Les voies

de signalisation

L es protéines de la famille des éphri-
nes et leurs récepteurs ont été décou-
verts par les spécialistes du développe-
ment et d’abord décrits comme des facteurs
de « neuroguidage ». Les récepteurs des
éphrines (Ephrin) sont désignés sous le
nom générique de « Eph » ; ils compren-
nent 14 membres et constituent la plus
grande famille des récepteurs a tyrosine
kinase.

Chez les mammiferes, on a décrit 9 récep-
teurs EphA (EphA1-8 et EphAT10) et 5 récep-
teurs EphB (EphB1-4 et EphB6). Les récep-
teurs EphA se lient a 5 ligands EphrinA ;
les récepteurs EphB sont activés par 3
ligands transmembranaires EphrinB [1]
(tableau 1).

L'interaction entre les ligands Ephrin et
les récepteurs Eph se fait au niveau des
contacts inter-cellulaires ; elle induit une
signalisation bidirectionnelle a partir du
récepteur Eph (signalisation antérograde)
et a partir du ligand Ephrin (signalisation
rétrograde) [2]

L'EphrinB2 et ses récepteurs EphB4 jouent
un réle important au cours du dévelop-
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pement vasculaire ; ils contribuent, d'une
part, a la différenciation du réseau
capillaire indifférencié primitif en artério-
les, capillaires artériels, capillaires veineux
et veinules. EphrinB2 est également
indispensable a la stabilisation et au main-
tien du réseau vasculaire adulte [3]. En
collaboration avec I'angiopofiétine 2,
EphrinB2 maintient les péricytes au contact
de la media et participe ainsi a la stabili-
sation du vaisseau adulte.

La délétion ciblée d’EphrinB2 dans les
péricytes et les cellules musculaires lisses
s’accompagne d’un cedeme diffus et d’hé-
morragies multiples qui entrainent la mort
des souriceaux quelques jours apres leur
naissance.

Les Ephrins B sont phosphorylées dans
les vaisseaux en cours de formation ; I'in-
hibition de cette phosphorylation empé-
che le bourgeonnement endothélial et
I’assemblage des nouvelles cellules en
tubes primitifs stabilisés par I’assemblage
des péricytes [4].

Dans les cellules endothéliales, la stimu-
lation de EphB4 induit I’activation de la
voie de la PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinase) et de la voie des MAPK (mitogen

Tableau 1. Interactions entre récepteurs EphA et EphB

et leurs ligands EphrinA et EphrinB.

Récepteurs EphA
EphA2
EphA2

Ei hA3

EphA5
EphA6
EphA7
EphA8
EphA10

Récepteurs EphB
EphB1

EphB3

EphB6

Ligands EphA
EphrinA1
EphrinA2
EphrinA3
EphrinA4

Récepteurs EphrinB

EphrinB1

EphrinB3

activated protein kinases) entrainant ainsi
la prolifération et la migration des cellu-
les endothéliales.

Les récepteurs EphB2 et EphB4 activent la
phosphorylation de AKT induite par
SDF1/CXCL12. La phosphorylation de
EphrinB active transitoirement les kinases
de la famille SRC et entraine un bourgeon-
nement des cellules endothéliales. Enfin,
la phosphorylation de EphrinB induit une
phosphorylation dépendant de JAK2 et de
la protéine STAT3, contribuant a I’assem-
blage des cellules endothéliales néofor-
mées dans la matrice extra-cellulaire.

La stimulation des cellules endothéliales
par EphrinB2 active les voies de la PI3K et
des MAPK et induit leur prolifération et
leur migration [5]. Leur activation par
EphrinB1 permet la phosphorylation de
JNK et augmente la migration et I’adhésion
des cellules endothéliales [6].

EphrinB2 participe également au dévelop-
pement des vaisseaux lymphatiques et a
I'angiogenése par la régulation de I'inter-
nalisation et de la signalisation des récep-
teurs VEGFR2 et VEGFR3 [7].

La régulation de I'expression des Ephrins et
de leurs récepteurs est complexe et met en
jeu plusieurs rétrocontrdles positifs et néga-
tifs résumés dans la figure 1.

Ephrines, angiogenése et
bourgeonnement endothélial

Le processus d’angiogeneése fait intervenir
de nombreuses modifications des cellules
endothéliales : bourgeonnement, élonga-
tion, élargissement, incorporation des précur-
seurs endothéliaux circulants, et formation
d’une lumiére capillaire au centre d’un
tube endothélial primitif.

EphB4 et EphrinB2 interviennent dans
plusieurs de ces processus. EphrinB2 est
exprimée dans I’endothélium et dans les
cellules de la paroi des vaisseaux adultes,
aussi bien dans les arteres, que dans les
artérioles et les capillaires. Le niveau d’ex-
pression d’EphrinB2 augmente au cours de
["angiogenese aussi bien physiologique
que pathologique [4].

EphB4, le récepteur de EphrinB2, est plus
largement exprimé dans les cellules endo-
théliales veineuses. De plus certaines cellu-
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les tumorales expriment EphB4 et les récep-
teurs EphA et EphB suggérant une implica-
tion fonctionnelle complexe du systeme
des Ephrins dans les cellules et dans les
vaisseaux tumoraux [8].

Le bourgeonnement endothélial au cours
de I’angiogenese est caractérisé par I'ap-
parition de cellules différentiées en cellu-
les en pointe « tip cells », qui forment des
filopodes. Ces cellules lysent la membrane
basale, la traversent et migrent en dehors
de leur capillaire d’origine en réponse au
gradient de VEGF-A dans les tissus envi-
ronnants (figure 2).

Les cellules endothéliales néoformées cons-
tituent un cordon et les cellules qui se trou-
vent entre le capillaire d’origine et les cellu-
les en pointe forment une tige (« stalk cells»)
reliant les tip cells au capillaire. Les voies de
la signalisation de Notch et de VEGF sont a
la source de la différentiation des cellules
migrantes en cellules de type « tip » eten
cellules de type « stalk ». Ces cellules « tiges »
produisent des récepteurs solubles VEGFR1
qui neutralisent le VEGF-A environnant ;
elles limitent ainsi la réponse angiogénique.

VEGF Ne 35 ¢ Juin 2014

Figure 1. Les boucles de rétrocontrole des Eph (d’apres [2]). (A) Rétrocontrole négatif
Eph2/HRAS-ERK. L'activation de la voie HRAS-Erk par EphrinA1 augmente I’'expression de
EphA2 et diminue I'expression de EphrinA1. (B) Rétrocontroles positif et négatif EphB2/MAP.
L'activation par EphrinB de EphB2 stimule la voie HRAS-ERK et I'augmentation de I'acti-
vité de Mek et ERK augmente la réponse de EphB2 a EphrinB. EphB2 peut aussi inhiber
la voie HRAS-ERK et réduire I'activation de EphB2 par les Ephrins. (C) Rétrocontréle
négatif EPHA2/AKT. La voie des kinases AKT activée par les facteurs de croissance (GRF),
les kinases de la famille SRC ou des mutations en amont phosphorylent EphA2 et provo-
quent une migration et une invasion cellulaires. (D) Rétrocontréle positif EphA2/
E-Cadhérine. L'expression de la E-Cadhérine augmente I'expression de EphA2, sa locali-
sation a la surface cellulaire et I'interaction avec EphrinA1. La signalisation EphA2
augmente donc I'adhésion cellulaire médiée par la E-Cadhérine.

L'EphrinB2 participe au contréle du bour-
geonnement endothélial en régulant la
fonction des cellules de pointe qui expri-
ment fortement cette protéine [9].
EphrinB2 provoque l'internalisation de
VEGFR2 et VEGFR3 dans les cellules endo-
théliales et régule ainsi leur réponse aux
différentes isoformes de VEGF. l'invalida-
tion de EphrinB2 dans les cellules endo-
théliales entraine un défaut de signalisa-
tion des récepteurs VEGFR2 et VEGFR3 ;
elle a donc des effets anti-angiogéniques.
Des anticorps dirigés contre EphrinB2
humaine inhibent, in vitro et en présence
de VEGF, la migration des cellules endo-
théliales et la formation de tubes endothé-
liaux primitifs. De plus, les cellules endo-
théliales ont, lors du blocage de EphrinB2,
un cytosquelette anormal [10].

Les anticorps anti-EphrinB2 réduisent consi-
dérablement la néo-vascularisation dans
un modele murin de matrigel. Ces mémes
anticorps administrés a la souris diminuent
le nombre de vaisseaux sanguins et de
lymphatiques dans des modeles de xéno-
greffe et ralentissent la croissance tumo-
rale. Ces résultats sont en faveur de I'intro-
duction de I'utilisation d’anticorps dirigés

contre EphrinB2 comme une alternative
ou en association avec les agents anti-angio-
géniques habituels.

Ephrines, remodelage
et stabilisation vasculaire

A la suite du bourgeonnement endothélial
caractéristique, étape initiale de I’angio-
geneése, certains capillaires néoformés
régressent, les autres deviennent matures
et fonctionnels (circulants) ; une membrane
basale se forme, des péricytes et des cellu-
les musculaires lisses sont recrutés, qui
stabilisent la paroi vasculaire et assurent
la survie et limitent la perméabilité de la
couche de cellules endothéliales récem-
ment apparues.

EphrinB2 joue un réle indispensable dans
le recrutement et I'adhésion des péricytes.
l'inactivation d’EphrinB2 ciblée dans les
cellules vasculaires provoque, chez I'em-
bryon, des oedemes et des hémorragies
massives responsables de la mort périna-
tale. Les péricytes n’exprimant pas EphrinB2
semblent morphologiquement normaux
mais ne recouvrent pas les néo-vaisseaux
et n’assurent pas leur role de stabilisation
[11].

Angiogenése tumorale

L'angiogenese est nécessaire a la crois-
sance de la tumeur primitive des que celle-
ci dépasse la dimension de 1 a2 mm;; elle
est principalement liée au VEGF-A produit
par les cellules tumorales hypoxiques.
L’angiogenese tumorale présente des parti-
cularités notables [12]. La principale est
I’absence de I'autolimitation qui est respon-
sable d’un processus persistant qui ne cesse
donc pas une fois le vaisseau formé. Ce
dernier a lui-méme une structure désorga-
nisée ; il est fragile, perméable, pauvre en
péricytes, et saigne facilement. Certaines
cellules tumorales, en particuliers celles
des mélanomes et des glioblastomes subis-
sent une transformation appelée « mimé-
tisme vasculaire». Des cellules tumorales
acquierent un phénotype caractéristique
des cellules endothéliales et participent a
la formation de la paroi des néo-vaisseaux.
Ces cellules et donc les vaisseaux qu’elles
constituent ont une indépendance relative
aux voies du VEGF, soit en développant
des processus d’angiogenese indépen-
dants des VEGF, comme par exemple le
facteur pro-angiogénique Bv8 dérivé des
neutrophiles, appelé aussi prokineticin 2,
soit en secrétant des agents neutralisant les
VEGF comme les complexes DIl4/Notch,
Angiopoiétine-1/Tie2 et Angiopoiétine-
2/Tie2, PDGF)/ récepteurs B du PDGF et
TGFB1/ récepteur du TGFp.
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Figure 2. Bourgeonnement de cellules
endothéliales a partir d'un capillaire exis-
tant. Les cellules invasives sont les cellu-
les de pointe (tip cells) caractérisées par
des extensions en forme de filopodes.
Les cellules reliant le capillaire aux cellu-
les de pointe sont appelées cellules tiges
(stalk cells). La cascade VEGF/VEGFR2,
Notch et Delta4 participent au contréle et
ala régulation de I'angiogenése.
EphrinB2 est fortement exprimée par les
cellules de pointe et participe au contréle
du bourgeonnement endothélial. EphrinB2
provoque également l'internalisation de
VEGFR2 et VEGFR3 dans les cellules endo-
théliales et régule ainsi leur réponse aux
différentes isoformes de VEGF.

Le systeme des Eph/Ephrin régule égale-
ment la signalisation VEGF/VEGFR dans
un contexte tumoral. In vivo, les souris
déficientes en EphrinB2 ont une angioge-
nése diminuée en rapport avec un déficit
en cellules endothéliales de type « tip cells »
qui ont moins de filopodes et sont moins
fonctionnelles. Dans des modeles tumo-
raux, Iinvalidation de EphrinB2 diminue
la vascularisation et la croissance tumora-
les. Uinternalisation de VEGFR2 est néces-
saire pour I’activation des voies de signali-
sation de ce récepteur et pour le
développement des filopodes. EphrinB2
semble controler I'internalisation de
VEGFR2 ; son absence limite donc les effets
pro-angiogéniques de VEGF. En ce sens, le
blocage de la signalisation rétrograde de
EphrinB2 pourrait étre une stratégie anti-
angiogénique intéressante qui agirait en
bloquant la signalisation de VEGFR2.

De nombreux types de cellules tumorales
expriment a la fois les ligands et les récep-
teurs Eph qui peuvent stimuler ou étre stimu-
|és par les molécules Ephrin dans I’endo-
thélium et le microenvironnement tumoral.
Les effets du systeme Eph/Ephrin peuvent
donc étre tres différents selon les tumeurs :
pas d’effet, activation ou inhibition de I’an-
giogenese tumorale [4].

On a rapporté, dans le cancer du c6lon et
dans le cancer du sein par exemple, que la
stimulation de EphB4 par I'injection de
EphB2 soluble ralentit la croissance tumo-

rale [13]. D’autres auteurs ont montré qu’un
dominant négatif de EphB4 (mutation qui
conduit a une protéine anormale et qui a
une activité fonctionnelle dominante sur la
protéine sauvage) aggrave ou méme provo-
que une tumeur colorectale [14]. EphB2 et
EphB4 sont inactifs dans beaucoup de cellu-
les malignes, alors que ces protéines sont
fortement exprimées dans les tumeurs béni-
gnes des mémes organes, confirmant un
réle inhibiteur tumoral du systeme Ephrin.
On s’accorde en général pour admettre
que la signalisation de EphB dans les cellu-
les tumorales inhibe les mécanismes onco-
géniques en augmentant la répulsion entre
les cellules tumorales exprimant EphB et
les cellules saines exprimant EphrinB1. Il
est également possible que les voies de
signalisation des éphrines réduisent I'inva-
sion tumorale en augmentant I’adhérence
de ces cellules a la tumeur et limitent ainsi
I'infiltration locale et la dissémination des
cellules malades.

Les choses ne sont malheureusement pas
aussi tranchées : d’autres études suggerent
que le couple EphrinB2/EphB4 accélere la
croissance tumorale et la prolifération des
métastases (prostate, vessie, colorectal et
mélanome) [2].

La complexité des interactions Eph/Ephrin
dans les tumeurs étudiées dans des condi-
tions et des modeles différents entraine
une certaine confusion. Il semble pourtant
que les études les plus crédibles montrent
que la signalisation de EphrinB2 active
I’angiogenese dans la vascularisation tumo-
rale, comme elle le fait sur le vaisseau
normal. On peut en particulier remarquer
que les souris déficientes en EphrinB2
présentent une angiogenese tumorale nota-
blement diminuée [7].

Implications thérapeutiques
et conclusions

[l est établi et généralement admis que la
signalisation de EphrinB2 joue un réle criti-
que dans I’angiogenése pathologique en
activant le bourgeonnement endothélial
induit par le VEGF et en facilitant sa stabili-
sation par "orchestration de I’assemblage
des cellules endothéliales et des péricytes.
Pour ces raisons, EphrinB2 et ses ligands
sont des cibles intéressantes pour les théra-
pies anti-angiogéniques. Cependant, il faut
garder en mémoire que la voie des Ephrins
intervient aussi dans le métabolisme des
cellules tumorales, au moins de certaines
d’entre elles. Les effets résultants peuvent
étre trés différents, voire contradictoires
selon les tumeurs.

Cependant plusieurs séries de résultats
permettent d’étre raisonnablement opti-
miste :

- une forme soluble du domaine extracel-

lulaire de EphB4 qui inhibe la signalisation
d’aval de EphB4 et la signalisation d’amont
de EphrinB2 réduit I'angiogenese in vivo
dans des modeles de tumeur ;

- des anticorps dirigés contre EphB4 bloquent
les effets de EphrinB2 et, associés a "auris-
tatine, bloquent la progression tumorale
dans le cancer colorectal [15].

Conclusion

Il est clair que les différentes isoformes de
Ephrin/Eph ont un réle important dans I’an-
giogenese normale et pathologique. Il est
possible que le blocage pharmacologique
du systeme Ephrin/Eph puisse ouvrir des
voies thérapeutiques intéressantes dans le
domaine de I’anti-angiogenese tumorale.
Plusieurs groupes ont rapporté des résul-
tats prometteurs qui démontrent une anti-
angiogenese tres efficace dans plusieurs
modeles de tumeurs. Cependant, on ne
comprend pas tout des effets des couples
Ephrins/Ephs en raison de leurs interac-
tions avec d’autres voies de signalisation
dans les cellules tumorales. Cette particu-
larité explique probablement les résultats
différents et parfois contradictoires selon le
type de tumeur étudié.

Nous n’en sommes donc pas a la fin de
I"histoire et de nombreuses études devront
encore préciser les effets de Eph/Ephrin sur
I'angiogenese en oncologie.

Liens d’intéréts : L'auteur déclare ne pas
avoir de lien d’intérét en rapport avec cet
article.
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