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Origine des progéniteurs endothéliaux circulants et contribution a I'angiogenése

Les progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) participent a la revascularisation
des tissus ischémiques chez I’homme adulte. Ces cellules représentent des cibles
intéressantes pour des thérapies cellulaires visant a augmenter la revascularisation
ischémique ou a inhiber I’angiogenése tumorale.

Nous avons utilisé des chimeres caille-poulet pour étudier 1’origine des PEC et
leur participation au développement vasculaire. Les PEC de caille sont reconnus par
un anticorps monoclonal spécifique de ce type de cellules. La génération de
chimeres entre embryon de poulet et sac vitellin de caille a permis de montrer que
les PEC sont générés exclusivement dans le sac vitellin [1]. Des parabioses entre
embryons de caille et de poulet ont montré que des PEC, peu nombreux lors du
développement normal, sont rapidement recrutés quand on provoque une
néoangiogenese par l’application de facteurs de croissance ou lors de la
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vascularisation tumorale (Pardanaud & Eichmann, Development, 2006 ; Bouvrée et al.,
Dev. Biol., 2008). Ce modele expérimental simple reproduit des résultats obtenus
chez la souris et révele la contribution des PEC a I’angiogenése.

Facteurs de guidage des axones dans le systeme vasculaire

Nous avons montré que I’angiogenese par bourgeonnement dépend de cellules
endothéliales (CE) spécialisées, appelés « tip cells », qui sont situées a 1’extrémité
des capillaires. Ces tip cells expriment des taux importants de Delta-like 4 (D114),
un ligand de Notch. Notch s’exprime dans les CE « stalk » situées juste derriere les
tip cells. Les CE stalk forment la lumiere du capillaire et permettent le transport du
sang et I’oxygénation du tissu. La signalisation Notch freine la réponse des CE stalk
au VEGF, limitant ainsi la formation de tip cells [2]. Nous avons montré que la
Bone Morphogenetic Protein 9 (BMP9), un facteur circulant dans le sang, coopere
avec la signalisation Notch pour inhiber la formation de tip cells et contrdler ainsi
la morphogenese du réseau vasculaire [3].

Le bourgeonnement des capillaires montre des similarités anatomiques et
moléculaires avec le guidage axonal. Parmi les récepteurs des facteurs de guidage
axonal, les récepteurs neuropilines (Nrp) 1 et 2 s’expriment a la fois dans les
vaisseaux sanguins et les vaisseaux lymphatiques. Ces récepteurs forment un
complexe avec d’autres récepteurs pour assurer la traduction du signal. Dans le
systéme vasculaire, la Nrpl régule la formation de #ip cells en formant un complexe
avec le VEGFR2, ce qui augmente la réponse des tip cells au VEGF et facilite leur
migration. Dans le systeme nerveux, la Nrp 1 forme un complexe avec le récepteur
plexine Al pour médier les effets de la sémaphorine 3A (Sema3A) sur le guidage
des axones. Nous avons montré que la liaison de la Sema3A au complexe Nrpl-
PlexinA1 régule aussi un aspect sélectif du développement vasculaire, a savoir la
formation des valves lymphatiques [4]. Les valves lymphatiques empéchent le
reflux de la lymphe, et leur malformation provoque des lymphoedemes chez
I’homme, suggérant que le complexe Sema3A-Nrpl-PlexineAl pourrait représenter
une cible pour prévenir des lymphoedémes en stimulant la formation de valves
lymphatiques.

En cherchant de nouveaux récepteurs de guidage axonal qui pourraient étre
exprimés par le systeéme vasculaire, nous avions identifié le récepteur de la nétrine-1,
UNCSB (Lu et al., Nature, 2004 ; Larrivée et al. Genes & Dev., 1997). La perte de
fonction du récepteur UNCSB de la nétrine-1 provoque 1’extension accrue des
filopodes des cdnes de croissance endothéliaux et un branchement excessif du
réseau vasculaire (Lu er al., Nature, 2004). Cependant, les souris déficientes en
Netrin-1 ne présentent pas de défaut vasculaire, ce qui suggere qu'UNCS5B doit
avoir un autre ligand. En collaboration avec le laboratoire Genentech, nous avons
identifié un partenaire de liaison a haute affinité pour UNC5B, Robo4. Robo4 est
aussi un récepteur transmembranaire dont on avait précédemment décrit une liaison
a la molécule de guidage Slit-2. Nos travaux montrent que Robo4 agit comme un
ligand d’UNCSB [5]. L’activation d’UNCSB par Robo4 inhibe la signalisation en
aval du VEGFR2, freinant ainsi I’angiogenese et jouant un role de stabilisateur des
vaisseaux. Ces résultats soulignent que les récepteurs de guidage des axones régulent
Pactivité des récepteurs du VEGF dans le systeme vasculaire [6].



MEDECINE EXPERIMENTALE 365

Facteurs de croissance vasculaire dans le systeme nerveux

De méme que les récepteurs de guidage axonal régulent 1’angiogenese, les
facteurs de croissance vasculaire jouent un role dans le développement des neurones.
En collaboration avec I’équipe de J.L.. Thomas, Inserm U975, nous avons montré
que le VEGF-C joue un réle dans le développement des cellules souches neurales
du cerveau en se liant a son récepteur VEGFR-3, qui est exprimé dans les cellules
souches neurales [7]. Nous avons montré la présence et la fonction critique du
VEGFR-3 dans les astrocytes de la niche de neurogénese sous-ventriculaire ou
s’exprime également le ligand VEGF-C. L’activité du VEGFR-3 contribue au
maintien de la cohésion tissulaire de la niche et sa stimulation par le VEGF-C active
la division des cellules souches neurales. Notre hypothese est que la signalisation
VEGF-C/VEGFR-3 entretient la neurogénése olfactive postnatale. Cette action
s’opere entre cellules neurales, sans intermédiaire vasculaire, puisque VEGFR-3
n’est pas exprimé par les cellules endothéliales de la niche et que le VEGF-C, a la
différence du VEGF-A, ne parait pas avoir d’effet angiogénique dans le parenchyme
cérébral.

Hypoxie, angiogenése : protéines matricielles
en pathologie cardiovasculaire et tumorale
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L’hypoxie est une caractéristique des pathologies ischémiques et tumorales.
L’altération du microenvironnement vasculaire dans diverses circonstances
physiopathologiques entraine une reprogrammation de ’expression de protéines
impliquées dans la régulation de I’intégrité vasculaire et la reperfusion des tissus.

Nous avons caractérisé les propriétés d’ ANGPTL4 et montré que cette protéine se
présente sous deux formes distinctes (Cazes et al., Circ. Res., 2006). Nous avons
montré que ’interaction avec la matrice extra-cellulaire (MEC) est médiée par le
domaine coiled-coil N-terminal et que les propriétés de régulation de 1’angiogenese
d’ANGPTLA4 sont dépendantes de ce domaine (Chomel C. et al., Faseb. J., 2009).
ANGPTLA4 est un marqueur des pathologies tumorales (Verine J. et al., PLoS One,
2010) ainsi qu’un acteur de la modulation de 1’angiogenese (Le Jan S. et al., Am. J.
Pathol., 2003 ; 2006) et de la perméabilité vasculaire (Cazes et al., Circ. Res., 2006).

Nos projets consistent a : 1) caractériser le rdle d’ANGPTLA4 in vitro et dans des
modeles in vivo, sur des souris dont le g¢ne ANGPTLA4 a été inactivé, et 2) développer
des outils fiables, brevetables, de production et de mesure de la protéine ANGPTL4
chez I’homme. En effet, au cours du traitement d’un infarctus du myocarde,
I’'urgence est de revasculariser les vaisseaux coronaires occlus. Dans certains cas,
la perfusion du cceur ne peut étre rétablie: c’est le no-reflow. Nous avons montré



366 PIERRE CORVOL

que l’injection de cette protéine au cours de l’infarctus protege les vaisseaux
cardiaques et diminue la taille de I’infarctus [8]. Ces recherches ont donné lieu au
dépdt d’un brevet (PCT/EP2011/050682). Nous rapportons aussi une organisation
altérée des jonctions endothéliales dans des modeles de vascularisation rétinienne
périnatale normale et pathologique chez les souris ANGPTL4 KO [9].

Enfin, en 2003, nous avions montré qu’ ANGPTL4 est exprimé dans les carcinomes
rénaux a cellules claires (Le Jan S. et al., Am. J. Pathol., 2003). Cette analyse se
développe actuellement avec comme but la recherche d’une corrélation entre le taux
circulant d” ANGPTL4 intratumoral et la gravité ou le stade d’extension de la tumeur
au moment de 1’exérese, ou encore 1’évolution dans les deux a cinq ans.

Dans le cadre d’une recherche systématique de facteurs présents dans la MEC et
influencgant I’angiogenese, une analyse protéomique de la MEC de cultures primaires
de cellules endothéliales cultivées en normoxie ou hypoxie nous a permis d’identifier
la LOXL2 comme un nouveau régulateur de 1’angiogenese [10].

L’ensemble de ces travaux permettra de caractériser 1’action de protéines
matricielles régulées par I’hypoxie et contribuant aux modifications du
microenvironnement vasculaire ainsi que leur implication dans les processus
angiogéniques.

Angiogenése normale et pathologique

Equipe : Genevieve Nguyen, DR2 Inserm ; Franck Lebrin, CR1 Inserm ; Pierre
Corvol, Pr. Cdf ; Noél Lamandé, MCU CdF ; Antoine Khalil, PH ; Carole Soussain,
PH ; Annie Michaud, IE Inserm ; Sabrina Martin, CDD IE Inserm ; Damien Dos
Santos Luis, CDD AI CDF ;

Post-doctorants : Takuo Hirose, MCA CdF;
Etudiants : Christopher Hutton, M2 ; Hager Tabka, M2.

Groupe G. Nguyen

Nouvelles fonctions du récepteur de la prorénine (PRR)

Le récepteur de la (pro)rénine (PRR) a été initialement identifié comme un
composant du systéme rénine-angiotensine (SRA), syst¢tme hormonal essentiel qui
contrdle la pression artérielle et 1’homéostasie hydrosodée et dont la dérégulation
est associée au développement de pathologies cardiovasculaires, rénales et
métaboliques. Outre ses propriétés de liaison de la prorénine et de la rénine, PRR
activé par la liaison de ses ligands stimule la voie de signalisation des MAP
kinases [11,12]. De nouvelles fonctions de PRR au cours du développement ont été
découvertes, essentiellement grace a I’inactivation ciblée de ce gene dans différentes
cellules ou il se trouve exprimé. Trois séries d’études d’inactivation génique ont été
réalisées : dans les podocytes, dans les cellules souches neurales corticales et dans
les cellules souches de la peau. Ce dernier travail a été réalisé en collaboration avec
le groupe de F. Lebrin.
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Délétion de PRR dans les podocytes

Le récepteur de la (pro)rénine est fortement exprimé dans les podocytes, mais son
role dans les fonctions podocytaires n’étaient pas connues. Nous avons invalidé
spécifiquement PRR dans les podocytes en croisant les souris PRR lox avec les
souris Podocin-Cre (en collaboration avec les équipes de Dominik Muller et Michael
Bader, Max Delbruck Center, Berlin). Les souris PRR KO meurent en moins de
3 semaines. A P14, les souris PRR KO développent un syndrome néphrotique
sévere, une albuminurie avec fusion des pieds podocytaires, et des anomalies du
cytosquelette. La délétion de PRR dans les podocytes entraine un défaut de
maturation des corps multivésiculaires, une accumulation des autophagosomes et
des lysosomes, indiquant un blocage de la fusion des autophagosomes et des
lysosomes et une surcharge de la voie de dégradation des protéines par le protéasome.
Des expériences in vitro dans les podocytes isolés des souris PRR KO montrent que
ces anomalies sont dues a un défaut de la proton-ATPase vacuolaire. Finalement,
nous avons montré que PRR est essentiel aux fonctions du podocyte car il régule
leur autophagie et le renouvellement des protéines cellulaires et contrdle le pH
lysosomal [13].

Invalidation de PRR dans les cellules souches neurales corticales

La seule mutation connue de PRR chez I’homme est responsable d’un retard
mental 1ié a I’X (le gene de PRR est sur le chromosome X) et nous avons montré
que I’expression de PRR est intense dans la zone des cellules souches corticales
chez I’embryon de souris. Nous avons décidé de faire 1’invalidation de PRR dans
les cellules souches/progénitrices neurales en croisant les souris PRR lox avec les
souris ayant une Cre recombinase sous contrdle du promoteur Emx1 Cre (en
collaboration avec Matthias Groszer, U 839, Institut du Fer a Moulin, Paris). Emx1
code pour la protéine homéodomaine qui s’exprime dans les cellules progénitrices
et les neurones post-mitotiques du pallidum médian, dorsal et latéral. Les résultats
montrent que les souris KO pour PRR survivent jusqu'a P15-P21 et qu’elles
présentent une absence totale de cortex dorsal a PO. On note : 1) une disparition
progressive des cellules souches neurales marquées par Pax6, et une différentiation
prématurée des cellules de la ZV en neurones matures ; 2) un arrét de 1’auto-
renouvellement des cellules souches et une augmentation de I’apoptose ; 3) une
disparition progressive de tous les composants du complexe apical (Par3, cdc42,
Pals1, DIgl), de CD 133 (prominin), de beta-caténine et des protéines des jonctions
adhérentes (E-cadh).

11 a été montré chez Xenope que PRR était nécessaire au développement cérébral
du fait de son action sur la voie de signalisation Wnt/beta-caténine. Nos résultats
montrent que le phénotype Ctnnbl lox/Emx1 Cre est différent du phénotype PRRY-
Emx] Cre et qu’il n’existe pas de restauration chez les souris PRR'Y-Emx1 Cre
Catnblox(ex3), exprimant une beta-caténine constitutivement active. Ces résultats
montrent que la fonction de PRR est Wnt/beta-caténine indépendante dans les
cellules souche corticales. Les mécanismes impliqués et qui sont en cours d’étude
sont soit un défaut d’adressage des protéines du complexe apical, soit a un défaut
de recyclage des protéines du complexe apical et des protéines des jonctions
membranaires
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En conclusion, la délétion de PRR dans les cellules souches/progénitrices neurales
entraine une perte de leur polarisation avec pour conséquence I’arrét de leur auto-
renouvellement, une différenciation neuronale prématurée et une apoptose.

Forme soluble de PRR (SPRR)

A coté de la forme membranaire de PRR, il existe une forme soluble de PRR
(sPRR) générée par action de la furine sur un doublet de reconnaissance d’acides
aminés basiques, proche du site d’insertion membranaire. Cette forme soluble
conserve plusieurs des propriétés de PRR dans le développement précoce. sPRR
circule dans le plasma et le liquide céphalo-rachidien ou il peut étre dosé.

La forme soluble plasmatique de PRR. En collaboration avec le Centre
d’investigation clinique de 1’hdpital européen Georges Pompidou a Paris, nous
avons validé un kit commercial de dosage de PRR soluble (sPRR) et nous sommes
en train terminer une étude sur 200 plasmas afin d’établir les valeurs de référence
chez des sujets normaux (volontaires sains normotendus en fonction de la charge
sodée), des patients hypertendus traités ou non par des inhibiteurs du systeéme rénine
ou d’autres types de patients. Les premiers résultats montrent qu’il n’existe pas de
cycle nycthéméral de sPRR et que les sujets caucasiens ont des taux plasmatiques
de sPRR significativement plus élevés que les patients africains. Ces résultats ont
été présentés a 1I’European Society of Hypertension (Londres, avril 2012). De plus,
sur une cohorte de patients en insuffisance cardiaque, nous avons trouvé une
corrélation entre les taux de sPRR et I’hypertrophie ventriculaire gauche (résultat
présenté au Council for High Blood Pressure, 2011).

La forme soluble de PRR dans le liquide céphalo-rachidien. Les résultats d’une
étude collaborative avec le groupe de Philippe Marin (institut de Génomique
fonctionnelle, CNRS UMR 5203, INSERM U661, univ. Montpellier I) sur sPRR
sécrété par des neurones en culture ont abouti a breveter la proposition que sPRR
du liquide céphalo-rachidien soit un marqueur de survie neuronale. (Brevet européen
12 305 207.8 déposé le février 2012 par le CNRS, I’ENS et le College de France).

Groupe F. Lebrin

La maladie de Rendu-Osler (MRO) : des mécanismes moléculaires
aux traitements thérapeutiques (F. Lebrin)

La MRO est une maladie génétique rare due a un remodelage de vaisseaux distaux
qui les fragilise. Affection héréditaire a transmission autosomique dominante, elle
est due a des mutations sur les génes ENG et ACVLRI, qui codent respectivement
pour I’endogline et I’Activin-Like receptor Kinase 1 (ALK1), deux récepteurs de la
signalisation du Transforming Growth factor-b (TGF-b) exprimés au niveau de la
cellule endothéliale (Lebrin et al., 2008, Trends Cardiovasc Med., 18, 25-32). Les
symptomes caractéristiques de la MRO incluent des télangiectasies cutanéo-
muqueuses qui se caractérisent par une dilatation de la lumiere des vaisseaux
sanguins et des défauts de recouvrement par les cellules murales. La manifestation
la plus commune est un saignement de nez spontané et répété, souvent associé a des
hémorragies digestives. Le traitement local de ces 1ésions reste difficile en raison
leur présence tout au long de la muqueuse nasale et digestive. Les options
thérapeutiques n’ont qu’une efficacité transitoire et ne sont pas sans effets indésirables.
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Il existe également une grande variabilité quant a 1’age d’apparition, la sévérité
et les manifestations cliniques dans et entre familles porteuses d’une mutation
identique indiquant que des facteurs environnementaux sont impliqués dans le
développement de cette maladie génétique vasculaire complexe. Nous avons montré
que l’inflammation joue un role prépondérant dans I’apparition des anomalies
vasculaires associées a la MRO. Une inflammation chronique des voies aériennes
chez les animaux déficientes en Eng ou Acvrll, deux modeles reconnus de la MRO,
provoque un remodelage excessif du réseau vasculaire associée a la formation de
télangiectasies. Les mécanismes cellulaires responsables des anomalies vasculaires
observées impliquent un défaut de spécification des cellules endothéliales (CE),
avec une formation excessive de CE spécialisées, « tip cells » connues pour contrdler
la formation de nouveaux bourgeons vasculaires, et un défaut de communication
entre la CE et les cellules murales dont le role est de stabiliser le vaisseau sanguin
nouvellement formé. Nos résultats démontrent I’importance de I’inflammation dans
le développement des anomalies vasculaires chez les sujets MRO et ouvrent des
perspectives nouvelles pour le traitement de cette pathologie.

La différenciation des cellules souches embryonnaires (ES) in vitro permet de
récapituler les étapes du développement vasculaire. L’inactivation génique d’un
allele Eng ou Acvrll dans les cellules ES ne perturbent pas la formation des CE a
partir des cellules ES — étape de vasculogenese ; par contre, cette inactivation
provoque un défaut de formation des bourgeons vasculaires copiant les anomalies
de la MRO. Nos résultats suggerent que les modeles ES sont utilisables pour cribler
des molécules potentiellement bénéfiques dans le traitement de la MRO.

Nous avons testé la thalidomide sur un groupe de patients atteints de MRO. Nous
avons montré que 1’administration orale de thalidomide réduit fortement la fréquence
et la durée des saignements de nez, avec une augmentation significative du taux
d’hémoglobine et une suppression du besoin en transfusion sanguine chez les
patients MRO. Nous avons découvert un nouveau mode d’action pour ce médicament
en montrant que la thalidomide stimule fortement le recrutement des cellules
murales au niveau des vaisseaux sanguins. En favorisant la maturation du réseau
vasculaire, la thalidomide permet de compenser les déficits de recouvrement
caractéristiques de la MRO. Sur le plan moléculaire, nous avons montré que la
signalisation du Platelet Derived Growth Factor-B (PDGF-B) joue un rdle important
dans la maturation du réseau vasculaire, induite par la thalidomide. Nos travaux
valident le ciblage des cellules murales comme nouvelle stratégie thérapeutique
pour le traitement des malformations vasculaires (Lebrin ef al., 2010, Nature Med.,
16, 420-428). En collaboration avec le Centre de compétence IDF de la MRO, nous
allons évaluer I’efficacité de la thalidomide sur la correction de 1’anémie ferriprive
chronique qui accompagne les saignements chez les sujets MRO.

Réle du récepteur de la (pro)rénine (PRR) comme régulateur
de l'auto renouvellement des cellules souches et de 'homéostasie de la peau

Nous avons étudié récemment le patron d’expression de PRR chez la souris. PRR
est exprimé de facon ubiquitaire dans les étapes précoces du développement
embryonnaire. Nous avons montré que la perte d’expression de PRR dans les
cellules souches embryonnaires induit leur différenciation malgré la présence du
Leukemia Inhibitory Factor (LIF) nécessaire au maintien des caracteres de
pluripotence des cellules souches embryonnaires. L’expression de la forme sPRR
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semble suffisante pour maintenir les propriétés d’auto-renouvellement et de
pluripotence des cellules souches embryonnaires déficientes pour PRR; la
surexpression de sSPRR permet de maintenir 1’expression des facteurs de transcription
nanog, oct4 et sox2, cceur du réseau de régulation transcriptionnelle de la pluripotence
en absence de LIF. Ensemble, ces résultats suggerent qu’il existe peut-étre un
mécanisme conservé de régulation de 1’auto-renouvellement et de spécification
cellulaire des cellules souches embryonnaires et somatiques dépendant de PRR et
que la forme soluble de PRR pourrait jouer un rdle essentiel dans ces processus.

L’expression de PRR devient progressivement plus restreinte a partir du stade
E13.5. PRR est tres fortement exprimé dans la couche basale de 1’épiderme chez
I’embryon et chez 1’adulte et est enrichi dans le renflement connu pour contenir les
CS du follicule pileux (« bulge »), ce qui suggere que PRR pourrait jouer un role
dans le développement et I’homéostasie de la peau. Pour étudier les conséquences
fonctionnelles de la perte d’expression de PRR dans la couche basale de I’épiderme,
nous avons croisé la lignée Kératine-5 (K5) Cre (K5-Cre) avec les souris atp6ap2Fiox/
flox ggnérées par le laboratoire. En général, des défauts de développement de
I’épiderme conduisent a une 1étalité périnatale en raison de la déshydratation des
nouveau-nés (défauts de la barriere cutanée). Cependant, nous montrons ici que la
perte de PRR au niveau de la couche basale conduit a une létalité embryonnaire
autour du stade E15.5 accompagnée d’hémorragies ou le réseau lymphatique
superficiel se développe. Des marquages de peau in toto révelent que la perte de
PRR provoque la formation de shunts veineux-lymphatiques au niveau du derme et
s’accompagne d’une accumulation anormale des cellules hématopoiétiques
notamment des macrophages de type M2 connus pour stimuler 1’angiogenese.
L’analyse de I’épiderme révele également que ce dernier apparait plus fin, avec une
réduction de 1’épaisseur des couches prolifératives et différentiées, suggérant un
épuisement des CS. Au cours du développement de I’épiderme, les cellules souches/
progénitrices contre-balancent la prolifération et la différenciation cellulaires en
utilisant le mode de division asymétrique. Autour du stade embryonnaire E13.5, les
divisions deviennent principalement asymétriques permettant la stratification de
I’épiderme. Comparé au contrdle, I’épiderme des mutants PRR au stade
embryonnaire E14.5 montre un taux de prolifération des cellules basales de
I’épiderme réduit accompagné d’une diminution de la proportion de divisions
asymétriques. Ces données indiquent que PRR contrdle I’activité des CS et orchestre
la morphogenese de la peau.
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