfonamido)hexylamine (W7) 

- 1,4-bis[(5-(diméthylamino)naphthalène-1-

sulfonamido)propyl]pipérazine (Cob 222) 

- Dansylcadavérine 
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Inhibition de l’angiogenèse tumorale : criblage d’une chimiothèque et 
caractérisation d’un nouveau composé agissant sur la voie de signalisation 
Ras-ERK. 
Au cours des dernières années, des thérapies anti-cancéreuses ciblant l’angiogenèse 
tumorale ont été développées et ont démontré un bénéfice en terme de survie globale pour 
les patients atteints de certains cancers métastatiques. Cependant, dans de nombreux cas, 
les tumeurs acquièrent des résistances échappent au traitement. Le développement de 
nouveaux composés anti-angiogène est donc une réelle nécessité pour être proposés en 
seconde ligne thérapeutique. Dans ce travail, notre objectif était d’identifier de nouvelles 
molécules anti-angiogènes par le criblage à haut débit, de la chimiothèque académique de 
l’Université de Grenoble. Nous avons adapté le test de blessure sur cellules endothéliales au 
format des plaques de 96 puits et avons identifié une famille de molécules qui inhibent 
spécifiquement leur fermeture. L’activité anti-angiogène de la molécule leader (COB223) a 
été confirmée dans des modèles d’angiogenèse tridimensionnels  in vitro, et, chez la souris, 
dans un modèle d’angiogenèse sous-cutanée. Nous avons testé l’activité anti-tumorale de 
COB223 dans un modèle de xénogreffe chez la souris et observé une diminution significative 
de la taille des tumeurs dans les souris traitées. A la recherche de son mécanisme d’action, 
nous avons observé que COB223 inhibe la prolifération cellulaire et diminue les 
phosphorylations de MEK et Raf, de ERK1/2 induites par le VEGF-A dans les cellules 
endothéliales. Nous avons également montré que COB223 n’inhibe pas les phosphorylations 

du VEGFR2 et de PLC D’après ces résultats, nous proposons que la cible de COB est 

localisée dans la voie de signalisation VEGF/ PLC /PKC/ERK entre PKC et Ras. 
Mots Clés : angiogenèse, criblage à haut débit, récepteur du VEGF, signalisation ERK, 
thérapie anti-angiogène, cellule endothéliale 

Inhibition of tumor angiogenesis: screening of a chemical library and 
characterization of a new compound that targets the Ras-ERK signaling 
pathway. 
Several anti-tumoral therapies targeting angiogenesis have been developed over the recent 
years and have demonstrated benefits for several metastatic cancers. However, in many 
cases, resistances to these treatments appear over time, allowing tumor escape. The 
development of new anti-angiogenic compounds is thus dramatically urged in order to 
propose second-line anti-angiogenic treatments. In this work, our aim was to identify new 
anti-angiogenic compounds through high throughput screening of the academic library from 
the University of Grenoble. We adapted the endothelial cell scratch assay to 96-well plates. 
We identified a family of molecules that specifically inhibited endothelial cell migration. The 
anti-angiogenic activity of the leader molecule (COB223) was confirmed in vitro in 3D cellular 
models of angiogenesis and in vivo using a mouse model of subcutaneous sponge 
implantation. We tested the anti-tumoral activity of COB223 on a mouse xenograft model. 
We observed that tumor growth was significantly reduced in treated mice correlated with 
decreased microvessel density. In search for its mechanism of action, we observed that 
COB223 inhibits cell proliferation and reduces VEGF-A-induced phosphorylation of MEK and 

ERK1/2 in endothelial cells. We also showed that COB223 did not affect VEGFR2 and PLC 
phosphorylation but reduces Raf phosphorylation responsible for its activity. These results 

allow us to propose that the molecular site of action of COB223 is located in the VEGF/ PLC 
/PKC/ERK pathway, between PKC and MEK.  
Key words : angiogenesis, high throughput screening, VEGF receptor, ERK pathway, anti-
angiogenic therapy, endothelial cell. 


	Page vierge
	Page vierge
	Page vierge
	Page vierge



