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L'angiogénine est I'un des inducteurs les plus puissants de la néovascularisation dans les modeles
expérimentaux d'angiogenése. Elle est surexprimeée chez les patients atteints de divers cancers. La
principale caractéristique de cette protéine plasmatique est sa similitude structurale avec la ribonucléase
pancréatique. L'angiogénine présente une activité ribonucléolytique et I'intégrité de son site catalytique
est nécessaire, mais non suffisante, a I'expression de sa propriété angiogénique qui nécessite également
un domaine d'interaction cellulaire. Malgré une connaissance approfondie de sa structure, son réle
physiologique reste méconnu. Cet article a pour objet d'approcher le role de ce facteur angiogénique en
rapportant certaines de ses propriétés biologiques, biochimiques et structurales.

Mots clés I angiogeénine, angiogenese, cancer, inhibiteur de la ribonucléase, ribonucléase.

Angiogenin: involvement in angiogenesis and tumour growth

Angiogenin is one of the most potent inducers of neovascularization in experimental models in vivo.
Angiogenin is normally present in plasma but overexpressed in cancer patients. The possible
involvement of angiogenin in the development of cancer is suggested by its overexpression in patients
with a variety of tumours and the observation that angiogenin antagonists prevent the growth of human
tumour xenografts in athymic mice. This 14.1-kDa protein has 35% amino acid sequence identity with
human pancreatic ribonuclease and displays ribonucleolytic activity. As only angiogenin is able to
induce angiogenesis, its biological activities are thought to result from structural characteristics.
Although the structural characteristics of angiogenin have been extensively studied, the understanding
of its physiological role and of how its properties are expressed is still to be deciphered. This article
reviews some of the biological, biochemical and structural properties of angiogenin.

Key-words I angiogenin, angiogenesis, cancer, placental ribonuclease inhibitor, ribonuclease.

L'établissement d'un réseau vasculaire est essentiel au développement tissulaire et a son maintien. Il fait
appel a deux mécanismes fondamentaux, la vasculogenese et I'angiogenese [1]. La vasculogenéese définit
la formation de novo d'un réseau vasculaire primitif par différenciation et organisation in situ de cellules
précurseurs en cellules endothéliales. L'angiogenése concerne la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins a partir du réseau vasculaire préexistant. Chez I'adulte, le renouvellement des cellules
endotheéliales vasculaires se mesure en années. Cependant, lors de la croissance de nouveaux vaisseaux,
les cellules endothéliales sont capables de proliférer rapidement avec un turnover de quelques jours.
Cette néovascularisation est un événement rare dans des conditions physiologiques normales, limité au
processus de cicatrisation ou de reproduction. Elle est étroitement contrélée et strictement délimitée.
Une angiogenése non contrdlée est associee a des pathologies comme I'arthrite rhumatoide et les
rétinopathies vasoprolifératives. L'angiogenese est également un événement clé du développement



tumoral, elle permet aux tumeurs malignes de se développer et de se propager [2]. Elle constitue une
cible de choix dans la lutte contre la croissance des tumeurs solides [3]. Les événements morphologiques
a la base du développement du systéme vasculaire sont bien décrits et des progres sont faits dans la
compréhension des mécanismes moléculaires mis en ceuvre [4]. Un contexte spatio-temporel
parfaitement défini (réceptivite cellulaire, cofacteurs, environnement physico-chimique...) est nécessaire
pour coordonner le jeu des principaux acteurs de l'angiogenése, facteurs physiques, interactions
cellulaires, matrice extracellulaire, et les facteurs diffusibles qui jouent un réle prépondérant.

Parmi ces facteurs, I'angiogenine, a des taux de quelques pico- ou femto-moles, induit la
néovascularisation dans les modéles expérimentaux d'angiogenése in vivo. Cette potentialité la place au
niveau des facteurs angiogéniques les plus puissants. L'angiogénine est surexprimée dans les tissus
cancereux mais, comme les autres facteurs angiogéniques, elle n'est pas spécifique des tumeurs : cela
souligne I'importance de I'étude de la régulation de son expression et de ses mécanismes d‘action.
Découverte en 1985, I'angiogénine a été isolée en premier lieu de surnageants de culture de cellules
d'adénocarcinome de c6lon humain HT29 grace a sa propriété angiogenique [5]. Cette protéine sécrétée
de 14,1 kDa est présente dans la circulation (100 a 400 ng/ml). Son appartenance a la famille des
ribonucléases (RNase) [6] repose sur sa similitude de séquence avec la RNase pancréatique et son
activité ribonucléolytique. Sachant que la RNase pancréatique n'est pas angiogénique, I'étude structurale
comparative de ces deux molécules a permis une progression tres rapide de la connaissance du rapport
structure/fonction de I'angiogénine ([7] pour revue).

L'inhibiteur de la ribonucléase (PRI ou RNasine), isolé en premier lieu du placenta, est un inhibiteur
compétitif tres puissant de I'angiogénine ([8] pour revue). Sa localisation est intracellulaire.
Expérimentalement, il inhibe toutes les propriétés connues de I'angiogénine. Son Ki est de I'ordre du
femtomolaire. 1l inhibe I'angiogenése induite par I'angiogénine ainsi que celle induite par le basic
fibroblast growth factor (FGF2) ou par I'orthovanadate de sodium (inhibiteur de phosphatase) chez la
souris. Enfin, il bloque le développement tumoral et la formation de métastases [9]. Cet inhibiteur
pourrait jouer un réle dans l'angiogenése et le développement tumoral.

La connaissance approfondie de la structure de I'angiogénine et de son inhibiteur grace aux travaux
principalement de I'équipe de Bert L. Vallee (Boston, Etats-Unis) permet d'aborder favorablement les
domaines inexplorés du role physiologique et du mécanisme d'action de ces molécules. L'objet de cette
revue est de présenter les multiples facettes de ce polypeptide découvertes au cours de ces quinze années
d'études en intégrant les données récentes des études cliniques.

Propriétés biochimiques

L'angiogénine humaine, de masse moléculaire 14 124, est constituée d'une seule chaine polypeptidique
de 123 acides aminés (figure 1). Elle présente trois ponts disulfures nécessaires pour ses activités et un
point isoélectrique extrémement basique (> 9,5). Sa structure cristallographique a été résolue a 2,4 A
(figure 2). A I'exception de la cyclisation de I'acide aminé amino-terminal (< Glu), elle ne présente pas
de modification post-traductionnelle. Son géne et son acide désoxyribonucleéique complémentaire
(ADNC) ont été caractérisés. Le géne angiogénine est localisé sur le chromosome humain 14, dans la
région 14q11.

L'angiogénine (RNase 5) présente 35 % d'identité de sequence avec la RNase pancréatique humaine
(RNase 1) et une similitude, déduite des substitutions homologues, de 68 %. Sa structure générale est
similaire a celle de la RNase pancréatique. Cependant, une différence notable est la présence d'un
domaine de liaison au récepteur a la place du domaine occupé par un quatrieme pont disulfure dans la
RNase pancréatique. Les trois acides aminés essentiels du site catalytique de la ribonucléase sont
conservés dans I'angiogénine (histidine 13, lysine 40, histidine 114). De fait, I'angiogénine possede une
activité enzymatique qui differe cependant qualitativement et quantitativement de celle de la RNase
pancréatique bovine (RNase A). Elle est 10° & 10° fois moins active que la RNase A sur les substrats
nucléotidiques classiques de synthése, I'ordre de préférence étant CpA > CpG > UpA > UpG. Elle
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présente une activité spécifique ribonucléolytique vis-a-vis des acides ribonucléiques (ARN) ribosomaux
et des ARN de transfert. Elle clive 'ARN en 3' de la base pyrimidique par un mécanisme de
transphosphorylation-hydrolyse et préfere, comme la RNase A, I'ARN simple brin. Elle inhibe la
synthése protéique in vitro, au niveau de I'élongation ou de la terminaison, et in vivo dans le modéle
d'oocytes du xenope. La signification biologique de son activité ribonucléolytique dans un contexte de
néovascularisation n'est pas comprise. Cependant, I'intégrité du site catalytique est nécessaire pour
I'expression de son activité angiogénique ([7] pour revue).

Le PRI est une protéine acide (pl 4,7) composée de 460 acides aminés de masse moléculaire apparente
51 kDa. Il inhibe I'activité des membres de la super-famille de la RNase A ([8] pour revue). Il parait
ubiquitaire car son ARN messager (ARNm) d'environ 2 kb est présent dans les 16 tissus humains testés
[10]. C'est un inhibiteur compétitif de I'angiogénine de stecechiométrie 1/1. L'angiogénine et le PRI
interagissent in vitro avec des affinités remarquables (Ki 7 x 10" ** M). La demi-vie du complexe qu'ils
forment est d'environ 60 jours in vitro. Cette forte interaction est essentiellement de nature
électrostatique, avec une complémentarité chimique éleveée, principalement dans le segment carboxy-
terminal du PRI ([11] et références citées]). A notre connaissance, ces deux molécules sont présentes
dans des compartiments cellulaires différents. L'angiogénine est sécrétée. L'inhibiteur présentant 32
cystéines sous forme réduite est inactivé par oxydation. Il n'est actif que dans un environnement
réducteur comme celui du compartiment intracellulaire. Cependant, par ses propriétés, il apparait comme
un inhibiteur naturel potentiel de I'angiogénine.

Expression

L'expression de I'angiogénine a été recherchée dans les liquides physiologiques et au niveau tissulaire
chez I'nomme et chez d'autres mammiferes. Elle est présente dans le plasma humain normal (tableau), le
liquide amniotique (7,8-43,3 ng/ml au second trimestre) [12] et le liquide folliculaire [13]. Dans le
placenta a terme, elle est exprimée par les cellules trophoblastiques et celles de I'amnios, les cellules
vasculaires endothéliales et musculaires lisses, et par certaines cellules du mésenchyme [14]. Chez le
bovin, sa concentration est estimée entre 100 et 180 ng/ml dans le sérum et entre 4 et 8 mg/l dans le lait.
Au niveau des tissus bovins, elle a été localisée dans le foie, la vésicule biliaire, les glandes mammaires,
I'ovaire, les cellules épithéliales et secrétoires et les cellules vasculaires endothéliales et musculaires
lisses [15].

En culture cellulaire, I'angiogénine est sécrétée par toutes les cellules humaines a croissance dépendante
d'ancrage testées, cellules normales vasculaires endothéliales et musculaires lisses, cellules épithéliales,
normales et tumorales, et fibroblastes. Elle atteint des concentrations de I'ordre du ng/million de cellules
[16, 17].

L'ARNm de lI'angiogénine, d'environ 1 kb, est détecté dans de nombreux tissus humains : pancréas,
poumon, prostate, testicule, ovaire, intestin gréle, colon, coeur, rein, muscle squelettique et leucocytes.
Le foie est I'organe ou I'ARNmMm est le plus abondant [10].

Cette large expression suggere que la fonction physiologique de I'angiogénine n'est pas limitée a la
néovascularisation.

Régulation

L'expression de I'angiogénine parait régulée au cours du développement. Sa concentration dans le sérum
humain augmente dans la période périnatale et atteint la concentration maternelle au jour 4 [18]. Ses
transcrits sont régulés au cours du développement dans le foie du rat : le niveau des ARNm est bas chez
le feetus, augmente chez le nouveau-né et est maximal chez I'adulte [19].

L'angiogeneése est essentielle a la folliculogenese, a I'ovulation et a la formation du corps jaune.
L'expression de I'angiogénine dans l'ovaire a été étudiée chez I'hnomme et le bovin. Chez I'hnomme, des
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éléments semblent indiquer que sa régulation peut étre hormono-dépendante. Ainsi, sa production par les
cellules de la granulosa humaine est stimulée par la choriogonadotropine (hCG) [13]. Cette étude est a
rapprocher de I'observation de concentrations trés élevées d'angiogénine dans le serum et le liquide
d'ascites de patientes atteintes du syndrome sévére d'hyperstimulation ovarienne [20]. Chez le bovin,
I'expression de I'angiogénine augmente avec le développement folliculaire et diminue au cours de la
régression du corps jaune [15]. Ces observations suggeérent que I'angiogénine puisse jouer un réle dans
I'angiogenése du cycle ovarien.

L'observation de la variation considérable de la concentration sérique de I'angiogénine chez les patients
hospitalisés, quelle que soit leur pathologie, comparés aux sujets sains, et I'expression dominante par le
foie de la protéine ont conduit K.A. Olson et al. [21] a tester I'nypothese de I'existence d'un lien entre
angiogénine et inflammation. Ces auteurs montrent que I'angiogénine est régulée comme une protéine de
phase aigué dans un modele animal d'inflammation in vivo. In vitro, sur des cellules d’hépatome
(HepG2), son expression est régulée comme celle des protéines de phase aigué de classe 2. Elle est
induite par I'interleukine 6 (IL6) ; cet effet est amplifié par la présence de dexaméthasone et aboli par la
présence d'IL1 [22].

Dans des cellules cancéreuses de cdlon comme les cellules HT29, I'expression des ARNm de
I'angiogénine est induite par I'lL1beta et le tumour necrosis factor alpha (TNFalpha) [23]. Ces travaux
montrent également le r6le de I'infiltration focale des macrophages et suggérent que lI'angiogenése
tumorale dans le cancer colorectal pourrait évoluer du fait de I'induction d'angiogénine par les cytokines
pro-inflammatoires dérivées des macrophages infiltrés.

L'hypoxie est un facteur déterminant dans I'angiogenese. L'expression de lI'angiogénine est activée par
I'nypoxie dans les cellules de mélanome malin et non dans les mélanocytes normaux [24]. L'hypoxie
stimule également I'expression de I'angiogénine par les cellules humaines normales de la granulosa, in
vitro [13].

Propriétés biologiques
Angiogeneése in vivo et in vitro

L'angiogénine est un inducteur puissant de la croissance des vaisseaux puisqu'il suffit de 0,5 ng (35
fmol) pour observer une angiogenése dans la membrane chorioallantoidienne de I'embryon de poulet, 50
ng (3,5 pmol) dans la cornée de lapin, 100 ng (7 pmol) dans le ménisque du lapin et 1 nmol dans des
essais cutanés chez la souris ([7] pour revue).

In vitro, I'angiogénine stimule I'activité fibrinolytique de cellules endothéliales (GM 7373) cultivées sur
gel de fibrine et induit I'invasion des cellules endothéliales dans une matrice de matrigel. Elle régule
positivement les ARNm des deux types d'activateurs du plasminogéne de types urokinase (UPA) et
tissulaire (tPA) ainsi que l'inhibiteur de I'activateur du plasminogéne (PAIL). Elle active la migration des
cellules endotheliales dans des expériences de cicatrisation in vitro et induit l'organisation en capillaires
des cellules endothéliales sur gel de collagéne de type | ([7] pour revue).

Cibles de I'angiogénine

Les cibles actuellement mises en évidence sont les deux partenaires cellulaires vasculaires (cellules
endothéliales et cellules musculaires lisses) et la matrice extracellulaire. Les leucocytes
polymorphonucléaires se révelent également une cible importante.

* Les cellules endothéliales vasculaires. L'angiogénine est un faible mitogéne pour certaines cellules
endothéliales [25, 26]. Elle y induit des événements intracellulaires en stimulant la formation de
diacylglycérol, et par activation de la phospholipase A2, la sécrétion de prostacycline, un puissant
vasodilatateur et inhibiteur de I'agrégation plaquettaire. Elle présente une séquence d'adressage nucléaire



- Arg*!-Arg-Arg-Gly-Leu® et peut étre, dans certaines conditions, détectée au niveau du noyau [27].
Deux familles de sites de liaison sont présentes a la surface des cellules endothéliales [26, 28]. Des sites
récepteurs de forte affinité de constante apparente de dissociation (Kd) de I'ordre du nanomolaire
mobilisent 10 000 a 100 000 molécules par cellule. Des sites accepteurs de plus faible affinité, avec une
Kd de 0,2 muM mobilisant plusieurs millions de molécules, sont associés aux composants péricellulaires
[28]. Les tentatives de caractérisation des récepteurs de I'angiogénine ont permis d'identifier une
composante de 49 kDa sur les cellules endothéliales de capillaire de cerveau bovin [25] et une
composante de 170 kDa sur des cellules endothéliales humaines [26]. L'angiogénine se lie également a
une protéine de surface de 42 kDa identifiée par son immunoréactivité comme I'alpha-actine de muscle
lisse [29]. La capacité réceptrice des cellules endothéliales décroit au cours de leur croissance [25, 28] et
les sites récepteurs ne sont plus détectés a confluence [26, 28]. Parmi les facteurs modulant les
interactions de I'angiogénine avec les cellules endothéliales, la protamine, un inhibiteur in vitro et in vivo
de I'angiogeneése, inhibe sa fixation. L'héparine inhibe la fixation de I'angiogenine a un moindre degre.
Cet effet peut étre lié a la forte affinité de I'angiogénine pour I'héparine [30]. La fixation spécifique de
I'angiogénine sur les cellules endothéliales est inhibée par le PRI [28] ; cependant, cette inhibition est
levée en présence des ions cuivriques Cu™", modulateurs de I'angiogenése. La présence des ions Cu** ou
Zn"" augmente la fixation spécifique de I'angiogénine. Il faut noter qu'une molécule d'angiogénine fixe
2,4 atomes de cuivre ([7] pour revue). Cependant une question demeure : ces effecteurs exercent-ils un
contréle in vivo sur les mécanismes d'action de I'angiogénine ?

* Les cellules vasculaires musculaires lisses. L'angiogénine peut inhiber la prolifération des cellules
musculaires lisses d'aorte [31]. Cette inhibition pourrait donc lever le contrble négatif, décrit in vitro, des
cellules musculaires lisses sur la croissance des cellules endothéliales. L'effet observeé semble dépendre
de la modulation phénotypique de ces cellules, différenciation phénotypique qui se produit in vivo
lorsque I'endothélium ou la membrane basale est endommageé. Ces observations suggerent un réle
potentiel de cette molécule dans I'noméostasie des parois vasculaires. Dans ces cellules, I'angiogénine
active la phospholipase C ainsi qu'une estérification rapide du cholestérol. La recherche de récepteurs de
surface a permis d'identifier deux familles de sites spécifiques de liaison [31]. Des récepteurs de forte
affinité sont reconnus avec une Kd de 0,2 nM. Leur nombre varie avec la confluence cellulaire. Une
large famille de sites d'interactions de plus faible affinité présente une Kd de 0,1 muM et implique des
millions de molécules. Le marquage d'affinité de la surface des cellules musculaires lisses utilisant
I'angiogénine radiomarquée met en évidence sept complexes spécifiques de forte affinité. La question
demeure de savoir si ces molécules liant I'angiogénine sont des récepteurs per se, des molécules
associees ou des éléments constitutifs d'une structure réceptrice multimérique. Dans les cellules
musculaires lisses, I'angiogénine est internalisée et fragmentée. La particularité de cette internalisation
est la résistance de la molécule a la dégradation avec une demi-vie de I'ordre de 12 heures. En plus de la
protéine de 14,1 kDa, des fragments de 10,5 kDa, 8,7 kDa et 6,1 kDa sont générés [32]. La nature et le
role de ces peptides sont a étudier.

* Angiogeénine et adhérence cellulaire. L'angiogénine, adsorbée sur le plastique, facilite I'adhérence des
cellules endothéliales, des fibroblastes et des cellules tumorales ([33] et références citées). Un
protéoglycane de masse moléculaire apparente supérieure a 200 kDa a été isolé de la surface de cellules
tumorales par chromatographie d'affinité sur angiogénine immobilisée [33]. Ce rdle de I'angiogenine
dans I'adhérence cellulaire est important, car I'étape d'adhérence est nécessaire a la migration cellulaire
des cellules endothéliales lors de I'ébauche de nouveaux vaisseaux sanguins et lors de la dissemination
métastatique des cellules tumorales. L'angiogénine se fixe également spécifiquement a la matrice
extracellulaire, constituant ainsi un réservoir extracellulaire [28].

* Les leucocytes polynucléaires. La concentration de I'angiogénine circulante est de I'ordre de 8-30 nM.
A cette concentration, elle inhibe, in vitro, la dégranulation des leucocytes polynucléaires [34]. Cette
propriété a été mise en évidence lors de son isolement d’hémodialysats de patients atteints d'urémie. Ces
patients présentent une susceptibilité accrue aux infections et des anomalies dans leur fonction
granulocytaire. Les auteurs suggerent que I'angiogénine pourrait naturellement participer a un
mécanisme endogéne limitant la libération des contenus granulaires des leucocytes polynucléaires au



cours des réponses inflammatoires.
Angiogenine et pathologies
Cancers

L'angiogénine apparait associée au développement tumoral. En effet, sa concentration sérique est
augmentée chez les patients atteints de divers cancers (tableau). Son implication dans le développement
tumoral est suggérée par les corrélations observées de I'augmentation de son expression tissulaire avec
I'agressivité tumorale dans les cancers pancréatique [35], gastrique [36], urothélial [37], colorectal [38]
et de I'augmentation de sa concentration serique avec le grade de la tumeur de lI'ovaire [39], de
I'endomeétre [40] et du col utérin [41]. Une expression accrue a été également détectée dans les tumeurs
mammaires et localisée dans les cellules de carcinome [42]. Chez les patients atteints de carcinome
urothélial, la concentration d'angiogénine sérique est plus élevée dans les cas de forme invasive et
apparait comme un marqueur de prédiction de la récurrence postopératoire [37]. L'angiogénine pourrait
donc constituer un nouveau marqueur tumoral aux applications cliniques de pronostic et de thérapie anti-
angiogenique. Son niveau d'action dans ce processus complexe reste a étudier. Les deux indices de son
implication possible dans I'angiogenése tumorale sont les suivants. L'augmentation de la vascularisation
dans le stroma avoisinant des glandes néoplasiques exprimant I'angiogénine a été observée dans des
adénocarcinomes du colon [43]. L'intensité du marquage tissulaire de I'angiogénine a été corrélée au
nombre de capillaires présents et a l'infiltration focale de macrophages dans le cancer humain colorectal
[23]. Il faut noter que I'expansion des tumeurs solides est fréquemment corrélée a I'infiltration du tissu
par des monocytes du sang périphérique. Cette infiltration dans les tissus tumoraux est associée a une
angiogenése accrue, et est alors corrélée a un pronostic défavorable dans le cancer du sein invasif [44] et
a la malignité du mélanome [45].

La possibilitée de réguler la production d'angiogénine est illustrée dans un modéle de souris ou
I'indométacine, un inhibiteur de la synthese de prostaglandine, inhibe la production de PGE; par les
tumeurs MGG 101, réduisant la taille des tumeurs et prolongeant la survie des animaux. Chez les
animaux traités, I'expression tumorale des ARNm de I'angiogénine et du FGF2 diminue ainsi que la
vascularisation du tissu tumoral [46].

Des inhibiteurs potentiels de I'angiogénine sont en cours d'études en tant que drogues anti-cancer. lls
ciblent différents domaines actifs de la molécule, soit les domaines de liaison au récepteur cellulaire ou a
I'actine, soit les sous-sites catalytiques. En effet, l'intégrité du site catalytique de I'angiogénine est
nécessaire, mais non suffisante, a I'expression de sa propriété angiogénique qui nécessite également un
domaine d'interaction cellulaire. Des peptides complémentaires du site de liaison au récepteur de
I'angiogénine et des peptides sélectionnés a partir d'une banque de phages exprimant de maniére
aléatoire ces peptides a la surface de leurs capsides inhibent a la fois I'interaction de I'angiogénine avec
I'actine et la néovascularisation induite par I'angiogénine et par les cellules humaines d'adénocarcinome
de prostate PC3 sécrétant I'angiogénine [47, 48]. Des oligodésoxynucléotides (aptameres) ont été
sélectionnés a partir de banques aléatoires. lls inhibent les activités enzymatique, mitogénique et
angiogénique de I'angiogénine [49]. Deux autres molécules inhibent I'angiogenese induite par
I'angiogénine dans les modeles animaux : un antibiotique, la néomycine (un aminoglycoside) [50] et un
peptide correspondant aux domaines K1-3 de I'angiostatine (un fragment du plasminogéne). Ce peptide
inhibe I'angiogenése induite par I'angiogénine, le FGF2 et le vascular endothelial growth factor (VEGF)
[51].

Dans le modele de la souris athymique, les antagonistes de I'angiogénine (PRI [9], actine et anticorps
monoclonaux neutralisants [52]) bloquent le développement des tumeurs humaines. Ces anticorps
mADb26-2F et mAb36-u reconnaissent respectivement le segment de I'angiogénine 38-41 et Trp-89, et le
segment 58-73 [52]. Des anticorps chimériques ou humanisés pourraient constituer une approche
thérapeutique intéressante [53].



Une autre facette de cette recherche consiste a utiliser I'activité ribonucléolytique de la molécule comme
outil thérapeutique pour détruire la cellule tumorale. Cette idée est issue de I'observation que d'autres
membres de la super-famille de la RNase A sont connus pour leur activité antitumorale : la ribonucléase
séminale bovine (BS-RNase, sans équivalent chez I'hnomme) et diverses ribonucléases de grenouille
(RCE-RNase de Rana catesbeiana, RJIE-RNase de Rana japonica et onconase de Rana pipiens) [6]. La
puissance d'action de ces RNases est attribuée a I'impossibilité pour le PRI d'interagir avec elles. Ainsi la
BS-RNase a une structure dimérique masquant le site de reconnaissance du PRI et les ribonucléases de
batraciens ne se lient pas au PRI de mammiferes. La toxicité de I'onconase pour les cellules tumorales
est actuellement a I'essai clinique, en phase |11 chez des patients atteints de cancer mésothélial et en
phase I-11 chez des patients atteints de carcinome rénal métastatique. L'utilisation de l'activité
ribonucléase d'une protéine humaine, non cytotoxique, faciliterait la tolérance. Cette protéine doit
cependant cibler la cellule tumorale et ne pas étre reconnue par le PRI [54]. Avec cette finalité, des
constructions de protéines chimériques sont a I'étude couplant I'angiogénine a des ligands des cellules
tumorales. Ainsi, la protéine de fusion de I'epidermal growth factor (EGF) et de I'angiogénine est
cytotoxique in vitro pour les cellules tumorales humaines A431 riches en récepteurs a 'EGF [55]. Le
récepteur a la transferrine est utilisé comme cible pour une protéine de fusion composée d'un anticorps
chimérique souris’/homme dirigé contre ce récepteur et de I'angiogénine. Cette protéine de fusion est
cytotoxique in vitro pour les cellules tumorales de gliome SF539 et de cancer du sein MDA-MB-231"
[56]. Le mécanisme d'action intracellulaire de ces chimeres n'est pas connu.

Autres pathologies

L'étude de I'expression de I'angiogénine dans certaines pathologies a permis de mettre en évidence des
variations pouvant donner des indications pronostiques.

Des taux élevés d'angiogénine dans le liquide amniotique (> 30 ng/ml) au second trimestre constituent
un marqueur de naissance prématurée [12].

Les concentrations sériques d'angiogénine sont plus élevées chez les enfants et adolescents atteints de
diabéte insulino-dépendant sans qu'il y ait de différence notable avec la durée ou le contréle de la
maladie [61].

Finalement, comme nous l'avons noté précédemment, I'angiogénine est régulée comme une protéine de
phase aigué d'inflammation [21, 22] et sa concentration sérique varie considérablement chez tous les
patients hospitalisés [21].

Enfin, il faut noter le travail de Hoshino et al. [62] soulignant I'importance de l'infiltration des cellules de
I'inflammation dans I'angiogenése. Ainsi les biopsies de muqueuse bronchique de patients asthmatiques
présentent un nombre accru de cellules exprimant I'angiogénine, le FGF2 et le VEGF par rapport aux
sujets sains. Il existe une corrélation entre la vascularisation du tissu et le nombre de cellules
immunoréactives pour chacun de ces trois facteurs angiogéniques. Les cellules coexprimant ces facteurs
sont des éosinophiles (MBP™), des mastocytes (AAI"), des cellules T (CD3"), des macrophages (CD68")
et des cellules CD34".

Par les propriétés décrites, I'angiogénine peut intervenir a différents niveaux de la cascade angiogénique.
Elle active les cellules endothéliales en induisant la synthese de protéases conduisant a la dégradation de
la membrane basale. Elle peut induire la migration et la prolifération des cellules endothéliales ainsi que
leur organisation en capillaires. Elle peut également agir sur les cellules partenaires des cellules
endothéliales, les cellules vasculaires musculaires lisses, en inhibant leur prolifération. Elle agit sur les
cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses via des récepteurs spécifiques et stimule dans ces
cellules la production de médiateurs connus de la signalisation intracellulaire. L'originalité de ce facteur
angiogénique est son activité ribonucléolytique : I'intégrité du site catalytique est nécessaire pour



I'expression de sa capacité angiogenique. Des questions demeurent : Quel partenaire moléculaire
interagit avec le site enzymatique de I'angiogénine ? Comment intégrer cette activité dans la cascade
angiogenique ?

Quels sont les mécanismes permettant de réguler I'activité de cette protéine présente dans le plasma a
des concentrations 20 a 800 fois supérieures a celles nécessaires pour induire une angiogenése in vivo
dans les modeles animaux ou in vitro en culture cellulaire ? A partir des données acquises, trois niveaux
de régulation potentiels apparaissent : 1) Le contrdle peut s'exercer au niveau de la réceptivité cellulaire.
Cette réceptivité peut s'exprimer via la présence ou I'absence de récepteurs de haute affinité sur les
cellules cibles. Ainsi, dans des conditions d’homéostasie vasculaire ou les cellules sont quiescentes, les
cellules vasculaires endothéliales et musculaires lisses peuvent, comme en culture cellulaire a
confluence, ne plus présenter de récepteurs de haute affinité. 2) La fonctionnalité du récepteur peut
nécessiter I'association d'autres molécules membranaires ou cytoplasmiques. 3) La protéine elle-méme
peut nécessiter une activation. Finalement, une compartimentation stricte de I'angiogénine et de ses
cibles pourrait rendre compatibles la forte concentration intravasculaire et la puissante capacité
angiogénique de l'angiogénine. Ainsi, la molécule pourrait agir lorsque I'endothélium ou la membrane
basale est endommagé et, par extravasation, jouer un réle positif dans des événements de cicatrisation ou
délétére dans des conditions pathologiques.

Quels sont les roles physiologiques de I'angiogénine ? L'angiogénine pourrait jouer un réle dans
I'angiogenése physiologique du cycle ovarien. Cependant, de par sa large distribution dans l'organisme,
sa fonction physiologique pourrait ne pas se limiter a la néovascularisation. Régulée comme une
protéine de phase aigué de l'inflammation, elle semble impliquée dans des mécanismes inflammatoires
et pourrait prendre part a la défense de I'organisme. 1l faut noter que deux autres membres de la super-
famille de la RNase pancréatique (RNase 1), I'eosinophil-derived neurotoxin (EDN ou RNase 2) et
I'eosinophil cationic protein (ECP ou RNase 3), expriment une variété d'actions physiologiques
associees a la défense de I'organisme : effets antibactérien et antiviral, effet helminthotoxique.

L'homéostasie vasculaire résulte d'un équilibre entre facteurs angiogéniques ou proangiogéniques et
inhibiteurs. Les propriétés particulieres de I'angiogénine permettent d'appréhender différemment le
processus d'angiogenese en offrant I'opportunité de découvrir de nouveaux points de contréle de la
cascade angiogénique et de nouvelles approches thérapeutiques.
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