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Les proprotéines
convertases
et la famille du VEGF

La famille du VEGF

Les VEGF constituent une famille de fac-
teurs de croissance voisine de la famille
des PDGF [1]. L'analyse de leur composi-
tion en acides aminés montre que tous les
VEGF présentent un domaine tres conservé
appelé VHD (VEGF homology domain), ce
domaine contenant les sites de liaison pour
les récepteurs VEGF-R, pour I'héparine et
pour la neuropiline (NP) [1] (figure 1). A
ce jour, cinq isoformes de VEGF ont été
identifiés chez les mammiféres : VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et PIGF [1], ces
facteurs de croissance ont des fonctions
relativement spécifiques sur les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins et/ou
lymphatiques par I'activation des récepteurs
VEGFR-1, VEGFR-2, et/ou VEGFR-3. Les co-
récepteurs NP influencent les effets de ces
VEGF par leurs interactions avec leurs ré-
cepteurs (figure T).

Les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 sont
exprimés principalement par les cellules en-
dothéliales des vaisseaux sanguins, alors que
I'expression du récepteur VEGFR-3 se limite
a l'endothélium lymphatique. Le VEGF-A
se lie a VEGFR-1 et VEGFR-2, tandis que le
VEGF-B et PIGF sont des ligands sélectifs

de VEGFR-1 [2] (figure 1). Le VEGF-C et le
VEGF-D sont des ligands spécifiques du
récepteur VEGFR-3, mais peuvent égale-
ment se lier a VEGFR-2 (figure 1). Ainsi, en
fonction de leurs affinités pour les VEGFR-1
et R-2, les VEGF-A, -B et le PIGF exercent
des activités angiogéniques, alors que les
VEGF-C et -D sont principalement impliqués
dans la formation de vaisseaux lymphatiques
via I'activation de VEGFR-3 (figure 1) [3].

Au-dela de leur implication dans I'initia-
tion, le développement et la maintenance
du systéme vasculaire sanguin et lympha-
tique, les VEGF et VEGFR sont également
impliqués dans divers processus patholo-
giques, y compris la progression tumorale
et la dissémination métastatique. En effet,
par |'activation de VEGFR-1 et de VEGFR-2
exprimés par les cellules endothéliales, le
VEGF-A favorise la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins tumoraux et favorise ain-
si la croissance de la tumeur. En revanche, le
VEGF-C, en interagissant avec les VEGFR-3
et VEGFR-2, induit la formation des vais-
seaux sanguins et lymphatiques tumoraux et
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Figure 1. Représentation schématique des cinq facteurs de croissance VEGF (VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et PIGF) et de leurs interactions avec les trois récepteurs a
activité tyrosine kinase (VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3) et les deux corécepteurs de type
neuropiline NP. Le VEGF-E, homologue viral de VEGF-A, active exclusivement VEGFR- 2.
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favorise ainsi la diffusion métastatique pas-
sive de cellules tumorales dans les ganglions
lymphatiques régionaux. Une autre iso-
forme des VEGF, le VEGF-E, qui provient
du parapoxvirus Orf et présente une forte
homologie avec le VEGF-A, semble activer
uniquement le VEGFR-2 (figure 1).

Les proprotéines convertases (PC)

Les proprotéines convertases (PC) sont des
protéases qui clivent des précurseurs de
protéines au motif général (K/R)-(X) -(K/R),
ou X représente n’importe quel acide ami-
né et n le nombre d’acides aminés et peut
prendre les valeurs 0, 2, 4 ou 6. A ce jour,
7 PC ont été identifiées : PC1, PC2, furine,
PC4, PC5, PC7 et PACE4 [4-6]. Parmi les
substrats des PC, on trouve des facteurs de
croissance, des facteurs de coagulation, des
chaines d’intégrines, des récepteurs et des
métalloprotéases [4-6]. Des inhibiteurs de
ces PC ont été identifiés, certains ont été
développés, en particulier le dérivé de
"o, -antitrypsine (c,-PDX), qui est un inhi-
biteur de toutes les convertases. Les pro-
régions des convertases sont également de
bons inhibiteurs ; leurs effets sont plus spé-
cifiques de chaque PC [4-6] ; ces pro-régions
correspondent aux 80 a 100 acides aminés
du coté N-terminal de chaque PC [4-6].

Maturation du VEGF-C
par les proprotéines
convertases

Parmi les VEGF, seuls les précurseurs de
pro-VEGF-C et pro-VEGF-D sont des subs-
trats des proprotéines convertases. Apres sa
production et sa sécrétion sous forme de
précurseur homodimere, le pro-VEGF-C est
clivé au niveau du site HSIIRR*”SL reconnu
par les PC (figure 2). Ce clivage génere deux
polypeptides : une forme de 31 kDa (coté
N-terminal) et une forme de 29 kDa riche en
cystéine (c6té C-terminal) [7]. Par la suite, un
clivage supplémentaire de la forme de 31 kDa
génere un peptide de 21 kDa (figure 2). Le
site de clivage HSIIRR*’SL du VEGF-C corres-
pond & un site universel pour les proprotéines
convertases. Des expériences de transfection
cellulaire et de digestion enzymatique ont dé-
montré que seules les convertases furine, PC5
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et PC7 clivent significativement le précurseur
pro-VEGF-C [7]. De plus, la maturation du
pro-VEGF-C est inhibée par les pro-régions
de la furine (ppFurin), PC5 (ppPC5) et PACE4
(ppPACEA4), et par les serpines oc]-PDX [7]. Le
clivage du pro-VEGF-C est également inhibé
par des peptides synthétiques et par cer-
taines molécules chimiques [8].

Le clivage intracellulaire du pro-VEGF-C
n’est pas une condition préalable a sa sé-
crétion ; ainsi la forme pro-VEGF-C s’accu-
mule dans les milieux de culture provenant
de cellules déficientes en activit¢ PC ou

des cellules exprimant des inhibiteurs des
PC [7], ou encore des cellules exprimant
un mutant non clivable de pro-VEGF-C
généré par mutation du site de clivage des
convertases (mutation de RR?*?” en 5§52%). La
forme de 31 kDa active spécifiquement le
récepteur VEGFR-2 mais la conversion vers
la forme de 21 kDa de VEGF-C augmente
fortement Iaffinité du VEGF-C pour le
VEGF-R2 (figure 2) [9, 10]. Linhibition du
clivage de pro-VEGF-C inhibe la genése de
ces deux formes et bloque I'angiogenese
physiologique et pathologique.
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Figure 2. Maturation protéolytique du pro-VEGF-C. La séquence en acides aminés du pré-
curseur du VEGF-C contient un peptide signal, le domaine d’homologie de VEGF (VHD),
un prodomaine N-terminal et un prodomaine C-terminal. Apres synthese, deux structures
homodimeres de VEGF-C s’associent pour former un dimére avec une configuration anti-
paralléle (I, Il). Par la suite, le clivage du peptide signal génere une forme de 31 kDa (ll). Ce
dernier peut étre clivé par une protéase non identifiée (point d’interrogation) et générer une
forme de 21 kDa (lll). L'activation du VEGFR-2 induit la formation des vaisseaux sanguins
et celle de VEGFR- 3 (IV) induit la lymphangiogenése (V).



Maturation du VEGF-C et angiogenése
physiologique : modele de régénération
de la nageoire chez le poisson zébre

Apres une lésion ou une amputation des
nageoires, le processus de régénération
chez le poisson zébre commence avec la
cicatrisation des plaies et la formation d’une
masse de cellules progénitrices (blasteme).
Cette zone de croissance apicale présente
une activité augmentée de migration et de
prolifération cellulaire indispensable au
remplacement des structures endomma-
gées. L'utilisation de la souche transgénique

de poisson zeébre TG (Fli1: EGFP) qui ex-
prime spécifiquement la protéine fluores-
cente EGFP dans ses cellules endothéliales
[11] a permis de montrer que la régéné-
ration des vaisseaux sanguins commence
rapidement apres la lésion par la formation
d'un plexus vasculaire. A ce stade, il ny a
pas de distinction claire entre la morpholo-
gie des arteres et celle des veines néofor-
mées. Au cours de la régénération, le remo-
delage vasculaire conduit progressivement
a l'acquisition des caractéristiques morpho-
logiques des arteres et des veines. Ces pro-
cessus sont assocCiés a une augmentation de
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Figure 3. Maturation protéolytique du pro-VEGF-D. Deux chaines du pro-VEGF-D s’associent
pour former un dimere avec une configuration anti-paralléle (I). Le premier clivage par
les PC géneére une forme de 31 kDa (ll). Le clivage au niveau du deuxiéme site génere une
forme de 21 kDa (lll). Tandis que le pro-VEGF-D active uniquement le VEGFR-3, la forme de
21 kDa est capable d’activer le VEGFR-2 et le VEGFR-3 (IV). L'activation du VEGFR-2 induit
I"angiogenese et I'activation de VEGFR-3 induit la lymphangiogenése (V).
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I'expression de plusieurs genes codant des
molécules sécrétées qui induisent la proli-
fération et la migration cellulaires autour de
la lésion [12, 13]. Parmi ces molécules, on
retrouve divers facteurs de croissance, des
métalloprotéases et des protéines de la ma-
trice extracellulaire identifiées comme étant
des substrats des convertases, y compris le
VEGF-C [14]. Chez le poisson zebre I'ex-
pression du VEGF-C est requise au cours du
développement embryonnaire ou il induit
la vasculogenese et I'angiogenese [15].

Lors de la régénération de la nageoire caudale
chez le poisson zebre apres amputation, I'ex-
pression du VEGF-C coincide avec l'expres-
sion des convertases furine et PC5 [16]. L'ex-
pression de ces genes augmente durant tout
le processus de régénération des nageoires et
diminue par la suite progressivement jusqu’a
une expression normale lorsque la régénéra-
tion des nageoires est compléte. L'induction
de I'expression du VEGF-C et de ses enzymes
activatrices au cours des processus de régé-
nération renforce le lien fonctionnel entre ces
molécules [16]. Ainsi le pro-VEGF-C sécrété
et accumulé est immédiatement maturé par
la présence des PC dont la sécrétion est aug-
mentée au cours de la régénération caudale.
La corrélation temporelle entre I'expression
du VEGF-C et de ses convertases a été éga-
lement observée chez I'embryon de souris
[16] suggérant un role des convertases dans
la régulation des fonctions du VEGF-C au
cours du développement embryonnaire. Pour
étudier le role biologique de la maturation du
pro-VEGF-C dans la formation des vaisseaux
normaus, les effets d’'un pro-VEGF-C non cli-
vable par les PC par mutation [16] ont été éva-
lués au cours de la régénération des nageoires
de poisson zebre. Alors que la surexpression
de pro-VEGF-C de type sauvage dans la zone
amputée de la nageoire n’induit aucun effet
sur les processus de régénération, la surexpres-
sion du mutant non clivable du pro-VEGF-C
dans les mémes conditions inhibe la régénéra-
tion des nageoires [16].

Maturation du pro-VEGF-C
dans I'angiogenése tumorale
et la lymphangiogenese

Le VEGF-C et sa principale convertase, la
furine, sont co-exprimés dans divers tissus

comme le cceur, les poumons et les reins.
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Au cours de la progression tumorale, 'ex-
pression de la furine est augmentée dans
les micro-vaisseaux, suggérant la participa-
tion de cette PC dans la maturation de plu-
sieurs membres de la famille PDGF/VEGEF,
y compris le VEGF-C [17, 18], participant
ainsi a I'augmentation de facteurs angiogé-
niques matures et actifs. En effet, comme
nous l'avons décrit lors de la maturation
du pro-VEGF-C chez le poisson zebre pen-
dant la régénération des nageoires [16], la
surexpression du pro-VEGF-C de type sau-
vage dans des cellules tumorales n’affecte
pas significativement la capacité de ces
cellules a induire la formation de tumeurs
lorsque ces cellules sont inoculées chez la
souris. En revanche, lorsque ces cellules
tumorales surexpriment un mutant non
clivable du VEGF-C, les tumeurs dévelop-
pées par les souris sont de taille réduite
[7]. Les tumeurs développent des vaisseaux
sanguins et lymphatiques en abondance
lorsqu’elles dérivent de tumeurs de souris
inoculées avec des cellules exprimant de
fagon stable le pro-VEGF-C de type sauvage
[7]. En revanche, dans les tumeurs prove-
nant de souris inoculées avec des cellules
transfectées de fagon stable par le mutant
non clivable du pro-VEGF-C, le nombre de
vaisseaux sanguins et lymphatiques est tres
diminué [7]. Cet effet anti-angiogénique du
mutant du pro-VEGF-C semble étre lié a sa
capacité a déplacer efficacement, in vivo,
le VEGF-C mature de ses récepteurs,
VEGFR-2 et VEGFR-3. Ainsi, le mutant de
pro-VEGF-C empéche I'activation des ré-
cepteurs VEGFR-2 et VEGFR-3 l'induction
de leurs fonctions pro-angiogéniques (pro-
lifération et migration cellulaires). En effet,
des analyses in vitro ont montré que le mu-
tant pro-VEGF-C est incapable d’induire
I'activation de AKT et de ERK et d'induire la
prolifération cellulaire [16]. Ainsi, il semble-
rait que la sécrétion du mutant pro-VEGF-C
dans le microenvironnement de la nageoire
du poisson zebre en cours de régénération
et dans la tumeur en développement, peut
entrer en compétition avec le VEGF-C actif
et/ou le VEGF-A produit localement par des
cellules endothéliales et hématopoiétiques
pour le méme récepteur. Par la suite, cette
compétition contrecarre I'action du VEGF-C
en bloquant la formation des vaisseaux san-
guins et lymphatiques nécessaires au remo-
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delage des tissus au cours de I'angiogenése
physiologique (régénération des nageoires)
et I'angiogenese pathologique (croissance
tumorale). Le VEGF-C peut également agir
en synergie avec les différents membres
de la famille des VEGF [19, 20], ce pro-
cessus est crucial lors de la régénération
des vaisseaux chez le poisson zebre et au
cours de I'angiogenese tumorale [21, 22].
Linteraction entre VEGF-A et VEGF-C, par
I'intermédiaire de VEGFR-2, suggere que
ces facteurs angiogéniques peuvent entrer
en compétition pour ce récepteur [20]. Le
mutant pro-VEGF-C peut aussi empécher
I'interaction de VEGF-C et/ou de VEGF-A
avec son récepteur, suggérant qu’il possede
des caractéristiques de dominance néga-
tive. Il a été montré que la forme mature du
facteur de croissance pro-NGF induit des
voies de signalisation et des activités biolo-
giques différentes de celles induites par son
précurseur protéique [23] ; un mécanisme
similaire pourrait étre impliqué dans les ac-
tions différentes de pro-VEGF-C et VEGF-C
au cours de la régénération caudale et de la
progression tumorale.

Maturation du VEGF-D

par les proprotéines convertases

Des études de co-localisation tissulaire du
VEGF-D et de la furine ont montré que ces
deux molécules sont présentes a proximi-
té des vaisseaux lymphatiques. D’autres
études ont montré que les cellules inflam-
matoires situées dans cette région co-ex-
priment également la furine et le VEGF-D.
Dans I'endomeétre humain, diverses cellules
associées a I'épithélium luminal et au stro-
ma semblent également co-exprimer la fu-
rine et le VEGF-D [24]. Ces co-localisations
suggerent un role de la furine dans la ma-
turation et I'activation du pro-VEGF-D. La
maturation du pro-VEGF-D (~50 kDa) se
produit principalement dans I'environne-
ment extracellulaire. Sécrété en tant que
précurseur homodimere, le pro-VEGF-D
subit deux clivages protéolytiques qui éli-
minent les propeptides N- et C-terminaux
[24, 25] (figure 3). Le peptide de ~31 kDa
correspond au propeptide N-terminal et
au VHD, alors que le peptide de ~ 21 kDa
correspond a la forme mature du VEGF-D
[24]. L'élimination de ces deux propeptides
augmente l'affinitt du VEGF-D pour ses

récepteurs VEGFR-2 et VEGFR-3 [24, 25].
En effet, bien qu'actif sous forme de pré-
curseur qui induit la lymphangiogenese, le
clivage du pro-VEGF-D génere un peptide
capable d'induire a la fois I'angiogenese et
la lymphangiogenese [24, 25] (figure 6). La
mutation de VEGF-D au niveau des acides
aminés R85 et R88 (du propeptide N-termi-
nal) [25] et des acides aminés R204 et R205
(du propeptide C-terminal) (figure 3) gé-
nere un mutant pro-VEGF-D non clivable.
Comme pour le pro-VEGF-C, le clivage
de ce précurseur n’est pas nécessaire a sa
sécrétion [24]. Cependant, la mutation du
site de clivage du coté pro-peptide N-ter-
minal est suffisante pour bloquer comple-
tement le clivage du propeptide N-termi-
nal ; cela suggere que la production de la
forme mature de VEGF-D est un processus
de clivage séquentiel ; ce processus existe
également pour la maturation du PDGF-B,
un autre membre de la famille des PDGF/
VEGF [26]. D’autres études ont révélé que
le pro-VEGF-D se lie au VEGFR-2 avec une
affinité 17 000 fois plus faible que celle du
VEGF-D ; cependant I'affinité du VEGF-D
mature pour le VEGFR-3 est seulement ~18
fois plus élevée que celle du pro-VEGF-D
[25, 27].

Des études in vitro ont montré que la ma-
turation du pro-VEGF-D est médiée par la
sérine-protéase plasmine [28] ; des études
in vivo ont montré que ce clivage est prin-
cipalement effectué par les proprotéines
convertases [24]. Ainsi, I'utilisation de I'in-
hibiteur général des proprotéines conver-
tases, le décanoyl-Arg-Val-lys-Arg-chlo-
rométhylcétone  (dec-RVKR-CMK)  [24],
bloque la maturation du pro-VEGF-D au
niveau des deux sites (RSTR88 et IIRR205)
du pro-VEGF-D. Lutilisation de la lignée
cellulaire LoVo de carcinome du colon hu-
main, qui présente une activité déficiente
en convertases, a permis de montrer que
ces cellules sont incapables de générer des
formes matures de pro-VEGF-D. L'expres-
sion de la furine, du PC5 ou du PC7 dans
ces cellules conduit a la maturation de ce
précurseur. L'expression de la furine dans
ces cellules induit une conversion complete
de la forme 50 kDa du pro-VEGF-D en
une forme mature de 21 kDa [24], et I'ex-
pression de PC5 aboutit a une conversion



partielle de pro-VEGF-D en forme mature
(21 kDa) et en forme ~31 kDa, qui corres-
pondent a la forme propeptide N-terminal
et au VHD, respectivement. L'expression de
PC7 dans ces cellules induit une conversion
partielle de pro-VEGF-D en la forme de 31
kDa contenant le propeptide N-terminal
et le VHD, mais pas a la forme de VEGF-D
mature. Ces observations suggerent que la
furine et le PC5 peuvent favoriser le clivage
N- et C-terminal du pro-VEGF-D et que le
PC7 peut induire seulement le clivage du
propeptide C-terminal [24].

Synthése
et conclusions

Les deux facteurs pro-angiogéniques
VEGF-C et VEGF-D ont le méme arrange-
ment structural ; ils impliquent furine, PC5
et/ou PC7 pour leur clivage et maturation,
mais la ou les enzyme(s) qui clive(nt) le pro-
peptide N-terminal de VEGF-C demeurent
mal connue(s). Les VEGF-C et VEGF-D sont
a la fois promoteurs de |’angiogenése nor-
male et tumorale et de la lymphangioge-
nese. Des études cliniques ont montré que
I'expression de VEGF-C et VEGF-D dans les
cancers humains peut étre corrélée avec la
dissémination métastatique et inversement
a la survie des patients. Cependant, I'im-
plication du VEGF-D dans la formation des

métastases semble moins générale, ce qui
suggere que son aptitude a promouvoir la
dissémination métastatique par voie lym-
phatique dépend du type de tumeurs.

La contribution des PC dans I'activation du
pro-VEGF-C et du pro-VEGF-D renforce
I'idée de considérer I'utilisation des PC
comme de nouvelles cibles en thérapie an-
ticancéreuse. En effet, des études récentes
utilisant des modeles animaux de cancer
ont révélé l'existence d’une relation entre
I'activité des convertases et la vascularisa-
tion dans les tumeurs. Ainsi, Iinhibition
pharmacologique des PC dans un modele
de xénogreffe de tumeur a conduit a une
diminution de I'incidence et de la taille des
tumeurs, associée a une réduction de la vas-
cularisation tumorale [29].

Liens d’intéréts : Les auteurs déclarent ne
pas avoir de lien d’intérét en rapport avec
cet article.
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