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             INTRODUCTION 

 

 

 

 

 

Mon travail a porté sur le rôle des protéines Hedgehog sur la migration des cellules 

musculaires lisses vasculaires et la maturation des néovaisseaux. 

 

Dans cette partie introductive, j’ai regroupé quelques éléments bibliographiques qui 

m’ont été utiles pour aborder et interpréter ce travail. Ils portent sur : 

- le système vasculaire et la maturation des vaisseaux sanguins; 

- les facteurs impliqués dans la maturation des vaisseaux sanguins; 

- les protéines Hedgehogs, leur signalisation et leur rôle dans la formation des vaisseaux; 

- la migration des cellules musculaires lisses vasculaires. 
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CHAPITRE I : SYSTEME VASCULAIRE ET MATURATION 

DES VAISSEAUX 

I. STRUCTURE DES VAISSEAUX 

Le système vasculaire permet d’une part de distribuer dans les tissus, le sang qui 

transporte les molécules nécessaires aux cellules, et d’autre part d’éliminer les déchets 

métaboliques. On peut distinguer dans le système vasculaire le réseau artériel et le réseau 

veineux. Dans chaque catégorie on trouve des vaisseaux de gros calibre (artères, veines), de 

calibre moyen (artérioles, veinules) et de petit calibre (capillaires). 

1. Les vaisseaux de gros calibre 

Les gros troncs vasculaires sont constitués de trois tuniques morphologiquement 

distinctes, de l’intérieur vers l’extérieur du vaisseau : l’intima, la média et l’adventice (Fig. 1). 

L’importance et la complexité de ces trois tuniques dépendent du type de vaisseau sanguin. 

 

Figure 1 : Structure du vaisseau : vaisseau élastique 

A. Intima 

L’intima est principalement constituée de l’intérieur vers l’extérieur, d’une mono-

couche de cellules endothéliales (CE) reposant sur une fine couche de tissu conjonctif. Les CE 

sont directement en contact avec le sang. Dans certains cas, l’intima des grosses artères dites 

élastiques peut contenir des cellules musculaires lisses (CML) particulières dites 

myointimales. Quel que soit le diamètre de la paroi, il n’y a toujours qu’une seule couche de 

CE. Ces CE sont en forme de losange et leur juxtaposition constitue une mosaïque. Leur 

grand axe est allongé dans le sens de l’écoulement sanguin, cette orientation déterminée par 

les forces de cisaillement appliquées à leur surface. L’endothélium établit une barrière semi-
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sélective entre la lumière des vaisseaux et les tissus environnants, contrôlant le passage des 

grosses molécules et le transit des globules blancs. L’augmentation de la perméabilité de la 

monocouche endothéliale conduit à un œdème tissulaire. 

B. Média 

La média forme une couche d’aspect compact et d’épaisseur régulière. Elle comprend 

des cellules murales de type CML disposées concentriquement entre des lames élastiques, des 

fibres de collagène et des protéoglycanes, en proportion variable selon le type d’artère.  

Les artères élastiques possèdent beaucoup de fibres d’élastine et de collagène dans la 

média. Il y a aussi une lame de tissu conjonctif entre la média et l’intima (la limitante 

élastique interne) et entre la média et l’adventice (la limitante élastique externe). Le contenu 

en élastine contribue à l’élasticité de la paroi permettant la variation du diamètre du vaisseau 

selon la pression. Le collagène a pour rôle de s’opposer à une trop forte variation du diamètre, 

et contrôle la rigidité du vaisseau et va permettre de réduire l’extensibilité de la paroi. Grâce 

aux CML et à leur contenu en tissu conjonctif, les artères peuvent s’adapter aux variations de 

pression sanguine. 

La paroi des artères musculaires se différencie de celle des artères élastiques par le 

fait qu’elle est composée de plusieurs couches de CML et de très peu de fibres élastiques. En 

raison de la grande quantité de CML dans leur paroi, ces artères sont plus contractiles c’est-à-

dire capables de faire varier le diamètre de leur lumière en se contractant (vasoconstriction) 

ou en se relâchant (vasodilatation). 

Les artères musculo-élastiques contiennent à la fois des fibres musculaires capables 

de se contracter, et de l’élastine. La tension exercée sur les parois vasculaires est la résultante 

de la composante musculaire et de la composante élastique. 

C. Adventice 

L’adventice est une couche essentiellement conjonctive (tissu conjonctif lâche). Elle 

contient des fibres de collagène, quelques fibres élastiques et des fibroblastes. Elle sert de 

support aux vaisseaux sanguins nourriciers (vasa vasorum) et lymphatiques, et aux nerfs 

artériels. L’adventice est plus ou moins importante selon le type de vaisseau, mais son 

organisation est à peu près la même quel que soit le type de vaisseau. Cependant, dans les 

veines, la média et l’adventice sont souvent difficiles à distinguer.  
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2. Les artérioles et les veinules 

Les artérioles sont les vaisseaux de moyen calibre (diamètre inférieur à 0,5 mm) 

amenant le sang dans les capillaires. Ils font suite aux artères de gros calibre. Leur paroi est 

innervée par le système nerveux sympathique et peut ainsi se contracter, entraînant à la fois 

une réduction du flux sanguin tissulaire et une augmentation de la résistance à l’écoulement 

sanguin. Les veinules sont les vaisseaux ramenant le sang des capillaires vers le cœur. Ils 

prennent naissance après le versant veineux capillaire et dirigent le sang désoxygéné et chargé 

de déchets vers l’oreillette droite du cœur puis les poumons. Les artérioles possèdent une 

couverture plus importante de cellules murales (CML ou péricytes) que les veinules (Fig. 2). 

 

Figure 2 : Représentation schématique des vaisseaux de petit et moyen calibre 

3. Les capillaires 

Les capillaires sont connectés aux artérioles et aux veinules, et interagissent 

intimement avec les tissus. Ce sont eux qui amènent le sang au niveau des cellules et 

permettent leur oxygénation, nutrition et collecte des déchets. Ce sont les plus petits vaisseaux 

sanguins de l’organisme. Leur paroi est souple et fragile, composée d’une monocouche de CE 

et d’une couche clairsemée de péricytes, entourée d’une simple et fine membrane basale 

structurée par quelques fines fibres de collagène (Fig. 2).  

II. FORMATION ET CROISSANCE DES VAISSEAUX 

Chez les vertébrés, le système circulatoire est le premier système fonctionnel qui se 

développe. La morphogenèse vasculaire peut être schématiquement résumée en 3 processus 

majeurs : vasculogenèse, angiogenèse et maturation des vaisseaux. Ces processus sont régulés 

par nombre de voies de signalisation. Certaines sont limitées au système vasculaire. D’autres 

sont moins spécifiques et partagées avec la formation d’autres systèmes durant la 

morphogenèse embryonnaire, telles que l’ostéogenèse et la neurogenèse. Grâce à ces trois 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Art%C3%A9riole
http://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_nerveux_sympathique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Art%C3%A8re
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tissu_biologique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vaisseau_sanguin
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vaisseau_sanguin
http://fr.wikipedia.org/wiki/Collag%C3%A8ne
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mécanismes, le système circulatoire est formé et remodelé en un système vasculaire 

fonctionnel très complexe. Il régule nombre de processus physiologiques tels que 

l’oxygénation tissulaire, le transport de nutriments, l’élimination de déchets, la réponse 

immunitaire, la régulation de la température et le maintien de la pression sanguine.  

1. Vasculogenèse 

La vasculogenèse consiste en la formation d’un plexus vasculaire primitif, peu organisé, 

à partir de précurseurs endothéliaux appelés angioblastes (Byrd and Grabel, 2004). 

Chez la souris, le sac vitellin est le premier site de formation des vaisseaux sanguins 

de l’embryon. Il est composé de deux couches de cellules extra-embryonnaires 

endodermiques viscérales et mésodermiques ou mésothéliales. Les ilôts sanguins se forment 

7,5 jours après la conception à partir de la masse mésodermique située à l’intérieur de 

l’endoderme viscéral. Cette masse contient des hémangioblastes qui sont des précurseurs 

communs des CE et des érythrocytes. Les précurseurs des CE créent une poche intérieure 

contenant des érythrocytes primitifs, puis forment un premier réseau vasculaire en tubes d’un 

diamètre uniforme appelé plexus vasculaire primaire. Ce plexus est ensuite remodelé afin de 

former les vaisseaux vitellins (Fig. 3).  

 

Figure 3 : Représentation schématique de la vasculogenèse chez les embryons murins : 

ac : cavité amniotique ; al : allantoïde ; bi : îlots sanguins ; e : épiblaste ; eem : mésoderme 

extraembryonnaire ; te : trophectoderme ; ve : endoderme viscéral (d’après (Byrd and 

Grabel, 2004)) 

2. Angiogenèse 

L’angiogenèse est le processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins 

(néovascularisation) à partir des vaisseaux préexistants (Geudens and Gerhardt, 2011). 
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L’angiogenèse non pathologique chez l’adulte est un évènement rare. Elle est observée 

dans les cas de la grossesse, du cycle menstruel et à la suite de la cicatrisation ou d’exercices 

physiques prolongés et intensifs. Elle se produit aussi à la suite d’un épisode ischémique 

tissulaire. L’angiogenèse pathologique accompagne des processus pathologiques, tels que le 

développement de tumeurs et l’inflammation chronique. Dans ce cas, les vaisseaux formés 

demeurent instables et partiellement fonctionnels. 

A. Bourgeonnement vasculaire 

Le bourgeonnement vasculaire est une étape cruciale dans l’initiation de l’angiogenèse. 

Il est guidé par des CE spécialisées que l’on appelle les "tip cells", qui répondent aux 

stimulations angiogéniques et aux facteurs de guidance. Ces CE forment des filopodes très 

longs qui détectent des signaux attractifs ou répulsifs. Elles jouent donc un rôle dans la 

guidance des vaisseaux sanguins néo-formés vers des directions précises. Elles sont 

connectées aux "stalk cells", un autre type de CE spécialisées qui contribuent à la formation 

des tubes endothéliaux. 

B. Elongation des vaisseaux endothéliaux 

Les "tip cells" prolifèrent rarement. Au contraire, les "stalk cells" prolifèrent très 

fortement et par conséquence participent à l’élongation du bourgeon endothélial en croissance 

dont la direction est définie par les "tip cells" en fonction de l’environnement. 

C. Formation de la lumière vasculaire 

Le deuxième rôle important des "stalk cells" dans un vaisseau en formation est 

d’établir une lumière vasculaire. Les "stalk cells" conservent leur polarité apico-basale et 

permettent la constitution d’une lumière vasculaire continue.  

3. Maturation des vaisseaux 

Durant les évènements précoces de la morphogenèse vasculaire, le réseau vasculaire 

est très dynamique. Avec l’augmentation des forces de cisaillement et de la pression sanguine, 

les vaisseaux doivent acquérir une structure plus stable et un calibre régulable (Iruela-Arispe 

and Davis, 2009; Wagenseil and Mecham, 2009). De la même façon les nouveaux vaisseaux 

formés chez l’adulte par angiogenèse dans les conditions physiologiques, doivent eux aussi 

être maturés pour devenir fonctionnels. 
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Les néo-vaisseaux qui se développent au cours des processus pathologiques, tels que 

les tumeurs et l’inflammation chronique, restent instables et non fonctionnels. Ainsi, les 

vaisseaux tumoraux sont fonctionnels dans le sens où ils transportent du sang et sont capables 

de supporter la croissance de la tumeur, mais ils possèdent un série d’anomalies qui les 

rendent fragiles, perméables et peu efficaces, provoquant des hémorragies et des oedèmes 

(Carmeliet and Jain, 2000; Dvorak, 2002). Le flux sanguin est limité par un défaut de 

hiérarchisation anatomique. La désorganisation du système vasculaire conduit à l’ischémie et 

à la nécrose des tissus normaux. La maturation des vaisseaux est complexe et on peut 

distinguer plusieurs étapes qui ne sont pas exclusives et pas temporellement liées. Elle débute 

en même temps que la formation des vaisseaux. 

A. Différentes étapes de la maturation des vaisseaux 

a. Remodelage vasculaire 

Un remodelage vasculaire intervient avec l’établissement de nouvelles connections 

dans le réseau vasculaire. Certaines branches sont stabilisées tandis que d’autres régressent. 

Le facteur important dans la régulation du remodelage vasculaire est l’oxygène. Il a été 

montré qu’un niveau élevé d’oxygène entraîne une réduction de la complexité du réseau 

vasculaire tandis qu’un niveau faible d’oxygène maintient la densité de ce réseau vasculaire. 

Par conséquent ceci permet que la densité vasculaire soit adaptée correctement à 

l’oxygénation tissulaire (Claxton and Fruttiger, 2005).  

Un autre paramètre important est la force de cisaillement qui régule le diamètre des 

vaisseaux. Une augmentation de la force de cisaillement entraîne une distensibilité vasculaire 

par une action sur les CE qui régulent la vasoconstriction/vasodilatation du vaisseau. 

b. Recrutement des cellules murales  

Le recrutement des cellules murales, CML pour les gros vaisseaux et péricytes pour 

les capillaires, les veinules postcapillaires et les artérioles terminales, permet la 

muscularisation des vaisseaux (myogenèse vasculaire). L’identification ou la discrimination 

des CML et des péricytes est complexe. Plusieurs marqueurs sont utilisés: a-Smooth Muscle 

actin (-SMA), desmine, "Neuron-glial antigen 2" (NG2), "Platelet-Drived Growth Factor 

Receptor " (PDGFR, aminopeptidase A et "Regulator of G-protein Signaling 5" (RGS5) 

(Tab. 1). Il faut noter qu’aucun marqueur n’est absolument spécifique d’un seul de ces types 
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cellulaires et que leurs expressions sont aussi dynamiques et varient entre les organes et les 

stades du développement vasculaire. 

 
Tableau 1 : Marqueurs d’identification des cellules murales (d’après Armulik et al., 2011) 

i. Cellules murales 

Le terme "cellules murales" se réfère généralement aux CML qui couvrent les gros 

vaisseaux et aux péricytes qui recouvrent principalement les plus petits vaisseaux. Il faut noter 

toutefois que la localisation de ces deux types cellulaires n’est pas absolue et qu’il n’existe 

aucun marqueur cellulaire spécifique de chaque type cellulaire. La distribution de ces 2 types 

cellulaires est aussi différente, alors que les CML entourent le tube endothélial et forment une 



24 
 

monocouche, les péricytes eux s’étalent à leur surface (Fig. 4). Généralement, les cellules 

murales des gros vaisseaux expriment l’-SMA, le PDGFR, tandis qu’elles n’expriment pas 

l’-SMA au niveau des capillaires (Fruttiger, 2002). Le marqueur NG2 est à la fois trouvé 

dans les gros vaisseaux et dans les capillaires (Liu et al., 2010). 

 

Figure 4 : Couverture des vaisseaux par des cellules murales (d’après (Armulik et al., 2011)) 

ii. Distribution des cellules murales 

Dans les microvaisseaux, les cellules murales partagent la membrane basale avec les 

CE et établissent des contacts focaux avec les CE via des jonctions spéciales. Elles 

contribuent à la stabilité mécanique des microvaisseaux.  

La densité des cellules murales varie entre les différents organes. Le réseau vasculaire 

du système nerveux central présente un rapport CE/cellules murales de 1/1 à 3/1 (Mathiisen et 

al., 2010). Dans les autres tissus ce rapport se situe entre 1/1 et 10/1. Ce rapport définit les 

caractéristiques spécifiques de l’étanchéité de la barrière endothéliale de chaque organe : 

cerveau > poumon > muscle (Diaz-Flores et al., 2009). 

iii. Origine des cellules murales  

Les cellules murales peuvent avoir des origines différentes. Elles proviennent 

globalement de plusieurs pools de cellules progénitrices :  

- un pool de cellules qui préexiste dans les tissus environnants et est activé en réponse 

aux stimuli mitogènes ou promigratoires ; 

- des cellules progénitrices de péricytes issues de la möelle osseuse, qui se caractérisent 

par l’expression des marqueurs PDGFR et Sca-1. Elles enveloppent les vaisseaux 

sanguins et se différencient en CML (Du et al., 2008; Mancuso et al., 2011 ); 

- les cellules mésenchymateuses tissulaires peuvent aussi se différencier ultérieurement et 

contribuer à la muscularisation, par exemple dans le système vasculaire du 

poumon (Hirschi et al., 2003; Zhou et al., 2009 );  

- les CE peuvent aussi se transdifférencier en cellules murales via la réactivation du 

facteur de transcription myocardine. Cette transdifférenciation des CE a plus 
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particulièrement été démontrée dans des conditions pathologiques et dans des cellules 

en culture. Elle pourrait être responsable de l’hypertension artérielle pulmonaire 

caractérisée par un épaississement de la média des vaisseaux (Frid et al., 2002 ; 

Krenning et al., 2008; Zhu et al., 2006 ).  

iv. Rôle du recrutement des cellules murales sur le réseau vasculaire 

Le défaut du recrutement de cellules murales entraîne des vaisseaux hyperperméables 

et modifient les propriétés de la couche endothéliale, notamment sa perméabilité et la survie 

des CE (Benjamin et al., 1998; Hirschi et al., 1999; Hirschi et al., 1998). 

L’augmentation anormale de la perméabilité vasculaire est associée avec nombres de 

pathologies, incluant l’état septique, l’œdème pulmonaire et les réactions allergiques (Wang 

and Dudek, 2009). Les péricytes régulent les jonctions serrées des CE dans la barrière 

hémato-encéphalique (Cardoso et al., 2010). Cette conclusion est basée sur des études in vitro 

de co-culture des CE et de péricytes qui démontrent que les péricytes augmentent la résistance 

électrique transendothéliale et diminuent la perméabilité de la monocouche endothéliale 

(Nakagawa et al., 2009). La perte de péricytes des microvaisseaux est la première déficience 

cellulaire décrite dans la rétinopathie diabétique. Cependant la réduction du nombre de 

péricytes par l’inhibition de la signalisation de "Platelet-Derived Growth Factor BB" (PDGF 

BB)/PDGFR n’est pas suffisante pour induire seule la rétinopathie (Enge et al., 2002).  

Les péricytes jouent aussi un rôle dans la spécification du vaisseau. En effet dans le 

syndrome lymphœdème-distichiasis (mutation du gène Foxc2 dans les CE lymphatiques), le 

recrutement ectopique de cellules murales sur les vaisseaux lymphatiques reprogramme les 

CE lymphatiques en un phénotype endothélial sanguin, incluant la diminution de VEGFR3 

(marqueur des vaisseaux lymphatiques) et l’augmentation de PDGF BB (marqueur des 

vaisseaux sanguins) (Petrova et al., 2004). 

B. Matrice extracellulaire du vaisseau 

La Matrice extracellulaire (MEC) est un composant important de la stabilité des 

vaisseaux. La MEC de la paroi vasculaire fournit un support structural et mécanique aux 

cellules. Elle est composée de nombreuses molécules, telles que les collagènes, les fibres 

élastiques, les hyaluronates, la fibronectine, la vitronectine, la laminine, les 

glyosaminoglycans, les protéoglycanes et les glycoprotéines adhésives. La membrane basale 

extracellulaire des CE (MBE) est plus spécifiquement composée de laminine, de collagène IV, 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Syndrome_lymph%C5%93d%C3%A8me-distichiasis
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de fibronectine et de nidogène 1 et 2 (Senger and Davis, 2011). Outre sa fonction structurale, 

la MEC permet l’interaction CE-cellules murales et la cohésion du vaisseau. Les cellules 

vasculaires et périvasculaires se lient aux composants de la MEC via des récepteurs 

membranaires, incluant différentes intégrines. Les interactions des récepteurs avec les 

molécules de la MEC influencent la forme des cellules vasculaires, leurs comportements et 

leurs réponses aux cytokines et facteurs de croissance (Davis and Senger, 2008). 

Les péricytes en produisant la "Tissue Inhibitor of MetalloProteinase-3" (TIMP-3) 

participent à la stabilisation des vaisseaux comme démontré dans des modèles d’angiogenèse 

in vitro (Stratman et al., 2009). 

Récemment, il a été démontré que la synthèse de cette MBE nécessite non seulement 

la tubulogenèse des CE, mais aussi un contact cellulaire hétérotypique, en particulier CE-

pericytes (Hall-Glenn et al., 2012; Stratman et al., 2009 ). En contrepartie, une autre étude 

démontre qu’un défaut de la formation de MBE via l’invalidation de CCN2, un gène codant 

pour une protéine matricielle exprimée dans les CE, provoque un recrutement des péricytes 

réduit sur des capillaires dermiques (Hall-Glenn et al., 2012). 
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CHAPITRE II : FACTEURS IMPLIQUES DANS LA 

MATURATION DES VAISSEAUX 

Suite à la formation des vaisseaux endothéliaux, le recrutement des cellules murales 

est une étape cruciale permettant la maturation et la survie des vaisseaux. Plusieurs facteurs 

indispensables à ce processus de recrutement ont été identifiés par invalidation de gènes chez 

la souris (angiopoïétines 1[Ang1], Sphingosine-1-Phosphate [S1P], PDGF BB, etc). Les 

études in vitro et in vivo ultérieures ont montré que les cellules répondant à la plupart de ces 

facteurs sont les CE, suggérant un effet indirect de ces facteurs sur les cellules murales. Il 

existe cependant quelques facteurs dont les cibles directes sont les cellules murales, comme le 

PDGF BB, le "Transforming Growth Factor-" (TGF- et Notch-3. 

I.  FACTEURS A ACTION INDIRECTE SUR LES CE 

Les cellules murales sont des cellules accessoires autour des vaisseaux endothéliaux, 

qui reçoivent des informations biologiques à partir des CE. Il a été démontré que la perte de la 

couverture des CE par les cellules murales peut être une conséquence de la dysfonction des 

CE (Jones et al., 2001). 

1. Ang1 

L’Ang1 a été identifiée en 1996; elle se lie à son récepteur Tie2. L’axe Ang1/Tie2 est 

un acteur reconnu de la formation et de la stabilisation des vaisseaux. 

A. Rôle dans la maturation et la stabilisation des vaisseaux 

Les souris déficientes en Tie2 développent des défauts cardiaques et des hémorragies 

(Dumont et al., 1994). L’invalidation d’Ang1 entraîne un phénotype similaire, mais 

légèrement moins sévère (Suri et al., 1996). L’analyse ultrastructurale suggère que les 

vaisseaux sanguins déficients en Tie2 ne possèdent pas de péricytes (Patan, 1998). Une 

mutation sur le gène Tie2 induit une malformation veineuse caractérisée par une couverture 

inégale ou un manque complet de CML vasculaires autour de certaines veines. (Vikkula et al., 

1996). De plus, une mauvaise association entre les CE et les cellules périvasculaires ou la 

matrice extracellulaire est observée dans les souris déficientes en Ang1, suggérant que la 

signalisation Ang1 participe à l’adhésion entre ces composants du vaisseau (Suri et al., 1996).  
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B. Mécanisme dans la maturation et la stabilisation des vaisseaux 

La signalisation Tie2 ne joue pas de rôle direct dans le recrutement des cellules 

murales. La perte de cellules murales est une conséquence de l’apoptose des CE (Jones et al., 

2001; Puri et al., 1999). Ceci est confirmé par le fait que la couverture initiale des vaisseaux 

endothéliaux par des péricytes est normale chez les souris Tie2-déficientes, et que les cellules 

murales sont rapidement éliminées à partir de E15,5. L’invalidation de Tie2 induit l’apoptose 

des CE et la déficience en cellules murales observée chez les souris déficientes en Tie2 ou 

Ang1 est la conséquence de la mort des CE (Jones et al., 2001). 

Par ailleurs, la signalisation Ang-1/Tie2 dans la CE pourrait être nécessaire pour la 

stabilisation des vaisseaux. En effet, on sait que la fixation d’Ang-1 sur Tie2 entraîne 

l’expression de sérotonine, d’"Heparin-Binding EGF-like growth factor" (HB-EGF), de 

PDGF BB, de TGF et de " Bone Morphogenic Protein " (BMP), qui sont connus comme 

régulateurs du recrutement des cellules murales et de la stabilisation des vaisseaux (Augustin 

et al., 2009). Par opposition, Ang-2 est un régulateur antagoniste des CE et conduit à la 

déstabilisation et au décrochage des cellules murales (Hu and Cheng, 2009). 

2. S1P 

La S1P extracellulaire active une famille de récepteurs (S1P1 à 5) à 7 domaines 

transmembranaires couplés aux protéines G. Ces récepteurs sont aussi connus comme 

"endothelial differentiation gene (Edg)-réceptors". S1P1 et S1P3 sont des récepteurs impliqués 

dans la croissance vasculaire. S1P1 est aussi un récepteur majeur de la maturation vasculaire 

(Kono et al., 2004). Il est exprimé par l’endothélium des artères et des capillaires, mais on le 

retrouve aussi faiblement exprimé dans les CML de l’aorte dorsale (Liu et al., 2000).  

A. Rôle dans le recrutement des cellules murales 

Tous les embryons murins déficients en S1P1 meurent d’un œdème et d’une 

hémorragie à cause d’un défaut de couverture de l’aorte par des CML (Liu et al., 2000). Les 

vaisseaux cérébraux et ceux des membres sont pauvrement pourvus en cellules murales 

(Allende et al., 2003). De plus, dans le membre, cette situation s’aggrave dans des conditions 

hypoxiques avec l’augmentation de l’expression d’"Hypoxia-Inducible Factor-1"HIF-1α) 

et de "Vascular Endothelial Growth Factor" (VEGF), conduisant à une hypervascularisation 

(Chae et al., 2004). 
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B.  Mécanisme dans le recrutement des cellules murales 

L’axe S1P/ S1P1 joue aussi un rôle dans la maturation des vaisseaux en favorisant la 

survie des CE. Il renforce l’intégrité de l’endothélium en induisant l’assemblage des jonctions 

adhérentes (Garcia et al., 2001). Chez les souris déficientes en récepteur S1P1 spécifiquement 

dans les CE, les embryons meurent de la perte de cellules murales et d’hémorragie due à un 

défaut de stabilisation des vaisseaux. Ce phénotype est équivalent à celui observé chez les 

souris déficientes en S1P1 dans tous les types cellulaires (Allende et al., 2003). Par contre, 

l’invalidation de S1P1 dans les CML vasculaires n’influence pas la stabilisation des vaisseaux. 

Ces données montrent que la signalisation S1P1 dans l’endothélium est cruciale pour la 

régulation du recrutement des cellules murales et pour la stabilisation des vaisseaux. 

Le défaut de la maturation vasculaire dans ces souris est attribué à une mauvaise 

interaction CE-cellules murales via la N-cadhérine. La N-cadhérine est décrite pour se 

localiser à l’interface des CE et des cellules murales (Gerhardt et al., 2000) où elle permet 

l’adhésion des cellules murales sur les CE. Cette interaction dépend de la signalisation 

S1P/S1P1/Gi/Rac et contribue ainsi au recrutement des cellules murales sur les néovaisseaux 

(Tillet et al., 2005).  

Une autre étude montre que la signalisation S1P/S1P1/Gi/Rac participe aussi à la 

perméabilité vasculaire (McVerry and Garcia, 2005).  

3. "Placenta Growth Factor" 

Le "Placenta Growth Factor" (PlGF) fait partie de la famille des VEGF. Sa fixation sur 

le " Vascular Endothelial Growth Factor Receptro-1" VEGFR-1 induit la transduction d’un 

signal intracellulaire. Le PlGF est considéré in vitro comme un facteur mitogène et migratoire 

pour les CML (Pan et al., 2010). Par contre, ses effets sur le recrutement des cellules murales 

et sur la maturation des vaisseaux sont controversés selon les modèles animaux utilisés. Alors 

que le PlGF a été impliqué dans le recouvrement des gros vaisseaux par les péricytes 

(Hedlund et al., 2009), il pourrait en même temps être responsable de la perte des péricytes et 

en conséquence de la rétinopathie associée au cancer (Cao et al., 2010). Une étude utilisant 

des souris PlGF
-/-

 suggère cependant que les CML ne sont pas une cible directe du PlGF, 

puisque la présence des CML est comparable chez les souris PlGF
-/-

 et les souris sauvages 

dans les vaisseaux induits par ischémie (Freitas-Andrade et al., 2012). 
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4. Acide rétinoïque 

L’acide rétinoïque est aussi un facteur impliqué dans le recrutement des cellules 

murales et la stabilisation des vaisseaux. La souris déficiente en "retinal aldehyde 

dehydrogenase 2" (Raldh2), qui ne peut pas synthétiser l’acide rétinoïque, présente des 

vaisseaux dilatés et pauvres en cellules murales (Lai et al., 2003). Comme seules les CE, et 

pas les CML, expriment le récepteur de l’acide rétinoïque, le défaut de recrutement des 

cellules murales est plutôt le résultat d’une action indirecte sur les CE. 

II. FACTEURS A EFFET DIRECT SUR LES CELLULES MURALES 

Contrairement aux facteurs cités dans les paragraphes précédents, nombre de facteurs 

jouent un rôle important dans la prolifération, l’adhésion, la migration et la survie des cellules 

murales, suggérant un effet potentiel direct dans le recrutement des cellules murales sur les 

vaisseaux. Parmi ces facteurs, certains (PDGF BB, HB-EGF) sont connus pour être sécrétés 

par les CE qui, par une action paracrine, vont agir sur les cellules murales; d’autres sont 

produits par les cellules murales elles-mêmes (ostéopontine (OPN) et Notch3) et vont agir par 

une action autocrine. 

1. PDGF BB 

Le PDGF a été initialement découvert par Ross et al. en 1974 (Ross et al., 1974). Ce 

facteur présent dans le sérum est libéré par les plaquettes pendant la coagulation du sang. Par 

la suite différentes formes de PDGF ont été mises en évidences. Les PDGF agissent comme 

facteurs de croissance et induisent différentes réponses cellulaires. Les PDGF sont impliqués 

dans diverses fonctions biologiques comme la régulation de la prolifération cellulaire, de la 

survie, de la migration cellulaire, du réarrangement du cytosquelette et de la stimulation de la 

synthèse des composants de la MEC (Basciani et al., 2010). Les PDGF sont responsables de 

nombreux processus physio-pathologiques tels que l’athérosclérose, le cancer et 

l’hypertension artérielle pulmonaire (Barst, 2005 ; Calzolari and Malatesta, 2010 ; Kher and 

Marsh, 2004). 

A. La famille PDGF 

Chez les mammifères, les polypeptides PDGF A, PDGF B, PDGF C et PDGF D sont 

codés par 4 gènes situés sur des chromosomes différents (Ball et al., 2010).  
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Le PDGF A et le PDGF B sont sécrétés. Ils sont retenus dans la MEC par une 

extension riche en amino-acides basiques localisée en position C-terminale. Il existe aussi une 

forme soluble du PDGF A issue d’un épissage alternatif, dépourvue de cette extension. 

Les chaînes du PDGF C et du PDGF D sont sécrétées sous des formes latentes 

inactives et sont activées par un clivage protéolytique du domaine CUB (domaine homologue 

aux facteurs du complément clr/cls) qui empêche la liaison aux récepteurs du PDGF (Fig. 5). 

 

Figure 5 : Les différentes formes de PDGF (d’après Hoch et al., 2003) 

 

Seuls les dimères des PDGF, que ce soit les homodimères (PDGF AA, PDGF BB, 

PDGF CC et PDGF BB) ou l’hétérodimère (PDGF AB), sont biologiquement actifs. La 

liaison entre les chaînes est réalisée par un pont disulfure. 

B. Les PDGFR 

Les PDGF agissent en se liant à des récepteurs à tyrosine kinase composés de dimères 

des chaînes de PDGFR et PDGFR. Ils possèdent des structures communes, dont cinq 

domaines extracellulaires immunoglobuline-like et deux domaines intracellulaires à tyrosine 

kinase. Les monomères se dimérisent pour former 3 types de récepteurs : ,  et  en 

réponse à la fixation des différents ligands. En fonction de leur composition en chaînes ou 

les récepteurs fixent des ligands différents : 

- le PDGFR fixe toutes les formes de PDGF sauf le PDGF DD, 

- le PDGFR ne lie que les homodimères BB et DD, 

- et le PDGFR lie toutes les formes sauf AA. 

Les interactions PDGF/PDGFR ont été confirmées in vivo uniquement pour les PDGF 

AA, PDGF BB et PDGF CC (Andrae et al., 2008). 
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C. Voies de signalisation activées par PDGF BB  

La fixation du PDGF BB sur son récepteur induit sa dimérisation et l’activation de la 

fonction tyrosine kinase, ce qui induit l’autophosphorylation du récepteur sur 8 résidus 

tyrosine. A l’image d’autres protéines à domaine "Src homology domain 2" (SH2), le PDGF 

BB induit une cascade complexe de signalisation (Tallquist and Kazlauskas, 2004) (Fig. 6) en 

activant : 

 

Figure 6 : les voies de signalisation activées par les PDGF (d’après (Tallquist and Kazlauskas, 

2004)) 

 

- la "Phosphoinositide 3-Kinase" (PI3K) qui par la phosphorylation de la protéine kinase B 

(PKB/Akt) permet l’assemblage de l’actine et l’activation de Ras, de la phospholipase D 

et de la "Protein Kinase C " (PKC 

- la phospholipase C qui à terme permet d’activer la PKC et les réarrangements d’actine, 

- la voie Ras via Grb2/Sos qui permet d’activer différentes kinases telles les "Mitogen 

Activated Protein Kinase" (MAPK), 

http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoinositide_3-kinase
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- STAT qui interagit avec le récepteur PDGR et active un facteur de transcription STAT3, 

permettant l’expression des gènes impliqués dans la prolifération cellulaire, 

- la protéine Src impliquée aussi dans le réarrangement du cytosquelette. 

D. Rôle dans le recrutement des cellules murales 

La compréhension du rôle de PDGF BB dans la maturation de vaisseaux est basée sur 

l’étude de souris transgéniques. L’invalidation de PDGF BB ou de son récepteur PDGFR 

dans les embryons murins conduit à une déficience en cellules murales sur les vaisseaux, ce 

qui les rend hyperperméables et provoque une léthalité périnatale (Hellstrom et al., 1999). Au 

cours de la pousse des vaisseaux l’expression du PDGF BB est particulièrement forte dans les 

"tip cells" endothéliales. Le PDGF BB sécrété est retenu par la MEC à la surface endothéliale 

via le motif de rétention et crée ainsi un gradient qui permet le recrutement des péricytes vers 

les CE (Gerhardt et al., 2003). L’ablation de ce motif de rétention a pour conséquence une 

diminution des péricytes recouvrant la paroi des microvaisseaux. Bien que les mutants vivent 

jusqu’à l’âge adulte, ils développent des gloméruloscléroses et des rétinopathies très sévères 

dues à la dysfonction des péricytes (Lindblom et al., 2003).  

Dans des modèles animaux expérimentaux, le défaut de péricytes est observé chez les 

souris dans lesquelles on a administré un anticorps bloquant dirigé contre le PDGF BB ou des 

inhibiteurs de PDGR, démontrant l’importance de cette protéine pour la stabilisation des 

vaisseaux dans de nombreux organes ou tissus : le cœur, le placenta, le glomérule, la rétine etc 

(Betsholtz et al., 2005; Bjarnegard et al., 2004; Enge et al., 2002; Hellstrom et al., 2001; Hoch 

and Soriano, 2003; Tallquist et al., 2003; Uemura et al., 2002; Zymek et al., 2006). En 

absence de péricytes, les microvaisseaux sont perméables et sont le siège de multiples 

ruptures d’anévrismes. Les CE prolifèrent en excès et ne peuvent pas former de jonctions 

inter-endothéliales matures. La surface endothéliale endoluminale reste irrégulière avec de 

multiples repliements.  

Il faut noter que les autres PDGF et PDGFR peuvent aussi être modulés et intervenir 

dans la maturation des vaisseaux. Ainsi, dans l’ostéosarcome de la souris, l’inhibition de HIF-

1 provoque une surexpression de PDGF-C dans la tumeur et de PDGFR dans les cellules 

murales qui sont toutes les 2 responsables de l’augmentation de cellules murales recrutées 

(Kuzmanov et al., 2011). 
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E. Mécanisme dans le recrutement des cellules murales 

Le PDGF BB est un des facteurs majeurs intervenant dans la maturation des vaisseaux. 

Il agit selon différents mécanismes :  

- il est considéré comme un mitogène pour les cellules issues du mésoderme, dont les CML 

et les péricytes (Hirschi et al., 1999) ; 

- c’est un chimioattractant fort non seulement pour les CML (Sato et al., 1991), mais aussi 

pour les péricytes (Arimura et al., 2012); 

-  il favorise la transition de cellules mésenchymateuses en péricytes, participant ainsi à la 

couverture des vaisseaux endothéliaux par les cellules murales (Dhar et al., 2010) ; 

- il module l’expression de la RGS5, une protéine activatrice puissante de la GTPase (Cho 

et al., 2003) qui est exprimée spécifiquement dans les péricytes et dont l’expression est 

corrélée avec l’état de maturation des vaisseaux (Mitchell et al., 2008); 

- il augmente l’expression du collagène et diminue l’activité de la "Matrix 

Metalloproteinase"-2 (MMP-2) (French et al., 2008), deux phénomènes impliqués dans la 

stabilisation des vaisseaux. 

Il faut cependant noter que le PDGF BB possède aussi une activité proangiogénique et 

peut donc aussi agir en déstabilisant les vaisseaux (Greenberg et al., 2008). Ce double rôle du 

PDGF BB permet à ce facteur de contrôler la balance angiogenèse/maturation. 

2. TGF-  

Le TGF- appartient à une super-famille qui contient 33 membres chez les 

mammifères. Il joue un rôle crucial durant l’embryogenèse et dans le maintien de 

l’homéostasie tissulaire chez l’adulte. Les perturbations dans la signalisation du TGF- 

conduisent à de multiples troubles, incluant le cancer, la fibrose, les maladies auto-immunes 

et les maladies cardiovasculaires (Goumans et al., 2009).  

A. Rôle dans le recrutement des cellules murales 

Dans les cellules vasculaires, le TGF- est capable de se lier à ses récepteurs "Activin 

receptor-Like Kinase" (ALK) 1 et 5. Les souris mutantes pour ALK5 meurent à un stade 

précoce (E10,5) durant le développement embryonnaire en raison de défauts vasculaires 

majeurs. Même si des tubes endothéliaux peuvent se former, les vaisseaux de gros calibre sont 
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hyperdilatés, fragiles et ne contiennent pas de cellules murales, et les capillaires fusionnent et 

forment des structures caverneuses (Oh et al., 2000; Urness et al., 2000 ). . 

Les cibles cellulaires du TGF- CE ou cellules murales, restent encore à confiemer 

car ALK5 est exprimé non seulement par les CE mais aussi par les cellules murales. Ainsi 

l’effet du TGF- sur le recrutement des cellules murales pourrait s’expliquer par une action 

activatrice des cellules murales, ou une action inhibitrice de l’activation des CE. Il a été 

observé que ALK5 est exprimé préférentiellement dans les CML in vivo, suggèrant que l’effet 

du TGF- serait restreint aux cellules murales (Seki et al., 2006). Cependant la déficience 

spécifique en ALK5 dans les CE entraîne le même phénotype vasculaire que celui des souris 

ALK5
-/-

 (Carvalho et al., 2007) suggérant que c’est via les CE que le TGF- agit. 

B.  Mécanisme dans le recrutement des cellules murales 

Le TGF- est exprimé par plusieurs types cellulaires, y compris les CE et les cellules 

murales. Le TGF- est une molécule ambivalente qui induit à la fois l’angiogenèse via le 

récepteur ALK1 exprimé au niveau de CE et promeut la stabilisation des vaisseaux via ALK5 

des CML. Cette double fonction dépend de sa concentration qui elle-même est dépendante du 

contexte local et va activer soit ALK1 soit ALK5 (Goumans et al., 2002) et conduire à la mise 

en route de processus totalement opposés.  

Pour favoriser la maturation et la stabilisation des vaisseaux, le TGF-: 

- atténue la réponse des CE aux stimuli pro-angiogéniques, et limite ainsi l’excès de 

croissance et termine le processus angiogénique (Goumans et al., 2002); 

- joue un rôle stimulateur direct dans la synthèse et le dépôt de la MEC. Il inhibe ainsi la 

dégradation de la matrice provisoire autour des vaisseaux via l’induction de "Plasminogen 

Activator Inhibitor 1" (PAI-1) dans les CE (Chambers et al., 2003); 

- régule la différenciation des cellules mésenchymateuses en cellules murales. La 

couverture anormale de vaisseaux par les cellules murales est observée dans plusieurs 

lignées de souris qui portent des mutations des composants de la voie TGF-, ainsi que 

chez les patients atteints de la télangiectasie hémorragique héréditaire causée par des 

mutations de la voie TGF- (Bourdeau et al., 1999; Dickson et al., 1995; Li et al., 1999; 

Urness et al., 2000; Yang et al., 1999). 
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3. Notch3 

On trouve 4 récepteurs Notch (Notch1, 2, 3 et 4) chez les mammifères, alors que cinq 

ligands ont été identifiés, incluant Jagged1, Jagged2, "Delta like ligand" (Dll)1, Dll3 et Dll4. 

Dans le système vasculaire, Notch1 et 4 sont exprimés dans l’endothélium, tandis que Notch3 

fonctionne dans les CML.  

A. Rôle dans le recrutement des cellules murales 

Malgré un rôle crucial de Notch1 et Notch4 dans le bourgeonnement endothélial au 

cours de l’angiogenèse, Notch3 est spécifiquement exprimé par les CML vasculaires. Des 

mutations de Notch3 chez l’homme entraînent l’artériopathie cérébrale autosomique 

dominante (CADASIL), qui est caractérisée par des accidents ischémiques cérébraux 

transitoires ou constitués sous-corticaux. Elles provoquent initialement des lésions vasculaires 

systémiques qui ultérieurement aboutissent à la dégénérescence des CML (Armulik et al., 

2005).  

Il a été démontré que Notch3 qui est exprimé dans des CML est indispensable pour 

leur propre maturation (Domenga et al., 2004). Les CML dépourvues de Notch3 sont altérées 

en taille et en forme, et ne peuvent pas s’associer aux CE, tandis que leur prolifération et leur 

survie ne sont pas modulées. L’expression réduite des marqueurs artériels suggère que les 

vaisseaux Notch3
-/-

 évoluent vers un phénotype veineux. 

B. Mécanisme d’action dans le recrutement des cellules murales 

Jin et al. ont démontré que la signalisation de Notch3 dans les CML régule 

l’expression du PDGFR, qui dirige le recrutement des cellules murales. Le PDGFR est un 

gène cible direct de Notch3 dans les CML primaires en culture. Ainsi, l’expression de 

PDGFR est réduite dans les CML des souris Notch3
-/-

. De manière intéressante, les ligands 

de Notch sont incapables de réguler l’expression du PDGFR dans des CML provenant d’un 

patient CADASIL qui porte une mutation de Notch3 (Jin et al., 2008). 

4. Autres facteurs 

Outres les 3 facteurs décrits ci-dessus dont le rôle dans le recrutement des cellules 

murales et dans la stabilisation des vaisseaux est bien caractérisé, il existe d’autres facteurs 

impliqués dans ce processus. Leurs rôles sont surtout basés sur des études de la migration des 

CML in vitro et les arguments in vivo sont limités.  
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A. "Heparin-Binding EGF-like Growth Factor" 

Le "Heparin-Binding EGF-like Growth Factor" (HB-EGF) agit en se fixant sur le 

récepteur à l’"Epidermal Growth Factor" (ErbB). Plusieurs études indiquent que le HB-EGF 

est essentiel pour le développement cardiovasculaire (Nanba et al., 2006). Il est aussi suggéré 

qu’il participe au recrutement des cellules murales sur les tubes endothéliaux. Stimulé dans 

les CE par l’Ang-1, l’HB-EGF entraîne la migration des CML (Iivanainen et al., 2003) vers 

les CE. Il a de plus été montré in vitro que le recrutement des péricytes sur des tubes 

endothéliaux demande la coordination du HB-EGF avec le PDGF BB (Stratman et al., 2010). 

B. "Stromal-Derived Factor 1-" 

L’implication de l’axe "Stromal-Derived Factor 1- (SDF-1)/CXCR4 dans le 

recrutement des péricytes a récemment été mise en évidence. Le SDF-1 stimule la formation 

des tubes endothéliaux in vitro, le recrutement des péricytes sur ces tubes et la génération de 

la MBE (Stratman et al., 2011). Il agit de manière coopérative avec des cytokines 

hématopoïetiques ("Stem Cell Factor " [SCF] et Interleukine-3 [IL-3]) et en synergie avec le 

PDGF BB (Song et al., 2009). 

C. "Connective Tissue Growth Factor" 

La protéine "Connective Tissue Growth Factor" (CTGF ou CCN2), une protéine 

matricielle, est connue comme un facteur de croissance du tissu conjonctif. Elle est surtout 

impliquée dans la fibrose tissulaire. Son expression est abondante dans les CE. Très 

récemment, il a été démontré que CCN2 potentialise la signalisation d’Akt induite par le 

PDGF BB dans les cellules murales. Elle dirige le recrutement et l’adhésion des cellules 

murales sur les néovaisseaux et par conséquent favorise la formation de MBE par les CE. Ces 

données démontrent qu’elle agit sur la maturation et la stabilisation des vaisseaux par une 

action indirecte sur la CE (Hall-Glenn et al., 2012). 

D. "Monocyte chemotactic protein-1" 

Ces dernières années, le rôle de la protéine "Monocyte chemotactic protein-1" (MCP-1) 

dans la formation des vaisseaux et les fonctions des CE vasculaires a été décrit (Cicha et al., 

2011; Kawanami et al., 2011 ; Zhang et al., 2012 ). MCP-1 est aussi un facteur pro-migratoire 

pour les CML en culture (Fougerat et al., 2012), mais il n’existe que très peu d’arguments qui 

décrivent son rôle dans le recrutement des cellules murales et la maturation des vaisseaux. 
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Dans un modèle d’anneaux d’aorte de souris, le MCP-1 recombinant augmente de manière 

dose-dépendante le recrutement de cellules murales sur les tubes endothéliaux et cet effet est 

réduit si les anneaux proviennent de souris déficientes en MCP-1 (Aplin et al., 2010). 

E. Ténascine C 

La ténascine C (TNC) est une glycoprotéine matricielle extracellulaire qui régule 

différentes réponses cellulaires telles que la différenciation, la migration et la prolifération 

cellulaire. Très récemment, elle a été impliquée dans le recrutement des CML sur l’artère 

coronaire proximale chez la caille et il a été montré qu’elle régule l’expression du marqueur 

de différenciation -SMA dans des cellules périvasculaires, indiquant aussi son rôle 

régulateur sur la différenciation cellulaire en CML (Ando et al., 2011). 

 

La Figure 7 regroupe quelques facteurs et mécanismes impliqués dans le dialogue 

entre les CE et les cellules murales menant potentiellement au recrutement de ces dernières sur 

les néovaisseaux. 

 

Figure 7 : Dialogue intercellulaire CE/cellules murales impliqués la maturation des vaisseaux 

(d’après (Armulik et al., 2011) 
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CHAPITRE III : PROTEINES HEDGEHOG : 

SIGNALISATION ET ROLE DANS LA FORMATION DES 

VAISSEAUX 

I. GENERALITE SUR LES PROTEINES HEDGEHOG 

Le gène Hedgehog (Hh) a été identifié chez la drosophile en 1978 par Wieschaus et 

Nusslein-Volhard (Nusslein-Volhard and Wieschaus, 1980). Chez la drosophile la propriété 

principale de la protéine Hh est son activité morphogénique dans le développement précoce, 

autrement dit, sa capacité d’imposer le devenir et le phénotype cellulaires et d’organiser les 

tissus en formation via l’activation de cascades de signalisation spécifiques en fonction de sa 

concentration. 

1. Structure des protéines Hh 

Contrairement à la drosophile et chez laquelle il n’existe qu’une protéine Hh, trois 

protéines Hh ont été identifiées chez les mammifères: Sonic (Shh), Indian (Ihh) et Desert 

Hedgehog (Dhh). Les gènes codant pour Shh, Ihh et Dhh se localisent sur des chromosomes 

différents : chromosome 5, 14 et 15 chez la souris et chromosome 7, 2 et 12 chez l’Homme, 

respectivement. Les protéines sont fortement conservées entre les différentes espèces (Tab. 2). 

 

Identité de la protéine Shh murine avec différentes espèces 

 Drosophile Hh Poisson zèbre Shh Poulet Shh 

Humain Shh 62% 68% 84% 

 

Identité des différentes protéines Hh entre l’humain et la souris 

 Shh/Shh Ihh/Ihh Dhh/Dhh 

Shh 92,4% 96,8% 97,3% 

Tableau 2: Identité des différentes protéines Hh entre espèces (d’après Marigo et al., 1995; 

Pathi et al., 2001) 

 

Les 3 protéines Hh des vertébrés sont synthétisées et modifiées post-

transcriptionnellement par des mécanismes identiques. Elles sont générées sous la forme de 

pré-proprotéines d’environ 45 kDa. Celles-ci possèdent un peptide d’adressage (résidus 1 à 23, 

1 à 27 et 1 à 22 pour Shh, Ihh et Dhh, respectivement) à leur extrémité N-terminale, qui est 

reconnu par une "Signal Recognition Particle" (SRP) durant sa translocation dans le réticulum 
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endoplasmique. Au terme de la translocation, la séquence signale est retirée par une peptidase 

spécifique. Les proprotéines Hh sont ensuite clivées par autoprotéolyse de la partie C-

terminale en libérant deux polypeptides (Valentini et al., 1997). 

- une séquence N-terminale de 19 kDa, appelée N-Hh (résidus 24 à 197, résidus 28 à 202 et 

résidus 23 à 198 pour Shh, Ihh et Dhh, respectivement) ; 

- une séquence C-terminale de 26 kDa (résidus 198 à 462, résidus 203 à 411 et résidus 199 

à 396 pour Shh, Ihh et Dhh, respectivement), dégradée après le clivage. 

Chez la même espèce, les différentes protéines Hh possèdent un niveau de 

conservation très élevé, en particulier pour la partie N-terminale des protéines. Chez l’Homme, 

N-Shh a 91% d’identité avec N-Ihh et 76% avec N-Dhh. L’identité entre l’Ihh est Dhh est de 

80% (Fig. 8).  

 

Figure 8 : Alignement des séquences du domaine N-terminal de Shh, Ihh et Dhh humaines : 

* indique les acides animées identiques aux 3 protéines Hh. 

2. Modifications post-transcriptionnelles des protéines Hh  

Durant le clivage autoprotéolytique, une molécule de cholestérol se lie en C-terminal 

de N-Hh, permettant sa sécrétion sous une forme encapsulée ainsi que l’ancrage de N-Hh à la 

surface de la cellule (Kobune et al., 2004; Porter et al., 1996) (Fig. 9). 

N-Shh est aussi soumise à une seconde modification importante : l’accrochage d’un 

palmitate sur le groupement -amine de la cystéine N-terminale (Buglino and Resh, 2010). 

Ces modifications semblent essentielles pour établir les structures secondaires et tertiaires ou 

pour la stabilité et l’activité des protéines Hh. La fixation de lipides sur Shh lui confère des 

propriétés lipophiles qui favorisent le mouvement de la protéine après sa sécrétion dans 

l’espace extracellulaire.  



41 
 

 

Figure 9 : Représentation schématique de la structure des protéines Hh et de leur 

maturation 

II. VOIE DE SIGNALISATION DES PROTEINES HH ET FONCTIONS 

CELLULAIRES 

La voie Hh sera d’abord présentée chez la drosophile avant de se focaliser sur celle des 

mammifères et plus particulièrement sur son implication dans la fonction du cil primaire. 

1. Voie de transduction du signal Hh chez la drosophile  

De nombreuses études se sont attachées à décrire la voie de signalisation Hh chez la 

drosophile et ces données ont été compilées dans une une revue récente (Ayers and Therond, 

2010). 

Les protéines Patched (Ptch) et Smoothened (Smo) sont responsables, respectivement, 

de la fixation et de la transduction du signal Hh.  

En absence du ligand Hh, Ptch inhibe Smo via un mécanisme encore en discussion, ce 

qui bloque le transfert de Smo sur la membrane plasmique et donc son activation. Smo se 

retrouve finalement dans des vésicules intracellulaires et est dégradée. Un complexe de 

signalisation composé de "kinesin-like protein Costal2" (Cos2) et de la "kinase Fused" (Fu) ne 

peut pas se lier à Smo, ce qui entraîne la phosphorylation de la forme longue du facteur de 

transcription Cubitus interruptus (Ci
155

) par la "Protein Kinase A" (PKA). Ceci conduit à un 

clivage partiel de Ci par le protéasome, libérant la forme courte répresseur Ci
Rep

, qui est 

ensuite transloquée dans le noyau où elle réprime l’expression des gènes cibles de la voie Hh 

(Fig. 10a). 

En présence du ligand Hh, Ptch ne peut plus réprimer Smo, permettant sa 

phosphorylation par la PKA et son accumulation sur la membrane plasmique. Le changement 

de conformation de Smo engendre l’activation de Ci
155

 en Ci
Act

 via un mécanisme mal connu, 
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ce qui se traduit par la transcription de gènes cibles. De plus, la forme activée de Smo peut 

recruter des protéines Gi et réguler ainsi le niveau d’adénosine monophosphate cyclique 

(AMPc). Smo activée peut aussi être phosphorylée par les kinases de la famille "G-protein 

coupled Receptor Kinase" (GRK), permettant son internalisation (Fig. 10b). 

 

Figure 10 : Représentation schématique de la voie de transduction Hh chez la drosophile 

(d’après (Ayers and Therond, 2010)) 

2. Signalisation Hh chez les mammifères  

Chez les mammifères, le fonctionnement de la voie Hh est comparable à celui chez la 

drosophile (voie canonique : Gli-dépendante), même si plusieurs différences ont été mises en 

évidence ces dernières années (voies non-canoniques : Gli-indépendante). La liste des 

membres principaux de la voie Hh chez la drosophile et leurs homologues chez les 

mammifères sont présentés dans le Tableau 3. 
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Gène drosophile Homologues mammifères Fonction Conservé ? 

Hh Shh, Ihh, Dhh Ligand de la signalisation Oui 

Ski Hhat (Skn) Palmitoylation Oui 

Disp Disp1, Disp2 Sécrétion de ligand Oui 

Ptc Ptch-1, Ptch-2 Récepteur, inhibition de Smo Oui 

Ihog, Boi Cdo, Boc Co-récepteur de Ptch Oui 

Smo Smo Récepteur, transducteur Oui 

Costal2 Cos2/Kif7 kinésine Oui 

Fu Fu (stk36) Transducteur positif Non 

Su(fu) Sufu Répresseur Oui 

Ci Gli1, Gli2, Gli3 Activateur/répresseur de la transcription Oui 

 

Tableau 3 : Composants essentiels de la voie de signalisation Hh chez la drosophile et chez les mammifères 

(d’après (Wilson and Chuang, 2010)) 

A. Voie canonique Gli-dépendante 

La voie canonique Hh est une signalisation, comparable à celle de la drosophile, qui 

implique la transcription des gènes cibles dépendante de Gli. Elle est résumée dans la revue 

de Kasper 2006 (Kasper et al., 2006). 

En absence du ligand Hh, la protéine Sufu forme un complexe avec les facteurs de 

transcription "Glioma-associated oncogene homolog" 2/3 (Gli2/3) et la protéine Cos2, et 

autorise la phosphorylation de Gli2/3 par PKA, "Glycogen Synthase Kinase 3" (GSK3 ou 

"Casein kinase 1" (CK1), ce qui conduit à la protéolyse partielle des Gli par le protéasome. La 

forme courte résultante, Gli répresseur (Gli
rep

) est transloquée dans le noyau, et réprime la 

transcription des gènes cibles de Gli en déacétylant les histones des gènes concernés (Fig. 11). 

La fixation du ligand Hh sur son récepteur Ptch permet l’activation de son co-

récepteur Smo. La phosphorylation de Smo via des kinases non-définies entraîne un 

recrutement du complexe Cos2-Gli2/3 et une désorganisation du complexe de kinases (PKA, 

GSK3 et CK1). Ceci conduit à la translocation de la forme active de Gli2/3 (Gli
A
) dans le 

noyau et permet la transcription de ces gènes cibles (Fig. 11). 

Le cil primaire est une projection de la membrane plasmique vers le milieu 

extracellulaire. Il se compose notamment d’un axonème qui croît à partir du centriole. 

L’implication du cil dans la voie de signalisation Hh est apparue lors de l’étude de mutants de 

souris pour des gènes codant des protéines essentielles à la structure de l’organelle comme 
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"Intraflagellar Transport" 88 et 172 (IFT88 et IFT172). Ces mutants présentent un phénotype 

caractéristique d’une perte de la voie Hh Gli-dépendante. En effet, en présence de Shh, Smo 

s’accumule au niveau du cil. De même, Sufu et les facteurs de transcription Gli sont localisés 

au niveau de cette structure. Il est intéressant de noter qu’à l’inverse, chez la drosophile, le cil 

ne semble pas être impliqué dans le fonctionnement de la voie Hh (Ruat et al.). 

 

 
Figure 11 : Représentation schématique de la voie de transduction Hh chez les mammifères 

(d’après (Kasper et al., 2006)) 

 

B. Voie non-canonique Gli-indépendante 

La recherche dans le domaine de la signalisation Shh/Gli a longtemps été centrée sur 

une seule voie de signalisation : la voie canonique dépendante du facteur de transcription Gli. 

Cependant, depuis ces 10 dernières années, un nombre croissant de travaux viennent 

démontrer l’implication de voies non canoniques. Elles peuvent être divisées en 2 branches 

distinctes (Jenkins, 2009) (Fig. 12): 

- une signalisation qui fait intervenir l’activation de Smo tout en restant indépendante du 

facteur de transcription Gli1. Par exemple, la réponse Gli1-dépendante est absente dans 
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les "Human Umbilical Vein Endothelial Cells" (HUVEC) en réponse aux protéines Hh qui 

stimulent directement la voie RhoA (Chinchilla et al., 2010; Renault et al., 2010). Le 

même mécanisme a été décrit dans les fibroblastes 3T3 avec une activation de l’axe 

PI3K/RhoA ou Rac1 (Polizio et al., 2011), même si la voie canonique est aussi active dans 

ces cellules. 

- une voie qui n’implique que le récepteur Ptch-1, par conséquent indépendante de Smo et 

de Gli1. Récemment, il a été mis en évidence un rôle des protéines Hh dans la 

prolifération et la survie cellulaires via un mécanisme Smo-indépendant. En absence de 

ligand, Ptch-1 interagit physiquement avec la cycline B1 : la fixation des ligands Hh sur le 

récepteur Ptch-1 permet le changement de la configuration de Ptch-1 en libérant la cycline 

B1 qui migre ensuite dans le noyau, avec pour conséquence la stimulation de la 

prolifération cellulaire (Barnes et al., 2001). 

 

Figure 12 : Représentation schématique de voies non-canoniques Hh (d’après (Jenkins, 2009) 

 

3. Dérégulation de la voie de signalisation Hh et cancer 

La dérégulation de la signalisation Hh provoque des cancers, notamment le carcinome 

pancréatique. Plusieurs mécanismes peuvent être responsables de la sur-activation de la voie 

Hh dont l’activation constitutive de la voie, par exemple par des mutations des gènes Ptch-1 et 

Smo ou la surexpression des ligands Hh ou des facteurs de transcription Gli. 

 

 

http://www.cellapplications.com/product_desc.php?id=82
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A. Mutation de Ptch-1 et de Smo :  

La première preuve de l’implication de la signalisation Hh dans la carcinogenèse 

survient en 1996 lorsque des mutations inactivant Ptch-1 sont identifiées dans les 

naevomatoses (carcinomes baso-cellulaires) et le syndrome de Gorlin (Hahn et al., 1996; 

Unden et al., 1996). Les malades développent des carcinomes baso-cellulaires et des 

médulloblastomes dans lesquels le gène codant pour Ptch-1 est inactivé via la perte de 

l’hétérozygotie.  

Des mutations somatiques de Ptch-1 sont retrouvées dans des carcinomes baso-

cellulaires et des médulloblastomes; ces mutations définissent une classe de tumeurs 

apparentées au syndrome de Gorlin dans laquelle la protéine Smo est constitutivement active 

en l’absence de la protéine fonctionnelle Ptch-1. 

L’activation constitutive de Smo provoquée par des mutations de Smo est également 

décrite notament dans le carcinome baso-cellulaire (Xie et al., 1998) et moins fréquement 

dans le médulloblastome (Dey et al., 2012) et le chondrosarcome (Yan et al., 2008). 

B. Surexpression du ligand Hh 

Une augmentation de l’expression de Shh et de Ihh a été montrée dans certains cancers 

dits "dépendant du ligand" (Rubin and de Sauvage, 2006; Teglund and Toftgard, 2010). Ce 

groupe inclut des cancers de la prostate (Fan et al., 2004; Karhadkar et al., 2004; Sanchez et 

al., 2004), du pancréas (Thayer et al., 2003), du tractus gastrointestinal (Berman et al., 2003), 

des poumons (Watkins et al., 2003), du foie (Sicklick et al., 2006), du sein (Kubo et al., 2004) 

et du cerveau (Kinzler et al., 1987).  

C. Surexpression des facteurs de transcription Gli 

Le développement de certains cancers dépend de la modulation des facteurs de 

transcription Gli, faisant de ces facteurs des biomarqueurs de l’activité de la signalisation Hh 

dans le développement des cancers.  

Ainsi il a été mis en évidence une surexpression de Gli : 

- dans la tumorigenèse pancréatique médiée par KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogen 

homologue) (Ji et al., 2011) ; 

- dans le mélanome médié par "neuroblastoma rat sarcoma viral oncogen homologue" 

(NRAS) (Stecca et al., 2007) ; 

- dans le cancer du sein métastatique médié par le TGFβ (Johnson et al., 2011b). 
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4. Molécules influençant la signalisation Hh  

La signalisation de Hh est complexe. Elle est régulée par de nombreuses molécules, 

incluant des co-récepteurs, des protéines impliquées dans le transport intracellulaire des 

éléments de la voie Hh, ainsi que des agonistes/antagonistes naturels ou synthétiques. 

A. Régulateurs physiologiques  

A côté des récepteurs Ptch-1 et Smo, plusieurs autres récepteurs, agonistes et 

antagonistes physiologiques de la voie Hh ont été identifiés chez les mammifères, en 

particulier grâce à la technique d’invalidation génique chez la souris. 

a. Boc et Cdon 

La "Cell adhesion molecule-related/Down-regulated by Oncogenes" (Cdon) et la 

"Brother of Cdon" (Boc) sont des protéines membranaires qui possèdent un domaine 

extracellulaire composé d’une série de domaines immunoglobuline et fibronectine. L’analyse 

structurale a identifié que la partie fibronectine est essentielle à la liaison de Shh. Cdon et Boc 

fonctionnent comme des régulateurs positifs de l’activité de la voie Hh (Tenzen et al., 2006). 

Leurs rôles fonctionnels sont principalement décrits dans la guidance d’axones via un 

renforcement du chimiotactisme (Okada et al., 2006), ainsi que dans la prolifération des 

progéniteurs des neurones (Izzi et al., 2011). Cdon et Boc stabilisent soit la protéine Shh, soit 

l’interaction entre Shh et son récepteur Ptch-1. Néanmoins, le niveau final de ces récepteurs 

sur la membrane est étroitement régulé par un mécanisme de rétrocontrôle négatif (Sanchez-

Arrones et al., 2012). 

b. "Growth arrest specific 1" 

La protéine codée par le gène "Growth arrest specific 1"Gas1 appartient à la famille 

des glycoprotéines liées à la membrane par une ancre glycosylphosphatidylinositol. En se 

liant à Shh, elle inhibe sa réponse sur les cellules présomitiques (Lee et al., 2001) et régule le 

développement du palais et des dents (Cobourne et al., 2004 ; Rice et al., 2006). Plusieurs 

mutations du gène Gas1 qui provoquent une diminution de l’interaction avec Shh, sont 

responsables du syndrome d’holoprosencéphalie (Pineda-Alvarez et al., 2012). 

Récemment, il a été établi que Boc, Cdon et Gas1 jouent un rôle coopératif dans la 

maintenance et la spécification des progéniteurs neuronaux (Allen et al., 2011) et que 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q4KMG0
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l’absence concomitante de ces trois molécules entraîne une perturbation de la prolifération 

cellulaire en réponse à Shh (Izzi et al., 2011). 

c. "Hedgehog interacting protein" 

La protéine "Hedgehog interacting protein" (Hip) a été caractérisée chez l’embryon de 

souris comme une glycoprotéine membranaire, capable de se lier à Shh avec une affinité 

comparable à celle décrite entre Shh et son principal récepteur Ptch-1. Elle constitue donc un 

second récepteur de Shh (Chuang and McMahon, 1999). Les études de surexpression et de 

perte de fonction chez la souris ont révélé que Hip est un antagoniste direct des protéines Hh 

car en se liant à ces protéines. Elle empêche leur interaction avec Ptch-1 et par conséquent la 

transmission du signal à l’intérieur de la cellule cible (Chuang et al., 2003).  

L’analyse des embryons de souris invalidées à la fois pour Ptch-1 ou Hip a permis de 

mettre en évidence de très sévères défauts morphogénétiques et de montrer que le 

rétrocontrôle de l’action des morphogènes Hh est exercé conjointement par Ptch-1 et Hip dans 

plusieurs tissus (Jeong and McMahon, 2005). 

d. Protéines régulant la transduction du signal 

On connaît aujourd’hui plusieurs protéines qui participent à la voie de transduction du 

signal de Smo au facteur de transcription Gli1 : "Ras-related protein 23" (RAB23) qui est une 

protéine du transport vésiculaire chez la souris (Eggenschwiler et al., 2001), Iguna qui régule 

l’import nucléaire des facteurs de transcription Gli chez le poisson zèbre (Wolff et al., 2004), 

Talpid qui est un régulateur du clivage, de l’internalisation et de la dégradation de Gli (Davey 

et al., 2006), et -arrestine qui module la distribution subcellulaire de Smo (Chen et al., 2004). 

e. Cholestérol 

Il est bien établi que la modification post-transcriptionnelle du ligand Hh dans la 

cellule productrice comprend l’addition covalente de cholestérol au C-terminal de la protéine 

clivée. L’inhibition pharmacologique de la biosynthèse du cholestérol entraîne une diminution 

de la réponse à Shh (Cooper et al., 2003). Le phénotype résultant ressemble à celui subissant 

un blocage de la voie Hh (Cooper et al., 1998).  

Des mutations dans les enzymes nécessaires à la biosynthèse du cholestérol chez 

l’homme, notamment de la 7-déhydrocholestérol réductase, sont associées à l’apparition de 

défauts du développement neuronal en particulier l’holoprosencéphalie, la microcéphalie, et la 
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déformation squelettique (Wassif et al., 1998). Chez la souris la mutation de la 17-

hydroxystéroïde déshydrogénase qui conduit à la réduction du cholestérol contribue aussi à la 

dérégulation de l’activité des protéines Hh (Stottmann et al., 2011). 

f. Famille glypican  

Les glypicans appartiennent à la famille des protéoglycanes qui se lient à la surface 

exocytoplasmique de la membrane via une ancre glycosylphosphatidylinositol (Filmus et al., 

2008). Six glypicans sont identifiés chez les mammifères (GPC1 à GPC6) et deux chez la 

drosophile (Dally et Dlp). Chez la drosophile, Dlp (mais pas Dally) est requis pour la 

signalisation optimale des protéines Hh en facilitant l’interaction entre les protéines Hh et son 

récepteur Ptch-1 au niveau de la surface cellulaire (Lum et al., 2003). 

Chez les mammifères, il a été mis en évidence que GPC3 interagit avec les protéines 

Hh avec une très haute affinité et entre en concurrence avec Ptch-1 pour la liaison aux 

protéines Hh. Pour cela les embryons de souris GPC3
-/-

 présentent une hyperactivité de la voie 

Hh, et la surexpression de GPC3 inhibe l’activité des protéines Hh dans les fibroblastes 

embryonnaires murins (Capurro et al., 2008). De façon opposée, il a été montré plus 

récemment que GPC5, se lie à Shh et à Ptch-1 via les chaînes glycosaminoglycanes et stimule 

la signalisation de Hh en facilitant/stabilisant l’interaction entre Shh et son récepteur Ptch-1 

(Li et al., 2011). 

B. Régulateurs pharmacologiques  

Depuis l’année 2000, suite à la mise en évidence du rôle de la voie Hh dans diverses 

pathologie, en particulier le cancer, la recherche d’agonistes et d’antagonistes de cette voie 

s’est développée (Stanton and Peng, 2010) (Fig. 13). Aujourd’hui plus d’une dizaine de 

molécules ont été identifiées et certaines sont actuellement en essai clinique comme le GDC-

0449.  

a. Agonistes 

Des activateurs naturels potentiels de la voie de signalisation Hh, tels que le 

cholestérol et certains oxystérols ont été caractérisés (Cooper et al., 2003). 

Deux agonistes de synthèse, le SAG et la purmorphamine, se fixent directement sur le 

récepteur Smo, entraînant son activation via un changement de conformation protéique. Leur 

effet agoniste a principalement été caractérisé dans des cellules en culture telles que les 

fibroblastes et les cellules mésenchymateuses (Stanton and Peng, 2010). 



50 
 

 

Figure 13 : Régulation de la signalisation Hh par les agents pharmacologiques (d’après 

(Stanton and Peng, 2010)) 

b. Antagonistes 

La cyclopamine et la jervine sont des molécules naturelles issues de Veraturm 

californicum. Les deux composants sont tératogènes, induisant l’holoprosencéphalie ou la 

cyclopie chez les progénitures des animaux qui ingèrent le Veraturm californicum. La 

cyclopamine est un alkaloïde ciblant le récepteur Smo. Sa fixation sur Smo induit un 

changement de conformation de la protéique qui devient inactive (Chen et al., 2002a). Cela 

conduit à l’inhibition de la voie de signalisation Hh et ainsi empêche la transcription des 

gènes Gli1, Gli2 et Ptch-1. Son IC50 pour Smo est de 300 nmol/L. La KAAD-cyclopamine, un 

dérivé chimiquement modifié de la cyclopamine naturelle, possède une efficacité inhibitrice 

de Smo plus élevée avec un IC50 de 20 nmol/L associée à une toxicité non spécifique moins 

importante.  

La robotnikinine est un inhibiteur synthétique qui cible les protéines Hh. C’est un 

macrocycle à 12 chaînons qui se lie au N-Shh avec un Kd de 3,1 µmol/L. Elle inhibe de 

manière dose-dépendante la transcription de la voie Gli induite par Shh dans différents types 

cellulaires, tels que la lignée mésenchymateuse C3H10T1/2 et les kératinocytes (Stanton et al., 

2009). 
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Les "Smo Antagonists" 1, 2, 3 et 4 (SANT1, 2, 3 et 4) ont été criblés en tant 

qu’inhibiteurs de l’activation de Smo et conséquemment de la transduction de la voie Hh avec 

des IC50 de 20 nmol/L, 30 nmol/L, 100 nmol/L et 200 nmol/L. (Chen et al., 2002b). 

Par ailleursd'autres inhibiteurs de Smo, dont les  IC50 pour l’inhibition de la voie Gli 

sont de l’ordre du nmol/L, font l’objectif d’essais cliniques (Low and de Sauvage, 2010): 

LDE 225 (Novartis Pharmaceuticals), le BMS-833923 ou XL-139 (Bristol-Myers Squibb), le 

PF-0449913 (Pfizer) et l’IPI-926 (Infinity). Le GDC-0449 (HhAntag691 ou Vismodegib, 

Genetech/Roche/Curis) a initialement été identifié par un criblage de molécules ayant une 

haute affinité au récepteur Smo. Il se lie directement au domaine extracellulaire de Smo et est 

un inhibiteur très sélectif de la voie de signalisation de Hh avec un IC50 de 20 nmol/L pour la 

transcription Gli dépendante (Rudin, 2012). Cet inhibiteur fait l'objet d’un essai clinique 

phase I/II pour le traitement du carcinome baso-cellulaire et du médulloblastome. Récement, 

de nouvelles molécules antagonistes de Smo ont été développées LDE-223 (Horn et al., 2012), 

AcTU 61, AcU 72 et AcG 86 (Solinas et al., 2012). Leur IC50 sont comparables à celui de 

GDC-0449. Leur efficacité thérapeutique reste à mesurer. 

Les "Gli Antagonists" 58 et 61 (GANT58 et GANT61) sont issus de différentes classes 

chimiques. Les deux fonctionnent en aval de Smo et Sufu et inhibent la transcription des 

gènes dépendants de Gli avec IC50 de 5 µmol/L (Lauth et al., 2007). 

5. Protéines Hh et fonctions cellulaires 

Les protéines Hh sont impliquées dans de multiples processus développementaux et 

post-nataux par leur action sur de nombreux types cellulaires en agissant sur les grandes 

fonctions cellulaires : prolifération, survie, migration et différenciation. 

A. Prolifération 

Shh contrôle la prolifération de différents types cellulaires, tels que les cellules 

mésenchymateuses, les cellules épithéliales, les CML via la transcription Gli-dépendante. Elle 

agit sur l’expression de gènes cibles comme la cycline D1/rétinoblastome/E2F (Li et al., 

2010a) ou la cycline D2/N/C-Myc (Mill et al., 2005) qui régulent la synthèse d’ADN, donc la 

prolifération cellulaire. 

B. Survie 

Le rôle de la voie Shh dans la survie cellulaire a été principalement démontré par des 

études effectuées sur les cellules cancéreuses. Dans ces cellules il a été montré que 
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l’activation de la voie Gli favorise la survie des cellules en agissant sur l’expression de gènes 

anti-apoptotiques cibles de Gli comme Bcl-2 et caspase-3 pour le cancer pancréatique (Xu et 

al., 2009), la leucémie myéloïde chronique (Su et al., 2012) et pour des tumeurs du cerveau 

(Samarzija and Beard, 2012). 

C. Migration 

Une activité chimiotactique de Shh a été mise en évidence sur quelques types 

cellulaires dont les cellules neuronales (Hammond et al., 2009), les monocytes/macrophages 

(Dunaeva et al., 2010; Schumacher et al., 2012), les cellules prgénitrices endothéliales (EPC) 

(Palladino et al., 2011; Yamazaki et al., 2008), les oligodendrocytes (Merchan et al., 2007) et 

les cellules cancéreuses (Lu et al., 2012; Tang et al., 2012; Uchida et al., 2011; Wang et al., 

2010b). Deux types de mécanismes ont été décrits : 

- un mécanisme dépendant du facteur de transcription Gli1 qui active l’expression des 

facteurs pro-angiogénique, tels que le Cyr61 dans les cellules cancéreuses du sein (Harris 

et al., 2012), TGF- dans le carcinome gastrique (Yoo et al., 2008) et l’"Early Growth 

Response Protein 2" (EGR2) dans une lignée endothéliale; 

- un mécanisme indépendant de la voie canonique Gli1 qui fait intervenir des acteurs de la 

signalisation : Rho dans les CE (Renault et al., 2010), Rac1 (Polizio et al., 2011) dans les 

fibroblastes 3T3, ERK1/2 dans le carcinome hépatocellulaire (Lu et al., 2012) et les 

métabolites arachidonates dans les cellules mésenchymateuses 10T1/2 (Bijlsma et al., 

2007). 

D. Maintien de l’état progéniteur cellulaire 

Chez l’adulte, Shh maintient des cellules progénitrices dans un état non-différencié, 

qui participe au renouvellement tissulaire. C’est le cas des populations progénitrices neurales 

(Ruat et al., 2011) et des cellules progénitrices des CML Sca1
+
 (Passman et al., 2008). 

E. Spécification/identité cellulaire/différenciation 

Shh via la voie Gli régule la spécification cellulaire. L’exemple le plus connu a été 

décrit chez les embryons au cours du développement du tube neural, dans lesquels différents 

facteurs de transcription sont activés en fonction de la concentration de Shh et génèrent les 

différents neurones. Son rôle dans la différenciation cellulaire a aussi été établi dans d’autres 

tissus : différenciation myoblastique dans le muscle (Gustafsson et al., 2002) ou des cellules 

hématopoïétiques dans la möelle (Gao and Aifantis, 2009). 
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III. PROTEINES HH ET DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE  

Chez les embryons, les protéines Hh agissent sur le mésoderme dans l’interaction 

épithélium-mésenchyme qui est indispensable à la formation des membres, des poumons, de 

l’intestin, des follicules pileux et de l’os. Dans cette partie, sont successivement décrits les 

rôles de Shh, Ihh et Dhh dans le développement embryonnaire. 

1. Shh et développement embryonnaire 

L’expression de Shh est largement distribuée durant le développement embryonnaire 

(Chiang et al., 1996; Pepicelli et al., 1998 ; St-Jacques et al., 1998). La délétion de Shh est 

létale à cause des multiples défauts qui apparaissent dès le début de la gestation (Chiang et al., 

1996). De façon générale, la déficience totale en Shh entraîne des défauts précoces dans 

l’établissement des structures de la ligne médiane, telles que la notochorde et la plaque du 

plancher.  

Globalement, Shh agit par son gradient de concentration, qui dirige la polarité 

tissulaire (détermination gauche/droite et identité des doigts), la spécification et le mouvement 

des cellules. 

A. Shh et polarité tissulaire 

Shh est le meilleur exemple de morphogène défini par Lewis Wolpert en 1969 

(Wolpert, 1969). Le gène Shh est exprimé dans la zone d’activité polarisante du bourgeon des 

membres qui est responsable de la mise en place du membre inférieur (Nagase et al., 2007). 

La protéine Shh diffuse du segment postérieur vers le segment antérieur dans les embryons, 

engendrant une polarité postéro-antérieure. La position des doigts est déterminée par le 

gradient de concentration de Shh. Shh est aussi un des premiers gènes décrits pour contribuer 

à la détermination gauche-droite. Dans les embryons de poulet, l’expression de Shh dans le 

nœud de Hensen régule positivement la transcription du gène Nodal, permettant 

l’identification du côté gauche. Les embryons murins Shh
-/-

 possèdent de multiples défauts 

d’asymétrie gauche-droite dans le cœur, le poumon et la rotation axiale (Tsukui et al., 1999). 

Chez l’Homme, l’holoproencéphalie non-syndromique est une pathologie qui se 

produit lorsque, par exemple au cours du développement embryonnaire, le cerveau ne se 

divise pas en deux hémisphères ou les yeux ne se forment pas correctement. Shh est le 

premier gène décrit pour induire le développement de l’holoproencéphalie. Les mutations de 

Shh (plus de 100 mutations connues) réduisent ou abolissent l’activité du morphogène. Sept 
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mutations de Ptch-1 et de Gli2 sont également impliquées dans cette pathologie (Mercier et al., 

2010).  

B. Shh et spécification cellulaire dans le tube neural 

La moelle épinière des vertébrés possède une topologie très organisée des différents 

types de neurones générés dans le tube neural. L’organisation spatiale des six domaines 

progéniteurs (FP, p3, pMN, p2, p1 et p0), s’établit le long de l’axe dorsoventral. Elle est 

engendrée par un gradient de la protéine Shh sécrété dans la notochorde et la plaque du 

plancher (Nagase et al., 2007). L’expression des facteurs de transcription Nkx2.2, Olig2, 

Nkx6.1, Dbx2, Irx3, Pax6 et Pax7 dans les progéniteurs est régulée par les différences de 

concentrations en Shh (Fig. 14). Chaque domaine progéniteur exprime une combinaison 

unique de facteurs de transcription et est capable de générer un sous-type déterminé 

d’interneurones (V0-V3) ou de neurones moteurs (MN) (Ribes and Briscoe, 2009).  

 

Figure 14 : Rôle du gradient de Shh sur la spécification des neurones via l’induction des 

différents facteurs de transcription dans le tube neural (Nc : noctochorde ; FP : plaque du 

plancher, d’après (Ribes and Briscoe, 2009)) 

C. Shh et guidance de l’axone commissural  

Chez la souris, il a été démontré que les gradients de Shh dorso-ventral et antéro-

postérieur pouvaient être considérés comme des signaux de guidance pour l’axone. Ces 

mécanismes sont en particulier bien décrits dans la revue de Sanchez-Camacho 2009 

(Sanchez-Camacho and Bovolenta, 2009). 
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Les différents éléments de la voie Hh, Ptch-1, Smo, Boc, Hip et Gas1 sont tous 

impliquées dans la guidance de l’axone. Chez la souris, la guidance de l’axone commissural 

dans la moelle épinière vers la ligne médiane ventrale nécessite la production de Shh dans la 

plaque du plancher. L’inactivation de Smo et de Boc perturbe le déplacement de cet axone, 

indiquant que ces deux molécules sont nécessaires à l’attraction de l’axone vers la ligne 

médiane. Une fois que l’axone commissural a traversé la plaque du plancher, il longe l’axe 

longitudinal selon le gradient antéropostérieur de Shh vers le cerveau (Fig. 15). 

 

Figure 15 : Représentation schématique des gradients de Shh impliqués dans la guidance 

d’axone (d’après (Sanchez-Camacho and Bovolenta, 2009)) 

2. Ihh et développement embryonnaire 

Bien que l’expression d’Ihh soit plus restreinte que celle de Shh, plusieurs études 

récentes ont démontré des régions communes d’expressions de Shh et d’Ihh, tels que le nœud 

de Hensen et les somites. Les souris déficientes en Ihh ne survivent que jusqu’à la phase 

tardive de gestation, et présentent des défauts squelettiques et intestinaux (St-Jacques et al., 

1999).  

A. Ihh et développement des os 

Ihh est impliqué dans la formation des os; en effet, les éléments squelettiques ne 

s’ossifient pas chez les souris Ihh
-/-

 (Chung et al., 2001). Durant le développement 

embryonnaire, Ihh est détecté dans les chondrocytes primaires favorisant ensuite leur propre 

différenciation en chondrocytes (pré-)hypertrophiques. L’expression d’Ihh est maintenue dans 

ces types cellulaires et régule effectivement la maturation d’ostéoblastes via les facteurs de 

transcriptions Runx2 et Osx. 
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B. Ihh et développement gastro-intestinal 

Le tractus gastro-intestinal se développe à partir de l’intestin embryonnaire, qui se 

compose d’un épithélium entouré de cellules d’origine du mésoderme. Ihh est exprimé dans 

l’endoderme intestinal tandis que les gènes ciblés par la voie Hh sont exprimés dans le 

mésenchyme. L’invalidation d’Ihh entraîne dans ce tissu, une réduction du muscle lisse, une 

absence de pancréas et une rotation intestinale incorrecte (Ramalho-Santos et al., 2000). 

3.  Dhh et développement embryonnaire 

Dhh est exprimé dans le nerf périphérique, le testicule et dans l’endothélium des gros 

vaisseaux durant le développement. La souris Dhh
-/-

 est viable, mais démontre un phénotype 

sexuel mâle récessif spécifique soit féminisé, soit masculinisé et possède des anomalies dans 

le système nerveux périphérique. 

A. Dhh et régulation de la lignée germinale mâle 

Les souris mâles mutées pour Dhh sont infertiles, la plupart du temps 

pseudohermaphrodites avec une ouverture vaginale aveugle (pour le phénotype féminisé) et 

une réduction de la masse testiculaire visible dès le stade E18,5 qui s’accentue jusqu’à l’âge 

adulte. Les testicules ne descendent pas et se trouvent alors logés dans des masses graisseuses 

à proximité des reins (Bitgood et al., 1996). 

Le syndrome de Swyer (ou dysgenèse gonadique 46 XY) et la dysgenèse gonadique 

46 XY partielle sont des pathologies induites respectivement par la présence de 2 et 1 copie(s) 

mutée(s) du gène codant pour Dhh dans chaque cellule. Ces mutations perturbent les 

processus de différentiation sexuelle mâle. Les patients atteints par ces mutations présentent 

des troubles du développement sexuel avec, dans le syndrome de Swyer, des personnes ayant 

une apparence de femme malgré un contenu chromosomique mâle et dans la dysgenèse 

partielle, des personnes avec un appareil génital pas clairement défini et des perturbations de 

l’appareil reproducteur.  

B. Dhh et système nerveux périphérique 

Dans le système nerveux périphérique, l’expression de Dhh a été mise en évidence par 

les cellules de Schwann. Dans les souris Dhh
-/-

, le nerf sciatique ne possède pas d’épineurium 

et le périneurium est anormalement fin (Mirsky et al., 1999). Bien que les souris Dhh
-/-

 ne 
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présentent pas de difficulté pour se déplacer, la vitesse de conduction nerveuse est diminuée 

dans les fibres motrices, ce qui indique une neuropathie périphérique (Mirsky et al., 2002).  

Chez l’homme, une mutation de Dhh sur l’exon 1 entraîne un défaut de conduction 

nerveuse et donc une neuropathie périphérique (Umehara et al., 2000). 

IV. PROTEINES HH ET DEVELOPPEMENT VASCULAIRE 

Le système vasculaire est le premier organe mis en place durant le développement. Il 

est indispensable à l’apport des nutriments et de l’oxygène nécessaires à la croissance des 

tissus. Les protéines Hh qui sont exprimées de façon très précoce dans l’organisme participent 

aussi au développement du système vasculaire via différents mécanismes : recrutement des 

cellules précurseurs, spécification artère-veine et maintien de l’intégrité de l’endothélium. 

1. Protéines Hh et mise en place du système vasculaire 

Le rôle des protéines Hh dans le développement vasculaire provient d’observations 

faites chez le poisson zèbre muté sur des éléments de la voie Hh et qui présente un défaut de 

la vascularisation et de la circulation sanguine (Chen et al., 1996). 

A. Ihh et formation du réseau vasculaire primitif du sac vitellin  

Ihh joue un rôle important dans la formation du réseau vasculaire, le vitellin primitif 

(Byrd et al., 2002). Ihh est en effet exprimé dans l’endoderme viscéral qui est une source de 

signaux inducteurs de la morphogenèse vasculaire du sac vitellin (Dyer et al., 2001). Dans le 

sac vitellin des souris Ihh
-/-

 même si des îlots sanguins et le plexus capillaire primitif peuvent 

se former, les vaisseaux sont plus petits et moins bien organisés que dans les souris sauvages 

(St-Jacques et al., 1999). Ils restent cependant suffisants pour soutenir le développement 

jusqu’à E10,5 de la gestation. Par contre les embryons Smo
-/- 

présentent des anomalies plus 

sévères que celles des embryons Ihh
-/-

 et meurent plus précocement. La survie prolongée des 

embryons Ihh
-/-

 est probablement liée à une action compensatrice de Dhh qui est exprimé dans 

le mésoderme du sac vitellin (Farrington et al., 1997).  

L’effet d’Ihh exprimé dans l’endoderme sur la formation du sac vitellin s’explique par 

l’activation du facteur de transcription "Forkhead transcription factor 1" (Foxfl) dans le 

mésoderme (Astorga and Carlsson, 2007). Ce dernier favorise l’expression de Bmp4 qui est 

cruciale pour la formation de tube vasculaire (Fig. 16). 
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Figure 16: Schéma des relations entre les protéines Hh, Foxf1 et Bmp4 dans la formation 

du réseau vasculaire du sac vitellin (d’après (Astorga and Carlsson, 2007)) 

B. Shh et formation de l’aorte dorsale 

Un travail effectué sur les embryons de cailles met directement en évidence que le 

signal Shh provenant de l’endoderme est nécessaire et suffisant à la formation de l’aorte 

dorsale. Le traitement des embryons par la cyclopamine entraîne la génération de tubes 

endothéliaux petits et interrompus, et l’accumulation d’angioblastes non assemblés se 

localisant dans les sites potentiels pour la formation de vaisseaux sanguins (Vokes et al., 

2004). L’injection de 5E1, un anticorps bloquant dirigé contre Shh, provoque des anomalies 

vasculaires caractérisées par des hémorragies et des protrusions de la veine cardinale 

antérieure, une fusion retardée de l’aorte dorsale, des branchements réduits de l’artère carotide 

interne et un remodelage tardif des arcs aortiques branchiaux (Kolesova et al., 2008). 

C. Shh et formation des vaisseaux tissulaires 

 Malgré une expression plus importante de Shh que d’Ihh, les embryons des souris 

Shh
-/-

 meurent plus tardivement que ceux des souris Ihh
-/-

 probablement parce qu’Ihh 

intervient dans l’étape précoce du développement du sac vitellin tandis que Shh joue plutôt un 

rôle dans la formation des vaisseaux tissulaires.  

Shh joue en particulier un rôle dans la formation du réseau vasculaire des poumons. 

Les poumons des embryons mutants pour Shh sont très peu vascularisés (Pepicelli et al., 1998) 

à cause d’un défaut de production des facteurs proangiogéniques induit par Shh. En particulier 

l’expression du VEGF dans l’épithélium pulmonaire (White et al., 2007) et d’Ang1 et de son 

récepteur Tie2 (van Tuyl et al., 2007) est réduite dans les poumons déficients en Shh.  

Dans le cœur, l’expression abondante de Shh régulée par "Fibroblast Growth Factor" 9 

(FGF9) au niveau épicardial est essentielle au développement coronaire via l’induction de 

VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C et d’Ang2 (Lavine et al., 2006).  
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La surexpression locale de Shh au niveau de tube neural dorsal conduit à une 

hypervascularisation et une alimentation sanguine augmentée dans le neuroectoderme 

(Rowitch et al., 1999). Il a été également démontré que Shh est requis pour la croissance 

vasculaire dans le plexus choroïdien rhombencéphale (Nielsen and Dymecki, 2010). 

2. Protéines Hh et différentiation artère-veine  

La signalisation des Hh joue un rôle dans la différentiation artère-veine. En particulier 

Shh via Smo est indispensable dans la régulation de la formation des vaisseaux artériels, 

particulièrement l’aorte dorsale.  

A. Shh et spécification de l’aorte dorsale 

La formation de l’aorte dorsale se fait par recrutement de cellules "hemangioblast-

like" depuis l’endoderme. La déficience en Shh chez le poisson zèbre conduit à des anomalies 

dans la formation de l’aorte dorsale bien que le développement initial des cellules 

"hemangioblast-like" soit normal. Ces anomalies résultent d’un défaut de différenciation des 

hémangioblastes en CE artérielles (Brown et al., 2000). 

L’invalidation de Shh conduit à la formation d’un seul gros vaisseau qui n’exprime 

que des marqueurs veineux (flt4), mais pas artériels (EphrinB2), impliquant Shh dans la 

spécification artère veine. 

 

Figure 17: Rôle de Shh dans la différenciation artério-veineuse chez le poisson zèbre : NT : 

Tube Neural; NC : notcochorde ; DA : Aorte Dorsale; PCV : Veine cardinale Postérieure 

(d’après (Lawson et al., 2002)) 

 

Shh est présent dans les structures médianes, particulièrement dans la notcochorde, et 

intervient indirectement sur la signalisation locale de Notch5 dans l’artère dorsale via son 

effet inducteur du VEGF dans les somites. Le marqueur artériel EphrinB2 est ensuite régulé 
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positivement par le VEGF tandis que le marqueur veineux flt4 est inhibé (Lawson et al., 2002) 

(Fig. 17). 

B. Shh et différenciation artère-veine dans le cœur 

La voie de signalisation Hh est aussi impliquée dans la formation du réseau vasculaire 

cardiaque chez la souris. Elle est activée dans les cardiomyoblastes et contrôle le 

développement de la veine sub-épicardique exprimant l’EphrinB4 . Ainsi, son activation dans 

les cellules périvasculaires dirige le développement des artères intramyocardiques exprimant 

l’EphrinB2 (Lavine et al., 2008b) (Fig. 18). 

 

Figure 18 : Shh est impliqué dans le contrôle du développement artério-veineux dans le 

cœur des souris (d’après (Lavine et al., 2008b)) 

C. Shh et différenciation artère-veine 

La confirmation du rôle de la signalisation de Shh dans la différenciation artério-

veineuse est apportée par l’étude sur la modulation de Smo. Les embryons Smo
-/-

 possèdent 

en effet une expansion de la veine cardinale et une absence de l’aorte dorsale. Par contre, un 

agoniste de Smo entraîne une expansion des cellules artérielles concomitante à une réduction 

des cellules veineuses (Williams et al., 2010).  

Ceci suggère que la réception d’un signal Shh par Smo est requise pour le devenir 

artériel des cellules vasculaires primitives qui contribue à la formation de l’aorte dorsale. En 

revanche, les cellules vasculaires soumises à une activité Shh réduite se différencient en 

cellules veineuses. 
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3. Protéines Hh et perméabilité de l’endothélium 

L’effet de la voie de signalisation Hh sur l’intégrité des vaisseaux a été d’abord 

démontré chez des embryons déficients en composants de la voie Hh, puis dans les cellules en 

culture. 

En absence de Gli2, les vaisseaux cérébraux des embryons murins sont perméables 

(Berrios-Otero et al., 2009). Par ailleurs, la protéine Shh sécrétée par les astrocytes est le 

régulateur principal de l’intégrité de la barrière hémato-encéphalique (Alvarez et al., 2011). 

Chez les embryons, la déplétion de Smo dans les CE est associée à une augmentation 

importante de la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique, avec une expression réduite 

des partenaires des jonctions cellulaires (occludine, claudine-3, claudine-5 et ZO1) et 

l’extravasation de protéines sériques, d’immunoglobulines et d’apolipoprotéine B. Ces 

résultats ont été confirmés in vitro dans les CE dérivées de barrière hémato-encéphalique 

(Alvarez et al., 2011). 

Au contraire, dans l’angiogenèse tumorale du mélanome, le fait que l’injection de 

cyclopamine diminue la perméabilité des vaisseaux tumoraux, met en évidence que la voie Hh 

est un régulateur positif de la perméabilité vasculaire (Li and Li, 2008). 

V. EFFET DES PROTEINES HH ET LA VASCULARISATION CHEZ 

L’ADULTE 

Chez l’adulte dans les conditions physiologiques, le réseau vasculaire n’évolue pas et 

l’activité des protéines Hh est réduite. Cependant, il existe des cellules répondeuses aux 

protéines Hh. En effet l’analyse immunohistochimique d’aortes de souris Ptc1-LacZ (souris 

rapporteur de la réponse aux protéines Hh) met en évidence une réponse aux protéines Hh 

dans des CE, des cellules de la média (probablement des CML) et dans des fibroblastes 

périvasculaires (Pola et al., 2001). Le rôle de ces cellules n’est pas encore compris mais elles 

pourraient participer au renouvellement tissulaire. 

1. Protéines Hh et pathologies postnatales  

L’expression des protéines Hh est augmentée dans des conditions pathologiques, telles 

que les cancers et les maladies ischémiques, avec une association importante avec des 

vaisseaux. 
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A. Protéines Hh et angiogenèse tumorale  

Outre l’effet inducteur de la voie Hh sur la croissance des tumeurs, des études récentes 

mettent en évidence que la signalisation Hh joue un rôle indirect sur l’angiogenèse tumorale 

(Geng et al., 2007 ; Li and Li, 2008). Shh favorise la production de facteurs proangiogéniques 

comme l’Ang1, l’"Insulin Growth Factor 1" (IGF-1), le VEGF-A, l’"Hepatocyte Growth 

Factor" (HGF) et le PDGF C (Chen et al., 2011) en particulier par des cellules pro-

angiogéniques dérivées de la moelle (Nakamura et al., 2010), des cellules progénitrices 

endothéliales et par les fibroblastes. 

De plus, Hip, le récepteur antagoniste des protéines Hh, est fortement exprimé dans les 

CE, et est régulé négativement dans les CE durant la tubulogenèse in vitro. Son expression est 

absente dans des tumeurs hypervascularisées (Olsen et al., 2004).  

B. Protéines Hh et maladies ischémiques 

En conditions hypoxiques, Shh est surexprimé dans différents tissus, par exemple, la 

rate, le foie, le cerveau et le poumon (Bijlsma et al., 2009). Cette surexpression est sous la 

dépendance du facteur de transcription HIF-1 (Hwang et al., 2008).  

Chez les souris qui subissent une ischémie de la patte et donc une nécrose des fibres 

musculaires et des vaisseaux dans le muscle tibial antérieur, la protéine Shh produite par des 

cellules mésenchymateuses interstitielles participe à la réparation post-ischémique (Pola et al., 

2003). Elle est aussi activée, après une lésion musculaire induite soit par une injection de 

cardiotoxine dans le muscle squelettique, soit par un écrasement mécanique local. L’inhibition 

de la voie de signalisation Hh (cyclopamine, anticorps bloquant) conduit à une diminution de 

la densité vasculaire, de la perfusion sanguine ainsi qu’à une réparation musculaire retardée 

(Straface et al., 2009) impliquant potentiellement la voie Hh dans ces différents processus.  

C. Protéines Hh et angiogenèse rétinenne pathologique 

Le phénomène d’angiogenèse pathologique de la rétine se produit durant la vie 

postnatale suite à une lésion ou à un processus inflammatoire. L’inhibition pharmacologique 

de la voie Shh par la cyclopamine réduit significativement l’angiogenèse rétinienne post-

natale en condition physiologique et inhibe la vascularisation induite par hypoxie. Elle 

engendre également une diminution de VEGF et de Ptch-1 (Surace et al., 2006). Ces résultats 

suggèrent donc que la signalisation Shh est activée au cours de la néovascularisation 

rétinienne et choroïdienne. 
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2. Effet thérapeutique proangiogénique des protéines Hh 

Le fait que Shh soit surexprimé et que sa signalisation soit activée dans différents 

modèles pathologiques d’angiogenèse suggère sa capacité thérapeutique potentielle. De plus il 

a été montré que Shh fonctionne comme un puissant stimulateur de la néovascularisation en 

modulant l’expression de deux groupes de facteurs angiogéniques, le VEGF et l’Ang1 (Pola 

et al., 2001). Son rôle thérapeutique a été exploré dans différents organes comme le cœur et le 

muscle squelettique.  

A. Thérapie de l’infarctus du myocarde 

Après infarctus du myocarde, les solutions thérapeutiques pour aider le cœur à se 

réparer sont réduites en raison de la très faible capacité du cœur à se régénérer. Cependant des 

stratégies par thérapies géniques ou cellulaires ont été proposées afin de promouvoir le 

développement de vaisseaux sanguins collatéraux supplémentaires et ainsi limiter la mortalité 

des cardiomyocytes en atténuant l’ischémie cardiaque. 

L’injection d’un plasmide codant pour Shh dans le modèle d’infarctus du myocarde 

diminue la taille de la nécrose et augmente la néovascularisation et la performance cardiaque 

en induisant notamment le recrutement d’EPC et en diminuant l’apoptose des cardiomyocytes 

(Kusano et al., 2005). Une stratégie de thérapie cellulaire par injection de cellules souches 

mésenchymateuses (MSC) surexprimant Shh améliore aussi leur survie et capacités 

angiogéniques dans les cœurs ischémiques du rat via la production d’"Inducible Nitric Oxide 

Synthase" (iNOS) et de nétrine-1 (Ahmed et al.). 

B. Thérapie du muscle ischémique 

L’ischémie du membre inférieur est caractérisée par l’occlusion des artères qui 

alimentent en particulier le muscle. Cette occlusion est souvent la conséquence de 

l’athérosclérose, de la thrombose et de processus inflammatoires. L’ischémie périphérique du 

membre inférieur peut entraîner la claudication, l’ulcération de la peau et des douleurs 

intermittentes ou même permanentes. La prévalence de la maladie artérielle périphérique chez 

les personnes âgées qui ont plus de 55 ans est de 10-25%. 

Dans le modèle d’ischémie de la patte chez la souris jeune, le muscle se régénère 

complètement en moins d’un mois. L’administration de protéines recombinantes Shh 

augmente la densité vasculaire, la couverture musculaire des vaisseaux, la perfusion sanguine 

et la vitesse de réparation du muscle ischémique (Pola et al., 2001). A l’opposé, l’addition de 
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cyclopamine diminue la perfusion sanguine, ralentit la réparation du muscle mais ne supprime 

pas l’augmentation de la densité vasculaire normale en réponse à l’ischémie. Shh apparaît 

donc comme une molécule capable d’induire la formation de vaisseaux mais aussi d’améliorer 

leur fonction (Benameur et al., 2010). Il a été suggéré que cet effet était lié à la stimulation du 

recrutement d’EPC qui produisent VEGF et Ang1 ainsi que SDF1- (Palladino et al., 2011).  

C. Thérapie de la neuropathie périphérique 

La neuropathie affecte des millions de personnes dans le monde entier, mais les 

mécanismes et les facteurs responsables de cette affection restent encore mal connus. Même si 

la perte de fonction des cellules nerveuses est évidente, la possibilité que la diminution des 

vasa nervorum puisse être aussi un facteur du développement de la neuropathie diabétique est 

suggérée par plusieurs études récentes. Une thérapie par un traitement systémique par Shh 

restaure le système vasculaire neural, et s’accompagne d’une augmentation de facteurs 

vasculaires et neurotropes (VEGF, Ang1 et " Brain-Derived Neurotrophic Factor " [BDNF]) 

ainsi que d’une récupération de la fonction nerveuse (Kusano et al., 2004). De plus cet effet 

de Shh sur la régénération nerveuse est favorisé par les estrogènes en régulant négativement 

l’expression de Hip, un récepteur antagoniste de la voie Shh (Sekiguchi et al., 2012). 

D. Thérapie des ulcères 

Les ulcères de la peau sont fréquents chez les diabétiques et représentent un facteur 

aggravant augmentant le risque d’amputation. Chez le diabétique, les maladies 

macrovasculaires et microvasculaires, la neuropathie périphérique et une angiogenèse réduite 

ont été impliquées dans la survenue de ces ulcères.  

La thérapie génique Shh au niveau de la peau chez les souris diabétiques (db/db) 

entraîne l’expression de gènes locaux (VEGF, Ang-1, Ang-2 et SDF-1), une meilleure 

vascularisation des plaies via une augmentation du recrutement d’EPC et donc une 

accélération de la réparation des plaies (Asai et al., 2006). 

E. Thérapie protectrice de l’endothélium 

Dans diverses conditions pathologiques, la perte de l’intégrité de l’endothélium 

constitue une phase majeure dans l’initiation des processus conduisant à la diminution du 

calibre artériel, voire à son occlusion (maladie athéroscléreuse, resténose après angioplastie). 

Il a été rapporté que dans ces conditions pathologiques, Shh est transporté par des 
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microparticules issues de cellules T activées ou apoptotiques (Martinez et al., 2006). 

L’injection de microparticules portant Shh dans les souris favorise la libération de NO, et par 

conséquent diminue la production d’espèces réactives de l’oxygène. La fonction de 

l’endothélium est améliorée et la dysfonction endothéliale après ischémie/reperfusion est 

réversée (Agouni et al., 2007). 

3. Shh et fonction des CE vasculaires et des EPC en culture  

Dans un modèle d’infarctus du myocarde l’activation des gènes régulés par le facteur 

de transcription Gli1 est limitée aux cellules périvasculaires, aux fibroblastes interstitiels et 

aux cardiomyocytes (Kusano et al., 2005). Ceci suggère que soit les CE ne répondent pas à la 

stimulation de Shh, soit elles répondent à Shh via une voie non-canonique, c’est-à-dire, 

indépendante de Gli. 

Shh induit la morphogenèse capillaire chez les CE de cerveau dans un modèle de 

tubulogenèse sur Matrigel. Cet effet est dépendant de l’activation de la voie PI3K, mais pas de 

la voie de transcription Gli1, même si la voie Gli est active dans ces cellules (Kanda et al., 

2003). Le traitement de CE de type HUVEC par Shh induit la migration de ces cellules et la 

tubulogenèse en augmentant les expressions de l’OPN et de la MMP-9 via la voie non-

canonique ROCK, tandis que la voie canonique Gli-dépendante n’est pas impliquée 

(Chinchilla et al., 2010; Renault et al., 2010). 

Les cellules progénitrices endothéliales (EPC) issues de la moelle osseuse peuvent 

coloniser les sites de néovascularisation et peuvent ainsi se différencier en CE in situ durant la 

formation vasculaire post-natale et la régénération des vaisseaux. Shh est un stimulateur direct 

de la prolifération, de l’adhésion, de la migration et de la tubulogenèse des EPC via un 

mécanisme Gli1-dépendant (Asai et al., 2006). 

VI. PROTEINES HH ET MATURATION-STABILISATION DES 

VAISSEAUX 

Bien que la maturation des vaisseaux soit une étape cruciale dans sa stabilisation et sa 

fonctionnalité, la majorité des études concernant le rôle de Shh dans la vascularisation chez 

les embryons et chez les adultes s’est focalisée sur les CE. La maturation du vaisseau 

comporte un ensemble complexe de phénomènes impliquant la prolifération, la migration et le 

recrutement de cellules murales. Le rôle de Shh sur ces cellules murales et son mécanisme 

d’action sont encore mal définis.  
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1. Expression des éléments de la voie Hh dans les cellules murales 

Le recrutement et la prolifération des cellules murales (CML et péricytes) sur les 

néovaisseaux permettent leur maturation, leur stabilisation et leur contractilité. Ces cellules 

murales sont une cible potentielle de la voie Hh. Elles possèdent en effet des récepteurs aux 

protéines Hh et la machinerie nécessaire à sa signalisation intracellulaire. 

A. Dans les CML en culture 

Dans les CML d’artères pulmonaires humaines, de veines humaines et d’aortes de rat 

en culture, les récepteurs (Ptch-1 et Smo) et les facteurs de transcriptions (Gli1, Gli2 et Gli3) 

ont été détectés (Li et al., 2010a; Morrow et al., 2009). Dans les CML artérielles pulmonaires 

soumises à une hypoxie, Shh induit la transcription Gli1 (Wang et al., 2010a), tandis que Shh 

induit la transcription de Gli2 dans les CML de veines stimulées par le PDGF BB (Li et al., 

2010a). 

B. in situ et in vivo 

L’utilisation de souris Ptch1-lacZ dans lesquelles on peut identifier les cellules dont la 

voie Hh est activée, a permis de démontrer qu’au cours de l’embryogenèse les CML (mais pas 

les CE) localisées dans le mésoderme sont la cible directe de Hh (Byrd et al., 2002). De plus, 

elle a aussi permis de montrer que les CML et les fibroblastes périvasculaires de l’aorte de 

souris adultes répondent à un signal Hh (Pola et al., 2001). 

Chez la souris adulte, le récepteur Ptch-1 et le facteur de transcription Gli2 sont peu 

exprimés dans les CML de la carotide mais leur expression est fortement augmentée dans des 

conditions pathologiques après sa ligature (Morrow et al., 2009). Une expression de Shh, 

Ptch-1 et Gli2 est détectée dans les cellules -SMA
+
de l’intima de la veine jugulaire greffée 

dans l’aorte abdominale intra-rénale chez le rat (Li et al., 2010b). 

Récemment, une étude a décrit pour la première fois la présence de la signalisation Hh 

dans les péricytes caractérisés par l’expression du marqueur NG2
+
. Dans le plexus choroïde, 

le Ptch-1, le Gli1 et le Gli2 sont détectés dans les péricytes autours des vaisseaux. En 

revanche, les CE ne sont pas répondeuses au Shh chez les mêmes souris (Nielsen and 

Dymecki, 2010). 
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2. Protéines Hh et maturation des vaisseaux in vivo 

La bibliographie concernant un rôle potentiel des protéines Hh dans la maturation des 

vaisseaux et leur stabilisation est très limitée et ne se focalise que sur les vaisseaux recouverts 

de CML. 

A. Etudes in vitro  

Dans un modèle de formation de néovaisseaux de l’os (co-culture de CE et 

d’ostéoblastes), l’expression des marqueurs de CML (laminine, -SMA et desmine) et le 

dépôt de collagène IV caractéristique des vaisseaux matures sont augmentés en réponse à Shh 

ajouté dans le milieu de coculture (Dohle et al., 2011), signifiant que Shh favoriserait la 

différenciation des ostéoblastes en CML et par conséquent régulerait positivement la 

muscularisation des vaisseaux. Un autre argument suggère une action de Shh sur les CML 

matures. En effet Shh induit la survie et la prolifération des CML en condition hypoxique 

(Wang et al., 2010a) via Notch (Morrow et al., 2009) et Gli2/cycline D1/rétinoblastome (Li et 

al., 2010a).  

B. Chez les embryons 

Dans les embryons des poissons zèbres, la mutation de la protéine daz-interacting 

protein 1 (dzip1) qui est impliquée dans l’induction de la voie Hh, entraîne une diminution 

d’Ang1 dans le mésenchyme périvasculaire. Cette diminution d’Ang1 conduit à un défaut du 

recrutement des cellules murales qui a pour conséquence une déstabilisation du vaisseau. De 

fait cette mutation est responsable de la diminution de la taille de l’aorte dorsale crânienne et 

d’hémorragies (Lamont et al., 2010).  

Dans les embryons murins, l’invalidation d’Ihh dans les chondrocytes provoque une 

diminution du nombre de vaisseaux pourvus en cellules murales (Colnot et al., 2005). 

C. Protéines Hh et muscularisation des vaisseaux chez les adultes 

a. Shh et maintien des progéniteurs des CML 

Les progéniteurs des CML identifiés en particulier dans l’adventice aortique, se 

caractérisent par l’expression du marqueur de cellules progénitrices Sca1
+
, par l’absence 

d’expression de marqueurs de CML matures -SMA, SM22, calponine, SM-MHC, et par 

présence des facteurs de transcription impliqués dans la différenciation en CML ("Serum 
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response factor" (SRF) et myocardine). Les cellules isolées et maintenues dans un milieu de 

différenciation perdent le marqueur Sca1
+
 et se mettent à exprimer les marqueurs des CML 

matures. En conditions physiologiques, il a été montré que Shh est impliqué dans le maintien 

de l’état indifférencié des progéniteurs des CML caractérisé par leur expression de Sca1
+
 dans 

l’adventice artérielle (Passman et al., 2008).  

b.  Protéines Hh et recrutement des CML 

Un petits nombre d’études suggèrent un rôle de la voie Hh dans la maturation des 

vaisseaux. Ces études sont basées sur des observations de la taille des vaisseaux et de leur 

couverture par des cellules murales, en particulier les CML. 

Dans un modèle d’angiogenèse de la cornée, Shh induit des vaisseaux plus larges en 

comparaison à un facteur angiogénique classique tel que le VEGF (Pola et al., 2001), 

suggérant un rôle du Shh dans l’organisation de la structure des vaisseaux. Le rôle de la voie 

Hh dans la muscularisation des vaisseaux (augmentation du nombre de vaisseaux recouverts 

de CML) a aussi été abordé par l’étude des effets de la surexpression ou de l’inhibition des 

éléments de la voie Hh chez la souris : i) la déplétion de Smo dans les CML vasculaires du 

cœur entraîne une diminution des vaisseaux muscularisés et par conséquent la mort du 

myocarde (Lavine et al., 2008a) ; ii) l’injection dans le cœur d’un plasmide codant pour Shh 

(Kusano et al., 2005) ou de cellules mésenchymateuses exprimant Shh (Ahmed et al.) 

promeut un accroissement du rapport vaisseaux recouverts de CML/vaisseaux sans CML; iii) 

le blocage de la voie Hh inhibe la muscularisation des vaisseaux tumoraux comme l’indique 

la diminution de l’expression des marqueurs -SMA et NG2 (Nakamura et al., 2010). 

Les mécanismes de maturation des vaisseaux régulés par les protéines Hh endogènes 

sont inconnus. Il a été montré que les protéines Hh pouvaient induire l’activation du PDGFR, 

une signalisation majeure de la muscularisation et de la maturation des vaisseaux (Frontini et 

al., 2011). Par ailleurs, l’apport des protéines Hh exogène suggère que elles pourraient 

moduler la production de facteurs comme l’Ang1 ou le VEGF (Pola et al., 2001).  
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Figure 19 : Différentes étapes de la migration cellulaire 
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CHAPITRE IV : MIGRATION DES CML VASCULAIRES 

I. MIGRATION CELLULAIRE 

1. Etapes de la migration cellulaire 

La migration cellulaire est un processus parfaitement régulé qui résulte d’une 

succession d’étapes bien distinctes. Les mécanismes impliqués ont été largement décrits en 

particulier dans la revue de Ridley (Ridley et al., 2003). Tout d’abord, la cellule acquiert un 

phénotype polarisé qui détermine l’avant et l’arrière de la cellule (Fig. 19A). En périphérie de 

la cellule, les filaments d’actine vont se polymériser pour aboutir à la formation de 

lamellipodes, puis les molécules intracellulaires nécessaires à la migration vont se distribuer 

de façon asymétrique. De nouveaux points focaux vont se former sur le front de 

migration (Fig. 19B): les intégrines reconnaissent leurs ligands dans la MEC, s’oligomérisent 

puis recrutent les protéines de la plaque d’adhérence, les kinases et les protéines liant l’actine. 

Finalement, l’actine s’y lie, ce qui forme un point d’ancrage du cytosquelette. Les MMP sont 

recrutées à l’avant de la cellule et vont dégrader la matrice environnante pour libérer l’espace 

pour la migration (Fig. 19C). En même temps, les points focaux situés à l’arrière de la cellule 

vont être détruits par clivage enzymatique utilisant des enzymes comme la calpaïne ou par 

diminution de l’affinité des intégrines pour la MEC (Fig. 19D). A l’avant de la cellule, les 

nouveaux points d’adhérence à la MEC vont permettre la polymérisation des filaments 

d’actine et de myosine qui vont générer des forces de traction permettant à la cellule 

d’avancer.  

2. Types de migration cellulaire 

On distingue 2 types de migration : 

- le chimiotactisme, déplacement des cellules en réponse à un gradient de concentration 

d’une substance soluble. Dans certains cas, la cellule se déplace vers la région où la 

concentration des substrats est la plus élevée; c’est le chimiotactisme positif (attraction). 

Dans d’autres cas, la cellule migre vers la région où la concentration en substance est 

faible que l’on appelle chimiotactisme négatif (répulsion). Un gradient intracellulaire de 

phosphatidylinositol 1,4,5-triphosphate (PIP3) est établi et va permettre la polymérisation 

dirigée des filaments d’actine, qui mène à la formation de pseudopodes et au déplacement 

cellulaire (von Philipsborn and Bastmeyer, 2007); 



72 
 

 

 

 

 

 

 

Cytokines et facteurs de croissance Facteurs liés à la MEC 

Angiotensine II (Allen and Bayraktutan, 2008) Ostéopontine (Li et al., 2007) 

FGF-2 (Camozzi et al., 2005) Fibronectine (Nelson et al., 1996) 

HB-EGF (Elenius et al., 1997) Laminine (Nelson et al., 1996) 

IGF-1 (Duan, 2003) Vitronectine (Brown et al., 1994) 

IL-1(Issa et al., 2006) Thrombospontine (Yabkowitz et al., 1993) 

IL-6 (Lee et al., 2005)  

PDGF BB (Ucuzian et al., 2010)  

TGF-1(Koyama et al., 1990)  

TNF(Wang et al., 2001a)  

Thrombine (Noda-Heiny and Sobel, 1995)  

VEGF, PlGF (Wang et al., 2001b)  

Platelet-activating-Factor (Stengel et al., 2006)  

Cyr61 (Grzeszkiewicz et al., 2002) Autres 

Endothéline-1(Meoli and White, 2011) Thrombospondine (Moura et al., 2007) 

Nétrine-1(Fan et al., 2008) ATP, UTP (Jalvy et al., 2007a) 

Neuropiline-1 (Pellet-Many et al., 2011) Norepinephrine (Kalyankrishna and Malik, 2003) 

NGF (Kraemer et al., 1999) Glucose (He et al., 2012) 

BDNF (Dagnell et al., 2007) Histamine (Miyazawa et al., 1998) 

NT-3 (Dagnell et al., 2007) Sérotonine (Day et al., 2006) 

Prorénine (Greco et al., 2012) S1P (Harvey et al., 2010) 

Chemokine-like factor 1 (Xuan et al., 2009) Nicotine (Stein et al., 2010) 

CCL 1, 11, 19 (Kaur et al., 2006) Testostérone (Chignalia et al., 2012) 

MCP-1 (Fougerat et al., 2012)  

SDF-1 (Shibata et al., 2012)  

Tableau 4 : Principaux agents chimiotactiques pour les CML vasculaires 
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- la chimiokinèse, un processus de migration cellulaire au hasard exercé en réponse à une 

stimulation de la cellule. Contrairement au chimiotactisme, les mouvements associés ne 

sont pas orientés (Zigmond et al., 2001). 

II. INDUCTEURS DE LA MIGRATION DES CML VASCULAIRES  

Il existe de nombreuses molécules promigratoires et antimigratoires pour les CML 

vasculaires : les nucléotides (Jalvy et al., 2007a), les facteurs de croissance (Sato et al., 1991), 

les cytokines (Rabkin, 2009) et les composants de la MEC (Johnson et al., 2011a). Des 

facteurs physiques, notamment le flux sanguin, la contrainte de cisaillement et la rigidité de la 

MEC (Li et al., 2003 ; Peyton and Putnam, 2005; Ward et al., 2001 ), influencent aussi la 

migration des CML vasculaires (Tab. 4). 

1. Facteurs chimiotactiques pour les CML 

Le PDGF BB est un stimulus promigratoire de référence pour les CML, tandis que 

l’isoforme PDGF AA est antimigratoire (Koyama et al., 1992). La signalisation promigratoire 

induite par le PDGF BB a été détaillée dans le chapitre II. Le PDGF BB promeut aussi 

l’activation d’autres facteurs et cytokines qui vont venir complémenter l’action du PDGF BB. 

Ainsi, le PDGF BB induit directement la synthèse d’"Epidermal Growth Factor -2" (EGF-2), 

de FGF-2 (Pintucci et al., 2005), d’ostéopontine (Jalvy et al., 2007b) et de MCP-1(Fougerat et 

al., 2012) qui confortent la migration des CML. 

Dans l’organisme, la migration cellulaire n’est vraisemblablement pas dirigée par un 

seul stimulus et l’expression spatio-temporelle des différents facteurs fait intervenir des effets 

cumulatifs ou synergiques pour la migration des CML. 

Certains facteurs ont un rôle synergique dans la migration des CML avec le PDGF BB, 

comme les protéines de la MEC (fibronectine, laminine, collagène I ou IV) (Nelson et al., 

1997), l’insuline (Golovchenko et al., 2003), le facteur de coagulation VII (FVII) (Siegbahn et 

al., 2008) et l’endothéline-1 (Kohno et al., 1998). Le mécanisme de la synergie n’est pas très 

bien connu, mais pourrait être associé à une activation par les différents facteurs de voies de 

signalisation indépendantes ou au renforcement de voies de signalisation communes comme 

cela a été montré par la transactivation du PDGFR lorsque le FVII et PDGF BB sont 

associés pour induire la migration (Siegbahn et al., 2008).  
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2. Facteurs chimiokinétiques pour les CML 

Bien que la chimiokinèse soit un évènement très important pour la motilité des cellules 

inflammatoires, cet aspect spécifique a été peu étudié dans les CML. Même si nombre de 

facteurs chimiotactiques possèdent aussi une activité chimiokinétique, cette activité n’a été 

caractérisée que pour quelques molécules, notamment des agents inflammatoires (Tab. 5) : 

 

Facteur Type cellulaire Référence 

Leukotriene B4 CM bronchique (Watanabe et al., 2009) 

IL-13 CM bronchique (Parameswaran et al., 2007) 

human serum amyloid A protein (SAA) CML aortique (Kumon et al., 2002) 

PDGF BB CML vasculaire (Zhang et al., 2002) 

Soluble heparin-binding peptide CML vasculaire (Chon and Chaikof, 2001) 

MCP-1 CML vasculaire (Streblow et al., 1999) 

RANTES CML vasculaire (Streblow et al., 1999) 

sulfated polymer of -cyclodextrin CML vasculaire (Bachinsky et al., 1995) 

platelet activating factor CML vasculaire (Bussolino et al., 1995) 

Tableau 5 : Quelques agents participant à la chimiokinèse des CML 

III. ACTEURS DIRECTS DE LA MIGRATION DES CML 

La migration de la CML fait intervenir l’interaction de la cellule avec sa matrice 

environnante et la réorganisation de son cytosquelette par l’activation des récepteurs de type 

intégrines, des kinases, des protéines de la plaque d’adhérence, des protéines liées au 

cytosquelette et des MMP. 

1. Les intégrines  

Les intégrines sont une superfamille de protéines membranaires composée de deux 

chaînes peptidiques, une chaîne  et une chaîne  réunies par des liaisons non covalentes. Les 

protéines de la MEC vont se lier aux intégrines via des motifs spécifiques dont le motif 

"arginine-glycine-acide aspartique" ou RGD (Slepian et al., 1998), permettant l’activation des 

voies de signalisation participant à la migration cellulaire. 

2. Les protéines de la plaque d’adhérence 

Les intégrines recrutent diverses molécules pour faire le lien avec le cytosquelette 

d’actine. Ce sont les protéines de la plaque d’adhérence telles que la vinculine, la taline, la 

paxilline et l’-actinine. L’affinité, le recrutement, la localisation des intégrines et des 
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protéines de la plaque d’adhérence peuvent être modifiés par phosphorylation (Gerthoffer, 

2007). Pour cela, diverses kinases sont retrouvées au niveau des points focaux d’adhésion.  

3. Les kinases associées et les petites protéines G 

Les pricipales kinases de régulation sont : FAK, Src, ILK (Integrin-linked kinase), 

PI3K. 

La "Focal Adhesion Kinase" (FAK) a été identifiée comme un substrat de tyrosine 

kinases dans des cellules transformées avec l’oncogène v-src. Son caractère essentiel a été 

démontré chez les souris FAK
-/-

 qui ne sont pas viables et meurent durant les phases 

embryonnaires. La FAK permet d’intégrer les signaux du PDGF BB ou de l’EGF et des 

intégrines pour promouvoir la migration. Lors d’activation des intégrines, la FAK 

s’autophosphoryle sur la tyrosine 397 permettant la a phosphorylation de la tyrosine 577 par 

Src (Tilghman et al., 2005). Il s’ensuit une cascade d’activation des MAPK et/ou de la PI3K 

(Mitra et al., 2005) que seront décrites en détail dans la partie suivante.  

L’ "Integrin-Linked Kinase" (ILK) a tout d’abord été découverte comme étant liée au 

domaine intracellulaire de l’intégrine 1. L’activation d’ILK influence plusieurs composants 

de la signalisation dont le principal est la FAK (Ho and Bendeck, 2009). 

Les petites protéines G, Rho, Rac, cdc42 et RhoG sont des régulateurs centraux de la 

protrusion cellulaire. Par exemple, Rac et cdc42 agissent au niveau des protéines de la famille 

"Wiskott-Aldrich Syndrome Protein" (WASP) qui régulent la polymérisation d’actine dans le 

lamellipode (Ridley et al., 2003). 

4. Le cytosquelette 

Les points focaux assurent la liaison au cytosquelette d’actine. On y retrouve donc, les 

filaments d’actine et des protéines qui en régulent la structure et l’organisation. Ces protéines 

incluent des protéines de coiffe, de polymérisation et de branchement de l’actine. Par exemple, 

plusieurs protéines telles que la profiline, la cortactine et l’-actinine, liant l’actine régulent la 

polymérisation d’actine en régulant le pool de monomères disponibles. L’actine corticale est 

composée d’un réseau dynamique qui permet la formation de structures telles que les filipodes 

et lamellipodes (Gerthoffer, 2007).  
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5. Les MMP 

L’engagement des intégrines et des autres récepteurs conduit au recrutement à la 

surface cellulaire de protéases responsables de la dégradation de la MEC : les MMP. La 

famille des MMP comporte plus de 25 membres qui sont des protéases dépendantes du zinc. 

La dégradation de la MEC permet ainsi à la cellule de pouvoir progresser mais aussi permet la 

libération de facteurs séquestrés dans la matrice. L’importance des MMP dans ces 

phénomènes de migration a été démontrée par l’utilisation d’inhibiteurs synthétiques des 

MMP qui inhibent la migration des CML in vitro et réduisent en particulier l’épaississement 

intimal chez l’animal, phénomène qui implique une intense migration des CML (Xu et al., 

2012).  

IV. VOIES DE TRANSDUCTION IMPLIQUEES DANS LA MIGRATION 

DES CML  

La migration des CML est régulée par de multiples voies de signalisation dirigées 

notamment par les récepteurs RTK et RCPG (d’après revue (Gerthoffer, 2007)). Les acteurs 

clés sont des petites protéines G, des kinases dépendantes du Ca
++

, ROCK, PI3K et MAPK 

(Fig. 20), conduisant la polymérisation des actines et amenant les CML dans un état 

migratoire. 

 

Figure 20 : Signalisations contrôlant la migration des CML après activation des RTK et des RCPG 

(d’après revue (Gerthoffer, 2007) 
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1. Petites protéines G et ROCK 

Les RTK et les RCPG activent les petites protéines G via la régulation de GTPases, 

allumant des kinases en aval qui phosphorylent les protéines régulatrices de l’actine et des 

microtubules. Par exemple, la petite protéine G RhoA, active ROCK1 et ROCK2 dans les 

CML, conduisant à une diminution de l’activité de la phosphatase de la chaîne légère de 

myosine (MLCP), sensibilisant ainsi le système contractile au calcium et contribuant 

significativement à la migration des CML. De plus, l’activation des ROCK phosphoryle la 

LIM kinase (régulateur positif de la polymérisation du cytosquelette d’actine) (Gorovoy et al., 

2005) et au contraire bloque l’activité de la cofiline qui déstabilise la polymérisation d’actine 

(Pfaendtner et al., 2010). 

2. Famille Src 

La Src est une tyrosine kinase qui est activée par les RTK et les RCPG dans les CML. 

L’activité de Src n’est pas nécessaire pour l’adhésion cellulaire, mais est indispensable à la 

migration et au chimiotatisme des CML (Yamboliev et al., 2001). Elle est activée de manière 

très précoce après une stimulation de la cellule, et joue un rôle directeur dans la régulation des 

MAPK ERK et de la FAK. 

3. PI3K 

Les PI3K sont des acteurs proximaux des voies de signalisation, qui contrôlent de 

nombreuses fonctions cellulaires telles que la prolifération, la survie et la motilité.  

Il existe trois classes de PI3K : les classes I, II et III. Leurs classifications sont basées 

sur leurs structures protéiques. La classe IA comprend la PI3K, la PI3K et la PI3KElles 

sont composées d’une sous-unité régulatrice et d’une sous-unité catalytique, respectivement 

p110, P110 et p110 qui est, elle, associée indirectement avec la partie cytoplasmique du 

RTK et; la classe IB (PI3K) est composée d’une sous-unité catalytique p110 et d’une sous-

unité régulatrice p101/p84. Elle est activée par les RCPG. En dépit de cette classification, la 

PI3K peut elle aussi être activée par les RCPG (Murga et al., 2000). Dans les CML, ces deux 

classes phosphorylent le phosphatidylinositol activant plusieurs cascades de signalisation 

impliquées dans la migration des CML, comme les voies AKT/GSK3 et les voies MAPK 

ERK1/2 et p38 (Fig. 21).  

La classe II (C2, C2 et C2), au contraire de la classe I, ne comprend pas de sous-

unités régulatrices. La PI3K-C2 des CE joue un rôle crucial dans l’angiogenèse post-
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ischémique (Yoshioka et al., 2012). Elle est aussi présente dans les CML vasculaires et 

participe à la contractilité de ces cellules via un mécanisme Ca
2+

-dépendant (Wang et al., 

2006). La PI3K de la classe III est formée d’une sous-unité catalytique (Vps34) et d’une sous-

unité régulatrice. Il a été montré qu’elle est impliquée dans les processus immunitaires (Jaber 

et al., 2012; Willinger and Flavell, 2012), cependant son rôle dans les CML n’a pas été étudié. 

 

Figure 21 : Signalisations de la voie PI3K induite par les RTK et les RCPG 

 

De nombreuses d’études démontrent l’implication des PI3K dans la migration 

des CML par des facteurs activant les RTK, tels que le PDGF BB, l’EGF et le FGF2. Le rôle 

de la PI3K dans la migration des CML est plus mal connu. Cependant, deux études mettent 

en évidence l’intervention de la PI3Kdans l’induction de la migration des CML par le S1P 

(Roztocil et al., 2009) et le MCP-1 (Fougerat et al., 2012). Les inducteurs de la migration des 

autres types cellulairesimpliquant la PI3K sont listés dans le Tableau 6. 

Facteur Type cellulaire Référence 

Platelet-activating factor (PAF) Eosinophile (Hasan et al., 2010) 

SDF1- Neutrophile (Chen et al., 2008) 

MCP-1 Macrophage (Jones et al., 2003) 

Colony stimulating factor (CSF-1) Macrophage (Jones et al., 2003) 

N-formyl-met-leu-phe Neutrophile (Hannigan et al., 2002) 

Agoniste purinergique Cardiomyocyte (Bony et al., 2001) 

Tableau 6 : Facteurs impliqués dans la migration cellulaire via la PI3K 
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4. MAPK 

Le rôle des MAPK ERK1/2, de la MAPK p38 et de la MAPK JNK dans la migration 

des CML a été démontré majoritairement à l’aide de leurs inhibiteurs sélectifs.  

Bien que la plupart des facteurs listés dans le tableau 4 activent ERK1/2 et que ces 

kinases soient essentielles à la migration des CML, le mécanisme expliquant comment les 

ERK1/2 promeuvent la migration des CML n’est pas bien défini. Les acteurs régulés 

potentiellement par ERK1/2 sont la l-caldesmone (Yamboliev and Gerthoffer, 2001) liée à 

l’actine, la MLCK (Goldman et al., 2007), la FAK et la calpaine. A long terme, les ERK1/2 

contrôlent la transcription des facteurs promigratoires, des protéines de la MEC et des MMP 

(Sharony et al., 2006). 

La signalisation MAPK p38/MK2/HSP27 (Hedges et al., 1999) est aussi nécessaire à 

la migration des cellules vasculaires, y compris des CE et des CML. Elle est stimulée par de 

multiples stimulus, tels que le PDGF BB, le S1P, l’angiotensine II et la thrombine. Hormis 

l’effet sur la transcription des facteurs inflammatoires (IL-1 et IL-6) (Hedges et al., 2000) et 

du collagène impliqués dans la migration des CML, le mécanisme en aval est peu connu.  

V. MIGRATION CELLULAIRE IN VITRO ET RECRUTEMENT 

CELLULAIRE IN VIVO 

Aujourd’hui il existe un consensus pour dire que la migration des cellules murales est 

un évènement essentiel pour leur recrutement sur les néovaisseaux en formation. Cependant, 

aujourd’hui, la plupart des études sur la migration de ces cellules sont basées sur des 

expériences in vitro et l’observation de la migration des cellules in vivo lors du recrutement 

sur les vaisseaux reste encore à démontrer.  

L’implication des facteurs promigratoires, des récepteurs, des kinases, des MMP et du 

cytosquelette est particulièrement étudiée par des modèles 2D in vitro. Récemment, il a été 

mis en évidence que le mécanisme de la migration est différent dans un modèles 3D (Fraley et 

al., 2010) que celui en 2D. En conséquence, l’étude des mécanismes de la migration in vivo, 

notamment la migration des cellules murales lors de la maturation des vaisseaux, reste encore 

à parfaire. 
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L’obstruction des vaisseaux responsable de l’ischémie tissulaire dans différents 

territoires périphériques, cardiaques et cérébraux, en fait la deuxième cause de 

morbidité/mortalité en France. Notre activité de recherche dans l’unité INSERM 1034 

(adaptation cardiovasculaire à l’ischémie) à PESSAC est ciblée sur une meilleure 

compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu pour protéger le muscle de 

l’ischémie.  

L’un des mécanismes d’adaptation à l’ischémie est la formation de néovaisseaux qui 

vont permettre d’irriguer à nouveau les territoires ischémiques. Cette néoangiogenèse 

comporte une étape cruciale qui va permettre la fonctionnalité et la stabilisation des vaisseaux 

sanguins : la maturation des vaisseaux. 

Cette maturation des vaisseaux inclut un processus majeur : le recrutement des 

cellules murales (péricytes et cellules musculaires lisses) sur les néovaisseaux. Ce 

processus fait intervenir la migration, la prolifération, l’adhésion et la différenciation de ces 

cellules. Mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la maturation des vaisseaux, et en 

particulier le recrutement des cellules murales, est donc un pré-requis pour espérer améliorer 

le traitement des pathologies ischémiques. 

  

Ma recherche s’inscrit dans le cadre de l’étude des mécanismes du recrutement des 

cellules murales sur les néovaisseaux sanguins, étape essentielle pour la stabilisation et la 

maturation des vaisseaux générés au cours de l’angiogenèse post-ischémique. 

 

Plusieurs données récentes mettent en évidence le rôle des protéines Hh et de leur voie 

de signalisation dans le développement vasculaire et la néovascularisation postnatale (Lawson 

et al., 2002 ; Pola et al., 2003; Vokes et al., 2004 ). De plus, il a été observé qu’après infarctus 

du myocarde le traitement par Shh permettait d’augmenter la proportion de vaisseaux 

muscularisés par rapport aux vaisseaux totaux (Kusano et al., 2005), suggérant que cette 

protéine est potentiellement impliquée dans le processus de recrutement des cellules murales 

et par conséquent dans la maturation, la stabilité et la fonctionnalité de ces néovaisseaux. 

Cependant, le rôle de Shh dans le processus de recrutement des cellules murales n’a pas été 

spécifiquement démontré et les mécanismes d’action de Shh n’ont pas été étudiés, laissant en 

suspens plusieurs questions. Shh est-il modulé lors de la néovascularisation post-ischémique 

et quelle est son origine tissulaire? Quelle est l’origine de Shh : CE ou autre origine? Agit-il 

directement ou indirectement sur la migration et le recrutement des cellules murales ? Agit-il 
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seul, en synergie ou en complémentation avec d’autres facteurs? Les autres protéines Hh 

jouent-ils le même rôle? 

Afin de répondre à ces interrogations, nous avons envisagé deux approches :  

- une approche in vitro, essentiellement sur des CML en culture, afin d’aborder le 

problème du rôle des protéines Hh dans la migration des CML ; 

- une approche in vivo, faisant appel à l’angiogenèse expérimentale de la cornée de souris, 

afin de vérifier si les mécanismes mis en évidence in vitro et impliquant les protéines Hh, 

pouvaient être effectifs lors de la néovascularisation in vivo. 

 

Dans notre travail, l’approche in vitro a pour objectifs : 

- de mettre en évidence l’implication de la voie Hh dans la migration des CML induite par 

les milieux conditionnés par les CE ou un facteur sécrété par les CE et chimiotactique 

pour les CML, le PDGF BB ; 

- de définir quelle protéine Hh est impliquée dans cette action ; 

- d’identifier la cellule productrice des protéines Hh, CE ou CML ; 

- de déterminer les voies de transduction de la signalisation Hh impliquées dans la 

migration des CML et leur complémentarité avec celles du PDGF BB. 

 

L’approche in vivo a pour objectifs :  

- de mettre en évidence le rôle de la voie Hh dans le recrutement des cellules murales au 

cours de l’angiogenèse induite par le VEGF ; 

- d’identifier la protéine Hh impliquée dans cette action ; 

- de déterminer comment et par quelles cellules Shh est produit ; 

- de déterminer le lien entre les protéines Hh et PDGF BB dans le recrutement des cellules 

murales ; 

- de démontrer le rôle de la voie Hh dans la stabilisation des néovaisseaux. 
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CHAPITRE I : IN VITRO 

I. CULTURE CELLULAIRE 

Toutes les cellules sont cultivées à 37°C dans un incubateur avec 5% CO2 / 95% air. Dans 

tous les milieux sont ajoutés de la pénicilline (50 U/mL), de la streptomycine (50 µg/mL) et de 

l’HEPES (25 mmol/L). 

1. Culture des cellules vasculaires 

A. Cellules endothéliales en monocouche 

Les CE utilisées, les HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) sont fournies par 

la société PromoCell GmbH (Heidelberg, Allemagne) et sont cultivées sur plastique (Falcon) 

recouvert de gélatine, dans le milieu EBM2 supplémenté avec un cocktail de facteurs de 

croissance (Tab. 7) commercialisé par cette même société (appelé ECGM 2). A confluence, les 

HUVEC sont décollées par un mélange trypsine-EDTA (GIBCO) et la suspension cellulaire est 

centrifugée (7 mn à 1,200 g). Le culot cellulaire est repris dans le milieu ECGM et les cellules 

sont ensuite réensemencées à densité plus faible (1/4). Le milieu de culture est changé tous les 2 

jours. Pour les expérimentations les cellules sont utilisées entre le 2ème et le 6ème passage. 

 

Facteur Concentration  Facteur Concentration 

Fetal Calf Serum 2% Basic Fibroblast Factor 10 ng/mL 

Epidermal Growth Factor 5,0 ng/mL R3 IGF-1 20 ng/mL 

Hydrocortison 0,2 mg/mL Ascorbic Acid 1 mg/mL 

Vascular Endothelial Growth Factor 0,5 ng/mL Heparine 22,5 mg/mL 

Tableau 7 : Concentrations finales des facteurs ajoutés au milieu de culture ECGM 

B. CML d’aorte de rat 

Les cultures de CML d’aorte de rat utilisées dans les différentes expérimentations sont des 

cellules commercialisées par la société Lonza (R-ASM-580, Suisse) et sont cultivées dans du 

milieu DMEM :F12 (1 :1) contenant 20% de SVF (sérum de veau fœtal). Ces cellules sont 

utilisées entre les 2ème et 12ème passages. 

2.  Culture des lignées cellulaires 

Les fibroblastes embryonnaires de souris NIH/3T3 (CRL-1658, ATCC) sont cultivés dans 

un milieu DMEM (Gibco) à 4,5 g/L de glucose supplémenté de 10% de SVF. 
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Rétrovirus Description 

Adénovirus-Shh (Ad-Shh) Forme longue de Shh 

Adénovirus-Ctrl (Ad-Ctrl)  

Lentivirus-Shh (LV-Shh) Forme courte sécrétée de Shh 

Lentivirus-Ctrl (LV-GFP)  

Lentivirus-Gli3Nter (LV-Gli3Nter)  

Tableau 8 : Liste des adénovirus et des lentivirus utilisés 

 

 

 

 

 

siShh Séquence 

siA 5’-GGGAAGAUCUCCAGAAACU-3’ 

siB 5’-GGUGUAAGGACAAGUUGAA-3’ 

siC 5’-GAACUCCGAGCGAUUUAA-3’ 

Tableau 9 : Séquence des siRNA dirigés contre la Shh de rat 

 

 

 

 

 Nom Fournisseur Action 

Activateurs 

Shh R & D Agoniste Ptc 

Ihh R & D Agoniste Ptc 

Dhh R & D Agoniste Ptc 

PDGF BB R & D Agoniste PDGFR 

Inhibiteurs 

 

5E1 

Developmental Studies Hybridoma 

Bank (DSHB) Anticorps bloquant Hh 

Cyclopamine Sigma Inhibiteur Smo 

SANT2 Alexis Inhibiteur Smo 

GANT58 Tocris Biosciences Inhibiteur Gli1 

GANT61 Alexis Inhibiteur Gli1 

Wortmannin Santa Cruz Inhibiteur PI3K ubiquitaire 

AS-252424 Santa Cruz Inhibiteur PI3K 

U0126 Promega Inhibiteur MEK 1/2 

Tableau 10: Liste des inhibiteurs et agonistes pharmacologiques utilisés 
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II. TRAITEMENT DES CELLULES 

1. Transduction par les lentivirus et adénovirus 

Les CML sont transduites par des lentivirus construits à la Plateforme de Vectorologie 

de Bordeaux II (50 MOI/cellule) et des adénovirus (Genopôle, Evry, France) (Tab. 8), par 

incubation de 24 heures avec les particules virales dans du milieu de croissance riche en 

sérum. Les cellules transduites sont ensuite entretenues dans le milieu de culture de croissance 

et les efficacités de transduction sont vérifiées par Western Blot en utilisant des anticorps 

spécifiques. 

2. Transfection par siRNA 

Une stratégie d’inactivation génique par « ARN interférence » a été développée pour 

inhiber les produits des gènes ciblés. Cette inhibition repose sur le fait qu’un ARN double 

brin (siRNA), spécifique d’une séquence ARNm donnée, va être pris en charge par le 

complexe cellulaire RISC (RNA-induced silencing complex). Ce complexe ARN/RISC va 

s’associer à la cible ARNm et va catalyser la dégradation de l’ARNm complémentaire, 

entraînant une diminution de l’expression du gène ciblé. Trois duplex ARN ont été testés pour 

le Shh de rat. Ces siRNA ont été choisis et synthétisés par Eurogentec (Liège, Belgique) ; leur 

séquence est décrite dans le Tableau 9. Un siRNA contrôle (SR-CL000-005, Eurogentec) 

défini par le fournisseur et dirigé contre une séquence non-transcrite a été utilisé. 

2.10
5
 cellules sont ensemencées à faible intensité dans une plaque de 6 puits et sont 

incubées pendant 4 heures avec une solution contenant 4µL d’INTERFERin, 30 nmol/L de 

siRNA et 200 µL d’optiMEM (Gibco) dans un volume final de 2,2 mL de milieu de culture. 

Les cellules sont ensuite lavées et mises dans leur milieu de culture pendant 24 heures. Les 

taux d’extinction de l’expression du gène cible sont vérifiés par analyse par qPCR. 

3. Substances pharmacologiques 

Les substances qui ont été utilisées comme activateurs ou inhibiteurs de certaines 

voies de signalisation sont résumées dans leTableau 10. 
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III. TESTS DE MIGRATION DES CML 

1. Migration par chimiotactisme 

La migration des CML est étudiée à l’aide du système Transwell (Falcon) constitué 

d’une membrane en polycarbonate perforée de pores de 8 µm de diamètre. Les CML sont 

mises en quiescence dans du milieu sans sérum pendant 24 heures, détachées par la trypsine. 

6,5.10
4
 CML contenues dans 250 µL de milieu sans SVF sont ensemencées dans le Transwell 

qui est suspendu dans un puits d’une plaque 24 puits contenant 750 µL de milieu contrôle 

contenant ou non la substance à tester, ou de milieu conditionné par d’autres cellules. Les 

cellules sont ensuite incubées dans l’incubateur à 37°C. 

La migration est arrêtée 6 h après l’ensemencement des CML. Les cellules n’ayant pas 

migré sont éliminées en grattant la partie supérieure du filtre avec un coton-tige. Les cellules 

ayant migré et adhéré sur la face inférieure de la membrane sont fixées au méthanol absolu, 

puis colorées à l’hémalun. Le comptage s’effectue sur 9 champs de microscope 

(grossissement x10). Trois Transwells sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation est 

reproduite 3 fois. 

2. Migration non directionnelle évaluée par vidéo-microscopie 

Pour suivre la migration non directionnelle des CML en vidéo microscopie, les 

cellules sont ensemencées à faible densité (40 000 cellules/cm
2
) dans des puits de lames 

Labtek à 4 compartiments. 24 h après l’ensemencement, les cellules sont privéees de sérum 

pendant 24 h et placées sous un microscope inversé Zeiss dans une chambre à 37°C, 

maintenue à 5% de CO2. Une série d’images est alors acquise toutes les 30 min, pendant 12 h, 

à l’objectif 10x et en contraste de phase, afin d’étudier le déplacement des cellules. La 

distance parcourue et la tortuosité du parcours sont déterminées à l’aide du logiciel 

Axiovision (Zeiss). 

IV. QUANTIFICATION DES ARNm PAR RT-PCR QUANTITATIVE 

1. Extraction des ARN totaux 

L’extraction des ARNm totaux est réalisée à partir de cellules en monocouche 

cultivées sur plastique ou de tissus prélevés chez la souris. 
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Les cellules sont lysés dans 1 mL de TRI Reagent (Molecular Reseach Center Inc.). 

Les tissus murins fraîchement prélevés sont broyés dans 1 mL de TRI Reagent à l’aide d’un 

broyeur à billes (Qiagen) pendant 3 min.  

Dans les 2 cas, les ARN totaux sont ensuite extraits selon les instructions du 

fournisseur. Brièvement, l’addition de chloroforme (200 µL pour 1 mL de TRI Reagent) 

suivie d’une centrifugation (15 min, 12,000 g, 4°C) permet la séparation de la phase aqueuse 

contenant les ARN, de l’interface et de la phase organique contenant les ADN et les protéines. 

La phase aqueuse est transférée dans un autre tube et les ARN sont précipités par addition de 

500 µL d’isopropanol (VWR, Prolabo) et de 2 µL de Glycogène (Fermentas) et collectés par 

centrifugation (15 min, 12 000 g, 4°C). Le culot final d’ARN, est lavé 2 fois dans l’éthanol 

70%, puis est dissout dans 12 µL d’eau distillée et la concentration des ARN de la solution est 

déterminée par mesure de l’absorbance à 260 nm (1 unité de DO correspond à 40 µg/mL 

d’ARN). Afin de contrôler la qualité des ARN extraits, les rapports A260nm/A280nm et 

A260nm/A230nm sont examinés. Les ARN ainsi obtenus sont conservés à -80°C. 

2. Transcription inverse 

La transcription inverse est réalisée à partir de 1 µg d’ARN totaux. Les ARN totaux 

sont incubés avec 20 pmol d’amorce oligo-dT, du tampon de reaction (5X), 20 nmol de dNTP 

et 40 unités d’inhibiteur des ribonucléases en présence de 200 unités de M-MLV (Murine-

Moloney Leukemia Virus) transcriptase inverse (Invitrogen) dans un volume final de 20 µL. 

Après incubation d’une heure à 37°C, la réaction est stoppée à 70°C pendant 15 min. Les 

ADNc synthétisés sont soit stockés à -20°C, soit utilisés directement pour l’amplification par 

PCR. 

3. Réactions de polymérisation en chaîne (PCR) classique et en temps réel 

La réaction de PCR classique est réalisée dans un volume de 25 µL contenant 1 µL de 

l’ADNc synthétisé, 2,5 µL de tampon de réaction 10X (Promega), 1,5 µL de MgCl2 25 mol/L, 

4 µL de dNTP (1,25 mol/L chacun), 1,25 µL de chaque amorce 20 µmol/L (sens et antisens) 

et 1,25 U de Taq polymérase (Promega). L’amplification se déroule dans un thermocycleur 

Techne Progene selon un programme comportant une étape de dénaturation 3 min à 94°C, 

puis des cycles d’amplification (18 cycles pour Ptch1 et Smo et 26 cycles pour Gli1, Gli2 et 

Gli3) composés de 30 sec de dénaturation à 94°C, de 30 sec d’hybridation à 60°C et de 30 sec 

d’élongation à 72°C et enfin une étape d’élongation finale à 72°C pendant 7 min. Les produits 
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d’amplification sont séparés sur gel d’agarose 2% en tampon TAE 1X (Tris 40 mmol/L, 

acétate 40 mmol/L, EDTA 2 mmol/L, pH 8,5) puis visualisés sous UV après coloration par le 

bromure d’éthidium. Les couples d’amorces utilisés sont présentés dans le Tableau 11. 

La PCR quantitative en temps réel est effectuée dans un volume de 15 µL contenant 

l’ADNc (correspondant à 0,05 µg d’ARN), 7,5 µL d’IQTM SYBER Green Supermix (BIO-

RAD), 1 µL de chaque amorce à 2,25 µmol/L. Chaque test est réalisé en triple. 

L’amplification de l’ADNc d’un gène de ménage (β-actine ou GAPDH) permet de vérifier 

l’homogénéité des échantillons. Les séquences des amorces utilisées en fonction de différents 

gènes étudiés sont présentées dans le Tableau 11. 

Espèce Facteur Sens 5’-3’ antisens 5’-3’ 

Homme 

PDGF BB TTAAGAAGGCCACGGTGACG TCCAAGGGTCTCCTTCAGTG 

Shh CAGTTTATCCCCAATGTGGC GCCAAAGCGTTCAACTTGTC 

Ihh ATTCCATCCATCTTAGGCCC TGTGTCTTGAGGAGTGTGGC 

Dhh CTACGCGGTTCTGGAGAGTC TTCGAGGTTTCTATGCCTGG 

-actine GGAGGAGCTGGAAGCAGCC GCTGTGCTACGTCGCCCTG 

Rat 

Shh TGGTGGCCCTTGCTTCCTCG CCCTTCATATCGGCCGCTGG 

Ihh CGTGCCGGAGAAGACCCTG CTGGTTCATGACAGAGATGGC 

Dhh AGGATGAGGAGAACAGCGGC GGTCAGACGTGGTGATGTCC 

Ptch-1 AAGGCTACTGGCCGGAAAGC CTTCTCCTATCTTCTGGCGGG 

Smo GCAGTTCCTCGGCTGCCTC AGCCTCCATTAGGTTAGTGCG 

Gli1 CAGCTCAAAGCTCAGCTCCT ATGCAAAGCCAGATCCAAAC 

Gli2 CACACCCGCAACACCAAGC GAGAAGTATGGGGAGATGCC 

Gli3 ATCATGGACTCGACCATTTCC GACTGTGTGCCATTTCCTATG 

Nétrine-1 GACTGTGACTCCTACTGCAAG CGAACGGATCCACAAACTCTG 

 

OPN CAGTCGATGTCCCTGACGG GTTGCTGTCCTGATCAGAGG 

Cyr61 GTGCGTCCTTGTGGACAACC GCATCTTCACGGTCCTGGTC 

PDGFR TCTGTCCTCTACACTGCTGTG CAGGCTCTGCTTGCGGCTC 

-actine CTTCTTGCAGCTCCTCCGTC CCTTCTGACCCATACCCACC 

Souris 

Shh GTCGAGCAGTGGACATCACC GAAACAGCCGCCGGATTTGG 

Ihh TGTCAAGTCTGAGCATTCGG GTCTCGATGACCTGGAAAGC 

Dhh CTTGGACATCACCACGTCTG ATGTAGTTCCCTCAGCCCCT 

PDGF BB TCTTCCTTCCTCTCTGCTGCTACC CCCCATCTTCATCTACGGAGTCTC 

-actine GGAGGAAGAGGATGCGGCA GAAGCTGTGCTATGTTGCTCTA 

 Tableau 11: Liste d’amorces utilisées pour la PCR 

V. DETECTION DES PROTEINES 

1. Western blot 

Les cellules en culture sont lavées en PBS puis lysées dans du tampon de Leammli 1X 

(Tris HCl 31,3 mmol/L pH 6,8, SDS 1%, glycérol 10%, β-mercaptoéthanol 0,72 mol/L, bleu 
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de bromophénol 0,1 mg/mL). Les milieux conditionnés sont dilués au 1/2 dans la solution de 

Laemmli 2X. 

Après dénaturation des échantillons 5 min à 95°C, les protéines sont séparées par 

électrophorèse en gel dénaturant SDS-PAGE (acrylamide/bisacrylamide 37/1 10%, SDS 0,1%, 

Tris-HCl 0,375 mol/L, pH 8,8, persulfate d’ammonium 0,1%, TEMED 0,05%) pendant une 

heure à 30 mA/gel dans un appareil Bio-Rad Mini Protean, puis transférées sur membrane 

PVDF Immobilon P (Millipore) dans du tampon de transfert (Tris 25 mmol/L, glycine 200 

mmol/L, éthanol 20% (v/v), pH 8) sous un courant de 300 mA pendant 1 heure. Après 

saturation dans du TBS-Tween (Tris 50 mmol/L, NaCl 250 mmol/L, Tween 20 0,1%) 

contenant 5% de lait écrémé en poudre, les membranes sont incubées à +4°C avec l’anticorps 

primaire (Tab. 12) dilué dans le TBS-Tween contenant 1% de lait ou dans TBS-Tween 

comprenant 5% de BSA (Albumine Sérique Bovine) pour l’anticorps dirigé contre la forme 

phosphorylée d’Akt, pendant une nuit. Les membranes sont ensuite lavées 3 fois 5 min dans 

du TBS-Tween puis incubées 1 heure à température ambiante avec l’anticorps secondaire 

anti-IgG de l’espèce appropriée couplé à un fluorochrome (Tab. 12).  

La révélation des protéines ciblées est réalisée par détection de la fluorescence de 

l’anticorps secondaire à l’aide d’un imageur infrarouge de type ODYSSEY (Li-Cor). 

 

Antigène Fournisseur Dilution 

p-ERK Cell signaling 1/500 

ERK total Cell signaling 1/500 

p-Akt Cell signaling 1/500 

Akt total Cell signaling 1/500 

N-Hh (H160) Santa Cruz 1/200 

p-PDGFR Try597 Santa Cruz 1/200 

p-PDGFR Try751 Santa Cruz 1/200 

PDGFR total Santa Cruz 1/200 

p-intégrine3 Tyr773 invitrogen 1/200 

Intégrine 3 total Santa Cruz 1/200 

p-FAK 397 Cell signaling 1/500 

p-FAK 925 Cell signaling 1/500 

FAK total Cell signaling 1/500 

Gli3 R&D 1/100 

tubuline Sigma 1/1000 

Cyr61 Santa cruz 1/200 

IgG-chèvre- DyLight 800 Li-Cor 1/5000 

IgG-lapin-Alexa 700 Invitrogen 1/5000 

IgG-souris-DyLight 680 Li-Cor 1/5000 

 Tableau 12 : Anticorps utilisés en Western Blot 
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2. Identifications des protéines par "Antibody Array" 

Les milieux conditionnés par les CE (HUVEC) sont récupérés et additionnés d’inhibiteurs de 

protéases (aprotinine 1 mmol/L, leupeptine 10 µg/mL et AEBSF 1 mmol/L). La détermination 

des niveaux relatifs de protéines angiogéniques présentes est réalisée par Antibody Array 

(collection d’anticorps déposés en spot sur une membrane) en utilisant le kit "Human 

Angiogenesis Array Kit" (R&D systems). Ce panel d’anticorps est capable de détecter 

simultanément 55 protéines impliquées dans le processus angiogénique. Les différents 

milieux testés sont incubés avec un cocktail d’anticorps biotinylés dirigés contre les 55 

facteurs du test. Les mélanges échantillon/anticorps sont incubés ensuite avec la membrane 

d’"antibody array". La détection est effectuée par un complexe streptavidine-HRP par 

chimioluminescence. 

3. "Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay" (ELISA) 

Le milieu conditionné par les CML est récupéré et supplémenté en inhibiteurs de 

protéases (10 µg/mL d’aprotinine, 10 µg/mL de leupeptine et 10 µg/mL de pepstatine).  

Les CML sont lavées et lysées au froid sur glace dans une solution contenant 1% de 

NP-40, 20 mmo/L de Tris-HCl (PH 8,0), 137 mmol/L de NaCl, 10% de glycérol, 2 mmol/L 

d’EDTA et des inhibiteurs de protéases. Les débris cellulaires sont ensuite éliminés par 

centrifugation à 3 000 g pendant 10 min. Les concentrations de la protéine Shh présente dans 

les cellules et dans le milieu de culture conditionné sont mesurées à l’aide du kit ELISA 

"Mouse Sonic Hedgehog N-Terminus Quantikine" (R&D Systems) selon les 

recommandations du fournisseur. Ce kit validé par le fournisseur est recommandé pour la 

reconnaissance aussi bien de la protéine Shh de souris que celle de rat. 

4. Immunocytochimie  

Pour l’immunofluorescence, les cellules sont cultivées dans des puits de lames Labtek 

à 4 ou 8 compartiments (Labtek-II system, Nalge Nunc International Corp.). Les cellules sont 

ensuite fixées au PFA 2% pendant 10 min et perméabilisées au Triton X-100 0,2% pendant 

2 min. Après 3 lavages au PBS, la saturation des sites non spécifiques est réalisée avec une 

solution de PBS contenant 5% de BSA pendant 30 min. Les cellules sont ensuite incubées 

toute la nuit à 4°C avec l’anticorps primaire, dilué dans une solution de PBS/BSA. Après 3 

lavages au PBS, une incubation avec l’anticorps secondaire biotinylé est effectuée à 

température ambiante pendant 1 h. Après lavage, le traitement des préparations avec un 



95 
 

fluorochrome conjugué à la streptavidine permet de visualiser la localisation des protéines 

ciblées. Les anticorps utilisés sont répertoriés dans le Tableau 13. 

 

Antigène Fournisseur Dilution 

5E1 
Developmental Studies 

Hybridoma Bank (DSHB) 1/50 

BrdU OxfordBiotechnology 1/100 

CD31 BMA 1/100 

NG2 Millipore 1/200 

PDGF BB Santa Cruz 1/50 

Shh (C-terminal) R & D 1/50 

IgG-chèvre-Alexa488 Invitrogen 1/200 

IgG-souris-Alexa488 Invitrogen 1/200 

IgG-lapin-Alexa568 Invitrogen 1/200 

IgG-lapin-Alexa488 Invitrogen 1/200 

IgG-rat-Alexa568 Invitrogen 1/200 

Tableau 13 : Anticorps utilisés en immuohistochimie 

5. Mesure de l’activité d’un gène rapporteur 

A. Plasmides 

a. 8X3’Gli-BS51LucII  

Une séquence nucléotidique contenant 8 fois la séquence consensus du site de liaison 

de Gli a été clonée dans le plasmide p51 LucII (RIKEN, Suita, Japon (Sasaki et al., 1997)) 

(Fig. 22). Ce plasmide permet d’évaluer la production et l’activité de Gli. 

 

 

Figure 22 : Organisation du plasmide 8X3’Gli-BS51LucII 
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b. pHook LacZ 

Ce plasmide commercialisé par Invitrogen et codant pour le gène de la -galactosidase, 

permet de normaliser les activités luciférase afin de s’affranchir des inégalités d’efficacité de 

transfection entre les différents échantillons. 

B. Transfection des cellules et mesure de l’activité du gène rapporteur 

Les cellules sont cotranfectées par le plasmide rapporteur et le plasmide pHookLacZ 

portant le gène de la β-galactosidase. Pratiquement, les cellules sont ensemencées dans des 

plaques 24 puits à raison de 4.10
4
 cellules par puits et maintenues pendant 24 heures à 37°C 

dans du DMEM:F12 à 20% de SVF. La transfection est réalisée en présence de JetPrime 

(Polyplus Transfection) selon les recommandations du fournisseur avec 0,375 µg d’ADN 

plasmidique et 10,75 µL de JetPrime par puits pendant 4 heures. Les cellules sont ensuite 

cultivées dans leur milieu de culture respectif pendant la nuit, puis sont mises en quiescence 

dans du milieu sans sérum pendant 24 h avant stimulation.  

Au terme de la stimulation, les extraits cellulaires sont préparés par lyse des cellules 

dans 100 µL de "Protein Lysis Buffer" (Promega). 

L’activité luciférase est déterminée par chimioluminescence : l’émission de photons 

générée lors de l’oxydation de la luciférine en présence d’ATP et d’O2 est mesurée dans un 

luminomètre (Tecan infinite F200 pro), immédiatement après avoir ajouté 50 µL de réactif 

"Luciferase Assay Reagent" (Promega) à 5 µL d’extrait cellulaire. 

L’activité -galactosidase est déterminée par une spectrophotométrie (Tecan infinite 

F200 pro)s: 50 µL d’extrait cellulaire préalablement chauffés 10 minutes à 50°C sont incubés 

avec 50 µL de substrat (ONPG 1,33 mg/mL, NaHPO4 0,2 mol/L, pH 7,3 MgCl2 2 mmol/L, -

mercaptoéthanol 100 mmol/L) à 37°C à l’obscurité toute la nuit. La réaction est arrêtée par 

addition de 150 µL de Na2CO3 1 mol/L et la DO est lue à 420 nm. 

L’activité luciférase relative correspond au ratio de l’activité luciférase sur la DO à 

420 nm. 
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CHAPITRE II : IN VIVO  

I. LES ANIMAUX 

Deux lignées de souris ont été utilisées : les souris C3HeB/FeJ (Jackson Laboratories) 

et les souris PDGF B-Cre-ER
T2/+ 

; Rosa26
R/+

 produites dans le laboratoire par croisement des 

souris PDGF B-Cre-ER
T2/+

 (Claxton et al., 2008) avec les souris Rosa26
R/+

 (Soriano, 1999). 

Elles ont été élevées dans une animalerie conventionnelle avec un cycle jour nuit 12 h/12 h. 

Elles disposent de boisson et de nourriture à volonté. L’élevage et la manipulation des souris 

ont été effectués selon les règles définies par les services vétérinaires français. 

Les souris PDGF B-Cre-ER
T2/+ 

; Rosa26
R/+

 sont issues du croisement des souris PDGF 

B-Cre-ER
T2/+

 où la recombinase Cre est sous la dépendance d’un promoteur spécifique (PPDGF 

B) avec les souris Rosa26
R/+ 

dans lesquelles l’ADNc de lacZ est inséré dans le locus Rosa26 et 

encadré d’une cassette STOP. Ainsi à l’issue de ce croisement et suite à l’injection de 

tamoxifène, la recombinase Cre permet l’ablation de la cassette STOP au niveau des sites 

loxP. La souris PDGF B-Cre-ER
T2/+ 

; Rosa26
R/+

 initie la transcription de lacZ uniquement 

dans les cellules qui expriment le PDGF B (Fig. 23).  

 

Figure 23 : Obtention des souris PDGF B-Cre-ER
T2/+ 

; Rosa26
R/+

 

II. MODELE D’ANGIOGENESE DE LA CORNEE 

Le modèle d’angiogenèse de la cornée chez la souris permet d’obtenir une 

angiogenèse quantitative et reproductible in vivo. L’avantage majeur de ce modèle est que les 
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néo-vaisseaux se développent sur une zone tissulaire avasculaire. Ceci simplifie l’analyse et la 

quantification de la densité des néovaisseaux générés. 

Le principe est d’implanter sous l’épithélium et la membrane de Bowman de la cornée 

de l’œil de souris un implant contenant un facteur angiogénique qui va diffuser et induire, en 

quelques jours, la croissance de nouveaux vaisseaux à partir du réseau vasculaire 

périphériques préexistant de la cornée. 

1. Préparation de l’implant contenant les agents angiogéniques 

Pour permettre une libération lente des facteurs angiogéniques dans la cornée, ces 

facteurs sont inclus dans une matrice de poly 2-hydroxyethylmethacrylate (Hydron) (Sigma).  

Dix µL de PBS-0,1% BSA contenant ou non les facteurs angiogéniques (0,5 µg pour 

PDGF BB et 5 µg pour VEGF), et selon les cas l’inhibiteur (10 mmoles), sont ajoutés à 2,5 

mg d’un complexe de saccharose octasulfate et de polyhydroxyde d’aluminium (Sigma) pour 

stabiliser le facteur peptidique dans l’environnement biologique. Cinq µL d’Hydron à 12% 

dans l’éthanol 96% sont ajoutés. La suspension est homogénéisée puis rapidement étalée sur 

une toile de nylon (Fisher Scientific) préalablement stérilisée à l’autoclave et découpée en 

rectangles d’environ 10 x 5 cm (ou 3 x 4 cm). La toile nylon est séchée pendant 15 min puis 5 

µL de la solution d’Hydron supplémentaires sont répandus sur les deux côtés du rectangles de 

toile et à nouveau séchée pendant 15 min. Les fils de la toile nylon sont précautionneusement 

enlevés afin de libérer les implants d’environ 1 mm de côté. 

2. Insertion de l’implant dans la cornée de la souris  

Les souris mâles âgées de 5 semaines sont anesthésiées par une injection 

intrapéritonéale d’un mélange d’IMALGENE (Ketamin, 100 mg/kg) et de ROMPUN 

(Xylazin, 10 mg/kg). Le globe de l’œil est exorbité avec une pince recourbée en prenant soin 

de ne pas endommager les vaisseaux entourant la base du globe. Durant la procédure, du PBS 

stérile est déposé directement sur chaque œil pour éviter le desséchement excessif de la 

cornée. A l’aide d’un microscope à dissection, une incision dans le milieu de la cornée est 

effectuée avec une lame chirurgicale en prenant garde de ne pas couper la cornée en 2. A 

l’aide d’un couteau modifié de (F.S.T.), une micropoche est créée sous l’épithélium cornéen à 

partir du bord d’incision vers le quadrant inférieur de la cornée (Fig. 24B). Les implants 

contenant les substances à tester sont déposés sur la cornée puis insérés dans la micropoche 

(Fig. 24C). Après la chirurgie, une fois que les souris se sont réveillées et ont recouvré leur 
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mobilité, elles sont remises dans leurs cages. En général, 5 jours après l’opération, des 

vaisseaux sanguins se développent vers l’insert pro-angiogénique (Fig. 24D). Ce réseau 

vasculaire va ensuite se musculariser progressivement (Zhang et al., 2009). Huit souris ont été 

utilisées afin d’obtenir au moins 10 cornées exploitables pour chaque condition 

expérimentales et contrôles. 

 

Figure 24 : Présentation schématique du modèle d’angiogenèse de la cornée 

3. Traitement de la cornée 

Cinq jours après l’opération, les souris sont énucléés et les yeux sont fixés dans du 

PFA à 2% pendant 10 min. Les cornées sont ensuite excisées et incubées dans du PBS 

contenant 1% de BSA et 0,5% de Triton X-100 pendant 1 h. La détection des antigènes est 

réalisée par une incubation pendant la nuit avec les anticorps primaires adéquats (Tab. 13) 

dilués dans PBS/BSA 1% + Trition X-100 0,5% suivie de 3 lavages de 5 min dans le PBS, 

puis d’une incubation avec l’anticorps secondaire fluorescent correspondant. L’observation 

est réalisée sur un microscope à épi-fluorescence (microscope Zeiss Obsever.Z1 équipé d’un 

système Colibri et d’une caméra AxioCam MRM, logiciel AxioVision). 

4. Révélation de l’activité -Gal  

Les cornées sont fixées dans du PBS contenant 2% de PFA pendant 10 minutes à 4°C,   

rincées 3 fois avec du PBS, puis incubées dans le substrat X-Gal (1 mg/ml, Euromedex) à 

37°C toute la nuit. La réaction est arrêtée par rinçage en PBS lorsque la coloration bleue s’est 

développée. 
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III. STATISTIQUES 

Un test d’ANOVA est effectué pour mesurer la variance. Si la variance est égale entre 

chaque groupe, un test non-paramétrique de Mann-Whitney est réalisé (* : p<0,05, ** : 

p<0,005, *** : p<0,0005 et NS : p>0,05). 

 

                         

                                                     

 

 

  



101 
 

 

                                              

                                              

 

 

 

                                                     RESULTATS 

  



102 
 

 

 

 

  



103 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Partie I : Protéines Hh et migration des CML 

vasculaires in vitro 
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CHAPITRE I : MISE EN EVIDENCE DU ROLE DE LA VOIE 

HH DANS L’EFFET CHIMIOTACTIQUE EXERCE PAR LES 

CE SUR LES CML 

La migration des cellules murales (péricytes, CML) est une étape indispensable pour 

leur recrutement sur des vaisseaux néoformés, permettant la maturation et la stabilisation des 

vaisseaux. Une des hypothèses évoquées couramment est que les cellules murales migrent 

selon un gradient de facteurs produits par les CE des néovaisseaux durant la croissance 

vasculaire. Un certain nombre de facteurs d’origine endothéliale ont été impliqués dans le 

recrutement des CML. C’est en particulier le cas du PDGF BB (Enge et al., 2002). 

Il a aussi été suggéré que Shh pouvait favoriser la couverture des néovaisseaux par les 

cellules murales, en particulier au cours de la réparation du muscle cardiaque après infarctus 

du myocarde ou du muscle squelettique après ischémie chronique (Kusano et al., 2005 ; Pola 

et al., 2003). Mais l’implication et les mécanismes d’action des protéines Hh dans la 

migration des cellules murales n’ont jamais été explorés. 

Le but de la première partie de notre étude était de mettre en évidence le rôle des 

protéines Hh et de leur signalisation dans la migration des CML, notamment induite par des 

facteurs endothéliaux, afin de déterminer si les protéines Hh pouvaient effectivement 

intervenir sur une étape importante du processus du recrutement des cellules murales sur les 

néovaisseaux endothéliaux. 

Dans ce but, nous avons étudié l’implication des protéines Hh dans la migration des 

CML en culture induite par les milieux conditionnés (MC) par les CE stimulées par des agents 

proangiogéniques. 

I. MISE EN EVIDENCE DE LA SECRETION DE FACTEURS 

CHIMIOTACTIQUES PAR LES CE 

Dans un premier temps, nous avons cherché à voir si les CE (HUVEC) soumises à un 

stimulus angiogénique (Ang1 ou VEGF) modulaient leur production de facteurs 

chimiotactiques pour les CML d’aorte de rat. Pour cela, nous avons déterminé le potentiel 

chimiotactique des milieux de culture conditionnés par les HUVEC cultivées dans différentes 

conditions. 

Les HUVEC utilisées uniquement à faible passage (moins de 6) sont mises en 

quiescence dans un milieu pauvre en sérum pendant 24 heures puis sont stimulées ou non par 
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des facteurs angiogéniques (Ang1 ou VEGF) pendant 24 heures. Les différents milieux 

conditionnés (MC) sont collectés : MC par des HUVEC maintenues en condition contrôle 

(MC Ctrl) et MC par des HUVEC stimulées par Ang1 ou VEGF (MC-Ang1 ou MC-VEGF).  

La migration des CML est étudiée à l’aide du système Transwell. Les CML quiescentes 

sont ensemencées sur la face supérieure du filtre (pores de 8 µm). Les puits dans lesquels 

plonge l’insert contiennent les milieux à étudier : milieu non-conditionné (MNC), MC Ctrl 

avec Ang1 ou VEGF recombinants surajoutés et MC-Ang1 ou MC-VEGF.  

Le MC Ctrl augmente significativement la migration des CML par rapport au MNC, 

indiquant qu’en condition contrôle, les HUVEC sécrètent des facteurs dans le milieu de 

culture qui sont chimiotactiques pour les CML. L’addition d’Ang1 ou de VEGF recombinants 

dans le MC Ctrl n’influence pas l’activité migratoire de ce MC Ctrl, signifiant que ces deux 

facteurs ne sont pas chimiotactiques pour les CML, même s’ils sont associés avec les autres 

facteurs sécrétés par les HUVEC. 

Par contre, les MC des HUVEC stimulées par l’Ang1 ou le VEGF (MC-Ang1 ou MC-

VEGF) pendant 24 heures induisent une migration plus importante (70% et 54%, 

respectivement) que le MC Ctrl additionné d’Ang1 ou de VEGF (Fig. 25).  

 

Figure 25 : Induction de la migration des CML par les milieux conditionnés par les 

HUVEC en culture 

Les HUVEC sont ensemencées à 2,5.10
5
 par puits dans une plaque de 6 puits pendant 24 heures. 

Elles sont mises en quiescence dans du milieu pauvre en sérum pendant 24 heures puis stimulées 

ou non par l’Ang1 (20 ng/mL) ou le VEGF (20 ng/mL). Les MC des HUVEC non-stimulées 

(MC Ctrl) et les MC des HUVEC stimulées par l’Ang1 (MC-Ang1) ou le VEGF (MC-VEGF) 

sont collectés et filtrés. 6,5.10
4
 CML quiescentes sont ensemencées dans la cupule supérieure 

d’un système Transwell. Le puits inférieur contient du MNC, du MC Ctrl, du MC Ctrl additionné 

de l’Ang1 (20 ng/mL) ou du VEGF (20 ng/mL), du MC-Ang1 ou du MC-VEGF. La migration 

est stoppée au bout de 6 heures et les cellules ayant migré sous le filtre sont fixées, colorées à 

l’hémalun et comptées. Trois cupules de migration sont utilisées pour chaque série et 

l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les résultats sont normalisés par rapport à la moyenne du 

nombre de cellules ayant migré dans le MNC et exprimés comme moyenne±SD. (NS : p>0,05, 

** p<0,005 et *** : p<0,0005) 
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Ces résultats démontrent que la stimulation des HUVEC par Ang1 ou VEGF entraîne 

une augmentation de la sécrétion des facteurs chimiotactiques pour la CML. Cette 

augmentation pourrait être due : 

- soit à une sécrétion plus importante de facteurs déjà produits par les CE non stimulées, 

- soit à une production/sécrétion de nouveaux facteurs sous l’influence de l’Ang1 ou du 

VEGF. 

II. ROLE DE LA VOIE HH DANS L’EFFET CHIMIOTACTIQUE DES 

MC PAR LES CE  

De nombreux travaux ont mis en évidence la production par les CE de facteurs 

chimiotactiques pour les CML, comme le PDGF BB (Enge et al., 2002). Dans ce travail, nous 

nous sommes plus particulièrement intéressés à l’effet potentiel de la famille Hh pour laquelle 

une action sur la formation et la maturation des vaisseaux avait été suggérée. En effet, lors de 

la réparation du réseau vasculaire après infarctus du myocarde, il a été montré que 

l’administration de Shh favorisait la muscularisation des vaisseaux (Kusano et al., 2005), sans 

que les mécanismes cellulaires et moléculaires d’action n’aient été identifiés. Une étape 

essentielle à cette muscularisation est le recrutement des cellules murales (CML et péricytes) 

sur les vaisseaux néoformés, permettant ainsi la maturation et la stabilisation du réseau 

vasculaire. Le processus de migration de ces cellules murales est un élément indispensable à 

leur recrutement. 

Dans un premier temps, nous avons posé l’hypothèse que la voie de signalisation Hh 

pouvait être impliquée dans la migration des cellules murales et plus précisément que des 

protéines Hh produites par les CE participaient à la migration des CML : 

- soit par une action directe des protéines Hh endothéliales sur la CML, 

- soit de façon autocrine en intervenant sur l’expression par la CE de facteurs 

chimiotactiques pour la CML. 

Afin d’aborder ce problème, nous avons étudié l’effet chimiotactique de MC Ctrl ou 

MC-VEGF, dans lesquels a été ajouté un anticorps bloquant des protéines Hh (Fig. 26A) ou 

de 2 inhibiteurs du corécepteur Smo (cyclopamine et SANT2 pour Fig. 26B et Fig. 26C, 

respectivement).  
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Figure 26 : Implication des protéines Hh dans la migration des CML induite par les milieux 

conditionnés des HUVEC en culture 

Les MC des HUVEC non-stimulées (MC Ctrl) et les MC des HUVEC stimulées par le VEGF 

(MC-VEGF) sont collectés comme précédemment décrit. L’influence de 5E1 (1,5 µg/mL), de 

cyclopamine (1 µM) ou de SANT2 (100 nmole/L) sur la migration des CML induite par le MNC, 

le MC Ctrl ou le MC-VEGF par des HUVEC est testée à l’aide du système de Transwell. Trois 

puits sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les résultats sont 

normalisés par rapport à la moyenne du nombre de cellules ayant migré dans le MNC. Les 

histogrames représentent les moyennes ± SD. (NS : p> 0,05, ** : p<0,005 et *** p<0,0005) 

 

Comme précédemment décrit, le MC-VEGF induit une migration plus importante des 

CML que le MC Ctrl. L’addition de l’anticorps anti-Hh 5E1, de cyclopamine ou de SANT2 

dans le MC par les HUVEC stimulées ou non par le VEGF réduit son potentiel chimiotactique 

pour les CML. Pour le MC Ctrl, cette diminution est modérée, respectivement de 14%, 9% ou 

11%. Par contre, l’augmentation de la migration des CML induite par le MC-VEGF est 

complètement abolie, et la diminution de la migration induite par MC-VEGF est de l’ordre de 

33%, 30% ou 27% par rapport à celle induite par MC Ctrl seul. 

Ces résultats suggèrent que les protéines Hh et l’activation de leurs voies de 

signalisation via Smo dans les CML participent à la migration des CML induite par les 

facteurs issus de la CE et ce d’autant plus que les CE ont été stimulées par le VEGF.  

III. HYPOTHESE DE TRAVAIL : PROTEINES HH DANS LA 

MIGRATION DES CML INDUITE PAR LES CE 

Nous avons démontré précédemment que les protéines Hh et leur voie de signalisation 

jouent un rôle dans la migration induite par les MC des HUVEC. Mais, l’origine des protéines 
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Hh (CE ou CML) et les mécanismes d’actions restent à définir. Deux hypothèses peuvent être 

proposées (Fig. 27): 

 

 

Figure 27 : Mécanismes cellulaires et moléculaires hypothétiques de la voie Hh dans la 

migration des CML vers les HUVEC 

 

- les protéines Hh sont produites par les CE, notamment sous l’effet de VEGF, et 

permettent la migration des CML vers les HUVEC, soit par une action directe sur les 

CML, soit encore par une action autocrine sur la CE; 

- les CE produisent des facteurs, notamment sous l’effet d’une stimulation VEGF, qui 

vont stimuler la production des protéines Hh par les CML, et la sécrétion autocrine des 

protéines Hh entraîne la migration des CML.  

 

Pour répondre à ces hypothèses, nous avons abordé l’identification des mécanismes 

cellulaires et moléculaires d’action de la voie Hh dans la migration des CML en caractérisant :  

- l’effet direct des protéines Hh recombinantes sur les CML ; 

- l’effet des protéines Hh endothéliales dans la migration des CML ; 

- le rôle des protéines Hh autocrines dans la migration des CML. 
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Figure 28 : Expression des ARNm des différents Hh dans les HUVEC stimulées ou non par 

VEGF 

Des HUVEC quiescentes sont stimulées ou non par le VEGF (20 ng/mL) puis les ARNm sont 

extraits à partir des HUVEC lysées 6 ou 24 heures après la stimulation. Le niveau d’expression des 

ARNm de chaque Hh dans les HUVEC est déterminé par RT-qPCR en utilisant des amorces 

spécifiques. Trois puits sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. 

Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (NS : p>0,05) 
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CHAPITRE II : ROLE DES PROTEINES HH 

ENDOTHELIALES DANS LA MIGRATION DES CML 

Dans cette partie, nous avons examiné l’hypothèse que les protéines Hh produites par 

les CE, notamment en réponse au VEGF, sont des inducteurs de la migration des CML. A cet 

effet, nous avons cherché à savoir : 

- si les ARNm des Hh sont exprimés par les HUVEC sous stimulation ou non du VEGF 

via une approche RT-qPCR ; 

- si des protéines Hh sont sécrétées par les HUVEC par analyse de l’activation du 

rapporteur Gli-LacZ ; 

- et si des protéines Hh sont présentes dans le MC de CE par analyse de la migration des 

CML. 

I. EXPRESSION DES ARNm DES HH PAR LES CE 

Alors que plusieurs études récentes mettent en évidence que la voie Hh promeut la 

morphogenèse capillaire (Renault et al., 2010), la production des protéines Hh in vivo ou in 

vitro par les CE n’a pas été rapportée. Nous avons donc cherché à savoir si les HUVEC 

exprimaient les Hh. 

L’expression des différents Hh (Shh, Ihh et Dhh) dans les HUVEC en culture est 

évaluée par RT-qPCR. Pour ce faire, les amorces localisées dans les extrémités C-terminales 

de chaque gène sont utilisées puisque les séquences N-terminales des Shh, Ihh et Dhh ont un 

fort pourcentage d’identité et ne sont pas utilisables pour l’amplification spécifique des 

ARNm de chaque Hh. 

Il ressort de cette analyse que les expressions de Shh, d’Ihh et de Dhh dans les 

HUVEC en quiescence sont très faibles, voire non détectables, de l’ordre de 300 

copies/cellule (données non présentées). La stimulation des HUVEC par le VEGF ne module 

pas le niveau des ARNm des différents Hh, que ce soit après 6 ou 24 heures de traitement (Fig. 

28). 

Ceci suggère fortement que les facteurs Hh endothéliaux ne seraient pas responsables 

de la migration des CML dépendante de la sécrétion des CE, même stimulées par le VEGF. 
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Figure 29 : Effet des MC par les HUVEC sur l’activation du gène rapporteur Gli1-Luc 

Les MC des HUVEC non stimulées (MC Ctrl) et les MC des HUVEC stimulées par le VEGF 

(MC-VEGF) sont collectés comme précédemment décrit. Les cellules 3T3 (3.10
4
 par puits) sont 

ensemencées dans une plaque de 24 puits et co-transfectées par un plasmide codant pour le gène 

de β-galactosidase (pHook) et un plasmide codant pour la luciférase sous la dépendance de 8 sites 

de Gli1 consensus ou un plasmide contrôle. Après 24 heures de quiescence, les 3T3 transfectées 

sont mises en contact avec la protéine recombinante Shh, le MNC ou les différents MC des 

HUVEC (MC Ctrl ou MC-VEGF) pendant 24 heures. Après avoir lysé les 3T3, l’émission des 

photons générés est évaluée à l’aide d’un luminomètre. Trois puits sont utilisés pour chaque série 

et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (NS : 

p>0,05 et *** : p<0,0005) 

 

 

 

Figure 30 : Effet de l’épuisement des protéines Hh dans les MC des HUVEC sur l’activité 

chimiotactique de ces milieux 

Les MC des HUVEC non stimulées (MC Ctrl) ou stimulées par le VEGF (MC-VEGF) sont 

collectés comme précédemment décrit. Les protéines Hh sont immunoprécipités par l’anticorps 

5E1 dirigé contre les 3 protéines Hh. L’activité chimiotactique des MC immunoprécipités ou non 

est déterminée en Transwell comme précédemment décrit. Trois puits sont utilisés pour chaque 

série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes ± SD. 

(** : p<0,005 et NS : p>0,05) 



113 
 

II. ACTIVATION DE LA VOIE HH PAR LES MC PAR LES HUVEC  

Les résultats précédents montrent que le niveau d’expression des 3 Hh dans les 

HUVEC est très faible et que le VEGF n’est pas un facteur modulateur pour la transcription 

des facteurs Hh dans ces cellules. Afin de confirmer que les protéines Hh ne sont pas 

sécrétées par les CE et d’exclure l’hypothèse que les protéines Hh endothéliales pourraient 

être des inducteurs directs de la migration des CML, nous avons cherché à savoir si les MC 

des HUVEC contenait des protéines Hh et de ce fait pouvaient induire l’activation d’un gène 

rapporteur de la voie Hh, à savoir le gène Gli1. 

Le MNC, le MC-Ctrl et le MC-VEGF des HUVEC sont collectés et mis au contact de 

cellules 3T3 quiescentes, préalablement co-transfectées par un plasmide rapporteur dans 

lequel le gène luciférase est placé sous le contrôle de 8 sites Gli1 consensus (Gli1-Luc) ou 

d’un plasmide contrôle Ctrl-Luc, et avec un plasmide codant pour la -galactosidase (pHook-

LacZ). La luminescence émise est déterminée postérieurement pour évaluer le niveau 

d’activation par des conditions données. 

Le traitement par Shh recombinant allume le promoteur de Gli1 et par conséquent 

active 5,2 fois la génération des photons, démontrant que ce système du gène rapporteur Gli1-

luciférase est fonctionnel. Par contre, ni le MC Ctrl, ni le MC-VEGF n’allument l’activité de 

la luciférase dans les 3T3 transfectées par le gène rapporteur Gli1-luciférase (Fig. 29), 

suggérant que les protéines Hh ne sont pas sécrétées dans le milieu de culture des HUVEC 

sous stimulation de VEGF. 

III. EFFET DE L’EPUISEMENT EN PROTEINES HH DANS DES MC 

DES HUVEC SUR LEUR ACTIVITE CHIMIOTACTIQUE POUR LES 

CML 

Pour vérifier cette dernière hypothèse, les différents MC par les HUVEC stimulées ou 

non par VEGF sont collectés et incubés avec l’anticorps 5E1 dirigé contre les 3 formes de 

protéines Hh. L’anticorps libre ou lié à des ligands est ensuite éliminé par absorption sur des 

billes d’agarose enrobées de protéine A/G. 

Le MC-VEGF par des HUVEC augmente de 35% la migration des CML par rapport 

au MC Ctrl. Après l’épuisement en protéines Hh, l’activité migratoire de ce milieu ne change 

pas (Fig. 30), démontrant que les protéines Hh endothéliales ne sont pas impliquées dans 

l’augmentation de la migration des CML induite par le MC-VEGF des HUVEC. 
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Ceci suggère fortement que les protéines Hh ne sont pas sécrétées par les CE même 

stimulées par le VEGF et ne jouent aucun rôle dans la migration des CML. 

IV. CONCLUSION 

A l’aide de 3 approches différentes, nous mettons en évidence que sous stimulation de 

VEGF 1.) le niveau d’expression des 3 Hh par les HUVEC n’est pas modulé et reste très 

faible; 2). les protéines Hh ne sont pas sécrétées dans le milieu de culture ; 3). l’épuisement en 

protéines Hh ne modifie pas l’activité migratoire de MC-VEGF. 

Nous constatons donc que les protéines Hh endothéliales ne sont pas impliquées dans 

la migration des CML induite par le MC-VEGF des HUVEC stimulées par le VEGF. 
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CHAPITRE III : EFFET DIRECT DES PROTEINES HH SUR 

LES CML 

I. EXPRESSION DES ELEMENTS DE LA VOIE HH DANS LES CML 

Plusieurs études ont mis en évidence que l’administration thérapeutique de Shh 

favorisait la croissance des néovaisseaux et leur muscularisation en particulier au cours de la 

réparation du muscle cardiaque après infarctus du myocarde, ou du muscle squelettique après 

ischémie chronique (Kusano et al., 2005 ; Pola et al., 2003). In vitro, il a aussi été mis en 

évidence que Shh induit la survie et la prolifération des CML en condition hypoxique (Wang 

et al., 2010a) via Notch (Morrow et al., 2009) et Gli2/cycline D1/rétinoblastome (Li et al., 

2010a), respectivement. Cependant le rôle des protéines Hh sur l’activation de la voie de 

transduction dans les CML est encore mal caractérisé et son implication dans la migration des 

CML n’a jamais été explorée. 

La présence de différents éléments de la voie Hh dans les CML a été recherchée en 

utilisant la RT-PCR classique. Les récepteurs Ptch-1 et Smo sont fortement exprimés, 

permettant la fixation des protéines Hh en surface des CML. Les facteurs de transcription Gli1, 

Gli2 et Gli3 sont présents dans les CML (Fig. 31). Ce résultat suggère que ces cellules sont 

potentiellement réactives aux protéines Hh. 

 

Figure 31 : Présence des éléments de la voie Hh dans les CML 

2,5.10
5
 CML par puits sont ensemencées dans une plaque de 6 puits, puis mises en quiescence par 

24 heures d’incubation dans du DMEM dépourvu de sérum. Les ARN totaux sont ensuite extraits 

et les ARNm de chaque élément de la voie Hh sont détectés par RT-PCR classique en utilisant des 

amorces spécifiques des différents gènes. 

II. EFFET DES PROTEINES HH RECOMBINANTS SUR LES VOIES 

DE SIGNALISATION INTRACELLULAIRES 

Dans cette partie de travail, l’activation de la voie canonique Gli1-dépendante ainsi 

que la voie non-canonique a été recherchée en présence des protéines Hh recombinants. 
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Figure 32 : Effet des protéines Hh recombinantes sur la modulation de Gli1 dans les CML 

2,5.10
5
 CML par puits sont ensemencées dans une plaque de 6 puits pendant 24 heures. Elles sont 

mises en quiescence par 24 heures d’incubation dans du DMEM sans sérum puis stimulées ou non 

par les protéines recombinantes Shh, Ihh ou Dhh (1 µg/mL) pendant 6 heures. Les ARNm sont 

extraits après lyse des CML et le niveau des ARNm de Gli1 est déterminé par RT-qPCR. Trois 

puits sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames 

représentent les moyennes ± SD. (** : p< 0,005 et *** : p< 0,0005) 

 

 

Figure 33 : Effet des protéines Hh recombinantes sur l’activation des voies ERK-1/2 

2,5.10
5
 CML quiescentes sont stimulées ou non par les protéines recombinantes Shh, Ihh ou Dhh 

(1 µg/mL) pendant 15 minutes. Les protéines cellulaires sont extraites après lyse des cellules et 

séparées par électrophorèse PAGE-SDS. Les formes p-ERK (Tyr202/204) et ERK totale sont 

déterminées par Western blot en utilisant des anticorps spécifiques. L’image montrée est le résultat 

d'un Western blot représentif de 3 expérimentations différentes.  

 

 

Figure 34 : Effet des Hh protéines recombinantes sur l’activation de la voie Akt 

2,5.10
5
 CML quiescentes sont (A). stimulées ou non par le Shh, Ihh ou Dhh (1 µg/mL) pendant 15 

minutes ; (B). prétraitées ou non avec un inhibiteur ubiquitaire de la PI3K (Wortmannin) (100 

nmole/L) ou avec un inhibiteur sélectif de la PI3K (AS-252424) (100 nmole/L) pendant 30 

minutes, puis soumises à une stimulation par Shh (1 µg/mL) ou par PDGF BB (10 ng/mL) pendant 

15 minutes. La p-Akt (Ser473) et l’Akt totale sont détectées par Western blot en utilisant des 

anticorps spécifiques. L’image montrée est le résultat d'un Western blot représentif de 3 

expérimentations différentes.  
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1. Effet sur la voie canonique Gli1-dépendante 

Lorsque les CML rendues quiescentes par privation de sérum, sont stimulées pendant 

6 heures par les protéines N-Hh recombinantes Shh, Ihh ou Dhh à 1 µg/mL, nous observons 

une augmentation de 7,2, 3,8 ou 4,0 fois respectivement du niveau des ARNm de Gli1 

(déterminé par RT-qPCR) par rapport à celui trouvé dans les cellules non stimulées (Fig. 32).  

Ce résultat démontre que les CML répondent à une stimulation par les protéines Hh en 

activant la voie de signalisation classiquement décrite (canonique) Gli. 

2. Effet des protéines Hh recombinantes sur les voies Hh non-canoniques 

Bien que la voie canonique soit la signalisation majeure et classiquement activée par 

les protéines Hh, il a été décrit récemment qu’il existait d’autres voies de signalisation qui 

impliquent notamment l’activation des protéines kinases PI3K (Polizio et al., 2011), MAPK 

(Riobo et al., 2006a) et G-protein-coupled receptor kinases (GRKs) (Maier et al., 2012). 

A. Protéines Hh recombinantes et voie MAPK ERK1/2 

Dans les CML quiescentes, la forme phosphorylée d’ERK1/2 (Tyr202/204) n’est pas 

détectable. Une stimulation courte (15 minutes) par Shh, Ihh ou Dhh induit la phosphorylation 

d’ERK1/2, suggérant que les protéines Hh pourraient avoir des fonctions cellulaires sur les 

CML via cette activation (Fig. 33). 

B. Protéines Hh recombinantes et voie PI3K 

Dans les CML quiescentes, la forme phosphorylée d’Akt sur Ser473 (p-Akt) est 

indétectable, suggérant que la voie PI3K n’est pas activée. La stimulation des CML par 

chacune des 3 protéines Hh induit une phosphorylation de l’Akt de même niveau, indiquant 

que Shh, Ihh et Dhh sont des inducteurs de la voie PI3K dans les CML (Fig. 34A). 

Par la suite, Shh a été utilisé comme protéine Hh de référence afin de déterminer 

l’isoforme de la PI3K qui est activée par les protéines Hh dans les CML en utilisant des 

inhibiteurs ubiquitaire ou séléctif des PI3K. La phosphorylation d’Akt induite par Shh est 

inhibée par un inhibiteur général des PI3K (Wortmannin) ainsi que par un inhibiteur sélectif 

de la PI3K (AS-252424) (Fig. 34B), suggérant que la PI3K est l’isoforme principale activée 

par Shh et impliquée dans la phosphorylation d’Akt dépendante de Shh. Ceci est en 

adéquation avec la théorie avançant que l’activation des récepteurs couplés aux protéines G 

(RCPG) implique la voie PI3K puisque le corécepteur Smo des ligands Hh est considéré 



118 
 

comme étant un RCPG (protéine G de type Gi). Comme attendu, la phosphorylation d’Akt 

induite par le PDGF BB, un ligand d’un récepteur à tyrosine kinase (RTK), est inhibée par la 

Wortmannin mais pas par AS-252424 (Fig. 34B). 

3. Conclusion 

Les résultats de cette partie montrent que les 3 protéines Hh induisent non seulement 

la voie de signalisation canonique dépendante du facteur de transcription Gli1, mais aussi une 

voie non-canonique avec notamment l’activation des MAPK (ERK1/2) et de la PI3K. 

III. PROTEINES HH RECOMBINANTES ET CHIMIOTACTISME DES 

CML 

Les résultats précédents montrent que les 3 protéines Hh induisent la voie de 

signalisation canonique dépendante du facteur de transcription Gli1 et une voie non-

canonique avec notamment l’activation des MAPK (ERK1/2) et de la PI3K. Notre objectif 

suivant a été d’étudier l’influence des protéines Hh sur la migration des CML, deux processus 

qui interviennent dans le recrutement des cellules murales sur les néovaisseaux. 

 

Figure 35 : Effet chimiotactique des protéines Hh pour les CML 

L’effet de (A) Shh, Ihh ou Dhh (1 µg/mL) ou (B) différentes concentrations de Shh (de 10 à 1000 

ng/mL) ou de PDGF BB (de 2 à 20 ng/mL) sur la migration des CML pendant 6 heures est évalué 

à l’aide du système Transwell. Trois puits sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation est 

reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (** : p<0,005 et *** : 

p<0,0005). 
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Le potentiel chimiotactique des 3 N-Hh recombinantes pour les CML a été examiné en 

utilisant le système Transwell. Lorsque dans le compartiment inférieur contient une solution à 

1 µg/mL des protéines Hh, aucune protéine Hh n’a induit la migration des CML. Un effet 

concentration a été étudié pour N-Shh. Quelle que soit sa concentration (de 1 ng/mL à 1000 

ng/mL), la protéine Shh n’induit aucune réponse migratoire des CML, alors que le PDGF BB, 

facteur chimiotactique des CML de référence, entraîne la migration des CML de manière 

dose-dépendante (de 2 ng/mL à 20 ng/mL), avec une activité maximale à 20 ng/mL (Fig. 35). 

Dans cette partie, nous démontrons même si les protéines Hh recombinantes activent 

des voies de signalisation dans les CML, elles ne sont pas chimiotactiques pour ces cellules.  
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Figure 36 : Effet des MC des HUVEC sur l’expression des ARNm de Hh et l’activation de 

Gli1 par les CML 

Les MC des HUVEC non-stimulées (MC Ctrl) et les MC des HUVEC stimulées par le VEGF 

yte(MC-VEGF) sont collectés comme précédemment décrit. Des CML (2,5.10
5
 par puits d’une 

plaque 6 puits) sont stimulées par addition de MC-Ctrl ou de MC-VEGF pendant 6 heures. (A). Le 

nombre de copies des ARNm des Hh par CML est quantifié par la qPCR ; (B). Le niveau de 

l’ARNm de Shh est analysé par la qPCR et standardisé par rapport celui d’un gène de ménage (-

actine). Trois puits sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les 

histogrames représentent les moyennes ± SD. (*** : p<0,0005). 
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CHAPITRE IV : PRODUCTION DES PROTEINES HH PAR 

LES CML ET LEURS ROLES DANS LA MIGRATION DES 

CML 

I. ACTIVATION DE L’EXPRESSION DES PROTEINES HH ET DE 

LEUR SIGNALISATION DANS LES CML PAR LES MC DES CE  

Nous résultats précédents montrent que les protéines Hh sont produites à un niveau 

très bas par les CE et ne sont pas responsables du potentiel chimiotactique des MC par les CE 

pour les CML. Cependant l’addition d’un anticorps bloquant des Hh dans le MC des HUVEC 

sous stimulation de VEGF diminue l’activité chimiotactique de ce MC pour les CML. Nous 

avons donc envisagé l’hypothèse que des facteurs produits par la CE pourraient induire 

l’expression autocrine de un ou plusieurs protéines Hh par les CML qui participeraient à leur 

migration. Pour valider cette hypothèse, nous avons : 

- étudié l’expression des 3 Hh dans les CML en culture stimilées ou non par les MC des 

CE, 

-  caractérisé le rôle des protéines Hh produits de façon autocrine sur les CML, 

notamment sur la migration des CML. 

1. Expression des 3 Hh dans les CML en culture : modulation par les MC des CE 

Les CML maintenues en conditions basales expriment l’ARNm de Shh à un niveau 

faible mais 100 fois (3,6.10
4
 copies/cellule) supérieur à celui trouvé dans les CE. Ihh et Dhh 

ne sont exprimés que très faiblement (1,2.10
3
 et 1,1.10

3
 copies/ cellule, respectivement) dans 

les CML. 

L’incubation des CML dans un MC par les CE entraîne une augmentation de 

l’expression de Shh dans les CML. De plus, l’expression de Shh induite dans les CML par les 

MC de CE stimulées par le VEGF est 3,6 fois plus importante que celle induite par les MC 

des CE maintenues dans un milieu contrôle. Par contre, Ihh et Dhh ne sont pas modulés (Fig. 

36).  

Ce résultat suggère fortement que : 

- les CML ne produisent que du Shh ;  

- des facteurs sécrétés dans le MC par les HUVEC sous l’action de VEGF modulent 

positivement la transcription de Shh dans les CML. 

A

. 
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Figure 37 : Production de Shh dans les CML transduites par un adénovirus codant pour 

Shh 

2,5.10
5
 CML sont ensemencées dans les puits d’une plaque de 6 puits puis transduites (MOI=50) 

par l’adénovirus contrôle (Ad-Ctrl) ou par l’adénovirus portant une séquence codante pour la 

forme complète de Shh (Ad-Shh) pendant 24 heures dans du milieu DMEM riche en sérum. (A). 

La production/sécrétion de Shh est analysée par Western Blot sur le lysat cellulaire (Cellule) ou 

le milieu de culture conditionné (MC) en utilisant un anticorps dirigé contre le l’extrémité N-

terminale de Shh (H160). rShh : protéine N-Shh recombinante (5 ng/puits). (B). 

Immunomarquage de Shh sur les CML transduites par l’Ad-Shh : 8,0.10
3
 CML sont 

ensemencées dans des puits de Labtek à 8 compartiments puis sont transduites par l’Ad-Shh 

pendant 24 heures (MOI=50). Les cellules sont fixées avec du PFA à 2% 48 heures après la 

mise au contact avec les adénovirus. Le Shh est recherché par immunohistologie en utilisant 

l’anticorps 5E1 et les noyaux sont marqués par le DAPI. Les photos montrent 2 images de CML 

exprimant du Shh. Les flèches jaunes montrent une localisation de Shh dans les extensions 

cellulaires. 
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2. Effet direct de la surexpression de Shh sur les fonctions cellulaires des CML 

Afin de juger de l’influence de l’expression de Shh par les CML sur leur fonction, il a 

été envisagé d’induire une surexpression de Shh dans les CML et de suivre leur prolifération 

et leur migration. Dans ce but, nous disposons un adénovirus codant pour la séquence de la 

forme complète de Shh (Ad-Shh) et l’effet de la transduction de ce virus dans les CML a été 

évalué sur des fonctions cellulaires. 

A. Vérification de l’efficacité des adénovirus-Shh 

L’adénovirus contrôle (Ad-Ctrl) et l’Ad-Shh contiennent une séquence codante pour 

l’"Enhanced Green Fluorescent protein" (EGFP) qui permet de vérifier l’efficacité de la 

transduction. Quarante huit heures après la mise en contact avec ces adénovirus, 

respectivement 96,1% et 94,2% des cellules expriment l’EGFP confirmant la bonne efficacité 

de la transduction (données non présentées).  

Un anticorps dirigé contre la partie N-terminale de Shh, reconnaissant par conséquent 

la forme longe et la forme sécrétée de Shh, a été utilisé pour suivre, par Western blot, la 

production et la sécrétion de Shh par les CML transduites ou non par l’Ad-Shh. 

Le niveau de Shh dans les CML transduites par l’Ad-Ctrl et dans leur milieu de culture 

est trop faible pour permettre sa détection par cette technique. Par contre, dans les CML 

transduites par l’Ad-Shh, la forme longue à 45 kDa et la forme clivée (N-terminale du Shh) à 

19 kDa sont détectées. Dans le MC par ces cellules, seule la forme courte N-Shh est présente 

(Fig. 37A). 

L’immunomarquage de Shh réalisé sur les CML transduites par l’Ad-Shh montre que 

la protéine Shh est localisée au niveau du cytoplasme autour du noyau. De façon intéressante, 

on la trouve de manière concentrée dans les extensions cellulaires, qui sont particulièrement 

impliquées dans la migration cellulaire (Fig. 37B).  

B. Effets de la transduction de Shh sur la fonction des CML 

a. Effet sur la prolifération des CML 

L’incorporation de BrdU est utilisée pour suivre la prolifération cellulaire (Fig. 38A). 

La proportion de CML ayant incorporé la BrdU dans leur noyau est du même ordre dans les 

CML transduites par l’Ad-Shh que dans les CML transduites par l’Ad contrôle (Fig. 38B), 

suggérant que la surexpression de Shh dans les CML ne module pas la prolifération des CML. 
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Figure 38 : Effet de la transduction de la forme complète de Shh sur la prolifération des 

CML 

7,0.10
3
 CML sont ensemencées et transduites par l’Ad-Ctrl ou l’Ad-Shh dans des puits de lames 

Labtek à 8 compartiments. Elles sont ensuite mises en quiescence puis maintenues dans un milieu 

sans sérum en présence de BrDu avant d’être incubées par un milieu contenant du BrdU pendant 

72 heures. Les CML sont fixées et une immunodétection du BrdU est réalisée (A). L’effet de 

l’expression de Shh sur la prolifération est rapporté en pourcentage du nombre de CML qui 

prolifèrent (CML BrdU
+
) par rapport au nombre total de CML (B). Trois puits sont utilisés pour 

chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes 

± SD. (NS : p>0,05) 

 

 

 

Figure 39 : Effet de la transduction de Shh sur la migration réparatrice des CML 

8,0.10
4
 CML sont ensemencées par puits d’une plaque de 12 puits, puis transduites par 

l’adénovirus contrôle (Ad-Ctrl) ou par l’adénovirus Shh (Ad-Shh) pendant 24 heures dans du 

milieu DMEM riche en sérum (MOI=50). Après 24h, le milieu de transfection est éliminé et les 

cellules sont incubées pendant 24 heures dans du milieu de croissance, puis placées en quiescence. 

Une blessure (strie) de la monocouche des CML est réalisée et le comblement de l’espace lésé est 

suivi pendant 72 heures. L’expérimentation est répétée 3 fois avec 3 puits pour chaque condition. 

Cinq images sont prises pour chaque condition. Les aires colonisées sont mesurées et comparées 

avec celles de la condition de contrôle. (* : p<0,05) 
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b. Effet de la transduction de Shh sur la migration des CML  

i. Migration réparatoire (strie) 

La migration des CML transduites par l’Ad-Shh dans ce modèle est de 32% plus 

importante que celle des CML transduites par l’Ad-Ctrl (Fig. 39). 

ii. Migration en Transwell 

La migration des CML transduites par l’Ad-Shh ou l’Ad-Ctrl a été étudiée 

comparativement à l’aide du système Transwell. 

 

Figure 40 : Effet de la transduction de Shh sur le mouvement spontané des CML en 

Transwell 

6,5.10
4
 CML transduites par l’Ad-Ctrl ou par l’Ad-Shh sont ensemencées dans la cupule de 

Transwells qui sont placés dans des puits de plaques de 24 puits contenant ou non (A) un anticorps 

bloquant dirigé contre les protéines Hh (1,5 µg/mL) ou un inhibiteur spécifique du récepteur Smo : 

cyclopamine (1 µmol/L) (B) ou SANT2 (100 nmol/L) (C). La migration est stoppée au bout de 6 

heures et évaluée par comptage des cellules ayant migré sous la membrane. Trois puits sont 

utilisés pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent 

les moyennes ± SD. (* : p<0,05, ** : p<0,005 et *** : p<0,0005) 
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La surexpression de Shh induite par l’adénovirus augmente de 3,8 fois le nombre de 

CML qui ont traversé la membrane poreuse du Transwell (Fig. 40A). Le nombre de CML qui 

ont migré est réduit de 73% en présence de l’anticorps bloquant anti-Shh 5E1 (Fig. 40A), 

suggérant que la forme sécrétée de Shh est le responsable majeure de la migration aléatoire 

(chimiokinèse) des CML.  

La présence d’antagonistes spécifiques du récepteur Smo, cyclopamine ou SANT2, 

dans le milieu d’incubation, réduit la migration des CML transduites par l’Ad-Shh de 48% 

(Fig. 40B) et 56% (Fig. 40C), respectivement, alors que ces inhibiteurs n’ont aucun effet sur 

la chimiokinèse des CML transduites par l’Ad-Ctrl. 

Ces résultats suggèrent que, pour induire la migration des CML, le Shh transduit doit 

être sécrétée et doit activer la voie de transduction de Smo. 

iii. Mobilité mesurée par vidéo-microscopie 

Pour tester l’effet de la surexpression du Shh par l’Ad-Shh sur le mouvement 

cellulaire, une analyse de la vélocité des CML par vidéomicroscopie est réalisée. Dans ce cas, 

la distance parcourue et la tortuosité de la trajectoire des cellules sont suivies pendant 15 

heures.  

 
Figure 41 : Effet de la transduction de Shh sur le mouvement des CML mesuré en 

vidéomicroscopie 

1,5.10
4
 CML transduites par l’Ad-Ctrl ou par l’Ad-Shh sont ensemencées dans des puits de lames 

Labtek à 4 compartiments. Elles sont mises en quiescence pendant 24 heures, puis placées sous un 

microscope inversé Zeiss dans une chambre à 37°C, maintenue à 5% de CO2. Une série d’images 

est alors acquise toutes les 30 minutes, pendant 15 heures, à l’objectif 10X, en contraste de phase 

et en fluorescence (EGFP) afin d’étudier la dynamique des cellules. Pour déterminer la trajectoire 

et la tortuosité de la migration, 60 cellules fluorescentes EGFP sont suivies à l’aide du logiciel 

Axiovision (Zeiss) et les rapports entre les CML transduites par l’Ad-Shh et par l’Ad-Ctrl sont 

calculés. L’expérimentation est répétée 3 fois avec 3 puits pour chaque condition. Les histogrames 

représentent les moyennes ± SD. 
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La distance parcourue par les cellules transduites par l’Ad-Shh est 120% plus 

importante que celle des CML transduites par l’Ad-Ctrl, suggérant une augmentation de la 

vitesse de déplacement dans les CML exprimant Shh. Par contre, les tortuosités des 

trajectoires des CML transduites par Ad-Ctrl ou Ad-Shh sont identiques (Fig. 41), suggérant 

que l’orientation du mouvement cellulaire n’est pas influencée par Shh. 

3. Conclusion/discussion 

Les résultats dans le chapitre I démontrent que les protéines Hh ne sont pas des 

facteurs produits par les CE. Dans cette partie nous avons mis en évidence une production 

autocrine de Shh par les CML lorsqu’elles sont soumises à un MC par les HUVEC, en 

particulier en présence de VEGF. Cependant, les 2 autres Hh, l’Ihh et le Dhh, ne sont pas 

exprimés par les CML. La transduction des CML par un adénovirus codant pour la forme 

longue de Shh n’induit pas une synthèse d’ADN plus importante. Cependant, le niveau de la 

chimiokinèse des CML transduites par l’Ad-Shh est plus élevé que celles transduites par l’Ad-

Ctrl. 

L’induction de l’expression de Shh par le MC des HUVEC soumises préalablement à 

l’action du VEGF suggère que les facteurs produits par les CE (HUVEC) jouent aussi un rôle 

indirect dans le dialogue CE-CML menant à la migration de ces dernières via une activation 

autocrine de l’expression de Shh dans les CML (Fig. 42). 

 

 

Figure 42 : Représentation schématique de l’hypothèse que Shh produite par les CML sous 

l’action des facteurs endothéliaux participe à la migration des CML 
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Figure 43 : Modulation par le VEGF des facteurs sécrétés par les HUVEC 

(A). Les milieux de culture non conditionnés (MNC), ou conditionnés par 2,5.10
5
 HUVEC 

quiescentes stimulées par le VEGF à 20 ng/mL (MC-VEGF) ou non stimulées (MC Ctrl) sont 

collectés et incubés avec la membrane d’antibody array sur laquelle ont préalablement été fixés 

les anticorps spécifiques de 55 facteurs différents. La détection est effectuée par un complexe 

streptavidine-HRP par chimioluminescence; (B). Numérotation des puits des 55 facteurs testés 

(voir les correspondances des numéros et des facteurs dans le Tab. 14). Cette expérience a été 

réalisée une seule fois. 
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II. CARACTERISATION DES FACTEURS SECRETES PAR LES 

HUVEC DANS LES MILIEUX CONDITIONNES 

Puisque le MC-VEGF des HUVEC est capable de moduler l’expression de Shh et de 

Gli1 par les CML, les facteurs sécrétés dans ce MC-VEGF sont probablement à l’origine de 

cet effet. Une approche par "Antibody Array" ciblé sur l’angiogenèse (R&D systems) a été 

utilisée, permettant de détecter de manière semi-quantitative 55 facteurs solubles impliqués 

dans le processus angiogénique. 

Les différents MC par les CE ont été collectés et leur capacité migratoire sur les CML 

a été vérifiée par un test de migration en Transwell. Ces milieux ont été ensuite incubés avec 

les membranes de l’Antibody Array. Le résultat montre la sécrétion de différents facteurs par 

les HUVEC maintenues en conditions contrôles et l’augmentation de la sécrétion de certains 

de ces facteurs après stimulation des HUVEC par le VEGF (Fig. 43). 

La plupart des facteurs détectés par ce kit sont retrouvés dans les milieuc conditionnés 

par les CE. Vingt cinque facteurs sont légèrement augmentés par le VEGF (+ : < 3 fois) ; 7 

sont modulés entre 3 et 5 fois (++ ) ; 4 sont fortement modulés (+++ : > 5 fois et < 10 fois) ; 2 

facteurs sont très fortement modulés par le VEGF (++++ : > 10 fois) (Tab. 14). 

Parmi les facteurs dont la sécrétion est augmentée par le VEGF, certains sont connus 

pour favoriser la migration des CML (Endostatine, FGF-2, IL8, PDGF BB et uPA), ou au 

contraire pour l’inhiber (TIMP-1). L’augmentation de la migration des CML ou de 

l’expression de Shh par le MC-VEGF est probablement la résultante entre les facteurs pro- et 

anti- migratoires. 

III. IDENTIFICATION DES FACTEURS STIMULANT L’EXPRESSION 

DE SHH 

Notre hypothèse est que les facteurs endothéliaux sécrétés dans le MC-VEGF 

induisent la migration des CML via une expression des protéines Hh et l’activation de sa 

signalisation. Le but de cette partie est d’identifier et de cibler des candidats endothéliaux 

dans la liste obtenue à l’aide du kit Antibody Array selon les critères suivants : 

- expression et sécrétion par les CE sont modulées par le VEGF ; 

- inducteur de l’expression d’un ou plusieurs Hh dans les CML ; 

- activateur de la voie Gli1 dans les CML ; 

- et effet stimulateur de la migration partiellement dépendant des protéines Hh 
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Numéro Facteur ou Ctrl MNC MC Ctrl MC-VEGF 
Augmentation d’expression 

MC-VEGF/MC Ctrl (x fois) 

A1,A2 Ctrl positif      

A5,A6 activine A 1,0 1,0 1,4 1,4 N/A 

A7,A8 ADAMTS-1 1,0 1,1 1,3 1,3 N/A 

A9,A10 Angiogenin 1,0 2,2 12,3 5,6 +++ 

A11,A12 Ang1 1,0 1,4 2,0 1,4 N/A 

A13,A14 Ang2 1,0 1,7 7,3 4,2 ++ 

A15,A16 Angiostatin 1,0 1,0 1,7 1,7 + 

A17,A18 Amphiregulin 1,0 0,7 0,9 1,3 N/A 

A19,A20 Artemin 1,0 1,0 1,5 1.5 + 

A23,A24 Ctrl positif      

B1,B2 Coagulation Factor III 1,0 1,0 1,2 1.2 N/A 

B3,B4 CXCL 16 1,0 1,0 2,3 2.3 + 

B5,B6 DPPIV 1,0 1,0 1,5 1.5 + 

B7,B8 EGF 1,0 1,0 1,7 1.7 + 

B9,B10 EG-VEGF 1,0 1,0 1,9 1.9 + 

B11,B12 Endoglin 1,0 1,7 5,9 3.5 ++ 

B13,B14 Collagen XVIII 1,0 5,2 18,9 3.6 ++ 

B15,B16 Endothelin-1 1,0 23,8 29,2 1.2 N/A 

B17,B18 aFGF 1,0 0,8 1,4 1.8 + 

B19,B20 bFGF 1,0 2,4 6,7 2.8 + 

B21,B22 FGF-4 1,0 0,9 2,0 2.2 + 

B23,B24 FGF-7 1,0 1,0 1,6 1.6 + 

C1,C2 GDNF 1,0 1,0 1,2 1.2 N/A 

C3,C4 GM-CSF 1,0 0,9 1,2 1.3 N/A 

C5,C6 HB-EGF 1,0 1,7 8,9 5.2 +++ 

C7,C8 HGF 1,0 1,0 2,9 2.9 + 

C9,C10 Leptin 1,0 1,2 4,8 4 ++ 

C11,C12 IGFBP-1 1,0 1.2 2.6 2.2 + 

C13,C14 IGFBP-2 1,0 9.4 20.1 2.1 + 

C15,C16 IGFBP-3 1,0 1.4 2.7 1.9 + 

C17,C18 IL-1 1,0 1.5 3.1 2.0 + 

C19,C20 IL-8 1,0 5.1 20.1 3.9 + 

C21,C22 LAP (TGF-1) 1,0 1.2 24.9 20.8 ++++ 

C23,C24 MCP-1 1,0 18,7 31,2 1.7 + 

D1,D2 MIP-1 1,0 0,9 1,1 1.2 N/A 

D3,D4 MMP-8 1,0 1,0 1,4 1.4 N/A 

D5,D6 MMP-9 1,0 4,6 7,9 1.7 + 
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D7,D8 NRG1-b1 1,0 1,7 3,5 2.1 + 

D9,D10 Pentraxin3 (PTX3) 1,0 8,0 18,7 2.4 + 

D11,D12 PD-ECGF 1,0 1,6 3,2 2.0 + 

D13,D14 PDGF-AA 1,0 1,8 8,3 4.6 ++ 

D15,D16 PDGF-AB/PDGF-BB 1,0 1,8 12,7 7.1 +++ 

D17,D18 Persephin 1,0 1,0 1,8 1.8 + 

D19,D20 Platelet Factor (PF4) 1,0 1,0 5,1 5.1 +++ 

D21,D22 PlGF 1,0 1,5 25,6 17,0 ++++ 

D23,D24 Prolactin 1,0 0,8 1,2 1.5 + 

E1,E2 Serphin B5 1,0 0,9 1,1 1.2 N/A 

E3,E4 Serphin E1 1,0 1,9 2,2 1.2 N/A 

E5,E6 Serphin F1 1,0 1,2 1,4 1.2 N/A 

E7,E8 TIMP-1 1,0 22,8 24,7 1.1 N/A 

E9,E10 TIMP-4 1,0 1,5 1,8 1.2 N/A 

E11,E12 Thrombospondin-1 1,0 4,3 8,1 1.9 ++ 

E13,E14 Thrombospondin-2 1,0 1,5 2,1 1.4 N/A 

E15,E16 uPA 1,0 11,9 23,9 2.0 + 

E17,E18 Vasohibin 1,0 1,0 1,8 1.8 + 

E19,E20 VEGF 1,0 1,3 48,1 37  

E21,E22 VEGF-C 1,0 1,1 4,4 4.0 ++ 

F1,F2 Ctrl positif      

F23,F24 Ctrl négatif      

Tableau 14 : Quantification des facteurs sécrétés par les HUVEC 

La sécrétion des facteurs endothéliaux est quantifiée selon le niveau de gris des différents spots 

révélés la membrane de l’Antibody Array quantifié à l’aide du logiciel Image J. L’augmentation de 

la sécrétion de chaque facteur est exprimée en nombre de fois par rapport au MNC. Le nombre de 

+ indique les différents niveaux d’activation de facteurs présents dans le MC-VEGF par rapport 

aux ceux dans le MC Ctrl. (Rouge : facteurs inducteurs de la migration des CML, bleu : facteurs 

inhibiteurs de la migration et noir : facteurs dont l’effet sur la migration des CML est inconnu ou 

controversé) 

1. Le PlGF 

Le Placental Growth Factor (PlGF) appartient à la superfamille du VEGF. Il joue un 

rôle dans de multiples processus, tels que l’hématopoïèse, la lymphangiogenèse, la 

vasculogenèse et l’angiogenèse. Le test d’"Antibody Array" montre que le PlGF n’est pas 

sécrété par les HUVEC non stimulées mais que sa sécrétion est fortement augmentée après 

stimulation par le VEGF (25,6 fois) (Tab. 14 et Fig. 44). 
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Figure 44 : Sécrétion par les HUVEC du PlGF 

Le PlGF (flèches noires) présent dans les MC des HUVEC est détecté par Antibody Array et 

fortement augmenté par le VEGF 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Migration des CML induite par le PlGF 

6,5x10
4
 CML quiescentes sont ensemencées dans la cupule supérieure de Transwells placés dans 

des puits de plaque 24 puits. L’effet des différentes concentrations de PlGF (1, 10 ou 100 ng/mL) 

sur la migration des CML pendant 6 heures est évalué à l’aide du système Transwell. Trois puits 

sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames 

représentent les moyennes ± SD. (NS : p>0,05) 
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A. Effet du PlGF sur la migration des CML 

La migration des CML n’est pas induite par le PlGF recombinant quelles que soient 

les concentrations utilisées (de 1 ng/mL à 100 ng/mL), indicant que ce facteur n’est pas 

chimiotactique pour les CML (Fig. 45). Ce résultat est en contradiction avec les données de la 

littérature qui le décrivent comme un inducteur de la migration des CML, même s’il est moins 

puissant que le PDGF BB à la même concentration (Ishida et al., 2001). Cette différence 

provient probablement d’une origine différente des CML utilisés dans nos expériences et 

celles decrites par Ischida et al. (Ishida et al., 2001). 

B. Effet du PlGF sur l’expression de Shh dans les CML 

Malgré son absence d’effet sur la migration des CML nous avons vérifié si le PlGF 

était susceptible d’induire l’expression de Shh dans les CML. Nos résultats montrent que le 

PlGF (10 ng/mL) n’induit pas l’expression des ARNm de Shh (Fig. 46). 

 

Figure 46 : Effet du PlGF sur le niveau d’expression de Shh dans les CML  

Les ARNm sont extraits à partir de 2,5.10
5
 CML stimulées par PlGF (10 ng/mL) pendant 6 heures. 

Le niveau d’expression des ARNm de Shh est déterminé par RT-qPCR en utilisant des amorces 

spécifiques. Trois puits sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. 

Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (NS : p>0,05) 

C. Conclusion 

Même si le PlGF est fortement sécrété par les CE stimulées par le VEGF, il n’est pas 

chimiotactique dans nos conditions expérimentales pour les CML et ne module pas non plus 

l’expression de Shh dans ces cellules. Il ne correspond donc pas au facteur endothélial 

recherché. 
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Figure 47 : Sécrétion par les HUVEC du PDGF BB 

 (A). Le PDGF BB (flèches noires) présent dans les MC des HUVEC est détecté par Antibody 

Array selon la recommandation du fournisseur. (B). Le niveau des ARNm du PDGF BB est 

évalué par qPCR dans des HUVEC stimulées ou non par le VEGF pendant 6 ou 24 heures. Trois 

puits sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames 

représentent les moyennes ± SD. (*** : p<0,0005 et NS : p> NS) 

 

 

 

 

  
Figure 48 : Rôle des protéines Hh dans la migration des CML induite par le PDGF BB 

6,5x10
4
 CML quiescentes sont ensemencées dans la cupule supérieure de Transwells placés dans 

des puits de plaque 24 puits. Les puits contiennent ou non du PDGF BB (10 ng/mL) en présence 

ou non des inhibiteurs (A) 5E1 (1,5 µg/mL), (B) cyclopamine (Cyclop : 1 µmole/L) et (C) SANT2 

(100 nmole/L). Un anticorps de même type a été utilisé dans la condition contrôle pour 

l'expérience avec le 5E1. La migration est évaluée au bout de 6 heures. Trois puits sont utilisés 

pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les 

moyennes ± SD. (** : p<0,005 et *** : p<0,0005) 
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2. Le PDGF BB 

Le PDGF BB est non seulement un facteur migratoire majeur des CML, mais c’est 

aussi un facteur qui joue un rôle prépondérant dans la maturation des vaisseaux sanguin au 

cours de l’embryogenèse et dans l’angiogenèse postnatale (Enge et al., 2002; Hellstrom et al., 

1999 ).  

A. Production du PDGF BB par les HUVEC 

Le PDGF BB est faiblement sécrété par les HUVEC non stimulées (1,8 fois). Par 

contre sa sécrétion est fortement augmentée par la stimulation des CE par le VEGF (12,7 fois) 

(Tab. 14 et Fig. 47A). L’ARNm du PDGF BB est aussi augmentée 6 heures après la mise en 

contact des CE avec le VEGF et l’expression revient au niveau basal 24 heures après la 

stimulation (Fig. 47B). 

B. Implication de la voie Hh dans la migration des CML induite par le PDGF BB 

Comme attendu, le PDGF BB recombinant induit la migration des CML (Fig. 48). La 

migration des CML induite par le PDGF BB est dimimuée de 41% par un anticorps bloquant 

dirigé contre les protéines Hh (Fig. 48A). De plus, deux inhibiteurs du récepteur Smo, 

cyclopamine et SANT, réduisent respectivement de 21% et de 19% la migration des CML 

induite par le PDGF BB (Fig. 48B et C). 

Ces résultats indiquent que les protéines Hh sont impliquées dans l’induction de la 

migration des CML par le PDGF BB. L’utilisation des inhibiteurs pharmacologiques 

suggèrent que le récepteur Smo participerait à cet effet. Cependant, l’inhibition par des 

molécules plus spécifiques est necessaire pour confirmer ce résultat. Ainsi, la migration des 

CML induite par le PDGF BB est dépendante de la sécrétion des protéines Hh et de 

l’activation de sa signalisation suggérant que le PDGF BB pourrait induire l’expression et/ou 

la sécrétion de protéines Hh.  

C. Production des protéines Hh par les CML stimulées par le PDGF BB 

a. Modulation des ARNm des Hh par le PDGF BB 

Après stimulation des CML par le PDGF BB pendant 6 heures, l’ARNm de Shh est 

augmenté de 3,2 fois, tandis que l’expression d’Ihh ou de Dhh n’est pas modifiée (Fig. 49A). 

L’augmentation de la quantité des ARNm de Shh devient significativement différente du 

niveau basal dès la 4
ème

 heure après la stimulation par le PDGF BB (Fig. 49B). 
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Figure 49 : Niveau d’expression des Hh dans les CML par le PDGF BB 

2,5.10
5
 CML sont stimulées par PDGF BB (10 ng/mL) pendant 6 heures. Le nombre de copies de 

l’ARNm des différents Hh par cellule est quantifié par qPCR par comparaison avec des gammes 

d’étalonnage plasmidiques spécifiques (A).Expression de Shh dans les CML 2, 4 et 6 heures après 

la stimulation par le PDGF BB (B). Trois puits sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation 

est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (* : p<0,05 et *** : 

p<0,0005) 

 

 
Figure 50 : Détection de la protéine Shh dans les CML stimulées par le PDGF BB 

(A). 2,5.10
5
 CML sont ensemencées et mises en quiescence pendant 24 heures. Elles sont ensuite 

stimulées ou non (Ctrl) par PDGF BB (10 ng/mL) pendant 24 heures et les MC de ces CML sont 

collectés et filtrés. La concentration de Shh est dosée à l’aide d’un test ELISA. Trois puits sont 

utilisés pour chaque condition. Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (* : p<0,05) (B). 

La protéine Shh (vert) est détectée par immunofluorescence dans des CML stimulées ou non par le 

PDGF BB, en utilisant un anticorps dirigé contre les protéines Hh (5E1) et un anticorps 

secondaire couplé au fluorochrome Alexa-488
®
. Le contrôle négatif (Ctrl négatif) est réalisé par 

incubation des CML avec le seul anticorps secondaire. Les noyaux sont marqués par le DAPI 

(bleu). L’image montrée est le résultat représentif de 3 expérimentations différentes. 
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b. Modulation de la production et de la sécrétion de la protéine Shh par le PDGF 

BB dans les CML 

La sécrétion de Shh est dosée dans le milieu de culture de CML stimulées ou non par 

le PDGF BB à l’aide d’un kit ELISA (R & D systems) intégrant un anticorps dirigé contre la 

partie N-terminale de la protéine Shh murine. Ce kit permet aussi la détection du Shh de rat et 

ne reconnaît que faiblement Ihh et Dhh . 

Dans le MC par 2,0.10
5 

CML incubées pendant 24 heures dans 10 mL de milieu 

contenant 10 ng/mL de PDGF BB, la concentration de Shh est de 125 pg/mL, soit 50 fois plus 

que celle trouvée dans le milieu de culture des CML non stimulées par le PDGF BB (Fig. 

50A). Dans les CML traitées par le PDGF BB, la protéine Shh est aussi détectée dans le 

cytoplasme et sur la membrane plamique (Fig. 50B). Par contre, la protéine Shh n’est pas 

détectée dans les CML maintenues en conditions basales 

c. Activation de la voie Gli par Shh produit par les CML traitées par le PDGF 

BB 

Afin de vérifier que le Shh sécrété par les CML stimulées par le PDGF BB est 

fonctionnel et donc capable d’induire une réponse cellulaire, nous avons cherché à savoir si le 

Shh contenu dans les MC des CML traitées par le PDGF BB pouvaient induire l’activation 

d’un gène rapporteur de la voie Hh, à savoir le gène Gli1. 

Pour cela, des fibroblastes 3T3 rendus quiescents par privation de sérum ont été co-

transfectées par un plasmide rapporteur dans lequel le gène de la luciférase est placé sous le 

contrôle de 8 sites Gli1 consensus (Gli1-Luc) ou par un plasmide contrôle (Ctrl-Luc), et un 

plasmide codant pour la -galactosidase (pHook). Ces fibroblastes ont alors été incubés dans 

du MNC et des MC par les CML non stimulées (MC-Ctrl) ou traitées par le PDGF BB (MC-

PDGF BB). La luminescence émise est déterminée pour évaluer le niveau d’activation de la 

transcription Gli-dépendante dans les diverses conditions expérimentales. 

Le MC-Ctrl active légèrement la transcription de la luciférase (2,5 fois), démontrant 

qu’il existe une activation basale de Gli dans ce système. L’activation de la luciférase par le 

MC-PDGF BB est encore plus importante (5,3 fois) que celle induite par le MC-Ctrl, 

signifiant une production plus importante de Gli1 probablement due à la présence de Shh 

produit et sécrété par les CML sous l’effet du PDGF BB (Fig. 51).  

Afin de vérifier que c’est bien le Shh produit par les CML et contenu dans le MC qui 

est responsable de l’activation de Gli1, l’expérience est effectuée en utilisant un anticorps 



138 
 

bloquant dirigé contre les protéines Hh (5E1). Dans ces conditions, l’activation du promoteur 

de Gli1 induite par le MC-PDGF BB est diminuée de 54% (Fig. 51). L’activation par le MC 

Ctrl est elle aussi réduite mais de façon plus modeste. 

 

Figure 51 : Effet des MC par les CML sur l’activation du gène rapporteur Gli1-Luc 

2,5.10
5
 CML par puits sont ensemencées dans les puits d’une plaque de 6 puits et sont mises en 

quiescence dans du milieu sans sérum pendant 24 heures, puis stimulées ou non par le PDGF BB 

(10 ng/mL). Les MC sont collectés, puis filtrés. 3.10
4
 cellules 3T3 par puits sont ensemencées dans 

une plaque de 24 puits et transfectées ou non par un plasmide codant pour la luciférase sous le 

contrôle de 8 sites de Gli1 consensus ou un plasmide contrôle. Après 24 heures de quiescence, les 

fibroblastes 3T3 transfectées sont mis en contact avec le MNC ou les différents MC des CML 

(MC-Ctrl ou MC-PDGF BB) pendant 24 heures. Après lyse des cellules, l’émission des photons 

générés est évaluée à l’aide d’un luminomètre. Trois puits sont utilisés pour chaque série et 

l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (** : 

p<0,005 et *** : p<0,0005). 

d. Conclusions  

Ces différentes expérimentations démontrent que la protéine Hh sécrétée dans le 

milieu de culture des CML sous stimulation de PDGF BB est Shh et que le Shh sécrété est 

fonctionnel puisqu’il est capable d’induire l’activation du promoteur de Gli1 et son expression.  

D. Place de Shh dans la migration des CML induite par le PDGF BB 

Les résultats précédents démontrent que la protéine Shh produite dans le MC par les 

CML stimulées par le PDGF BB est fonctionnelle. Notre objectif suivant a été de confirmer le 

rôle de Shh dans la migration des CML induite par le PDGF BB via le blocage de l’expression 

de Shh par une stratégie siRNA. 

a. Test de transfection des si RNA dans les CML 

Trois agents transfectants sont testés pour optimiser la transfection par les siRNA : 

l’interférine, le JetPrime et la lipofectamine. Les tests de transfection sont réalisés avec un 
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siRNA dirigé contre la Cyclophiline B (siGlo : Cyclophiline B siRNA) couplé au Cy3. La 

cyclophiline B est fortement exprimée dans les cellules de rat et l’inactivation n’a pas d’effet 

sur la viabilité cellulaire. Les cellules sont ensemencées à faible densité et transfectées selon 

les recommandations des fournisseurs avec différentes concentrations de siRNA (30, 50 et 

100 nmol/L dans le milieu de transfection) et durant 4 heures.  

Dans toutes les conditions testées, les cellules survivent et la mort cellulaire n’est pas 

observée (données non-présentées). L’interférine s’est révélée la plus efficace puisque en 

terme de nombre de cellules ayant reçu le siRNA (environ 100% des cellules sont 

fluorescentes) quelle que soit la concentration de siRNA. Le JetPrime et la lipofectamine 

n’atteignent l’efficacité de 100% qu’en utilisant la concentration de 100 nmol/L de siRNA 

(Fig. 52). Pour les expérimentations qui suivent, l’interférine et la concentration de 30 nmol/L 

de siRNA ont été utilisées. 

 

Figure 52 : Recherche des conditions optimales pour la transfection des CML par des siRNA 

4,0.10
4
 CML sont ensemencées par puits d’une plaque de 24 puits et transfectées par un siGlo 

couplé au Cy3 (30 nmole/L, 50 nmole/L et 100 nmole/L) à l’aide d’Interferine
®
, de JetPrime ou de 

Lipofectamine pendant 4 heures selon la recommandation des fournisseurs. 48 heures après la 

transfection, l’efficacité de la transfection est déterminée par détection de la fluorescence. 

 

 

 



140 
 

b. Effet de l’inhibition de l’expression de Shh sur la migration des CML induite 

par PDGF BB 

L’efficacité de 3 siRNA-Shh (siA, siB et SiC) est testée sur l’inhibition de l’expression 

de Shh (déterminée par qPCR) dans des CML quiescentes en comparaison à un siRNA 

contrôle. Les 3 siRNA-Shh inhibent respectivement de 43%, 44% et 78% l’expression de Shh 

(Fig. 53A). La migration induite par le PDGF BB des CML transfectées par ces siRNA-Shh 

est diminuée respectivement de 41%, 23% et 55% (Fig. 53B). 

 
Figure 53 : Rôle de Shh sur la migration des CML induite par le PDGF BB 

2,5.10
5
 CML par puits sont ensemencées dans une plaque de 6 puits et transfectées par différents 

siRNA-Shh ou un siRNA contrôle (siCtrl) à l’aide d’Interferine
®
 pendant 24 heures. (A). 

L’efficacité d’inhibition des ARNm de Shh est évaluée par qPCR 48 heures après la transfection; 

(B). 6,5.10
4
 CML transfectées par le siCtrl ou les siRNA-Shh sont déposées dans la cupule 

supérieure du Transwell. Les puits dans lesquels sont insérés les Transwells contiennent ou non du 

PDGF BB (10 ng/mL). La migration est stoppée au bout de 6 heures et évaluée. Trois puits sont 

utilisés pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent 

les moyennes ± SD. (** : p<0,005 et *** : p<0,0005) 

 

Ainsi, l’inhibition de l’expression de Shh par des siRNA spécifiques inhibe 

partiellement la migration des CML induite par le PDGF BB, confirmant que le Shh produit 

autocrinement par la CML sous l’effet du PDGF BB, est impliqué dans l’effet chimiotactique 

de ce facteur. Comme nous avons montré que les effets chimiotactiques de Shh étaient 

modestes, et qu’aucun mécanisme n’a encore été décrit qui pourrait expliquer son action dans 

l’effet du PDGF BB, il peut être envisagé que Shh agit en induisant des voies de signalisation 

complémentaires ou synergiques à celles induites par le PDGF BB. 
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Figure 54 : Rôle du Shh autocrine dans l’activation de la PI3K induite par le PDGF BB dans 

les CML 

2,5.10
5
 CML sont ensemencées dans un puits d’une plaque de 6 puits et mises en quiescence dans 

du DMEM à 0% de sérum pendant 24 heures. Elles sont alors stimulées par le PDGF BB en 

présence ou non d’un anticorps bloquant dirigé contre les Hh, le 5E1 (1,5 µg/mL). L’activation est 

arrêtée 15, 30, 180, 240 ou 360 minutes après le traitement. Les protéines sont ensuite extraites 

après lyse des cellules et séparées par électrophorèse PAGE-SDS. La p-Akt (Ser473) et l’Akt 

totale sont détectées par Western blot en utilisant des anticorps spécifiques (A). Les niveaux de 

gris de chaque bande sont quantifiés à l’aide du logiciel Image J (B). L’immunoblot présenté est 

représentatif de 3 expérimentations indépendantes. 
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CHAPITRE V : MECANISMES D’ACTION DE SHH 

AUTOCRINE DANS LA MIGRATION DES CML INDUITE 

PAR PDGF BB 

I. MODULATION DES VOIES DE TRANSDUCTION DU SIGNAL 

Afin de déterminer plus précisement le mécanisme de la participation de Shh dans la 

migration des CML induite par le PDGF BB, différentes voies de signalisation ont été 

étudiées. Nos résultats précédents ont montré que, outre sa capacité à stimuler la voie de 

signalisation canonique Hh (stimulation de l’expression de Gli1), Shh induit aussi une 

phosphorylation des MAPK ERK1/2 et de l’Akt via la PI3Kγ. C’est pourquoi nous nous 

sommes intéressés à identifier le rôle de ces voies dans les effets du PDGF BB. 

1. La voie PI3K 

Après stimuation des CML par le PDGF BB, l’Akt est phosphorylée via l’activation de 

la PI3K (Fig. 54A). Une phase rapide et transitoire de phosphorylation (ser473) est observée 

avec un pic à 15 minutes suivi d’un retour au niveau de base 3 heures après la stimulation. Au 

delà de la 3
ème

 heure, on observe une nouvelle augmentation de la phosphorylation de l’Akt et 

le niveau d’activation se maintient au moins jusqu’à la 6
ème 

heure. 

La présence d’un anticorps dirigé contre les Hh dans le milieu d’incubation inhibe la 

phase tardive de phosphorylation de l’Akt (4 à 6 heures) tandis que la phase précoce n’est pas 

affectée (Fig. 54B), suggérant que la phase tardive de phosphorylation de l’Akt est 

dépendante de l’expression autocrine de Shh. 

Etant donné que nous avons démontré précédemment (Fig. 34B) que Shh est un 

inducteur de la PI3K, nous avons posé l’hypothèse que la phase tardive de la 

phosphorylation d’Akt est aussi dépendante de la PI3K. 

Si l’activation des CML par le PDGF BB est effectuée en présence d’un inhibiteur 

sélectif de la PI3K la phase tardive de phosphorylation de l’Akt est effectivement inhibée 

partiellement par l’AS-252424, un inhibiteur sélectif de la PI3K, alors que la phase précoce 

n’est pas touchée par cet inhibiteur, confirmant que le PDGF BB qui se fixe sur un récepteur à 

activité tyrosine kinase, est un inducteur des PI3K.  
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Figure 55 : Implication de la PI3Kγ dans la phosphorylation tardive de l’Akt induite par le 

PDGF BB dans les CML 

2,5.10
5
 CML sont stimulées par le PDGF BB en présence ou non d’un inhibiteur sélectif de la 

PI3K (AS-252424, 100 nmole/L). L’activation est arrêtée 15, 30, 180, 240 ou 360 minutes après 

le traitement. La p-Akt (Ser473) et l’Akt totale sont détectées par Western blot en utilisant des 

anticorps spécifiques (A). Les niveaux de gris de chaque bande sont quantifiés à l’aide du logiciel 

Image J (B). L’immunoblot présenté est représentatif de 3 expérimentations indépendantes. 

 

 

 

 
Figure 56 : Rôle de la PI3K dans la migration des CML induite par le PDGF BB 

6,5.10
5
 CML quiescentes sont ensemencées dans la cupule supérieure du Transwell. Le puits 

inférieur contient ou non du PDGF BB en présence ou non de Wortmannin (inhibiteur ubiquitaire 

de la PI3K, 100 nmole/L) ou d’AS-252424 (inhibiteur sélective de la PI3K, 100 nmole/L). La 

migration est stoppée au bout de 6 heures, puis les cellules n’ayant pas migré sont éliminées par 

grattage de la face supérieure de la membrane du Transwell. Les cellules restantes sur la face 

inférieure sont fixées, colorées à l’ et comptées. Trois puits sont utilisés pour chaque série et 

l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (*** : 

p<0,0005) 
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Ces données démontrent donc que la seconde vague de phosphorylation de l’Akt est 

induite par l’activation de la PI3K qui elle-même est dépendante de l’expression autocrine de 

Shh suite à l’activation des CML par le PDGF BB (Fig. 55). 

La migration des CML induite par le PDGF BB est complètement inhibée par un 

inhibiteur ubiquitaire de la PI3K (Wortmannin) tandis qu’elle est inhibée de 44% par 

l’inhibiteur sélectif de la PI3K (Fig. 56), ce qui suggère que la PI3K activée par le Shh 

produit autocrinement est un déterminant important de la migration des CML induite par le 

PDGF BB en activant une voie qui vient complémenter celles induites par le PDGF BB et 

menant à la migration des CML. 

2. Les MAPK ERK1/2 

L’activation de la cascade des MAPK, notamment l’activation des ERK1/2, est un des 

mécanismes importants impliqués dans la migration des CML vasculaires (Gerthoffer, 2007).  

La stimulation des CML par le PDGF BB induit une activation biphasique de la 

phosphorylation des ERK1/2 (Fig. 57A). Une première phase de phosphorylation qui est 

maximale aux alentours de 15 à 30 minutes après la stimulation suivie d’un retour à la valeur 

basale en 3 heures. Cette activation rapide et transitoire est suivie d’une deuxième vague de 

phosphorylation débutant vers la 4
ème

 heure et se maintenant au moins jusqu’à 6 heures.  

Comme nous avons montré que Shh recombinant stimule ERK1/2 dans les CML (Fig. 

33), que l’expression de Shh est induite par le PDGF BB, nous avons cherché à savoir si la 

phase tardive d’activation des ERK1/2 par le PDGF BB impliquait Shh. 

 

Figure 57 : Rôle de Shh dans l’activation des ERK1/2 induite par le PDGF BB 

2,5.10
5
 CML quiescentes sont stimulées par le PDGF BB (10 ng/mL) en présence ou non d’un 

anticorps bloquant dirigé contre les protéines Hh 5E1 (1,5 µg/mL). L’activation est arrêtée 15, 30, 

180, 240 ou 360 minutes après le traitement. Les ERK1/2 phosphorylées (p-ERK1/2 Tyr202/204) 

et totales sont détectées par Western blot en utilisant des anticorps spécifiques de ces différentes 

formes (A). Les niveaux de gris de chaque bande sont quantifiés à l’aide du logiciel Image J (B). 

Immunoblot représentatif de 3 expérimentations indépendantes. 
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Quand l’activation par PDGF BB est effectuée en présence de l’anticorps bloquant 

anti-Hh (5E1), la première phase de phosphorylation des ERK1/2 n’est pas modifiée tandis 

que l’activation de la phase tardive est inhibée (Fig. 57B), démontrant qu’effectivement 

l’expression autocrine de Shh participe à l’activation retardée de ERK1/2. 

Ne disposant pas d’outils pharmacologiques spécifiques pour inhiber la seconde vague 

de phosphorylation des ERK1/2, il n’est pas possible de dire si cette réctivation des ERK1/2 

par Shh autocrine est impliquée dans la potentialisation de l’effet migratoire de PDGF BB par 

le Shh produit autocrinement par la CML. On peut seulement envisager que la simple 

prolongation de l’activation des ERK1/2 par Shh autocrine est impliquée dans l’effet 

potentialisateur de Shh. 

3. La phosphorylation du PDGFR 

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) peuvent activer le PDGFR via un 

processus de transactivation qui implique l’activation de Src, induisant l’autophosphorylation 

du PDGFR et généralement l’activation des voies PI3K et MAPK ERK1/2 (Chen et al., 

2012). L’autophosphorylation du récepteur PDGFR et les voies de kinase PI3K ou MAPK 

ERK1/2 sont cruciales pour la migration des CML (Gerthoffer, 2007). Nos résultats 

précédents montrent l’activation de la voie PI3K et MAPK ERK1/2 par Shh. Nous avons donc 

émis l’hypothèse que Shh pourrait transactiver le PDGFR via son récepteur Smo qui est un 

RCPG et renforcerait ainsi l’activité intracellulaire de la signalisation du PDGF BB. Afin de 

vérifier cette hypothèse, nous avons examiné l’effet de Shh sur la phosphorylation de 

PDGFR sur les résidus Tyr579 et Tyr751. 

 

Figure 58 : Rôle de Shh dans la transactivation de PDGFR 

2,5.10
5
 CML quiescentes sont stimulées par le Shh (1 µg/mL) ou par le PDGF BB (10 ng/mL). 

L’activation est arrêtée 15, 30, 120 et 180 minutes après le traitement. Les formes phosphorylées 

(p-PDGFR Tyr579, p-PDGFR Try751) et totale du PDGFR sont détectées par Western blot en 

utilisant des anticorps spécifiques. Immunoblot représentatif de 3 expérimentations indépendantes. 
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Le PDGF BB induit la phosphorylation du PDGFR sur les résidus Tyr579 (120 fois) 

et Tyr751 (107 fois) dès la 15
ème 

minute suivant la stimulation des CML; le niveau de 

phosphorylation diminue à 30 minutes (73 fois et 97 fois, respectivement) puis revient 

pratiquement au niveau basal à 120 minutes. Par contre, la protéine recombinante Shh n’induit 

pas la phosphorylation des Tyr 579 et751 du PDGFR dans les 3 heures qui suivent la 

stimulation des CML (Fig. 58).  

Ceci signifie que Shh ne transactive pas le PDGFR et par conséquent que le Shh 

autocrine ne participe pas à l’augmentation de la migration par cette voie. 

4. La phosphorylation d’intégrines 

Les intégrines sont nécessaires à l’adhésion des CML à la matrice extracellulaire et 

promeuvent la mise en route de cascades de signalisations intracellulaires. L’activation via les 

intégrines déclenche un ensemble d’évènements moléculaires qui participe au processus 

migratoire (Gerhardt et al., 2003). La phosphorylation de l’intérgine 3, notamment sur la 

Tyr773, induit la phosphorylation des kinases Src et FAK, et stimule des protéines 

structurales, telles que la vinculine, la paxiline et l’-actine (Cai et al., 2009). Aussi, nous 

avons investigué sur l’effet de Shh dans l’activation de l’intégrine 3 en détectant la 

phosphorylation du résidu Tyr773. 

 

Figure 59 : Rôle du Shh dans la phosphorylation de l’intégrine 3 

2,5.10
5
 CML quiescentes ont été stimulées par le Shh (1 µg/mL) ou par le PDGF BB (10 ng/mL). 

L’activation est arrêtée 15 et 30, 15, 120, 240 et 180 minutes après le traitement, respectivement. 

L’intégrine  phosphorylée sur la Tyr 773 (p-intégrine  Tyr773) et l’intégrine  totale sont 

détectées par Western blot en utilisant des anticorps spécifiques. Immunoblot représentatif de 3 

expérimentations indépendantes. 

 

Le PDGF BB induit une phosphorylation importante de l’intégrine3 sur la Tyr773 15 

minutes après la stimulation (127 fois); un haut niveau de phosphorylation est maintenu 

jusqu’à 6 heures après la stimulation (Fig. 59). La protéine recombinante Shh induit aussi la 

phosphorylation de l’intégrine 3 sur la Tyr773 avec la même cinétique que le PDGF BB, 
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mais à un niveau plus faible que le PDGF BB (54 fois pour 15 minutes et 47 fois pour 30 

minutes). Puisque Shh n’est exprimé qu’à partir de 4 heures après stimulation par le PDGF 

BB, il pourrait être impliqué dans le maintien, au-delà de la 4
ème

 heure, d’un niveau 

relativement élévé de phosphorylation de l’intégrine 3 sur la Tyr773 induite par le PDGF BB. 

L’inhibition de Shh par l’anticorps 5E1 devrait permettre de confirmer le rôle de Shh dans la 

phosphorylation de l’intégrine 3 par le PDGF BB mais cette hypothèse reste à confirmer. 

5. La phosphorylation de la FAK 

Le contact focal transitoire entre la membrane cellulaire et la matrice extracellulaire 

est nécessaire à la migration. Un constituant et modulateur majeur de ces contacts focaux est 

la "Focal Adhesion Kinase" (FAK) Lors de la migration, le résidu Tyr397 de la FAK est 

autophosphorylé, permettant le recrutment des kinases de la famille Src. Dans les CML, la 

Tyr925 est ensuite phosphorylée grâce au Src (Gerthoffer, 2007). 

Récemment, il a été montré que les microparticules qui portent du Shh induisent une 

phosphorylation de FAK sur le résidu Tyr925 et favorisent la tubologenèse des CE sur 

Matrigel (Soleti et al., 2009). Hormis cette démonstration, l’activation de la FAK par Shh n’a 

pas été impliquée dans le mécanisme de la migration cellulaire. Notre hypothèse est que Shh 

active la FAK via sa phosphorylation en Tyr397 puis Tyr925 et ainsi renforce la migration des 

CML induite par le PDGF BB. 

 

Figure 60 : Rôle du Shh et du PDGF BB dans la phosphorylation de FAK 

2,5.10
5
 quiescentes sont stimulées (A) par Shh (1 µg/mL) ou (B) par le PDGF BB (10 ng/mL) 

pendant des durées différentest. La p-FAK Tyr397, la p-FAK Tyr925 et la FAK totale sont 

détectées par Western blot en utilisant des anticorps spécifiques. Immunoblot représentatif de 3 

expérimentations indépendantes. 

 

Après stimulation des CML par le PDGF BB, il est noté une augmentation rapide (26 

fois pour 15 minutes ) de la phosphorylation de la FAK sur la tyrosine 397 qui atteint un 

maximum 30 minutes (37 fois) après la stimulation puis revient au niveau basal (Fig.60).  
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La Tyr397 de la FAK est aussi phosphorylée transitoirement autour de la 15
ème

 

minutes après la stimulation des CML par la protéine recombinante Shh (7 fois), puis le 

niveau de phosphorylation revient à l’état basal. Le niveau de phosphorylation de la Tyr925 

de la FAK augmente progressivement suite à la stimulation des CML par Shh, pour atteindre 

un pic (31 fois) 2 heures après la stimulation (Fig. 60). 

Puisque d’une part Shh n’est exprimé qu’à partir de la 4
ème

 heure suivant la stimulation 

des CML par le PDGF BB, et puisque d’autre part la phosphorylation de la FAK est rapide et 

transitoire, et n’est pas réactivée au-delà de la 4
ème

 heure, il est peu probable que le Shh 

produit autocrinement puisse jouer un rôle dans son activation et complémenter l’action 

migratoire du PDGF BB par cette voie.  

II. ACTIVATION DE LA VOIE GLI1 ET CONSEQUENCES 

1. Activation de la voie Gli1 par le PDGF BB 

Le PDGF BB augmente de 2,8 fois la quantité d’ARNm de Gli1 dans les CML 6 

heures après la stimulation (Fig. 61). Sachant que la voie de Gli1 est la voie canonique induite 

par les protéines Hh et qu’il a été démontré que la protéine Shh recombinante activait la voie 

canonique dans les CML (Fig. 32), nous avons envisagé que l’expression autocrine de Shh 

induite par le PDGF BB pouvait participer à l’action migratoire du PDGF BB par cette voie. 

 

Figure 61 : Rôle de Shh dans l’activation de Gli1 induite par le PDGF BB 

2,5.10
5
 CML quiescentes sont stimulées par le PDGF BB (10 ng/mL) en présence ou non d’un 

anticorps bloquant dirigé contre les Hh 5E1 (1,5 µg/mL) pendant 6 heures. L’ARNm total est 

extrait et le niveau de l’expression de Gli1 est évalué par qPCR pour chaque condition. Trois puits 

sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames 

représentent les moyennes ± SD. (*** : p<0,0005) 
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De fait, la présence de l’anticorps anti-Shh 5E1 lors de la stimulation des CML par le 

PDGF BB inhibe complètement l’augmentation de Gli1 (Fig. 61) confirmant que c’est bien 

l’expression autorine de Shh qui est responsable de l’activation de Gli1. 

 

2. Implication de la voie Gli1 dans la migration des CML 

A. Inhibition pharmacologique de Gli1 

Afin de déterminer le rôle de l’activation de Gli1 dans la migration des CML induite 

par le PDGF BB, deux inhibiteurs de l’activation de la transcription de Gli1 ont été utilisés 

(Fig. 62) : GANT58 et GANT61. 

La stimulation des CML par le PDGF BB induit une augmentation de la migration des 

cellules d’environ 7,9 fois par rapport à celle des cellules non stimulées. L’addition de 

GANT58 ou de GANT61 inhibe de 20% ou de 19% cette migration induite par le PDGF BB, 

démontrant l’implication de Gli1 dans la migration induite par ce facteur. 

 

 

Figure 62 : Rôle de Gli1 dans la migration des CML induite par le PDGF BB : approche 

pharmacologique 

6,5.10
5
 CML quiescentes sont ensemencées dans la cupule supérieure du Transwell. Le puits 

inférieur contient ou non du PDGF BB (10 ng/mL) en présence ou non de GANT58 ou de 

GANT61 (5 µM). La migration est stoppée au bout de 6 heures et évaluée. Trois puits sont utilisés 

pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les 

moyennes ± SD. (** : p<0,005) 

B. Inhibition de Gli1 par dominant négatif 

Le facteur de transcription de type zinc finger Gli3 est un régulateur de la signalisation 

de la voie Hh. Il est composé d’un domaine de transactivation en C-terminal et d’un domaine 

répresseur en N-terminal. Biologiquement, le N-terminal de Gli3 est utilisé en tant que 
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dominant négatif de la voie Gli1 afin d’inhiber son activité. Pour inhiber l’expression de Gli1 

nous avons transduit des CML par un lentivirus (MOI=50) qui porte une séquence codant 

pour le N-terminal de Gli3. Dans la condition contrôle, les CML ont été transduites par un 

lentivirus vide. L’efficacité de la transduction a été vérifiée par Western blot. 

La transduction par le lentivirus codant pour le N-terminal enrichit effectivement la 

quantité de Gli3 répresseur dans les CML (Fig. 63A). La stimulation par le PDGF BB induit 

une migration des CML contrôles d’environ 10,8 fois par rapport aux cellules non stimulées. 

La migration induite par le PDGF BB des CML transduites par le lentivirus N-terminal de 

Gli3 est diminuée de 46% (Fig. 63B), démontrant la participation de Gli1 dans la migration 

des CML induite par le PDGF BB. 

 

 

Figure 63 : Rôle de Gli1 dans la migration des CML induite par le PDGF BB : inhibition de 

Gli1 par le dominant négatif Gli3Nter 

(A). Le domaine N-terminal de Gli3 est recherché par Western blot dans des extraits protéiques de 

CML transduites soit par un lentivirus qui porte la séquence codant pour le N-terminal de Gli3, 

soit par un lentivirus contrôle. (B). 6,5.10
5
 CML contrôles ou transduites par le N-terminal de Gli3 

sont ensemencées dans la cupule supérieure du Transwell. La migration induite par le PDGF BB 

(10 ng/mL) pendant 6 heures est évaluée. Trois puits sont utilisés pour chaque série et 

l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (*** : 

p<0,0005) 

 

C. Relation entre les voies de kinase et la voie Gli1-dépendante 

Dans les CML, les voies PI3K et MAPK sont activées quelques minutes après la mise 

en contact avec les stimulis (PDGF BB, Shh) tandis que la voie de transcription Gli1 n’est 

activée qu’à partir de la 4
ème

 heure. Par ailleurs, il a été montré que dans les fibroblastes 3T3, 

l’activation précoce (quelques minutes) de PI3K et ERK1/2 par Shh est nécessaire à 
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l’activation de Gli1 à long terme (quelque heures) (Riobo et al., 2006a; Riobo et al., 2006b ). 

Nos résultats mettent en évidence que dans les CML aussi ces 3 voies de signalisation sont 

activées Nous avons donc cherché à savoir si l’activation des voies kinase pouvaient moduler 

l’activation de la voie Gli1. 

Par RT-qPCR nous avons montré que l’inhibiteur de la PI3K AS-252424 n’influence 

pas l’augmentation de l’expression des ARNm de Gli1 induite par le Shh (Fig. 64A) tandis 

que l’inhibiteur des ERK1/2 U0126 inhibe complètement cette activation (Fig. 64B). 

Ces résultats suggèrent que l’activation des MAPK ERK1/2, mais pas celle de la 

PI3K, est nécessaire pour activer la voie canonique Gli1-dépendante. 

 

Figure 64 : Influence de la PI3K et la MAPK sur l’activation de la voie Gli1 

2,5.10
5
 CML quiescentes sont stimulées par le Shh (1 µg/mL) pendant 6 heures en présence ou 

non (A) d’un inhibiteur sélectif de la PI3K (AS-252424 : 100 nmole/L) ou (B) d’un inhibiteur 

d’ERK1/2 (U0126 : 10 µmole/L . L’ARNm total est extrait et le niveau d’expression de Gli1 est 

évalué par qPCR pour chaque condition. Trois puits sont utilisés pour chaque série et 

l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (NS : 

p>0,05, ** : p<0,005 et *** : p<0,0005) 

D. Identification des cibles de la voie Gli1 impliquées dans la migration des CML 

induite par le PDGF BB 

Nous avons mis en évidence que la potentialisation de l’effet migratoire du PDGF BB 

par Shh était en partie dû à l’activation de la voie Gli. Gli1 est un facteur de transcription qui 

active la transcription de gènes tels que Ptch1, Hip et Gli1 lui-même. Mais il active aussi 

nombre de gènes dans différents types cellulaires qui sont notamment impliqués dans le 

développement et la prolifération cellulaires, tels que la cycline D2, l’Insulin-like Growth 

Factor Binding Protein-6 (IGFBP-6), la plakoglobine, le Nkx2.2, la méthyltransférase, le 
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"Bone Morphogenetic Protein-4 et -7" (BMP-4 et BMP-7) et le "Fibroblast Growth Factor-

15" (FGF-15) (Kawai and Sugiura, 2001 ; Saitsu et al., 2005; Wu et al., 2004 ; Yoon et al., 

2002 ).  

Afin d’aborder ce problème, nous avons décidé d’utiliser une approche gènes 

candidats et de cibler des gènes :  

- dont il a été montré que la transcription était dépendante dufacteur de transcription 

Gli1, 

- et qui ont été impliqués dans la migration des CML. 

Les études mettant en évidence l’induction par la voie Gli de gènes potentiellement 

impliqués dans la migration cellulaire sont rares. C’est cependant le cas de la nétrine-1, de 

l’OPN et de Cyr61 (Harris et al., 2012; Hynes et al., 2000; Yoon et al., 2002). Nous nous 

sommes limités à l’étude de ces 3 gènes. 

a. Nétrine 1 

Il a été montré que la Nétrine 1 est un gène cible de Gli1 dans le développement du 

tube neural (Hynes et al., 2000). Il induit la prolifération et la migration des CML aortiques 

humaines et est un acteur important pour la muscularisation des vaisseaux (Fan et al., 2008). 

Le niveau des ARNm de la Nétrine 1 n’est pas modifié par Shh (Fig. 65), démontrant 

que la Nétrine 1 n’est pas un gène cible du facteur de transcription Gli1 activé par Shh. 

Il est donc peu probable que la potentialisation de l’effet migratoire du PDGF BB par 

Shh passe par une augmentation de l’expression de la Nétrine 1 via Gli1. 

 

Figure 65 : Shh et expression de la nétrine 1 dans les CML 

2,5.10
5
 CML quiescentes sont stimulées par le Shh (1 µg/mL) pendant 6 heures. L’ARNm total est 

extrait et le niveau de l’expression de la nétrine 1 est évalué par qPCR dans chaque condition. 

Trois puits sont utilisés pour chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les 

histogrames représentent les moyennes ± SD. (NS : p>0,05) 
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b. OPN 

Le rôle de l’OPN dans le développement des pathologies vasculaires a été confirmé 

par de nombreuses études (Lyle et al., 2012 ; Vaughan et al., 2012). En particulier elle 

favorise la progression de l’athérosclérose (Witkiewicz et al., 2010) et est impliquée dans la 

migration et l’activation des CML (Jalvy et al., 2007b). Une étude réalisée dans la lignée 

cellulaire épithéliale RK33 du rein transfectée ou non par un plasmide codant pour le Gli1 a 

identifié l’OPN comme un gène cible de Gli1 (séquence de fixation : GACCTCCCA) (Yoon 

et al., 2002). 

Le niveau des ARNm de l’OPN est modulé par le PDGF BB, mais pas par le Shh, 

suggérant que l’OPN n’est pas un gène cible de la signalisation de Shh, et plus 

particulièrement de la voie Gli1 (Fig. 66A). 

Afin de confirmer cette hypothèse, des CML ont été transduites par le lentivirus 

codant pour le dominant négatif de la voie Gli1 (Gli3Nter), inhibiteur de la voie Gli, puis 

stimulées par le PDGF BB. Dans ces conditions l’expression de l’OPN induite par le PDGF 

BB n’est pas diminuée, confirmant que le Shh produit autocrinement ne participe pas, via la 

voie Gli, à l’augmentation de l’expression de l’OPN, et par conséquent que l’OPN ne 

participe pas à la potentialisation de la migration par Shh (Fig. 66B). 

Ces résultats mettent en évidence que l’OPN n’est pas un gène ciblé par la voie de 

transcription Gli1-dépendante. 

 

Figure 66 : Expression de l’OPN dans les CML : modulation par Shh et le PDGF BB 

(A). 2,5.10
5
 CML quiescentes sont stimulées par Shh (1 µg/mL) ou le PDGF BB (10 ng/mL) 

pendant 6 heures. L’ARNm total est extrait et le niveau d’expression de l’OPN est évalué par 

qPCR dans chaque condition. (B). 2,5.10
5
 CML transduites par le lentivirus codant pour un 

dominant négatif de Gli1 (LV-Gli3Nter) ou par un lentivirus contrôle sont ensemencées dans les 

puits d’une plaque de 6 puits et mises en quiescence. Le niveau d’expression de l’OPN est évalué 

par qPCR après 6 heures de traitement par le PDGF BB (10 ng/mL). Trois puits sont utilisés pour 

chaque série et l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes 

± SD. (NS : p>0,05 et *** : p<0,0005) 
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c. "Cystéine-riche protein 61" (Cyr61) 

Le gène Cyr61 est fortement exprimé dans les CML de la média de l’aorte et les CML 

en culture. Cyr61 est un un facteur angiogénique et migratoire pour les CML (Unoki et al., 

2003). Une étude récente démontre qu’il est transcrit par l’activation de la voie Gli1 dans de 

cellules cancéreuses du sein (Harris et al., 2012) et par conséquent impliqué dans 

l’angiogenèse tumorale et dans la métastase hématogène. La séquence du site de la fixation de 

Gli1 sur le promoteur de Cyr61 est : GTCCTCCCA. 

Nous avons dans un premier temps vérifié l’hypothèse que le Cyr61 est aussi activé 

par le facteur de transcription Gli1 dans les CML. Une stimulation de CML par Shh augmente 

de 2,0 fois la quantité de l’ARNm de Cyr61 en 45 minutes, puis son expression continue 

d’augmenter (4,7 fois) 90 minutes après le traitement (Fig. 67A), démontrant que Shh est un 

inducteur d’une expression rapide de Cyr61. 

L’augmentation de l’expression de Cyr61 par Shh ne se produit pas dans dans les 

CML préalablement transduites par un lentivirus codant pour le N-terminal de Gli3 (Fig. 67B), 

suggérant que l’augmentation de Cyr61 par Shh est associée à l’activation de la voie Gli1. 

 

 

Figure 67 : Induction par Shh de l’expression de Cyr61 dans les CML 

(A). Cinétique de l’expression de Cyr61 dans les CML stimulées par Shh (1 µg/mL). La 

stimulation est stoppée au bout de 45 ou 90 minutes. (B). 2,5.10
5
 CML transduites par le lentivirus 

codant pour un dominant négatif de Gli1 (LV-Gli3Nter) ou un lentivirus contrôle sont 

ensemencées dans des puits d’une plaque de 6 puits et mises en quiescence dans du milieu sans 

sérum pendant 24 heures. Le niveau d’expression de Cyr61 est évalué par qPCR après 45 minutes 

de traitement des CML par Shh (1 µg/mL). Trois puits sont utilisés pour chaque série et 

l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (*** : 

p<0,0005) 
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Afin d’étudier le rôle de l’activation de Gli1 dans la modulation de Cyr61 induite par 

le PDGF BB, nous avons dans un premier temps réalisé une cinétique de l’expression de 

Cyr61 après stimulation des CML par le PDGF BB. Le PDGF BB n’induit pas 

d’augmentation de la protéine Cyr61 pendant les 2 premières heures suivant la stimulation. 

Par contre, on note une légère augmentation de la protéine à partir de la 3
ème

 heure suivant la 

stimulation des CML par le PDGF BB (Fig. 68A). Au vu de cette cinétique, nous avons posé 

l’hypothèse que le Shh produit autocrinement après stimulation par le PDGF BB est à 

l’origine de l’augmentation tardive de Cyr61 détectée apès stimulation des CML par le PDGF 

BB. 

Afin de vérifier cette hypothèse, des CML ont été transduites par le lentivirus 

dominant négatif de Gli1 ou un lentivirus contrôle puis stimulées par le PDGF BB. Après 

stimulation par le PDGF BB, l’expression de Cyr61 est augmentée 1,6 fois dans les CML 

transduites avec le lentivirus contrôle, alors que l’expression de Cyr61 ne subit pas 

d’augmentation dans les CML tranduites avec dominant négatif de Gli1 (Fig. 68B). 

 

 

Figure 68 : Rôle de Gli1 dans l’induction de l’expression de Cyr61 dans les CML par le 

PDGF BB 

(A). Cinétique de l’induction de l’expression de la protéine Cyr61 par le PDGF BB (10 ng/mL) 

suivie par Western blot. La stimulation est stoppée 15, 30, 120, 180, 240 et 360 minutes après la 

stimulation. Les protéines sont extraites après lyse des cellules et séparées par électrophorèse 

PAGE-SDS. Le Cyr61 et l’-tubuline sont détectés par Western blot en utilisant des anticorps 

spécifiques ; (B). 2,5.10
5
 CML transduites par les lentivirus LV-Gli3Nter ou contrôle sont 

ensemencées dans les puits d’une plaque de 6 puits et mises en quiescence dans du milieu sans 

sérum pendant 24 heures. Le niveau d’expression de Cyr61 est évalué après stimulation par le 

PDGF BB (10 ng/mL) pendant 6 heures. Trois puits sont utilisés pour chaque série et 

l’expérimentation est reproduite 3 fois. Les histogrames représentent les moyennes ± SD. (* : p< 

0,05 et ** : p< 0,005). 
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Ainsi l’expression de Cyr 61 induite via la production autocrine de Shh après 

stimulation des CML par le PDGF BB pourrait participer à la potentialisation de la migration 

induite par PDGF BB. Cette hypothèse devra être confortée en bloquant soit l’expression de 

Cyr61 (par siRNA), soit en bloquant la protéine Cyr61 (au niveau de son récepteur ou par un 

anticorps bloquant la protéine).  

d. Le récepteur PDGFR 

Le récepteur PDGFR est un récepteur à activité tyrosine kinase. Sa liaison avec le 

PDGF BB représente une voie majeure dans la migration des CML (Doanes et al., 1998). A 

l’aide du logiciel Genomatix, nous avons constaté que le promoteur de PDGFRβ possède 3 

sites potentiels de fixation au facteur de transcription Gli (Tab. 15). 

 

Numéro Position Séquence 

1 333-347 gcgtCCACcctccct 

2 356-370 gctcCCCCccaccaa 

3 440-454 caggcctCCCAgaca 

Tableau 15 : Sites de fixation de Gli1 sur le promoteur du PDGFR chez le rat (NC_005106.3) 

Nous avons émis l’hypothèse que l’expression du PDGFR pourrait être dépendante 

de Gli1 dont l’expression est elle-même dépendante de l’action de la production autocrine de 

Shh par les CML. Pour ce faire, nous avons cherché à savoir si l’expression du PDGFR en 

ARNm est induite par la voie Shh et plus précisément par la voie Gli1. 

 

Figure 69 : Shh et expression du récepteur PDGFR dans les CML 

2,5.10
5
 CML quiescentes sont stimulées par Shh (1 µg/mL) pendant 6 heures. L’ARNm total est 

extrait et le niveau de l’expression de PDGFR est évalué par qPCR dans chaque condition. (NS : 

p>0,05) 
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La Figure 69 montre que le niveau des ARNm du PDGFR dans les CML n’est pas 

augmenté par une stimulation de ces cellules par Shh. Ceci suggère que le PDGFR n’est pas 

un gène cible du facteur de transcription Gli1 dans les CML et que par conséquent la 

potentialisation de la migration des CML par Shh ne passe pas par cette voie. 

E. Conclusion 

Nos résultats ont montré que le PDGF BB stimule l’expression de Gli1 dans les CML 

et que cette expression de Gli1 est de façon logique le résultat d’une stimulation des CML par 

le Shh produit autocrinement par les CML sous l’action du PDGF BB. De façon plus 

inattendue nous avons montré que l’activation de la voie canonique Hh (Gli1) participait à 

l’effet promoteur de la migration des CML par Shh.  

Le blocage de Gli1 par des inhibiteurs pharmacologiques ou par un dominant négatif a 

permis de mettre en évidence l’implication de la voie Gli1 dans la migration des CML induite 

par le PDGF BB. Cette voie Gli1 est dépendante de l’expression autocrine de Shh sous l’effet 

du PDGF BB, ainsi que de l’activation des MAPK ERK1/2 , mais indépendante de la 

signalisation PI3K. 

Gli1 étant un facteur de transcription nous avons recherché parmi les cibles de Gli1 

décrites dans la littérature celles qui pourraient participer à la migration des CML. Nous avons 

identifié Cyr61 comme un candidat potentiel répondant à Shh. Il reste toutefois à vérifier ses 

propriétés dans la migration des CML. Par ailleurs, une analyse plus large par microarray 

devrait permettre d’isoler d’autres cibles de Gli1 en comparant par exemple le profil 

d’expression dans des CML traitées ou non par le PDGF BB en présence ou non d’un 

inhibiteur de Gli ou d’un dominant négatif de Gli. 
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 Partie II : Hh, maturation et stabilisation des 

néovaisseaux in vivo 
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La couverture de vaisseaux par des cellules murales est essentielle à leur stabilité 

et leur fonctionnalité. Le PDGF BB est l’un des principaux facteurs reconnus pour jouer 

un rôle essentiel dans la maturation des néovaisseaux, notamment dans le recrutement 

des cellules murales, péricytes et CML (Hellstrom et al., 1999). Le recrutement des 

cellules murales sur les néovaisseaux requiert la migration des CML vers les CE, qui se 

fait notamment selon un gradient de PDGF BB sécrété par les CE (Kano et al., 2005).  

Nos travaux réalisés in vitro mettent en évidence le rôle de Shh dans la migration 

des CML induite par le PDGF BB. In vivo, l’intervention de la voie Hh dans le 

mécanisme d’action du PDGF BB dans la maturation des néovaisseaux n’a jamais été 

décrite. Toutefois, il a été avancé que Shh pouvait intervenir dans la maturation des 

néovaisseaux puisque, lors de la réparation du réseau vasculaire après infarctus du 

myocarde, l’administration de Shh favorise la muscularisation des néovaisseaux 

(Kusano et al., 2005). Mais aucun lien entre l’effet Shh et le PDGF BB n’a été établi. 

Le but de ce travail est de déterminer le rôle des protéines Hh et de leur 

signalisation dans le recrutement des cellules murales sur les néovaisseaux in vivo et de 

vérifier notamment si elles interviennent dans le mécanisme d’action du PDGF BB. 

 Afin d’aborder ce problème nous avons fait appel à un modèle d’angiogenèse 

chez l’adulte, le modèle d’angiogenèse de la cornée chez la souris. 

I. MODELE D’ANGIOGENESE DE LA CORNEE CHEZ LA SOURIS 

Le modèle d’angiogenèse de la cornée a été développé chez la souris et utilisé 

essentiellement pour étudier la néovascularisation induite par des facteurs définis ou l’effet 

inhibiteur des molécules pharmacologiques contre l’angiogenèse (Kim et al., 2012 ; Mohan et 

al., 2011; Sivak et al., 2011 ).  

1. Description de la cornée normale 

La cornée contient 4 couches (Fig. 70) dont : 

- un épithélium, membrane épithéliale non-kératinisée, qui protège l’ensemble de l’œil 

et se régénère rapidement suite à une blessure ; 

- la membrane de Bowman, couche acellulaire composée de fibrilles de collagène, qui 

permet à la cornée de garder la forme hémisphérique; 
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- le stroma, couche relativement épaisse, composée de plusieurs couches de fibres de 

collagène sécrété par des kératocytes, qui assure la transparence de la cornée à la 

lumière ; 

- la membrane de Descemet, constituée de polysaccharides, qui est un support pour la 

membrane endothéliale ; 

- un endothélium, qui contrôle le flux et par conséquent l’homéostasie de la cornée. 

 

Figure 70 : Structure de la cornée 

2. Modèle expérimental 

La cornée normale et saine n’est pas vascularisée et reçoit les éléments nutritifs à 

partir de vaisseaux sanguins périphériques qui appartiennent au réseau de la choroïde. 

La néovascularisation de la cornée est un évènement qui peut se produire suite à une 

lésion de la cornée. Elle peut aussi être générée expérimentalement par introduction, dans la 

partie stromale, d’un implant qui diffuse progressivement un facteur angiogénique et crée 

ainsi un gradient du facteur angiogénique. En général, 5 jours après l’opération, des vaisseaux 

sanguins se sont développés vers l’implant pro-angiogénique. Ce réseau vasculaire va se 

musculariser progressivement (Zhang et al., 2009). 

Dans les travaux qui suivent, le facteur angiogénique VEGF a été utilisé afin de 

générer la croissance de vaisseaux dans la cornée de souris. 
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II. ROLE DE LA VOIE HH DANS L’ANGIOGENESE DE LA CORNEE 

INDUITE PAR LE VEGF 

Il a été proposé que Shh est un facteur angiogénique qui est notamment impliqué 

dans l’angiogenèse réparatrice du muscle soumis à une ischémie aiguë du muscle de la 

patte inférieure chez la souris (Pola et al., 2003). Il promeut la migration et la 

morphogenèse capillaire des CE en culture via l’activation de la voie RhoA (Renault et 

al., 2010) et PI3K (Kanda et al., 2003). Il a aussi été suggéré que la thérapie génique par 

Shh induisait la formation de vaisseaux plus muscularisés (Kusano et al., 2005). 

Cependant, l’effet des protéines Hh et de leurs voies de transduction dans le recrutement 

des cellules murales, la maturation et la stabilisation des vaisseaux, reste encore 

largement méconnu. 

Afin d’aborder ce problème, nous avons choisi d’utiliser le modèle d’angiogenèse 

de la cornée chez la souris adulte car : 

- la croissance de vaisseaux dans ce modèle, est totalement dépendante du facteur 

angiogénique diffusant depuis l’implant ; 

- il est facile d’introduire un inhibiteur pharmacologique en association avec le 

facteur inducteur; 

-  les structures et l’architecture des néovaisseaux peuvent être suivies aisément 

par microscopie ; 

-  les néovaisseaux se muscularisent ce qui permet de suivre l’influence des 

facteurs activateurs ou inhibiteurs du recrutement des cellules murales; 

- à plus long terme, les néovaisseaux régressentet, le réseau vasculaire se 

réorganise, ce qui permet d’aborder la stabilisation des vaisseaux. 

1. Effet de la voie Hh dans l’angiogenèse induite par le VEGF  

L’effet angiogénique de la protéine Shh a aussi été observé dans le modèle 

d’angiogenèse de la cornée (Pola et al., 2001). Cependant, le rôle de la voie Hh dans 

l’angiogenèse induite par d’autres facteurs, en particulier le VEGF, n’a pas été étudié, et 

surtout, aucune étude ne s’est focalisée sur la place jouée par les protéines Hh dans le 

recrutement des cellules murales et donc la muscularisation des vaisseaux. 

Afin d’aborder ce problème, nous avons dans un premier temps cherché à 

connaître les conséquences du blocage de la voie Hh par la cyclopamine, un inhibiteur 

de Smo sur l’angiogenèse de la cornée induite par le VEGF. 
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Figure 71 : Effet de l’inhibition de la signalisation de la voie Shh sur la néovascularisation 

de la cornée induite par le VEGF
 

Des implants contenant ou non 5 µg de VEGF ± cyclopamine (10 mmol) ont été insérés dans les 

cornées de souris C3HeB/FeJ (n=8/groupe). (A) La détection du marqueur endothélial CD31 

(rouge : Alexa568®) et du marqueur des cellules murales NG2 (vert : Alexa468®) est réalisée 

par immunohistofluorescence 5 jours après l’opération. Les images sont prises en microscopie à 

épi-fluorescence. (B) Le nombre (B-a), le diamètre (B-b), la connectivité des vaisseaux (maille 

vasculaire) (B-c) sont comptés et quantifiés à partir des images prises. Le nombre des vaisseaux 

NG2
+
 est déterminé par comptage des vaisseaux colonisés par des cellules NG2

+ 
(B-d). Les 

résultats sont exprimés en nombre de fois la valeur du contrôle (implant sans VEGF). (NS : 

p>0,05 et *** : p>0,0005)
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Cinq jours après la mise en place de l’implant contenant le VEGF, un réseau 

vasculaire important s’est développé aussi bien en présence qu’en absence de 

cyclopamine. Il n’y pas de différences sur le nombre des vaisseaux (Fig. 71A et Fig. 

71B-a), sur leur diamètre (Fig. 71A et Fig. 71B-b), ou sur la connectivité du réseau 

vasculaire (Fig. 71A et Fig. 71B-c). Par contre, le nombre de vaisseaux NG2
+
 (un 

marqueur des cellules murales, en particulier des péricytes) est 60% plus faible en 

présence de cyclopamine que dans les contrôles (Fig. 71A et Fig. 71B-d), suggérant que 

la signalisation Hh est impliquée dans le recrutement des cellules murales sur les 

néovaisseaux de la cornée induits par VEGF. 

2. Expression et localisation des protéines Hh dans les néovaisseaux de la cornée 

induits par VEGF  

Puisque la voie Hh est active dans les néovaisseaux et sachant que cette voie est 

activée que par les protéines Hh et les oxystérols, nous avons dans un premier temps 

cherché à vérifier s’il y avait bien expression de Hh dans les néovaisseaux, puis à 

identifier les cellules exprimant ces protéines Hh. 

A. Expression des Hh dans les néovaisseaux : approche qPCR 

Les cornées entières traitées ou non par le VEGF sont excisées et les ARN totaux 

en sont extraits en vue de déterminer par PCR l’expression des différents Hh, ainsi que 

celles de différents éléments de la voie Hh.  

L’expression de Shh est augmentée de 3,8 fois dans les cornées traitées par le 

VEGF par rapport aux cornées contrôles (Fig. 72A) tandis qu’Ihh et Dhh sont très 

faiblement exprimés ou ne sont pas détectables y compris dans dans les cornées VEGF. 

Le récepteur Ptch1 et son co-récepteur Smo ne sont pas modulés significativement 

par le traitement des cornées par le VEGF (Fig. 72B et 72C). 

Par contre, Gli1, le marqueur de la voie canonique, est également augmenté dans 

les cornées-VEGF (Fig. 72), confirmant que la voie Hh est bien activée au cours de la 

néovascularisation induite par le VEGF, probablement suite à l’augmentation de 

l’expression de Shh. 
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Figure 72 : Expression des éléments de la voie Hh dans les cornées traitées par le VEGF.

 

Les expressions de Shh, Ptch1, Smo et Gli1 dans les cornées traitées ou non par 5 µg de VEGF 

(n=8/groupe) sont évaluées par qPCR 5 jours après la pose de l’implant. (*** : p<0,0005 et NS: 

p>0,05)
 

B. Expression des protéines Hh dans les néovaisseaux : approche 

immunohistochimique 

L’étude immunohistologique à l’aide d’un anticorps dirigé contre la partie C-

terminale de Shh permet de mettre en évidence que la protéine Shh se localise 

effectivement dans les néovaisseaux des cornées VEGF, notamment à l’extrémité 

apicale de ces vaisseaux (Fig. 73A). 72% des vaisseaux en croissance portent le 

marquage Shh (comptage sous microscope). A l’aide de la microscopie confocale, nous 

avons constaté que la protéine Shh est retouvée plus précisément au niveau des cellules 

exprimant le marqueur des cellules murales NG2 situées à l’extrémité des néovaisseaux 

en croissance et, dans ces cellules, est localisée dans le cytoplasme et sur la membrane 

plasmique (Fig. 73B). 
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Figure 73 : Localisation de Shh dans les néovaisseaux de la cornée 
 

L’angiogenèse de la cornée est induite par la pose d’un implant contenant 5 µg de VEGF. La 

détection de NG2 (rouge : Alexa568®), Shh (vert : Alexa468®) et des noyaux (bleu : DAPI) est 

réalisée 5 jours après la pose de l’implant. Les images sont prises en microscopie à épi-

fluorescence (A) et en microscopie confocale (B) et traitées à l’aide du logiciel IMARIS®. 

Détourage des cellules a été réalisé manuellement. 
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C. Conclusion 

Ces études démontrent que Shh est effectivement exprimé au niveau des 

néovaisseaux lors de l’angiogenèse de la cornée induite par le VEGF, et que cette 

expression est localisée dans des cellules murales NG2
+
 situées à l’extrémité des 

vaisseaux en croissance. 

3. Mécanismes d’induction de l’expression de Shh dans les cellules murales des 

néovaisseaux 

Nous avons envisagé 2 hypothèses (Fig. 74): 

- ou bien c’est le VEGF qui active l’expression de Shh en agissant directement sur les 

cellules murales, 

- ou bien le VEGF active au niveau des CE la production de facteurs qui vont agir sur 

les cellules murales et induire l’expression de Shh par ces cellules. 

 

Figure 74 : Mécanismes hypothétiques de l’induction de l’expression de Shh dans les 

cellules murales durant la néovascularisation induite par le VEGF 

A. Hypothèse 1 : activation directe de Shh dans les cellules murales 

Afin de vérifier cette hypothèse, des CML en culture ont été stimulées par le VEGF et 

l’expression de Shh suivie par qPCR. Quelle que soit sa concentration, le VEGF n’induit pas 

l’expression de Shh, suggérant que l’activation directe des cellules murales par VEGF n’est 

pas responsable de l’expression de Shh localisé à l’extrémité des vaisseaux en croissance. 

Toutefois, il sera nécessaire de vérifier si le VEGF est capable de moduler l’expression de 

Shh dans d’autres types notamment les péricytes. 
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B. Hypothèse 2 : induction par le VEGF de facteurs endothéliaux activateurs des 

cellules murales 

Différentes études montrent que la stimulation des CE par le VEGF induit 

l’expression de PDGF BB (Enge et al., 2002 ; Hellstrom et al., 1999). De plus, nos 

résultats obtenus sur des CML en culture (Partie I/Chapitre IV) montrent que le PDGF 

BB induit l’expression de Shh dans ces cellules. Nous avons donc examiné l’hypothèse 

selon laquelle les CE de la cornée, sous l’effet du VEGF diffusant depuis l’implant, vont 

produire du PDGF BB qui, à son tour, pourra agir sur les cellules murales pour induire 

l’expression de Shh.  

Nous avons donc successivement recherché : 

- s’il y avait augmentation de l’expression de PDGF BB dans les cornées traitées 

par VEGF, 

- quelles étaient les cellules qui produisaient le PDGF BB, 

- et si le PDGF BB d’une part était bien à l’origine de l’expression de Shh dans 

les cellules murales, et d’autre part jouait un rôle dans la muscularisation des 

néovaisseaux. 

a. Expression du PDGF BB par les CE des cornées traitées par le VEGF 

Cinq jours après la pose d’implants contenant ou non du VEGF, les cornées 

entières ont été excisées et les ARN totaux extraits. L’expression de PDGF BB dans les 

cornées traitées par le VEGF, déterminée par qPCR, est 2,1 fois plus élevée que dans 

celle des cornées contrôles (Fig. 75). 

 

Figure 75 : Expression du PDGF BB au cours de la néovascularisation de la cornée 
 

Un implant contenant ou non 5 µg de VEGF est inséré dans les cornées des souris C3HeB/FeJ. 

L’expression de PDGF BB dans les cornées traitées ou non par VEGF (n=8/groupe) est évaluée 

par qPCR 5 jours après la pose de l’implant. (*** : p<0,0005)  
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L’expression du PDGF BB dans la cornée a été confirmée par une approche génique à 

l’aide d’un gène rapporteur (lacZ). Les souris PDGF B-Cre-ER
T2/+ 

; Rosa26
R/+

 sont des souris 

transgéniques dans lesquelles le gène lacZ est spécifiquement transcrit dans les cellules 

exprimant le PDGF BB (principalement les CE). L’activité -galactosidase (gène rapporteur 

LacZ) est détectée dans les vaisseaux préexistants en périphérie de la cornée, mais dans les 

néovaisseaux colonisant la cornée après implantation de VEGF (Fig. 76).  

 
Figure 76 : Détection des structures exprimant le PDGF BB dans la cornée de la souris 

PDGF B-Cre-ER
T2/+ 

; Rosa26
R/+

 

Un implant contenant 5 µg de VEGF est inséré dans les cornées des souris PDGF B-Cre-ER
T2/+ 

; 

Rosa26
R/+

. L’activité X-Gal (spécifiquement activée dans les cellules exprimant le PDGF B) est 

révélée après incubation des cornées entières avec le substrat X-Gal 5 jours après la pose de 

l’implant. Les photos sont prises au grossissement x10 (A) et x20 (B). 

 
 

La détection de PDGF BB par immunohistochimie dans les cornées VEGF, montre 

que le PDGF BB est exprimé par des CE (CD31
+
) des vaisseaux néoformés, particulièrement 

au niveau de zones situées près de la pointe de ces vaisseaux (Fig. 77). Cette étude montre 

que les CE des néovaisseaux des cornées traitées par VEGF expriment le PDGF BB. 

La démonstration que le PDGF BB est effectivement exprimé par les CE des 

vaisseaux en croissance dans la cornée soumise à l’action du VEGF est compatible avec 

l’hypothèse selon laquelle le PDGF BB produit par les CE des néovaisseaux est à l’origine de 

la stimulation de l’expression de Shh par les cellules murales voisines. 
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Figure 77 : Localisation du PDGF BB dans les néovaisseaux de la cornée 

 

Un implant contenant ou non 5 µg de VEGF est introduit dans les cornées des souris C3HeB/FeJ. 

Les détections de CD31 (rouge : Alexa568®), PDGF BB (vert : Alexa468®) et des noyaux 

(bleu : DAPI) sont réalisées 5 jours après la pose de l’implant. Les images sont prises en 

microscopie confocale et traitées par le logiciel IMARIS®. 

 
 

 

Figure 78 : Effet de l’imatinib sur l’expression de Shh dans les cornées traitées par le 

VEGF 

Des implants contenant 5 µg de VEGF en présence ou non d’un inhibiteur du PDGFR 

(imatinib : 10 mmol) ont été insérés dans les cornées des souris C3HeB/FeJ. L’expression de Shh 

des cornées (n=8/groupe) est évaluée par qPCR 5 jours après la pose de l’implant. (*** : 

p<0,0005 et ** : p<0,005) 
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b. PDGF BB et expression de Shh 

Afin de vérifier l’hypothèse que le PDGF BB produit par les CE des cornées 

traitées par le VEGF est bien responsable de l’activation de l’expression de Shh dans les 

cellules murales, nous avons inhibé les effets du PDGF BB par l’imatinib, un inhibiteur 

du récepteur PDGFR dans les cornées traitées par le VEGF et évalué l’expression de 

Shh par qPCR. 

La quantité d’ARNm de Shh est 3,8 fois plus élevée dans les cornées traitées par 

VEGF que les contrôles. La présence d’imatinib diminue l’augmentation de l’expression de 

Shh de 58% (Fig. 78), démontrant une régulation positive de Shh par le PDGF BB. 

Ainsi, en complément à la mise en évidence que les cellules murales des néovaisseaux 

dans la cornée VEGF expriment Shh (Fig. 73), nous mettons ici en évidence, comme nous 

l’avons démontré in vitro sur les CML en culture, que l’induction de l’expression Shh dans les 

cellules murales des néovaisseaux est la résultante directe de l’action du PDGF BB produit 

par les CE sur les cellules murales durant la formation et la maturation des vaisseaux. 

C. Conclusion 

Dans cette partie du travail, nous avons mis en évidence la production de PDGF BB 

dans les CE des néovaisseaux induits par le VEGF, ainsi que expression de Shh dans les 

cellules murales NG2
+
 situées à l’extrémité apicale des néovaisseaux. De plus, nous montrons 

que l’expression de Shh dans les cellules murales est liée à l’activation de ces cellules par le 

PDGF BB exprimé dans les CE adjacentes au niveau des pointes des vaisseaux néo-formés 

dans la cornée des souris. Ces différents résultats nous amènent à proposer le schéma suivant 

(Fig. 79) pour illustrer le mécanisme d’activation de l’expression de Shh dans les 

néovaisseaux de la cornée induits par VEGF : 

- induction de la production de PDGF BB par les CE sous l’action du VEGF, 

- induction de l’expression de Shh par les cellules murales sous l’action du PDGF BB. 

 

Figure 79 : Mécanismes de l’induction de l’expression de Shh dans les cellules murales 

durant la néovascularisation induite par le VEGF
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Comme le PDGF BB est un facteur chimiotactique majeur des CML, ceci nous a 

amené à nous poser la question de la part jouée par Shh produit par les cellules murales 

dans le recrutement de ces dernières sur les néovaisseaux immatures durant 

l’angiogenèse de la cornée. 

4. Rôle du Shh induit par le PDGF BB dans le recrutement des cellules murales 

Nous avons démontré en début de ce Chapitre qu’un blocage du co-récepteur des 

ligands Hh (Smo) diminuait le recrutement des cellules murales sur les néovaisseaux de la 

cornée (Fig. 71), suggérant que la voie de signalisation Hh prenait part à la maturation des 

néovaisseaux. 

Afin de démontrer que le mécanisme d’action du PDGF BB sur le recrutement des 

cellules murales dans l’angiogenèse induite par le VEGF implique la stimulation de Shh par 

ce facteur et l’activation de la voie Hh, nous avons réalisé 2 types d’expériences : 

- la pose d’un implant VEGF contenant ou non de l’imatinib, un inhibiteur du PDGFR, 

pour vérifier que le PDGF BB est un acteur majeur du recrutement des CML ; 

- a pose d’un implant PDGF BB contenant ou non de la cyclopamine (inhibiteur de 

Smo), pour évaluer l’effet direct de Shh dans le recrutement des cellules murales 

induit par le PDGF BB sachant que ce facteur est un inducteur de l’expression de Shh 

dans ce modèle. 

A. PDGF BB et recrutement des cellules murales induit par le VEGF 

Comme nous l’avons vu précédemment, un réseau de vaisseaux muscularisés 

(exprimant NG2) se développe dans les cornées traitées par VEGF. Afin de vérifier que 

le PDGF BB produit dans les cornées traitées par VEGF est bien un acteur du 

recrutement des cellules murales sur les néovaisseaux, nous avons suivi l’influence du 

traitement des cornées par l’imatinib, un inhibiteur du récepteur PDGFR sur l’état de 

la muscularisation des vaisseaux. 

Le traitement par l’imatinib, qui bloque la signalisation de PDGF BB, n’a d’effet ni sur 

le nombre total de vaisseaux (Fig. 80A et Fig. 80B-a), ni sur leur diamètre (Fig. 80A et 

Fig. 80B-b), ni sur la connectivité du réseau (Fig. 80A et Fig. 80B-c). Par contre, 

l’imatinib diminue de 55% le nombre de vaisseaux exprimant le marqueur NG2
+
 (Fig. 

80A et Fig. 80B-d) démontrant ainsi un rôle dans le recrutement des cellules NG2
+
.  
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Figure 80 : Effet de l’inhibition de la signalisation du PDGF BB sur la néovascularisation 

induite par le VEGF
 

Des implants contenant ou non 5 µg de VEGF ± imatinib (10 mmol) ont été insérés dans les 

cornées de souris C3HeB/FeJ (n=8/groupe). (A) La détection du marqueur endothélial CD31 

(rouge : Alexa568®) et du marqueur des cellules murales NG2 (vert : Alexa468®) est réalisée 

par immunohistofluorescence 5 jours après la pose de l’implant. Les images sont prises en 

microscopie à épi-fluorescence. (B) Le nombre (B-a), le diamètre (B-b) et la connectivité des 

vaisseaux (maille vasculaire) (B-c) sont comptés et quantifiés à partir des images prises. Le 

nombre des vaisseaux NG2
+
 (B-d) est déterminé par comptage des vaisseaux colonisés par des 

cellules NG2
+
. Les résultats sont exprimés en nombre de fois par rapport aux cornées contrôles 

(implant sans VEGF). (NS : p>0,05 et *** : p>0,0005)
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Ce résultat montre que le PDGF BB est capable de favoriser le recrutement des 

cellules murales sur les vaisseaux en formation, confirmant ainsi les données de la littérature 

démontrant que le PDGF BB est un facteur majeur pour le recrutement des cellules murales et 

la maturation des vaisseaux (Enge et al., 2002; Hellstrom et al., 1999). 

B. Shh et recrutement des cellules murales induit par le PDGF BB 

Dans le développement et l’angiogenèse, le PDGF BB est surtout connu en tant 

qu’inducteur du recrutement des cellules murales (Enge et al., 2002; Hellstrom et al., 1999 ), 

bien qu’il soit démontré qu’il est aussi un facteur pro-angiogénique (Zhang et al., 2009). 

Afin d’étudier directement le rôle de Shh dans le recrutement des cellules murales 

induit par le PDGF BB (sachant que nous avons démontré que le Shh est une cible du PDGF 

BB in vitro), la néovascularisation dans la cornée est induite par la pose d’implants contenant : 

- du PDGF BB afin de confirmer que le PDGF BB est bien angiogénique par lui-même 

et qu’il induit aussi l’expression de Shh, 

- du PDGF BB en présence de cyclopamine, un inhibiteur du récepteur Smo, pour 

bloquer la voie de signalisation de Shh et évaluer son niveau de participation dans le 

recrutement des cellules murales.  

a. Expression de Shh dans la néovascularisation induite par le PDGF BB 

Cinq jours après la pose d’implants contenant ou non du PDGF BB, les cornées entières 

sont excisées et soit fixées en vue de l’étude morphologique, soit utilisées pour extraire les 

ARN totaux. L’expression de Shh dans les cornées traitées par le PDGF BB, déterminée par 

qPCR, est 2,9 fois plus élevée que celle des cornées contrôles (Fig. 81). 

 

Figure 81 : Expression de Shh dans les cornées traitées par le PDGF BB 
 

Les expressions de Shh dans les cornées traitées ou non par à 0,5 µg de PDGF BB (n=8/groupe) 

sont évaluées par qPCR 5 jours après la pose d’implants. (*** : p<0,0005 et NS: p>0,05) 
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Figure 82 : Effet de l’inhibition de la signalisation de Shh sur la néovascularisation induite 

par le PDGF BB
 

Des implants contenant ou non 0,5 µg de PDGF BB ± cyclopamine (10 mmol) sont insérés dans 

les cornées de souris C3HeB/FeJ (n=8/groupe). (A) La détection du marqueur endothélial CD31 

(rouge : Alexa568®) et du marqueur des cellules murales NG2 (vert : Alexa468®) est réalisée 

par immunohistofluorescence 5 jours après l’opération. Les images sont prises en microscopie à 

épi-fluorescence. (B) Le nombre (B-a), le diamètre (B-b), la connectivité des vaisseaux (maille 

vasculaire) (B-c) sont comptés et quantifiés à partir des images prises. Le nombre des vaisseaux 

NG2
+
 (B-d) est déterminé par comptage des vaisseaux colonisés par des cellules NG2

+
. Les 

résultats sont exprimés en nombre de fois par rapport aux cornées contrôles. (NS : p>0,05 et *** : 

p>0,0005) 
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b. Rôle de Shh dans le recrutement des cellules murales induit par le PDGF BB 

L’implant contenant du PDGF BB induit une angiogenèse comparable à celle induite 

par le VEGF; de plus le réseau vasculaire obtenu est muscularisé comme celui induit par 

VEGF (Fig. 82A). L’implant contenant du PDGF BB induit un réseau vasculaire muscularisé 

comme celui induit par VEGF. En présence de cyclopamine, le nombre de vaisseaux induits 

par PDGF BB (Fig. 82A et Fig. 82B-a), le diamètre des vaisseaux (Fig. 82A et Fig. 82B-b) et 

la connectivité du réseau (Fig. 82A et Fig. 82B-c) ne varient pas de façon significative. Par 

contre, le blocage de la voie Shh diminue le nombre de vaisseaux comprenant des cellules 

NG2
+
 (Fig. 82A et Fig. 82B-d) d’un ordre de grandeur identique à celui du blocage du PDGF 

BB par l’imatinib: 49% versus 55%, confirmant que Shh et sa voie de transduction font partie 

intégrante du mécanisme d’action du PDGF BB dans le recrutement des cellules murales sur 

les vaisseaux néo-formés. 

III. ROLE DE LA VOIE HH DANS LA STABILISATION DES 

VAISSEAUX 

Le lien entre la couverture des vaisseaux par des cellules murales et la 

stabilisation des vaisseaux est maintenant bien établi (Armulik et al., 2005; Armulik et 

al., 2011; Raza et al., 2010). Une déficience en cellules murales génère des vaisseaux 

perméables et instables, et est associée à des maladies vasculaires telles que la 

rétinopathie diabétique et l’artériopathie cérébrale autosomique dominante et par 

conséquent à la dysfonction d’organe (Enge et al., 2002). 

Notre objectif a été ici d’évaluer les conséquences du défict en Shh sur la survie à 

moyen terme des vaisseaux néoformés dans les cornées traitées par VEGF. 

Cinq jours après la pose d’un implant VEGF le réseau vasculaire est encore 

imature. Il ne se caractérise pas des mailles peu nombreuses et de taille très variable et 

un nombre important de vaisseaux peu branchés qui s’alignent dans le sens du gradient 

de VEGF. Vingt huit jours après la pose de l’implant VEGF, le réseau vasculaire a été 

remodelé, il est dense et bien organisé en mailles de taille relativement homogènes qui 

recouvrent l’ensemble de la cornée sans que l’on ne puisse reconnaitre particulièrement 

le site d’insertion de l’implant. Alors qu’à 5 jours les cellules NG2
+
 sont nombreuses et 

tapissent la partie distale des vaisseaux en croissance, à 28 jours elles sont moins 

nombreuses et distribuées de façon sporadique.  
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Figure 83 : Rôle de Shh sur la stabilisation à long terme des vaisseaux de la cornée induits 

par le VEGF
 

Des implants contenant ou non 5 µg de VEGF ± cyclopamine (10 mmol) ont été insérés dans les 

cornées de souris C3HeB/FeJ (n=8/groupe). (A). La détection du marqueur endothélial CD31 

(rouge : Alexa568®) et du marqueur des cellules murales NG2 (vert : Alexa468®) est réalisée 

par immunohistofluorescence 28 jours après l’opération. Les images sont prises en microscopie à 

épi-fluorescence. (B) Le nombre (B-a), le diamètre (B-b), la connectivité des vaisseaux (maille 

vasculaire) (B-c) sont comptés et quantifiés à partir des images prises. Le nombre des vaisseaux 

NG2
+
 (B-d) est déterminé par comptage des vaisseaux colonisés par des cellules NG2

+
. Les 

résultats sont exprimés en nombre de fois par rapport aux cornées de contrôle. (NS : p>0,05 et 

*** : p>0,0005)
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Le blocage de la signalisation Hh par la cyclopamine entraîne d’importantes 

modifications du réseau vasculaire 28 jours après l’insertion de l’implant. Comme 

observé à 5 jours, pendant la phase de croissance des néo-vaisseaux en présence de 

cyclopamine, le nombre cellules NG2
+
 sur les vaisseaux est faible. Même si les 

vaisseaux s’allongent une large partie de la cornée, la surface couverte est réduite par 

rapport à celle observée en absence de cyclopamine; leur nombre est fortement diminué 

(63% de réduction) (Fig. 83A et Fig. 83B-a). Ils sont fins avec une réduction de leur 

diamètre de 47% (Fig. 83A et Fig. 83B-b) et peu branchés, ce qui se traduit par une 

diminution de 59% de leur connectivité (Fig. 83A et Fig. 83B-c) et par la disparition du 

réseau en mailles.  

Le traitement par la cyclopamine conduit à ce que les néovaisseaux de la cornée 

induits par le VEGF présentent une déficience du recrutement en cellules murales, de ce 

fait ces vaisseaux deviennent plus fins, perdent leurs branchements et leurs 

interconnections, suggérant ainsi qu’ils régressent plus rapidement. 

Ces résultats suggèrent que la signalisation Shh est cruciale pour la stabilisation et 

la survie du réseau vasculaire à long terme, et que son mécanisme d’action est en grande 

partie lié au recrutement des cellules murales sur les néovaisseaux. 

Dans ce travail, seule une analyse morphologique des vaisseaux a été réalisée. Elle ne 

permet pas d’aborder les mécanismes par lesquels Shh intervient dans la stabilisation des 

néovaisseaux. Son action se limite-t-elle au recrutement des cellules murales ou agit-elle par 

d’autres mécanismes, par exemple en agissant sur la survie des cellules de ces néovaisseaux. 

Des expérimentations complémentaires seront donc nécessaires pour répondre à ces questions.  

IV. CONCLUSION 

Dans ce chapitre nous avons démontré pour la première fois, in vivo, que Shh est un 

médiateur de l’activité du PDGF BB dans le recrutement des cellules murales lors de 

l’angiogenèse expérimentale de la cornée. Nos résultats obtenus in vivo sont en parfait accord 

avec les données que nous avons obtenues in vitro qui démontraient que la migration des 

CML induite par le PDGF BB impliquait la production de Shh par la CML et l’activation de 

sa voie de signalisation. En effet, dans le modèle d’angiogenèse de la cornée chez la souris, 

nous établissons que le PDGF BB produit par les CE des néovaisseaux stimule l’expression 

de Shh dans les cellules murales NG2
+
, expression qui est cruciale pour leur recrutement sur 

les néovaisseaux et pour la stabilisation des vaisseaux néoformés. 
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Au cours du développement embryonnaire ou de la réparation tissulaire chez l’adulte, 

la formation du système vasculaire ou la néovascularisation sont des étapes très importantes 

permettant le transport des nutriments et donc la formation ou la régénération des tissus. Un 

évènement crucial dans ces processus est le recrutement des cellules murales sur les 

néovaisseaux qui conduit à la stabilisation et la maturation des vaisseaux néoformés. 

La voie de signalisation Hh a été impliquée essentiellement dans le développement 

vasculaire embryonnaire (Nagase et al., 2008). Cependant, quelques études, et notamment 

celles du groupe de D. Losordo, ont mis en évidence le rôle de cette voie chez l’adulte en 

participant aux mécanismes de réparation tissulaire, notamment en favorisant la croissance de 

nouveaux vaisseaux, dans l’infarctus du myocarde et l’ischémie du muscle de la patte 

(Kusano et al., 2005; Pola et al., 2003). Toutefois, le mode d’action des protéines Hh dans la 

formation de néovaisseaux reste encore à définir, bien qu’il ait été suggéré que les protéines 

Hh pourraient intervenir au niveau de la maturation du vaisseau en favorisant le recrutement 

des cellules murales (Kusano et al., 2005). 

 

Dans ce travail, notre objectif principal était de démontrer que la voie Hh est 

impliquée dans le recrutement des cellules murales sur les néovaisseaux et d’en définir les 

modes d’action. 

 

Afin de répondre à ces questions, nous avons utilisé : 

- d’une part une approche in vitro pour définir le rôle des protéines Hh dans la migration 

des CML en culture, 

- d’autre part une approche in vivo ayant pour but de vérifier l’effectivité des 

mécanismes mis en évidence lors de l’étude in vitro dans un modèle d’angiogenèse 

expérimentale de la cornée chez la souris adulte. 

Le principal résultat de nos études in vitro et in vivo est que Shh est une cible du 

PDGF BB endothélial dans les cellules murales et que l’expression de Shh et l’activation de 

ses voies de signalisation dans les cellules murales participent à la migration et au recrutement 

des cellules murales sur les tubes endothéliaux néo-formés (Fig. 84). Ce recrutement des 

cellules murales dépendant de l’expression autocrine de Shh est associé à la la maturation et à 

la stabilisation du nouveau réseau vasculaire. 
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Figure 84 : Schéma récapitulatif de l’activation de Shh et de son rôle dans la maturation des 

néovaisseaux: l’expression de Shh (1-4) est induite dans les cellules murales en réponse au PDGF 

BB qui est sécrété par les CE sous stimulation de VEGF. (5-9) L’activation de sa signalisation 

intracellulaire renforce la migration et le recrutement des cellules murales induite par le PDGF BB 

vers les néovaisseaux. (10) Les néovaisseaux sont ainsi maturés, ce qui leur confère une meilleure 

longévité et fonctionnalité. 
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CHAPITRE I : SHH DANS LA MIGRATION DES CELLULES 

MURALES 

La migration des cellules murales durant l’angiogenèse vers les CE se fait selon un 

gradient de facteurs produits par la CE (PDGF BB et le HB-EGF) (Enge et al., 2002; 

Iivanainen et al., 2003). Un des objectifs de cette thèse était de mettre en évidence et de 

caractériser le rôle des protéines Hh et de leur signalisation dans la migration des CML 

induite par les facteurs d’origine endothéliale, notamment le PDGF BB.  

I. IMPLICATION DE LA VOIE DE SIGNALISATION HH DANS 

L’EFFET CHIMIOTACTIQUE DES CE POUR LES CML 

Dans ce travail nous avons démontré que la stimulation des CE en culture par le 

VEGF, un facteur proangiogénique reconnu, induisait une production plus importante de 

facteurs promigratoires pour les CML. Nous avons confirmé en particulier l’augmentation de 

la sécrétion de PDGF BB. Nous avons confirmé ce résultat in vivo dans le modèle 

d’angiogenèse de la cornée de souris induite par le VEGF : l’expression de PDGF BB est 

induite dans les CE des néovaisseaux. 

L’implication de la voie de signalisation Hh dans l’effet promigratoire des MC-VEGF 

des CE a été démontrée à la fois par blocage des protéines Hh (par un anticorps bloquant) et 

par inhibition de la voie de transduction Hh (par inhibition de Smo). Ces résultats ont par la 

suite été étendus à la migration des CML induite par le PDGF BB, le facteur chimiotactique 

de référence des CML.  

Le rôle des protéines Hh avait été précédemment décrit dans la guidance de l’axone 

(Sanchez-Camacho and Bovolenta, 2009) et dans la migration de cellules cancéreuses, (Tang 

et al., 2012; Zhong et al., 2012). Notre étude démontre, pour la première fois, que les 

protéines Hh et la signalisation dépendante de Smo sont aussi impliqués dans la migration des 

CML artérielles induite par des facteurs d’origine endothéliale, le PDGF BB en particulier. 

II. LES PROTEINES HH RECOMBINANTES ACTIVENT LES VOIES 

HH MAIS NE SONT PAS CHIMIOTACTIQUES POUR LES CML 

Plusieurs études in vivo ont mis en évidence que les cellules murales pourraient être 

une cible des protéines Hh à cause de la forte expression forte des récepteurs Ptch-1 et Smo et 
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des facteurs de transcription Gli. Cette voie est active dans des CML (Byrd et al., 2002), ainsi 

que dans des péricytes (Nielsen and Dymecki, 2010). Très récemment, des études 

s’intéressant aux effets de Shh sur la prolifération et la survie des CML in vitro (Li et al., 

2010a; Morrow et al., 2009) confirment que les CML répondent à Shh. 

1. Activation des voies de signalisation par les protéines Hh 

Nous avons mis en évidence que les CML d’aorte de rat en culture expriment Ptc et 

Smo ainsi que les facteurs de transcription Gli. Ces CML répondent aux 3 protéines Hh non 

seulement par l’activation de la voie canonique Gli1-dépendante, mais aussi par l’activation 

des kinases MAPK ERK1/2 et PI3K. Cette double activation des voies canonique et non 

canonique a été observée dans d’autres cellules, par exemple dans les fibroblastes 3T3 (Riobo 

et al., 2006a; Riobo et al., 2006b). Dans d’autres types cellulaires, il n’existe qu’une voie 

d’activation; c’est le cas des CE qui répondent à Shh via l’activation de la RhoA (Renault et 

al., 2010). 

Nous montrons aussi que les protéines Shh, Ihh et Dhh ont une capacité d’induction 

des voies de transduction équivalente dans les CML, alors qu’il a été observé une capacité de 

réponse de Shh supérieure à celle d’Ihh, elle-même supérieure à celle de Dhh dans d’autres 

types cellulaires (Pathi et al., 2001).  

Nos résultats démontrent aussi pour la première fois l’activation de l’isoforme  de la 

PI3K suite au traitement des CML par Shh. Ce résultat semble logique puisque le co-récepteur 

Smo des protéines Hh est un RCPG et qu’il est généralement admis que c’est la PI3K qui est 

activée par les RCPG (Brazzatti et al., 2012).Cependant, l’induction de la PI3K par Shh reste 

à confirmer en utilisant notamment le blocage de la PI3K un dominant négatif.  

De plus, nous avons mis en évidence l’activation de la voie canonique Gli-dépendante 

par les protéines Hh recombinantes dans les CML en culture, confirmant ce qui avait été 

montré pour Shh (Li et al., 2010a). 

2. Les protéines Hh seules n’induisent pas la migration des CML 

Malgré le fait que les protéines Hh recombinantes activent plusieurs voies de 

signalisation dans les CML, nous avons trouvé qu’elles n’étaient pas chimiotactiques pour les 

CML (Fig. 35) contrairement à ce qui a été démontré pour les neurones (Sanchez-Camacho 

and Bovolenta, 2009). Cependant, les CML transduites par l’Ad-Shh présentent une motilité 

accrue dans le test de chimiokinèse en Transwell et en vidéomicroscopie par rapport les 

cellules transduites par l’Ad-Ctrl (Fig. 40). 



187 
 

III. PARTICIPATION DE LA SHH DES CML A LA MIGRATION DES 

CML INDUITES PAR LES FACTEURS ENDOTHELIAUX, EN 

PARTICULIER LE PDGF BB 

La migration des CML induite par le MC de CE stimulées par le VEGF est 

partiellement inhibée par blocage des protéines Hh suggérant une production des protéines Hh 

par les CE ou les CML. 

Les protéines Hh des CE ne sont pas impliqués dans la migration des CML puisque 

non seulement leur expression est très faible, mais aussi parce que l’épuisement des protéines 

Hh dans le MC des CE ne modifie pas son activité migratoire.  

L’hypothèse restante était que les protéines Hh étaient produites par les CML sous 

l’influence de facteurs produits par les CE stimulées par le VEGF. De fait, nous avons pu 

mettre en évidence une augmentation de l’expression de Shh lorsque les CML sont traitées 

par le MC des CE stimulées par le VEGF. 

Nous avons montré que plusieurs facteurs potentiellement régulateurs de l’expression 

de Shh étaient sécrétés par les CE stimulées par le VEGF. Parmi eux, nous nous sommes 

particulièrement intéressés au PDGF BB, un facteur chimiotactique des CML, parfaitement 

reconnu pour être un acteur majeur du recrutement des cellules murales sur les néovaisseaux 

(Enge et al., 2002).  

De fait, nous avons démontré que le PDGF BB recombinant induisait l’expression et la 

sécrétion de Shh dans les CML en culture, confirmant en cela les travaux de Li et al. (Li et al., 

2010a), Par contre, les expressions d’Ihh et Dhh ne sont pas activées par le PDGF BB, laissant 

supposer une activation génique spécifique pour Shh dans les CML artérielles. Nous n’avons 

pas abordé dans cette étude les mécanismes de l’induction de l’expression de Shh par le 

PDGF BB, mais il est à noter qu’une étude a mis en évidence que Shh etait régulé 

positivement par le PDGF BB via un mécanisme PI3K/Akt dépendant dans les cellules 

étoilées du foie (Yang et al., 2008). 

De façon originale, nous avons mis en évidence que le Shh produit par les CML sous 

l’influence du PDGF BB participait effectivement à la migration des CML induite par le 

PDGF BB. Le fait que la protéine recombinante Shh ne soit pas chimiotactique pour les CML, 

mais que son expression autocrine dans les CML participe à la migration des CML induite par 

le PDGF BB pouvait s’expliquer soit par une complémentarité des voies de transduction 

induite par ces facteurs (cette hypothèse est confortée par le fait que le prétraitement des CML 

par Shh, qui n’est pas migratoire par lui-même, potentialise la migration induite par le PDGF 
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BB), soit par une préparation des CML à répondre au PDGF BB, soit encore par une 

augmentation de la chimiokinèse par le Shh produit par les CML.  

La complémentation de l’activité migratoire du PDGF BB suite à la stimulation d’un 

production autocrine d’un nouveau facteur dans les CML a déjà été décrite : l’OPN, le MCP-1 

set l’endothéline-1 sont induits suite à la stimulation des CML par le PDGF BB et participent 

à la migration induite par ce facteur (Bisaillon et al., 2010; Fougerat et al., 2012; Jalvy et al., 

2007b ). 

IV. MECANISME DU SHH AUTOCRINE DANS LA MIGRATION DES 

CML INDUITE PAR LE PDGF BB 

Nous avons cherché à savoir comment le Shh produit dans les CML sous l’effet du 

PDGF BB pouvait potentialiser l’effet migratoire de ce facteur puisque Shh par lui-même est 

incapable d’induire la migration des CML.  

Le rôle de Shh dans l’effet chimiotactique du PDGF BB pourrait s’expliquer par une 

coopération de Shh avec le PDGF BB favorisant la migration des CML. Un tel rôle 

synergique avec le PDGF BB a été déjà décrit pour les protéines de la MEC (fibronectine, 

laminine, collagène I ou IV) (Nelson et al., 1997), l’insuline (Golovchenko et al., 2003), le 

facteur de coagulation VII (FVII) (Siegbahn et al., 2008) et l’endothéline-1 (Kohno et al., 

1998). Même si ce phénomène a été décrit les mécanismes sous-jacents sont encore mal 

compris et probablement spécifiques de la molécule étudiée. 

Nous avons démontré que Shh possédait une activité chimiokinétique pour les CML 

pouvant expliquer ainsi son potentiel à augmenter l’activité chimiotactique du PDGF BB. 

Dans ce travail nous avons aussi démontré que Shh induisait dans la CML une 

activation de différentes voies de signalisation susceptibles de potentialiser l’effet 

intracellulaire du PDGF BB comme la voie canonique Gli1-dépendante et les voies non-

canoniques MAPK ERK1/2 et PI3K. Cette double activation des voies canonique et non 

canonique a été observée dans d’autres cellules, comme les fibroblastes 3T3 (Riobo et al., 

2006a; Riobo et al., 2006b).  

1. Voies non-canoniques 

Nous avons démontré qu’il existe 2 pics d’activation de MAPK ERK1/2 par le PDGF 

BB : une première activation rapide et très transitoire liée à l’effet direct de PDGF BB suivie 
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d’une réactivation au-delà de la 4
ème

 heure de stimulation par le PDGF BB, qui est dépendante 

de la production autrocrine de Shh par les CML (Fig. 57). Le fait que le Shh autocrine 

participe à la migration des CML induite par le PDGF BB pourrait s’expliquer par la 

réactivation différée d’ERK1/2. L’inhibition des MEK1/2 au-delà de la 4
ème

 heure de 

stimulation pourrait permettre de vérifier cette hypothèse. 

Comme pour les ERK1/2, nous avons montré qu’il existait 2 phases d’activation de la 

PI3K par le PDGF BB dans les CML. La première activation est transitoire, insensible à un 

inhibiteur de la PI3K, est la conséquence de l’activation des CML par le PDGF BB via son 

récepteur PDGFR. La deuxième activation est dépendante de la production autocrine de Shh. 

Grâce à la disponibilité d’un inhibiteur spécifique, nous avons pu montrer que la seconde 

phase d’activation de la PI3K était due à la PI3K (Fig. 55) et que cette activation de la PI3K 

était bien associée à la production autocrine de Shh et à la potentialisation de l’effet 

migratoire du PDGF BB.  

Le rôle de la signalisation RCPG-dépendante dans la migration des CML est bien 

décrit dans la littérature scientifique. Cependant, l’implication de l’isoforme PI3K dans la 

migration des CML n’a été rapportée que récemment pour les CML stimulées par MCP-1 

(Fougerat et al., 2012) alors qu’il est bien décrit dans les cellules inflammatoires (Bony et al., 

2001; Chen et al., 2008 ; Hannigan et al., 2002 ; Hasan et al., 2010 ; Jones et al., 2003 ). 

Bien que notre étude montre que la 2
ème

 vague de phosphorylation de l’Akt (due à 

l’activation de la PI3K par Shh autocrine) est liée à l’augmentation de la migration induite 

par le PDGF BB, le mécanisme précis de cette augmentation reste encore à définir puisque la 

signalisation en aval des différentes PI3K semble être identique (Brazzatti et al., 2012). 

L’effet potentialisateur est-il simplement lié à un cumul des activations de ces différentes 

PI3K ou au fait que la PI3K induise des réponses spécifiques? Des expérimentions 

complémentaires (surexpression de la PI3K) seront nécessaires pour répondre à cette 

question. 

Il est fort possible que d’autres voies soient impliquées dans la potentialisation des 

effets migratoire du PDGF BB par le Shh autocrine en plus des voies MAPK ERK1/2 et 

PI3K Nous avons aussi mis en évidence que la transactivation de PDGFR et l’activation de 

la FAK ne sont pas impliquées dans l’effet de Shh. Par contre, l’activation directe de 

l’intégrine 3 pourrait être une cible potentielle, puisque elle est phosphorylée par le Shh 

recombinant. Cette hypothèse reste à vérifier.  
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2. Voie canonique Gli1-dépendante 

Nous avons mis en évidence une activation du facteur de transcription Gli1 dans les 

CML traitées par le PDGF BB. Cette activation de la voie Gli1 qui est liée à l’expression 

autocrine de Shh, est aussi impliquée dans la migration des CML induite par le PDGF BB. La 

migration cellulaire Gli1-dépendante a été décrite dans quelques types cellulaires, notamment 

les neurones et les cellules cancéreuses, mais aussi dans les CE, via l’induction de 

l’expression de facteurs pro-angiogéniques tels que Cyr61 (Harris et al., 2012). 

Dans notre étude, nous avons cherché à identifier des gènes cibles qui pouvaient être 

impliqués dans l’effet potentialisateur de Shh sur la migration des CML. Cette approche a été 

réalisée via une approche gènes candidats selon deux critères : i). transcription dépendante du 

facteur de transcription Gli1; ii). implication dans la migration des CML. 

Parmi les gènes étudiés (nétrine-1, OPN, Cyr 61 et PDGFR), seul le Cyr61 est un 

cible de la voie Gli1 dans les CML puisqu’il est activé par Shh et PDGF BB recombinants via 

un mécanisme Gli1-dépendant. Il reste toutefois à vérifier son rôle dans dans la migration des 

CML dépendante de Shh par l’utilisation d’anticorps bloquant ou inhibition de l’expression 

par siRNA.  

Une analyse plus large par microarray devrait permettre d’isoler d’autres cibles de 

Gli1 en comparant par exemple le profil d’expression génique dans des CML traitées ou non 

par le PDGF BB en présence ou non d’un inhibiteur de Gli ou d’un dominant négatif de Gli1. 

3. Proposition de mécanisme d’action du Shh autocine 

 

Figure 85 : Shh renforce l’effet chimiotactique du PDGF BB par maintien du signal 

intracellulaire et activation de la voie Gli1 : explication décrite dans le paragraphe suivant 
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Nous avons montré que Shh est exprimé à partir de la 4
ème

 heure dans les CML 

stimulées par PDGF BB. Le PDGF BB induit une première vague de signalisation 

intracellulaire suivie d’une seconde activation de PI3K, ERK1/2 et Gli1. Nous avons montré 

que cette seconde vague est concomitante et dépendante de l’expression de Shh. Ce processus 

en cascade permet ainsi le maintien de l’activation cellulaire pendant une plus longue durée et 

la complétion du processus qui conduit à la migration (Fig. 85). 

V. CONCLUSION 

Ce travail, réalisé essentiellement sur des cellules murales en culture (CML), démontre 

que : 

- les protéines Hh par elles mêmes n’induisent pas la migration des CML; 

- la voie Hh est impliquée dans la migration induite par le PDGF BB et probablement 

d’autres facteurs d’origine endothéliale ; 

- Shh est exprimé dans les CML suite à une stimulation par le PDGF BB ; 

- la potentialisation de l’effet migratoire du PDGF BB par Shh endogène est liée au 

maintien de l’activation des ERK1/2, et à l’activation de la PI3K et de la transcription 

dépendante de Gli. 

Le rôle de Shh dans la maturation des néovaisseaux pourrait par conséquent être lié à 

une augmentation de la migration des cellules murales (CML et péricytes) induite par les 

facteurs sécrétés par les CE et par conséquent à une augmentation des cellules murales sur les 

néovaisseaux. 

Cette, hypothèse a été en partie confirmée par l’étude de l’influence de Shh sur la 

maturation des vaisseaux que nous avons réalisée sur le modèle d’angiogenèse de la cornée 

chez la souris. 
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CHAPITRE II: SHH DANS LA MUSCULARISATION ET LA 

STABILISATION DES VAISSEAUX 

I. EXPRESSION DE SHH DURANT LA NEOVASCULARISATION 

Chez l’adulte, l’expression de Shh est généralement faible en condition physiologique 

normale. Cependant durant différents processus pathologiques cette expression est fortement 

augmentée. En effet l’expression de Shh est activée dans les cellules épithéliales durant la 

fibrose (Fabian et al., 2012 ; Shin et al., 2011 ; Stewart et al., 2003), dans les cellules 

mésenchymateuses durant la néovascularisation (Pola et al., 2003), dans les cellules 

neuronales progénitrices durant la régénération neuronale et celle de la peau (Adolphe and 

Wainwright, 2005; Williams, 2005 ), ainsi que dans les cellules tumorales (Fan et al., 2004; 

Karhadkar et al., 2004; Sanchez et al., 2004). 

Nos travaux apportent la première démonstration que Shh est exprimé in vivo par des 

cellules murales NG2
+
 situées notamment à la pointe des vaisseaux en croissance lors de la 

néovascularisation. Comme dans les CML in vitro, nos résultats in vivo montrent que 

l’expression des 2 autres membres de la famille Hh (Ihh et Dhh) est très faible dans les 

cellules murales et suggèrent un rôle potentiellement prépondérant de Shh. 

Nous avons démontré, tant in vitro (CML) qu’in vivo (cellules murales NG2
+
) que 

l’induction de l’expression de Shh dépendait de l’action de facteurs endothéliaux, notamment 

du PDGF BB. Dans cette étude, nous n’avons pas abordé le mécanisme de l’induction de 

l’expression de Shh. Il a été montré que le PDGF BB régule l’expression de Shh dans des 

cellules étoilées du foie myofibroblastiques via un mécanisme dépendant de la voie PI3K/Akt 

(Yang et al., 2008). D’autres études se sont intéressées aux mécanismes de la régulation 

génique de Shh dans d’autres types cellulaires (Kasperczyk et al., 2009 ; Sun et al., 2009; 

Wang et al., 2012 ). Les mécanismes de la régulation de l’expression de Shh par le PDGF BB 

dans des cellules murales en culture ainsi qu’in vivo au cours de la néovascularisation de la 

cornée restent à définir. 

II. ROLE DE SHH DANS LA MATURATION DES NEOVAISSEAUX 

Notre hypothèse est que Shh dirige le mouvement de cellules murales pré-existantes. 

En effet nos résultats in vitro ont mis en évidence que Shh stimule la motilité (participation à 
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la migration induite par le PDGF BB et augmentation de la chimiokinèse) des cellules 

murales en culture (CML).  

Dans le modèle d’angiogenèse de la cornée de souris nous avons mis en évidence que 

l’inhibition de la signalisation de Shh, comme de celle de PDFG BB, diminue le recrutement 

des cellules murales NG2
+
 sur les néo-vaisseaux. Comme Shh est régulé positivement par le 

PDGF BB dans ce modèle comme dans les CML en culture, nous avons conclu que Shh 

fonctionne en tant qu’effecteur du PDGF BB dans le recrutement des cellules murales sur les 

vaisseaux néo-formés et par conséquent la maturation des vaisseaux. Nos résultats complètent 

par conséquent les données de la littérature montrant que la signalisation Shh intervient dans 

la muscularisation des vaisseaux (Kusano et al., 2005), en apportant une explication 

mécanistique.  

La muscularisation des vaisseaux correspond à un ensemble de mécanismes qui 

contribuent à la couverture des vaisseaux par des cellules murales ayant potentiellement des 

origines différentes : i). cellules murales qui préexistent dans les tissus environnants et sont 

activées en réponse aux stimuli mitogènes ou promigratoires; ii). cellules mésenchymateuses 

ou CE qui se transdifférencient en cellules murales (Frid et al., 2002; Zhou et al., 2009 ). 

1. Cellules vasculaires répondant à Shh 

Nos résultats proposent que le Shh produit par les cellules murales sous l’action de 

PDGF BB participe à leur recrutement. Une action autocrine peut être envisagée mais 

l’hypothèse d’une action paracrine indirecte reste encore une possibilité. Même si in vitro les 

éléments de la voie Hh (les récepteurs Ptch et Smo, les différents Gli) ont été caractérisés dans 

plusieurs types cellulaires incluant les CE et les CML, l’identification des cellules répondant 

aux protéines Hh est plus difficile à réaliser in vivo en raison d’un manque d’outils (pas 

d’anticorps anti-Ptch efficace) et du fait que les voies non-canoniques de Hh manquent de 

spécificité. 

Outre nos expériences qui montrent que les cellules murales en culture (CML) 

répondent à Shh, de nombreux arguments de la littérature confirment une possibilité de 

réponse directe des cellules murales à Shh. L’utilisation de marqueurs spécifiques 

caractérisant l’activation de la voie Hh comme (Ptch-1, Gli1 et Gli2) a permis de proposer que 

durant la fibrose rénale, les cellules murales PDGFR
+
/SMA

+
 (Fabian et al., 2012) répondent 

aux protéines Hh. Récemment, une étude a décrit pour la première fois la présence des 

éléments de la signalisation Hh (Ptch-1, Gli1 et Gli2) dans les péricytes autour des vaisseaux 
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du plexus choroïde (Nielsen and Dymecki, 2010). Dans la littérature, de nombreuses autres 

études ont utilisé des souris transgéniques rapporteuses de l’activité de la voie Hh pour 

montrer que les cellules murales (CML et péricytes) sont des cellules qui répondent à Shh. En 

particulier l’utilisation de souris Ptch1-lacZ dans lesquelles les cellules dont la voie Hh est 

activée sont identifiables par leur activité β galactosidase, a permis de démontrer qu’au cours 

de l’embryogenèse les CML (mais pas les CE) localisées dans le mésoderme sont la cible 

directe des protéines Hh (Byrd et al., 2002). De plus chez l’adulte, elles ont aussi permis de 

montrer que les CML et les fibroblastes périvasculaires de l’aorte répondent à un signal Hh 

(Pola et al., 2001). 

En utilisant ces mêmes outils, il apparaît que les CE ne répondent pas à Shh par 

l’activation de la voie canonique. 

2. Origine des cellules murales NG2
+
 répondant à Shh 

L’origine des cellules murales recrutées chez l’adulte reste en discussion. Il a été 

suggéré que les cellules murales dans la cornée proviendraient soit de cellules préexistantes 

qui prolifèreraient, soit de cellules progénitrices (Mancuso et al., 2011 ; Zhou et al., 2009). 

 

Figure 86 : Croissance de nouveaux vaisseaux à partir des vaisseaux préexistants 

Des implants contenant 5 µg de VEGF ont été insérés dans les cornées de souris C3HeB/FeJ. La 

détection du marqueur endothélial CD31 (rouge : Alexa568®) et du marqueur des cellules murales 

NG2 (vert : Alexa468®) est réalisée par immunohistofluorescence 5 jours après l’opération. Les 

images sont prises en microscopie à épi-fluorescence. 

 

La cornée saine est vascularisée sur son pourtour par une artère et 2 veines associées à 

un réseau connectant ces vaisseaux. L’artère est recouverte de cellules murales parmi 

lesquelles certaines expriment le marqueur NG2
+
. L’observation que les vaisseaux croissent à 

partir de ces vaisseaux périphériques et qu’il existe une continuité des vaisseaux néoformés 

avec ce réseau préexistant (Fig. 86) suggère que les cellules murales NG2
+
 pourraient 
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provenir des gros vaisseaux périphériques en migrant le long du réseau vasculaire en 

croissance. 

Par ailleurs, Shh est aussi connu pour maintenir l’état indifférencié des cellules 

progénitrices/souches et il a été récemment montré qu’il jouait un rôle dans le maintien des 

cellules progénitrices des cellules murales Sca1
+
/PDGFR

+
 (Passman et al., 2008). Au cours 

de l’angiogenèse, Shh pourrait donc favoriser la prolifération et la croissance d’un pool de 

progéniteurs de cellules murales. 

Une analyse de la cinétique de prolifération des cellules murales NG2
+
 sur des temps 

courts après la pose d’un implant VEGF dans la cornée pourrait nous indiquer si les cellules 

murales recrutées sont issues de cellules qui ont récemment proliféré ou si elles proviennent 

de la migration de cellules murales quiescentes. L’expérience réalisée en présence de 

cyclopamine permettrait d’identifier les étapes précoces qui impliquent Shh. En parallèle une 

recherche des cellules Sca1
+
/PDGFR

+
 devrait nous renseigner sur l’existence et le 

développement de cellules progénitrices localement.  

3. Mécanismes d’action de Shh dans la muscularisation des vaisseaux 

Les expériences in vitro ont démontré que Shh participe à l’effet chimiotactique et de 

recrutement des cellules murales du PDGF BB, bien que Shh ne possède pas d’activité 

chimiotactique par lui-même. Nos résultats amènent donc à la conclusion que Shh fonctionne 

en tant qu’effecteur du PDGF BB produit par les CE. Cependant pour confirmer cette 

hypothèse, il serait intéressant de définir le rôle spécifique et le devenir des cellules murales 

NG2
+
 répondant à Shh au cours de la maturation des vaisseaux. Cela est possible par une 

approche génétique utilisant des souris déficientes en Smo spécifiquement dans les cellules 

murales NG2
+
 ou endothéliales (NG2

ERT2
-Cre ; Smo

Flox/Flox
., Tie2-Cre; Smo

Flox/Flox
).  

III. SHH EST IMPLIQUE DANS LA STABILISATION DES VAISSEAUX 

La néovascularisation de la cornée est aussi un modèle de régression des néovaisseaux. 

Les vaisseaux croissent à partir de 2
ème

 jour après l’opération et régressent après 1 ou 2 mois 

selon les lignées animales utilisées (Peebo et al., 2011). Dans cette étude, nous avons mis en 

évidence l’effet de Shh dans la stabilisation des néovaisseaux induits par VEGF. La présence 

de cyclopamine lors de l’induction de l’angiogenèse accélère la déstabilisation et la régression 

des vaisseaux néoformés. 
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Dans ce travail préliminaire, seule une analyse morphologique des vaisseaux a été 

réalisée. Il sera important de déterminer si l’accentuation de la régression des néovaisseaux en 

présence de cyclopamine est liée à l’inhibition du recrutement des cellules murales lors des 

premières étapes de l’angiogenèse ou si elle est due à l’inhibition d’un autre processus 

dépendant de Shh, comme par exemple la survie cellulaire.  

 

 

 

 

Notre étude démontre l’activation de l’expression et l’implication de Shh dans la 

maturation et la stabilisation des néovaisseaux au cours de l’angiogenèse chez l’adulte. 

Conjointement, les études réalisées sur les CML vasculaires en culture et sur 

l’angiogenèse de la cornée montrent que l’expression de Shh dans les cellules murales est 

associée à leur stimulation par le PDGF BB d’origine endothéliale, dénotant le dialogue 

existant entre CE et cellules murales. Cette étude montre aussi que Shh agit en 

renforçant l’activité migratoire du PDGF BB et probablement d’autres facteurs 

endothéliaux impliqués dans le recrutement des CML sur les néovaisseaux. 

Ainsi, notre étude fournit une explication sur le mécanisme d'action de Shh dans 

la maturation des vaisseaux, bien qu’il ne soit pas exclu que Shh puisse agir par d’autres 

mécanismes. 
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