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RESUME

Le facteur de croissance vasculaire endothélial
(vascular endothelial growth factor (VEGF))-C est
un nouveau membre de la famille des VEGFs, fac-
teurs de croissance polypeptidiques qui jouent un réle
clé dans la physiologie et la pathologie de plusieurs
aspects du systéme cardiovasculaire, y compris la vas-
culogenése, I’hématopoiése, I’angiogenése et la per-
méabilité vasculaire. Les signaux des VEGFs sont
transmis dans les cellules endothéliales grace a des
récepteurs de type tyrosine kinase, les VEGFRs, dont
on connait actuellement trois exemplaires, exprimés
par les cellules endothéliales et les précurseurs héma-
topoiétiques. Comparé au premier VEGF décrit, le
VEGF-A ; qui est un mitogéne spécifique des cellules
endothéliales et facteur angiogénique de premier
ordre, le VEGF-C semble avoir un réle principal dans
le développement du systéme lymphatique. Ceci
reflete le fait que, si VEGF-A est un ligand pour

VEGFR-1 et VEGFR-2, VEGF-C exerce son activité
biologique par I’intermédiaire du récepteur-3, dont
I’expression, au cours du développement, va se res-
treindre aux vaisseaux lymphatiques et a certaines
veines. Cependant, la capacité du VEGF-C de se lier
aussi au VEGFR-2 et de I’activer est probablement
responsable de son pouvoir d’induire une réponse
angiogénique dans certains modeles, ce qui le rend
intéressant du point de vue des manipulations expé-
rimentales ou cliniques ayant pour but de bloquer ou
de stimuler I’angiogenése. Dans cet article nous dis-
cutons briévement les connaissances actuelles sur
P’activité biologique de VEGF-C, en mettant en évi-
dence que celle-ci, comme dans le cas d’autres fac-
teurs angiogéniques, est profondément influencée par
P’activité d’autres régulateurs angiogéniques présents
dans le microenvironnement des cellules endothé-
liales.

SUMMARY Lymphangiogenesis and biological activity of vascular endothelial growth factor (VEGF)-C

Vascular endothelial growth factor (VEGF)-C is a
new member of the VEGF family, a group of poly-
peptide growth factors which play key roles in the
physiology and pathology of many aspects of the car-
diovascular system, including vasculogenesis, hema-
topoiesis, angiogenesis and vascular permeability.
VEGEF signalling in endothelial cells occurs through
three tyrosine kinase receptors (VEGFRs), expressed
by endothelial cells and hematopoietic precursors.
With respect to the first VEGF described, VEGF-A,
which is an endothelial cell specific mitogen and key
angiogenic factor, VEGF-C seems to play a major
role in the development of the lymphatic system. This
may reflect the different binding properties of VEGFs
to VEGFRs, in that VEGF-A binds to VEGFR-1 and

-2, whereas VEGF-C acts through VEGFR-3, whose
expression becomes restricted to lymphatics and cer-
tain veins during development. However, the finding
that VEGF-C also binds to and activates VEGFR-2
may explain why it induces angiogenesis under cer-
tain conditions, which makes it relevant to experi-
mental or clinical settings in which one would wish to
block or to stimulate angiogenesis. In this paper we
briefly discuss current knowledge on the biological
activity of VEGF-C, emphasizing that, as has already
been shown for a number of other angiogenic fac-
tors, the biological effects of VEGF-C are strictly
dependent on the activity of other angiogenic regula-
tors present in the microenvironment of the respon-
ding endothelial cells.
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Le développement du systeme cardiovasculaire chez
I’embryon de mammifére débute avec la vasculogenese,
processus au cours duquel les premiéres structures vas-
culaires (comme le tube endocardique et les rudiments de
"aorte dorsale) se forment par différentiation in situ de
précurseurs mésenchymateux (angioblastes) en cellules
endothéliales. La vasculogenese contribue également plus
tard, au cours du développement, a la vascularisation de
certains organes d’origine endodermique, comme le pou-
mon ou le pancréas. Le reste de la vascularisation, au
cours du dcvc]oppcmenl et, plus tard, dans la vie adulte,
se forme par angiogenése, c’est-a-dire par bourgeonne-
ment de nouveaux vaisseaux a partir de cellules endo-
théliales de vaisseaux deja formés. Un troisieme proces-
sus, la lymphangiogenése, dont les étapes sont
schématiquement similaires a celles de 1’angiogenése, a
comme but final la formation des vaisseaux lymphatiques.

Que les vaisseaux sanguins se forment par vasculoge-
nése et par angiogeneése est un fait bien établi. En
revanche, I’origine des premieres cellules endothéliales
lymphatiques au cours du développement est encore
I’objet de discussion. Deux théories différentes élaborées
au début du siecle ont proposé que ces cellules pourraient
se former /) par différentiation in situ de précurseurs
mésenchymateux, ou, alternativement, i) par bourgeon-
nement a partir des cellules endothéliales de sacs veineux
(McClure, 1921). Quelle que soit I’origine des premiers
vaisseaux lymphatiques, il est important de remarquer
que ces vaisseaux, une fois formés, présentent des carac-
téristiques structurales et fonctionnelles qui les rendent
treés différents des vaisseaux sanguins : 7) ils contiennent
de la lymphe et non pas du sang; ii) ils ont une paroi
extrémement fine et perméable, qui est typiquement
dépourvue de cellules périvasculaires ; iii) au niveau
ultrastructural, les cellules endothéliales lymphatiques
présentent une lame basale discontinue ou absente. Donc,
la différentiation d’une cellule endothéliale lymphatique
comporte 'acquisition de toute une série de caractéris-
tiques bien précises, et on peut raisonnablement assumer
que ce processus serait da a I’activité de régulateurs dif-
férentiels et spécifiques.

Le fait que la croissance tumorale, comme celle de
tout autre tissu, est dépendante de I’apport de sang fourni
par une néovascularisation efficace (Folkman, 1974), a
provoqué un interét général qui a fait de I’angiogenése
un processus certainement mieux connu que la lym-
phangiogenese. Les efforts conjoints de la biochimie, de
la biologie moléculaire et de la génétique ont permis
I’identification et la caractérisation de facteurs angiogé-
niques cruciaux. Le VEGF a été mis en évidence a la fin
des années 1980 grace a son activité mitogene spéci-
fique pour les cellules endothéliales et a sa capacité
d’augmenter la perméabilité vasculaire (Connolly et al.,
1989 ; Ferrara & Henzel, 1989). C’est un facteur angio-
génique-clé dans I’angiogenése physiologique et patho-
logique. /n vitro, VEGF induit, dans différents types de
cellules endothéliales, la formation de structures tubu-
laires ressemblant a des capillaires (angiogenese in vitro),
ainsi que plusieurs fonctions cellulaires impliquées dans
I"angiogenese, y compris la prolifération et la production

d’enzymes protéolytiques. Chez la Souris, 1’absence d’un
seul allele de VEGF provoque des défauts Iétaux au cours
de la formation du systéme cardiovasculaire. D’autre part,
des antagonistes spécifiques de VEGF bloguent la crois-
sance tumorale dans plusieurs modéles animaux, ce qui
s’ accompagne d’une réduction dramatique de la vascu-
larisation. L’expression de VEGF est induite principale-
ment par hypoxie, ce qui souligne I’importance de cette
molécule dans la réponse tissulaire a une vascularisation
insuffisante (Carmeliet & Collen, 1999 ; Ferrara, 1999).

Au cours de ces derniéres années, on assiste a un
déploiement de la famille des VEGF, qui compte actuel-
lement 5 facteurs de croissance différents (VEGF, qui a
été renommé VEGF-A, ainsi que VEGF-B, -C, -D, E)
(Grimmond et al., 1996 ; Joukov et al., 1996 ; Lee et al.,
1996 ; Olofsson et al., 1996 ; Achen et al., 1998 ; Ogawa
et al., 1998 ; Meyer et al., 1999). Ceci a contribué¢ de
maniére importante non seulement aux connaissances de
I’angiogenése, mais aussi a celles de la lymphangioge-
nese. Les VEGFs transmettent leurs signaux aux cellules
endothéliales via des récepteurs de type tyrosine-kinase,
les VEGFRs. On connait actuellement trois VEGFRs :
VEGFR-1, -2 et 3, exprimés au cours du développement
par les cellules endothéliales et les précurseurs hémato-
poiétiques (Ferrara, 1999 ; Shibuya et al., 1999 ; Taipale
et al., 1999). Au cours du développement, I’expression
des VEGFRs diminue progressivement mais persiste
chez I’adulte, dans le cas de VEGFR-1 et -2, dans les
vaisseaux deja formés de plusieurs organes. L expression
de VEGFR-3, par contre, se restreint progressivement
aux cellules endothéliales des veines et des lympha-
tiques, et, chez I’adulte, on la retrouve presque exclusi-
vement dans les vaisseaux lymphatiques (Kaipainen et
al., 1995). Le fait que VEGF-A soit un ligand pour
VEGFR-1 et -2, mais non pas pour VEGFR-3, a suggéré
que I’activité d’un ligand encore inconnu de VEGFR-3
aurait pu constituer une base moléculaire spécifique pos-
sible pour la formation et le maintien du réseau lympha-
tique. Deux ligands pour VEGFR-3, nommés VEGF-C
et -D, ont été découverts récemment. VEGF-C est,
jusqu’a présent, le mieux caracterisé des deux (Joukov et
al., 1996; Lee et al., 1996 ; Achen et al., 1998). VEGF-C
(et, apparemment, -D aussi) est produit sous forme d’un
pré-pro-peptide qui subit un processus de protéolyse par-
tielle donnant comme produit final un homodimere
mature de ~ 40 kDa (Joukov et al., 1997). Le processus
de protéolyse augmente I’affinit¢ de VEGF-C pour
VEGFR-3, et, de fagon remarquable, le rend également
capable de se lier a VEGFR-2 et de I’activer (Joukov et
al., 1997). Au cours du développement, I’expression de
VEGF-C se fait surtout dans le mésenchyme entourant
les vaisseaux lymphatiques en voie de formation. Dans
la vie adulte, I’expression de VEGF-C persiste dans le
mésenchyme entourant les vaisseaux lymphatiques for-
més et exprimant VEGFR-3 (Kukk et al., 1996 ; Eich-
mann et al., 1998). Ces résultats suggérent que VEGF-
C pourrait étre impliqué dans la formation et le maintien
de I’arbre lymphatique.

Depuis sa découverte, VEGF-C est devenu le sujet
d’intenses recherches. Le fait qu’il peut activer VEGFR-
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2 suggere qu’il pourrait également jouer un role dans
I’angiogenese. I/n vitro, VEGF-C (homodimére de
~ 40 kDa) induit la formation de structures tubulaires res-
semblant a des capillaires, a partir de cellules endothé-
liales bovines cultivées a la surface de gels tridimen-
sionnels de collagene. Cet effet a été montré sur des
cellules endothéliales provenant de vaisseaux sanguins et
de vaisseaux lymphatiques (Pepper et al., 1998). Toutes
les lignées endothéliales étudié¢es expriment VEGFR-1 et
-2, et une seulement (BAE, d’origine aortique) exprime
en plus VEGFR-3 (Pepper ef al., 1998 ; Pepper & Man-
driota, 1998). D une maniere similaire aux résultats deja
décrits pour VEGF-A dans le méme systeme (Pepper et
al., 1992), I’addition de bFGF (basic fibroblast growth
factor), autre facteur angiogénique bien caractérisé, au
VEGF-C a, comme résultat, un effet synergique sur la
formation des tubules (Pepper et al., 1998). Ceci peut
étre mis en corrélation, dans le cas de VEGF-A et de
VEGF-C, avec le fait que bFGF augmente dans les cel-
lules endothéliales I’expression de VEGFR-2 (Pepper &
Mandriota, 1998).

Dans les cellules BAE qui, comme on I’a deja men-
tionné, expriment les deux récepteurs au VEGF-C
(VEGFR-2 et -3), le VEGF-C montre également un effet
synergique important avec VEGF-A (Pepper et al.,
1998). La base moléculaire de ce phénomene reste pour
I’instant inconnue.

In vivo, I’activité biologique de VEGF-C a été étudiée
dans plusieurs systémes. Dans deux modéeles différents
de souris transgéniques, 1’'un suréxprimant le cDNA
entier de VEGF-C dans la couche basale de I’epiderme,
I’autre dans les cellules B du pancréas endocrine, VEGF-C
induit une hyperplasie de I’endothélium lymphatique,
sans effet apparent sur les vaisseaux sanguins (Jeltsch er
al., 1997 ; Mandriota S. J., Christofori G., Jussila L.,
Jeltsch M., Baetens D., Montesano R., Orci L., Alitalo K.,
Pepper M.S., résultats non publiés). En ce qui concerne
le modele de la peau, I’effet de VEGF-C semble étre di
a une augmentation de la taille, et non du nombre, de
vaisseaux lymphatiques par rapport aux souris de type
sauvage (Jeltsch et al., 1997).

Dans d’autre modéles in vivo, VEGF-C (homodimeére
de ~ 40 kDa) peut d’autre part se comporter comme fac-
teur angiogénique. Dans un modele de membrane cho-
rioallantoidienne d’embryon de Poulet (CAM), VEGF-C
se comporte d’une maniere différente selon le moment
du développement considéré. Dans une CAM de treize
jours, lorsque les vaisseaux lymphatiques sont présents,
VEGF-C induit une réponse exclusivement lymphangio-
génique. Dans le méme systéme, mais dix jours plus tot,
quand les lymphatiques ne se sont pas encore formeés,
VEGF-C induit une réponse angiogénique importante
(Oh et al., 1997 ; Cao et al., 1998). D’une maniére simi-
laire, VEGF-C (homodimére de ~ 40 kDa) induit une
réponse angiogénique importante dans la cornée de sou-
ris et dans des conditions d’ischémie expérimentale (Cao
et al., 1998 ; Witzenbichler et al., 1998).

Si, d’une part, il semble raisonnable d’interpréter
’activité lymphangiogénique de VEGF-C comme le
résultat de son interaction avec VEGFR-3 (et peut-étre
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VEGFR-2, qui est aussi exprimé par I'endothélium lym-
phatique), il reste encore a comprendre pourquoi, malgré
sa capacité a activer VEGFR-2, VEGF-C a un effet
angiogénique limité a certains systémes.

En ce qui concerne les modéles transgéniques, il faut
noter que ces souris ont été générées avec le cADN entier
de VEGF-C; on ne sait pas si le produit de traduction
subit réellement un clivage pour donner I'isoforme
mature de ~ 40 kDa, capable d’interagir avec VEGFR-2.
De toute fagon, cet argument ne semble pas étre une
bonne raison pour expliquer 1’absence d’effet angiogé-
nique de VEGF-C dans ces systemes, car i) I'isoforme de
~ 40 kDa, produite par voie recombinante, a aussi un
effet spécifiquement lymphangiogénique et non angio-
génique dans le CAM de 13 jours (Oh et al., 1997) et
ii) la surexpression de VEGF-A (qui active VEGFR-2)
dans les cellules B du pancréas endocrine de souris ne
comporte pas de phénotype vasculaire (Mandriota S. J.,
Huarte J., Ferrara N., Pepper M. S., résultats non publi¢s),
ce qui suggere que, dans les transgéniques a), I’absence
d’effet angiogénique de VEGF-C n’est pas révélatrice de
I’absence de son isoforme capable d’activer VEGFR-2,
et b) la seule présence de facteurs capables d’activer
VEGFR-2 n’est pas suffisante pour assurer une réponse
angiogénique.

Sur la base de plusieurs données publiées, il semble
raisonnable d’attribuer la variabilité de I'activité biolo-
gique de VEGF-C a des caractéristiques spécifiques des
systemes concernés. En effet, il est de plus en plus évi-
dent que I’activité d’un facteur angiogénique est stricte-
ment dépendante d’autres régulateurs présents dans
I’environnement des cellules endothéliales (Hanahan &
Folkman, 1996 ; Pepper ef al., 1996). Une des premicres
évidences qui ont conduit a cette conclusion a été
I’observation que VEGF-A et ses récepteurs VEGFR-1
et -2 sont normalement exprimés a des taux importants
dans des tissus adultes dans lesquels il n’y a pas d’angio-
geneése constitutive. En accord avec ce résultat, I'activité
angiogénique in vitro et in vivo de VEGF-A est profon-
dement influencée par d’autres régulateurs angiogéniques
connus, tels que, par exemple, bFGF et TGF -1 (Pep-
per et al., 1992; 1993). L’interaction de VEGF-A avec
bFGF est particulierement intéressante car, a part le
synergisme existant entre ces deux molécules et décrit
auparavant, d’autres expériences ont montré¢ que des
anticorps neutralisant le bFGF bloquent compl¢tement
I’effet angiogénique in vitro de VEGF-A, sans d’ailleurs
altérer I’expression de VEGFR-2 (Mandriota & Pepper,
1997). Ceci démontre que I’effet angiogénique in vitro
de VEGF-A est dépendant de bFGF endogene, lui-méme
produit par les cellules endothéliales. Cet effet constitue
une reproduction in vitro de ce qui est observé dans des
situations physiologiques ou une expression de VEGF-
A et des récepteurs suffisante pour donner des effets bio-
logiques n’a pas pour conséquence une angiogencse
constitutive. Le cas inverse semble étre aussi vrai, ¢tant
donné que des anticorps neutralisants le VEGF-A blo-
quent I’angiogenese induite in vivo par bFGF (Seghezzi
et al., 1998). Dans leur ensemble, ces résultats montrent
que I’angiogenése est le résultat d’une interdépendance
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¢étroite entre les activités de régulateurs angiogéniques
différents.

Dans le cas spécifique de VEGF-C, quels pourraient
étre les ¢léments qui déterminent que cette molécule se
comporte ou non comme facteur angiogénique ? Comme
dans le cas d’autres facteurs angiogéniques, il est fort
possible que d’autres régulateurs jouent un réle détermi-
nant. Dans les situations d’ischémie, par exemple, il est
possible que I’effet angiogénique de VEGF-C soit di a
I’environnement pro-angiogénique créé par I’hypoxie du
tissu ischémique a travers le changement de profil
d’expression d’autres régulateurs angiogéniques ou leurs
récepteurs. Un de ces régulateurs, dont I’expression est
induite par hypoxie, est notamment VEGF-A, qui pour-
rait augmenter |’effet angiogénique de VEGF-C in vivo,
de maniere similaire a ce qui est observé in vitro (Pep-
per et al., 1998). Dans les autres situations dans les-
quelles VEGF-C a un effet angiogénique (c’est-a-dire
dans la cornée de souris et dans le CAM de trois jours),
il est raisonnable d’assumer que le profil d’expression
d’autres régulateurs angiogéniques existant dans le
modele employé permet une réponse angiogénique au
VEGF-C. Du moins dans le cas de la cornée de souris,
certains de ces régulateurs pourraient provenir de
I’inflammation qui accompagne souvent ce type d’essais
biologiques. Il est possible que certains de ces régula-
teurs agissent en partie en modifiant dans les cellules
endothéliales I’expression de VEGFR-2.

Comme dans le cas de VEGF-A, il reste a déterminer
quels sont les différents régulateurs qui influencent 1’acti-
vité angiogénique de VEGF-C, et en particulier, quelle
est la configuration de ces régulateurs nécessaire pour
déterminer, dans chaque contexte spécifique, le fait qu’il
y ait une réponse angiogénique ou non. Entre autres, il
serait trés intéressant de pouvoir établir quels sont les
régulateurs communs et non communs qui entrent en jeu
dans la formation et le maintien des vaisseaux sanguins
ou lymphatiques, étant donné que ces deux processus
utilisent certainement d’une maniére ou d’une autre, des
régulateurs différents. L étude des régulateurs lymphan-
giogéniques, dont VEGF-C est jusqu’a présent I’exemple
le mieux connu, pourrait contribuer de maniére impor-
tante a la compréhension de certains événements patho-
logiques comme la diffusion tumorale par voie lympha-
tique. Enfin, il serait certainement trés intéressant de
pouvoir établir si les effets lymphangiogéniques de
VEGF-C sont dus exclusivement a son activité prolifé-
rative sur des cellules endothéliales lymphatiques déja
formées, ou si le VEGF-C intervient aussi dans la diffé-
rentiation de ces cellules a partir de cellules primitives
(e.g. angioblastes) au cours de I’embryogenése.
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