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aa: acides aminés

ADN: Acide DésoxyriboNucléique
AKT/PKB: Proteine Kinase B

ALK: Activin receptor-Like Kinase

aSMA: alpha Smooth Muscle Actin

AGE: Advanced glycation end-products, produits de glycation avancée

Ang: Angiopoiétine

APC: Adenomatous Poliposis Coli
ARN: Acide RiboNucléique

BMP: Bone Morphogenic Proteins
BrdU; BromoDésoxyUridine
CaMKII: Calcium Calmoduline Kinase Il
CD18: Integrin beta-2

CD31: Cluster of Differentiation 31
CE: Cellule Endothéliale

CBD: Catenin binding domain
CHO: Chinese Hamster Ovary cells
CK1: Casein kinase 1

CML: Cellule Musculaire Lisse
CRD: Cystein Rich Domain

BSA: Bovine Serum Albumine

Abréviations

DAAM: Dishevelled-associated activator of morphogenesis

DAB: Diaminobenzidine

DAG: Diacylglycérol

DEP: Dishevelled, EGL-10, Pleckstrin

DIX: Dishevelled/Axin

Dkk: Dickkopf

DIl: Delta-like ligand

Dvl/DVL: Dishevelled

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMLA: Dégénéresence maculaire liée a I'age
dpc: days post-coitum

IJNK: Jun NH2-terminal Kinase
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EA.hy926: Human Umbilical Vein Endothelial Cell
E-cadherin: Epithelial cadherin

Egfl7: Epidermal Growth Factor like domain 7 ou Vascular Endothelial-statin (VE-statin)
eNOS: endothelial Nitric Oxide Synthase

EPO: Erythropoiétine

ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase
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FGF2 ou bFGF: basic Fibrosblast Growth Factor
FGFR: Fibrosblast Growth Factor Receptor
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GFP: Green Fluorescent Protein
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HIF: Hypoxia Inducible Factor

HMVEC: Human Microvascular Endothelial Cell
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ICAM intracellular adhesion molecule

IGF-1: Insuline-like Growth Factor-1

IL: Inter Leukin
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KlI: Knock-In

KO: Knock-Out

LEF: Lymphoid Enhancer-binding Factor

LiCl: Chlorure de Lithium

Lrp5/6: Lipoprotein Receptor-related Protein 5/6
MAPK: Mitogen Activated Protein Kinases
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MCP-1: Monocyte Chemotactic Protein-1
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MEF: Murin embryonic fibroblast



MHC: Myosin Heavy Chain
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MMTV: Mouse Mammary Tumor Virus
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NFAT: Nuclear Factor of T Cells)

NF-kB: Nuclear Factor-«B

NG2: Neural-Glial antigen 2
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Rspo: R-spondin

RT-PCR: Retro Transcription Polymerase Chain Reaction

SDS: Sodium Dodécyl Sulfate

Sema3E: Semaphorin 3E

SFRP: secreted Frizzled Related Protein

Shh: Sonic hedgehog

siRNA: short interfering RNA

SVF: Sérum de Veau Feetal

TCF: T-Cell Factor

TGF-B: Transforming Growth Factor beta
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293 TG: Cellules épithéliales embryonnaires murines



Préface

Le fonctionnement normal d’un tissu dépend de ses capacités a étre pourvu en oxygéne a
partir des vaisseaux sanguins. L’ischémie tissulaire (diminution de I"apport en oxygéne aux tissus) est
une circonstance fréquente en pathologie humaine, qu’il s’agisse du muscle cardiaque (angine de
poitrine, infarctus), du cerveau ou du muscle squelettique. L’apparition d’une hypo-perfusion dans un
territoire musculaire induit le développement de nouveaux vaisseaux et d’une circulation collatérale
qui a pour finalité de réduire I'ischémie musculaire. Ce développement est souvent insuffisant et la
persistance de cette ischémie entraine une limitation de la capacité fonctionnelle ainsi qu’une
altération du pronostic vital. Les projets de recherche de I'unité INSERM 1034 s’inscrivent dans un
effort de meilleure compréhension des voies mises en jeu pour protéger le muscle de I'ischémie soit en
favorisant la formation et la stabilisation du vaisseau, soit en protégeant la cellule.

Définir les mécanismes cellulaires et moléculaires régulant la formation des vaisseaux et
développer de nouvelles cibles thérapeutiques angiogéniques sont les axes prioritaires pour prévenir
I'ischémie tissulaire. Pendant le développement ou la régénération tissulaire, la croissance vasculaire
est un phénoméne complexe qui peut étre schématiquement divisé en deux processus dynamiques.
Tout d’abord, un plexus vasculaire instable se développe avec [I'expansion des vaisseaux:
bourgeonnement, prolifération et migration des cellules endothéliales. Puis le systeme vasculaire
néoformé est rapidement remodelé pour permettre sa transition vers un état stable et parfaitement
fonctionnel. L’évolution vers un systéme vasculaire structuré se caractérise par la formation d’un
réseau tubulaire branché et organisé.

Au cours de ces derniéres années, plusieurs études ont montré que les voies Wnt/Fzd sont
directement impliquées dans le développement des vaisseaux sanguins en contrélant la prolifération,
la polarité, I'apoptose des cellules endothéliales (CE) et le branchement vasculaire. Les morphogénes
Wnt sécrétés (19 membres) activent des voies de signalisation canoniques et non canoniques en se

liant aux récepteurs Fzd (10 homologues).

Les mutations de plusieurs acteurs moléculaires des voies Wnt/Fzd tels que Norrin (Ndp),
Frizzled4 (Fzd4) ou Lrp5 ont été liees a des pathologies oculaires comme la vitréorétinopathie
exsudative familiale (FEVR) ou la maladie de Norrie. Les souris délétées pour Ndp, Fzd4 et Lrp5
présentent une atteinte du développement du plexus vasculaire rétinien superficiel. Ces données ont
permis de démontrer le réle de ces partenaires des voies Wnt dans la formation du réseau vasculaire
rétinien.

Cependant, nous n'avons encore qu'une connaissance partielle de I'implication de ce systéme

dans la physiologie et la pathologie vasculaire. Notre équipe a entrepris un criblage des récepteurs
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Fzd jouant un réle dans la morphogenése des cellules vasculaires et a identifié le récepteur Fzd7
comme un nouvel acteur majeur.

Les données de la littérature montrent que Fzd7 joue un réle critique au cours du
développement embryonnaire, mais aussi en pathologie dans le développement de certains cancers.
Cependant il n’existe pas de donnée sur le réle de Fzd7 dans la physiologie vasculaire et

I"'angiogenése.

Au début de ma thése, j'ai participé a un premier projet qui a permis de montrer le réle
important de Fzd7 dans le contréle de la perméabilité vasculaire, in vitro et in vivo, via la voie Wnt

canonique et les complexes jonctionnels dépendants de la VE-cadhérine des cellules endothéliales.

L’objectif de ma these a été de poursuivre I'exploration des mécanismes cellulaires et
moléculaires induits par les récepteurs Frizzled dans les cellules vasculaires et j’ai focalisé mon projet
de these sur I’étude du récepteur Fzd7 et son réle dans I'angiogenese.

Pour cela, j'ai tout d’abord développé dans le laboratoire le modéle d’étude de Ia
vascularisation post-natale de la rétine chez la souris. Afin d’étudier le réle de fzd7 dans ces processus
complexes, nous avons généré une deuxiéme lignée de souris transgénique qui permet une délétion
inductible et spécifique de fzd7 dans I'endothélium. Nos données indiquent que la délétion spécifique
de fzd7 dans les cellules endothéliales (CE) in vivo (fzd7°“°) ou la délétion de Dishevelledl (souris
DVL1-/-), un partenaire de fzd7, entrainent un retard de formation du plexus vasculaire primaire de la
rétine associé a une augmentation du nombre de «tip cells» et de filopodes ainsi qu’une diminution
de la prolifération des «stalk cells». Ce phénotype est associé a une forte diminution de I'expression
des génes cibles de la voie B-caténine dite voie canonique. L’activation pharmacologique de la voie 8-
caténine, chez ces souris mutantes entraine la réversion totale de ces effets, suggérant que fzd7 et
DVL1 activent la voie de signalisation Wnt/B-caténine pour réguler 'angiogenése.

Au cours de ma theése, différentes études ont montré qu’il existe un lien entre la 8-caténine et
la voie Notch. J’ai donc par la suite, cherché a définir le réle de Fzd7 dans la régulation de la voie
Notch au cours de I'angiogenése. La délétion ou la déplétion de fzd7 dans les CE entrainent une forte
diminution de I'expression des génes de la voie Notch in vivo et in vitro, qui est complétement
restaurée aprés activation pharmacologique ou génique de la voie B-caténine. De fagon trés
intéressante, I'activation de la voie Notch par injection intraoculaire de DIl4 dans les souris fzd7"°
induit une réversion partielle du phénotype observé. Le nombre de «tip cells» et de filopodes est
restauré, mais le retard de formation du plexus primaire persiste suggérant que fzd7, en activant la
voie canonique, contréle un autre mécanisme cellulaire indépendamment de la voie Notch. En effet,
nous démontrons que Fzd7 régule la migration des CE via une voie de signalisation Wnt/8-caténine,

mais ceci indépendamment de la voie Notch. Ainsi, Fzd7/DVL, via I'activation de la voie canonique,
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régule 'angiogenése post-natale en contrélant la sélection Tip/stalk cells de maniére dépendante de

la voie de signalisation Dll4/Notch et la migration des CE indépendamment de cette voie.

Enfin, j’ai consacré ma derniére année de thése a I'étude du réle potentiel de Fzd7 dans
I'angiogenese pathologique. Pour cela, j'ai développé un modele murin de rétinopathie induite par
I"'oxygéne qui reproduit la rétinopathie que I'on peut observée chez le prématuré. Schématiquement,
ce modéle fait intervenir deux grandes phases: une phase de vaso-oblitération des vaisseaux dans la
rétine de souris soumises a un taux d’oxygéne de 75% pendant 5 jours et une phase de
néovascularisation rétinienne lorsque les souris sont replacées a atmosphére ambiante (21%
d’oxygéne). Nos résultats indiquent que la délétion spécifique de fzd7 dans les cellules endothéliales
(CE) in vivo (fzd7"°) entraine une réponse différente de celle observée pour les souris contréle

75%C présentent une zone

soumises aux mémes changements de taux d’oxygéne. Les souris fzd
avasculaire plus importante (augmentation de la vaso-oblitération a P12, P14, P17) et une zone de
néovascularisation plus faible (a P14 et P17) comparées aux souris contréles. D’autre part, la délétion
de fzd7 diminue les génes cibles de la voie Wnt canonique ainsi que les génes associés a la voie Notch.
Ces données montrent un réle nouveau et important de Fzd7 au cours des processus pathologiques.
Les expériences en cours permettront de définir si Fzd7 peut étre une nouvelle cible thérapeutique

potentielle dans le traitement des rétinopathies et a quelle phase de la pathologie Fzd7 doit étre ciblé

pour une efficacité maximale.
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Partie 1: Angiogenése

I. Présentation générale

Le systéme vasculaire des vertébrés forme un réseau tubulaire branché d’artéres, de
capillaires et de veines qui permet d’apporter aux tissus I'oxygene et les nutriments nécessaires a
leur bon fonctionnement, mais également d’éliminer les déchets de |‘organisme (dioxyde de
carbone, produits issus du métabolisme) en les transportant au niveau des organes «d’épuration»
tels que les reins ou les poumons.

Dans le systéeme vasculaire, on peut distinguer le réseau artériel qui part du coeur vers les
organes, et le réseau veineux qui ramene le sang des organes au coeur. La répartition du sang dans
I'organisme impose une structure allant des plus gros vaisseaux aux vaisseaux les plus fins.

Au contraire, pour ramener le sang au cceur, le systéme veineux rassemble une multitude de
petits vaisseaux afin de former les grosses veines. Dans I'arbre vasculaire, on distingue les vaisseaux
de gros calibre (artere, veine), et ceux de calibre moyen ou petit (artériole, veinule, veinule post-

capillaire et capillaire).

La formation de I’arbre vasculaire fait intervenir schématiquement deux processus majeurs:

e la vasculogenése qui consiste en la formation d’un plexus vasculaire primitif, peu organisé, a
partir de précurseurs endothéliaux appelés hémangioblastes.

e |’angiogenése qui permet la croissance, I'organisation et le remodelage du réseau vasculaire
primitif préexistant, par bourgeonnement des capillaires, afin de rendre ce réseau

fonctionnel.

L'angiogenese physiologique joue un role fondamental au cours du développement
embryonnaire, mais également chez I'adulte au cours de la vascularisation cyclique de I'endométre
et des ovaires chez la femme ou des processus de cicatrisation. Une anomalie de ce processus
angiogénique est a 'origine de nombreuses pathologies. En effet, un exces d’angiogenese peut étre
observé dans les maladies inflammatoires (psoriasis, arthrites), les cancers ou les pathologies
oculaires (rétinopathies, dégénérescence maculaire liée a I'dge), tandis qu’un défaut d’angiogenése
peut induire I'apparition d’une ischémie tissulaire et une réparation tissulaire insuffisante.

Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes de la formation du systéme vasculaire
pourrait permettre de mettre au point de nouvelles stratégies thérapeutiques ayant pour objectif
d’inhiber I'angiogenése dans le cas des cancers ou des pathologies oculaires, ou au contraire

d’activer et de stimuler cette angiogenéese dans le cadre de maladies ischémiques (ischémie du
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membre inférieur, du muscle cardiaque ou du cerveau) afin de mieux traiter 'ensemble de ces

pathologies

Il. Meécanismes cellulaires et moléculaires de la morphogenése vasculaire

A. Lavasculogenese

La vasculogenese est le processus d'assemblage du premier réseau de vaisseaux sanguins
embryonnaires, avant le début de la circulation. Elle consiste en la formation d’un réseau vasculaire
primitif via la différenciation de progéniteurs endothéliaux lors du développement embryonnaire et
plus précisément dés le stade de la gastrulation. Ce sont les cellules précurseurs, appelées
hémangioblastes qui sont a l'origine des cellules endothéliales mais également des cellules
hématopoiétiques. Elles dérivent principalement du mésoderme postérieur et latéral et expriment
notamment les marqueurs suivants : CD31, CD34 et le récepteur de type 2 du VEGF (VEGFR-2 ou flk-
1) (Figure 1).

Les mécanismes moléculaires participant a cette différenciation ont été partiellement
élucidés. Ainsi, un certain nombre de génes a été identifié comme impliqué dans ce processus: Ets,
Hex, VE-statine, Hox, Scl, Runx-1. D’autre part, le réle fondamental du facteur de croissance VEGF et
de son récepteur flk-1 dans la différenciation des angioblastes et la formation du réseau vasculaire
primitif a été mis en évidence. En effet, I'invalidation du géne flk-1 chez la souris engendre une
mortalité embryonnaire due a un blocage précoce de I'hématopoiése ainsi qu’un arrét de la
différenciation endothéliale (Shalaby et al 1995). Les angioblastes se différencient également a partir
de cellules totipotentes sous I'action du basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) (Krah et al 1994),
montrant que ce facteur est important dans ce processus. Enfin, les intégrines assurant les
interactions entre les cellules endothéliales et la matrice extracellulaire sont aussi impliquées dans la
différenciation de ces précurseurs (Bader et al 1998).

C'est a partir de ces précurseurs endothéliaux que se formeront |'aorte dorsale, les veines
cardinales et le systéeme artério-veineux de I’embryon. D’autres voies de signalisation sont
impliquées dans ce phénomeéne, incluant les systémes Wnt/Fzd, Delta/Notch, Ephrine/Eph, BMP ainsi
que les voies du TGF-B et du PDGF.

Outre son importance dans le développement normal, certains processus vasculogéniques
sont également impliqués dans diverses pathologies. Les progéniteurs des cellules endothéliales
vasculaires existent chez l'adulte et peuvent circuler dans le sang, migrer dans les tissus
extravasculaires et promouvoir la formation de novo de vaisseaux en réponse notamment a une

blessure ou dans des conditions ischémiques (Jin & Patterson 2009).
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Figure 1: Origine des cellules endothéliales et assemblage des vaisseaux. Les cellules du mésoderme
chez I'embryon se différencient en précurseurs de cellules endothéliales (angioblastes) et forment des
agrégats appelés Tlots sanguins (a gauche). La fusion de ces ilots conduit a la formation
vasculogénique de plexus primaires de capillaires de forme alvéolaire dans le sac vitellin et 'embryon
lui-méme. La circulation sanguine est établie et les plexus primaires sont transformés en un réseau
organisé en artérioles et artéres (rouge), en capillaires (gris) et en veinules et veines (bleu). L'aorte
dorsale et la veine cardinale sont directement formées par assemblage des angioblastes. Les cellules
musculaires lisses vasculaires (vSMA) sont associées aux artéres et veines, tandis que les capillaires
sont recouverts par les péricytes (jaune). D’apres (Adams & Alitalo 2007).

, . N
B. L'angiogenese
1) Généralités
L'angiogenése est un processus complexe, variable d’un organe a un autre, qui nécessite une fine
régulation, faisant intervenir différents types cellulaires: les cellules endothéliales, les cellules
musculaires lisses, les cellules inflammatoires, les fibroblastes, mais aussi de nombreux composants
de la matrice extracellulaire. Elle résulte de la balance entre I'action de facteurs anti- ou pro-

angiogéniques. Un déreglement de cette balance a généralement un impact trés important sur la

santé et contribue a I'apparition de diverses pathologies.

L'angiogeneése correspond au développement, a la croissance, au remodelage et a I'organisation d’un

réseau vasculaire. Elle s’effectue par bourgeonnements capillaires a partir de vaisseaux préexistants
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(ou «sprouting») et permet a ce réseau de devenir fonctionnel. Les mécanismes mis en jeu sont la
dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) et de la membrane basale (MB), la migration et la
prolifération des cellules endothéliales (CE) ainsi que la formation de tubes endothéliaux avec une
nouvelle membrane basale. Des péricytes, voire des cellules musculaires lisses (CML), viennent alors

soutenir ces néovaisseaux pour les stabiliser (Figure 2).

a Initiation b Selection ¢ Tip-cell navigation d Stalk elongation
) O O O O R G S S (= = = = s s === = =] (== = = = s s = = =]

- - - -
[ - - e S, ] [illzélll” (T«l’lﬁl]]] [jl_L.-EEI;_J_J._‘LJ
ESE S SE 95 3 96 9 6 9 9r 3 2EJE 95 S5 9E 96 96 96 e 9 e 3 [ o o - o -] o o o c— — ——— - — -
€ Fusion f Perfusion & oxygenation g Maturatjon & stabilization h Quiescence

OO Irry OO o @ 0 0 0 3 00 O X 3

3 L]

o o o —— G — o |

[ Tip cell [ Stalk cell [7] Phalanx cell [] ECM [] Pericyte

Figure 2: Les différentes étapes de I'angiogenése. (a) En réponse a une hypoxie, des cellules non
vasculaires expriment des facteurs de croissance et créent notamment un gradient de VEGF (tdche
rouge diffuse). (b) Les cellules endothéliales exposées a la plus forte concentration en VEGF sont
sélectionnées et deviennent des tip cells (en vert). (c) Les tip cells initient le bourgeonnement en
suivant le gradient de VEGF et envahissent le tissu environnant en émettant de nombreux filopodes
qui jouent le réle de senseurs. (d) Le bourgeonnement ou «sprouting» s’allonge via la prolifération des
cellules endothéliales stalk cells (violet) qui se situent juste derriere la tip cell. (e) Le nouveau
branchement se connecte avec un autre branchement via la fusion des tip cells. (f) La formation de la
lumiére vasculaire permet au sang de circuler et ainsi I'oxygénation du tissu qui entraine ainsi une
diminution de la concentration en VEGF. (g) La maturation et la stabilisation du nouveau plexus
vasculaire repose sur le recrutement des péricytes (en orange) et le dépét de la matrice extracellulaire
(ECM, en bleu). (h) Dans le réseau vasculaire stable, fonctionnel et mature, les cellules endothéliales
adoptent un phénotype de quiescence et sont appelées phalanx cells (gris). D’apres (Carmeliet et al
2009).

2) Vasodilatation, perméabilité vasculaire et dégradation de la matrice
extracellulaire

La vasodilatation est un pré-requis a la migration des CE et au bourgeonnement des vaisseaux. Elle

est dépendante du monoxyde d’azote (NO) qui induit fortement la transcription du gene Vegf. Celui
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ci, fortement stimulé par I’hypoxie, augmente la perméabilité vasculaire en relocalisant les molécules
d’adhésion intercellulaires PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1) et la VE-
cadhérine (Vascular Endothelial-cadhérine), et en altérant la structure des membranes cellulaires
(Eliceiri et al 1999, Gale & Yancopoulos 1999). Ceci permet une extravasation de protéines
plasmatiques favorisant la survie des CE et leur migration a travers la paroi vasculaire. La
perméabilité vasculaire est finement régulée, notamment par les angiopoiétines 1 (Ang-1) et 2 (Ang-
2). Elles se lient au méme récepteur Tie2 tout en ayant des effets antagonistes. Ainsi, I'’Ang-1 inhibe
la perméabilité vasculaire en resserrant les jonctions intercellulaires (Gamble et al 2000, Thurston et
al 2000). Au contraire, I’Ang-2 induit le détachement des CML et un relachement de la MEC sous-
jacente, permettant ainsi la migration des CE (Maisonpierre et al 1997). Enfin, la dégradation de la
MEC fait intervenir des enzymes comme les métalloprotéases (MMPs) qui permettent de rendre
disponible aux CE I'espace qui leur est nécessaire pour migrer hors de la paroi vasculaire, mais aussi
le relargage de molécules séquestrées dans la MEC (FGF-2, VEGF). Plus d’une vingtaine de sous-types
de MMPs ont été identifiés et jouent un role important dans la phase précoce de I'angiogenése

(Nelson et al 2000).

3) Prolifération et migration des cellules endothéliales

Dés que la paroi vasculaire est franchie et la MEC dégradée, les CE vont proliférer et migrer en créant
des bourgeons capillaires. Un tres grand nombre de molécules régulent I'angiogenése et, bien qu’il
soit difficile d’attribuer un réle précis a chacun de ces acteurs moléculaires, certains éléments de
réponses peuvent étre apportés. En effet, il apparait clair que cette étape de I'angiogenése est avant

tout sous le controle des VEGFs, angiopoiétines, FGFs et PDGFs.

Les VEGFs et leurs récepteurs jouent un role clé (Ferrara et al 2003, Leung et al 1989). En effet, le
VEGF est le facteur de croissance de I’endothélium vasculaire, capable de stimuler la prolifération et
la migration des cellules endothéliales et d’augmenter la perméabilité cellulaire. De plus, le VEGF
stimule I'expression de la NO synthase endothéliale (eNOS) qui entraine une augmentation de la
production de NO qui active lui-méme la libération du VEGF (Kroll & Waltenberger 1998). D’autre
part, 'Ang-1 est un chémoattractant pour les CE en potentialisant I'effet du VEGF (Suri et al 1998).
Les membres de la famille FGF et PDGF stimulent aussi la croissance endothéliale et recrutent des
cellules mésenchymateuses et/ou inflammatoires qui, a leur tour, secrétent des facteurs
angiogéniques (Carmeliet 2000, Hirschi et al 1999). Des cytokines, membres de la superfamille du
TGF-B, inhibent ou activent la croissance endothéliale selon le contexte (Pepper 1997). Le Tumor
necrosis factor (TNFa) module la prolifération des CE induite par le VEGF en agissant par interférence

au niveau de la phosphorylation de VEGFR-2 (Guo et al 2000). Enfin, des chémokines comme Ia
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Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1) stimule la prolifération des CE (Belperio et al 2000). Les
molécules impliquées dans les interactions cellule-matrice comme les intégrines avB3 ou a5B1
(Eliceiri & Cheresh 1999), ou cellule-cellule comme PECAM-1 (llan et al 1999), VE-cadhérine
(Lampugnani et al 2003) et les éphrines (Wilkinson 2000) jouent un réle majeur dans la prolifération

et la migration des CE.

Inversement, certaines molécules peuvent empécher [I'étape d’angiogenése comme la
chondromoduline-1 (Hiraki et Shukunami, 2000), I'angiostatine (O’Reilly et al 1994), I’endostatine
(O’Reilly et al 1997), I'antithrombine llI, les interférons ou le facteur de croissance midkine (Htun van

der Horst et al 2008).

4) «Sprouting», «tip cell», «stalk cells»

Au cours de ces derniéres années, de nombreux travaux ont permis de mieux appréhender la phase
d’angiogenése au cours de laquelle le bourgeonnement endothélial ou «sprouting» entraine la
formation de nouvelles ramifications («branching») pour aboutir a un réseau tridimensionnel
efficient. Linitiation ainsi que l'orientation des bourgeons ne peut se faire au hasard. Des
mécanismes régulateurs doivent permettre la fusion des néovaisseaux pour constituer un réseau
fonctionnel. A chaque bourgeonnement se trouvent deux types de cellules: la «tip cell» et les «stalk
cells». La «tip cell» est la cellule endothéliale, jusque la quiescente, sélectionnée dans le vaisseau
préexistant, qui va étre activée et servir de senseur de I'environnement et de guide a la création de
cette nouvelle ramification. Celle-ci va présenter des filopodes et des lamellipodes, s’étendre et
migrer en allongeant la ramification en suivant le gradient de VEGF et de molécules de guidance
présentes dans le microenvironnement. En arriere, les «stalk cells» proliferent, puis soutiennent et

stabilisent le néovaisseau alors que la lumiére vasculaire apparait (Gerhardt et al 2003) (Figure 3).

Plusieurs études ont montré que le processus de sélection de la «tip cell» est induit par un gradient
de concentration de VEGF. Une seule CE par site de «branching» doit étre sélectionnée, les CE
adjacentes devenant des «stalk cells» (Gerhardt et al 2003, Ruhrberg et al 2002).

Les «stalk cells» se mettent alors a proliférer, également sous I'influence du VEGF, avec des divisions
polarisées selon un axe perpendiculaire au néo-vaisseau, permettant ainsi son élongation (Zeng et al

2007).
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Figure 3: Le «sprouting» angiogénique. (A) lllustration schématique d’un bourgeonnement
endothélial en formation. Le bourgeonnement est guidé par la tip cell qui utilise ses filopodes pour
capter les signaux attractifs et répulsifs de I'environnement alors que les stalk cells proliférent. Ces
deux types de CE sont activées tandis que les phalanx cells sont des cellules en quiescence. (B-D)
Images représentatives de différents modéles de sprouting angiogénique mettant en évidence la
présence de tip/stalk cells. (B) Rétine de souris 5 jours apres la naissance (P5N). Rouge, noyau des CE
(Erg); vert, vaisseaux (Isolectine-B4). (C) Vaisseaux intersomitiques (ISV) en formation chez 'embryon
de poisson zébre Flil:eGFPyl 28 h apreés fertilisation. (D) Bourgeonnements en formation sur le
modeéle mosaique d’un corps embryoide in vitro constitué de cellules wild-type-DsRed (rouge) et de
cellules VEGFR2-EGFP/+ (vert). (E) Modéle de simulation de sélection des tip cells versus stalk cells.
D’aprés(Geudens & Gerhardt 2011).

Cette sélection «tip cell/stalk cells» est médiée par la «tip cell» elle-méme qui est exposée aux plus
hauts niveaux de VEGF. En effet, parmi les génes préférentiellement et fortement exprimés par la
«tip cell» on retrouve le récepteur au VEGF, le VEGFR2 (Gerhardt et al 2003), ainsi que le Delta-like
ligand 4 (DII4), ligand des récepteurs Notch (Claxton & Fruttiger 2004, Shutter et al 2000).

Schématiquement, la liaison du VEGF au VEGF-R2, induit une cascade de signalisation qui permet a
une cellule endothéliale de devenir une «tip cell», tandis que les cellules voisines sont inhibées dans

leur devenir en tant que «tip cell» et deviennent des «stalk cells». Cette inhibition latérale repose sur
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la communication cellulaire «tip-to-stalk» par la signalisation DIl4/Notch (Hellstrom et al 2007,

Noguera-Troise et al 2007).

Chez les mammiferes, les récepteurs Notch 1, 2, 3 et 4 interagissent avec les ligands Jagged 1 et 2
ainsi que DII1, 3 et 4. Apres fixation du ligand DIl4 exprimé par la tip cell sur le récepteur Notchl
présent au niveau des stalk cells, ce dernier est clivé sur sa partie cytoplasmique, libérant ainsi sa
queue intracellulaire et générant le domaine intracellulaire de Notch (NICD) qui agit comme un
régulateur de la transcription. Ceci diminue |'expression de DIl4 induite par le VEGF dans les tip cells,
établissant ainsi un rétrocontréle qui permet a la «tip cell» de conserver son phénotype et sa
position de pointe et empéchant ainsi les cellules voisines de devenir elles-mémes des «tip cells».
L'activation de la voie de signalisation entraine donc I'expression de genes cibles dont la plupart
exerce un controle négatif sur la voie tels que Hesl, Heyl, 2 ou Nrarp (Notch-regulated ankyrin
repeat protein) (Roca & Adams 2007). Des études récentes révelent notamment que Nrarp est
exprimé dans les «stalk cells» au niveau des branchements, ou il inhibe I'activité de Notch, pour

induire l'arrét du cycle cellulaire et maintenir la cellule dans un état de quiescence (Phng et al 2009).

Cette voie DIl4/Notch a tout d’abord été décrite comme antiproliférative et anti-angiogénique (Lobov
et al 2007), notamment via la diminution d’expression des récepteurs du VEGF (Jakobsson et al
2009). Cependant, des données plus récemment publiées permettent d’affirmer qu’il s’agit en fait
d’une balance tres dynamique, finement régulée et modulée par I’expression des récepteurs VEGFR1
et VEGFR2 qui aboutit a la sélection et au maintien de la «tip cell» (Jakobsson et al 2010). C’est donc
par un effet juxtacrine qu’est régulée la balance «tip cell/stalk cells» (De Smet et al 2009, Roca &
Adams 2007) (Figure 4).

Ainsi, l'abolition de la signalisation DIl4/Notch aboutit a I'apparition d’un bourgeonnement

anarchique avec plusieurs «tip cells» a chaque embranchement (Claxton & Fruttiger 2004).
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Figure 4: Sélection des tip cells via la balance entre les voies du VEGF et Notch. Le devenir de la
cellule endothéliale est régulé par des mécanismes moléculaires distincts. Aprés la sélection de la tip
cell induite par le VEGF, I'activation du récepteur VEGFR2 entraine une augmentation de I'expression
du récepteur VEGFR3 et du ligand DIl4 par la tip cell. Le ligand DIl4 active alors les récepteurs Notch
de la cellule endothéliale voisine, ce qui induit une diminution d’expression de VEGFR2 et 3 et une
augmentation de VEGFR1 dans ces cellules voisines qui vont alors adopter un phénotype de stalk cells
qui ne migrent pas en réponse au VEGF mais proliféerent. Tip cell: en vert; stalk cell: en violet. D’apres
(Carmeliet et al 2009).

5) Formation des tubes endothéliaux

Une fois que les CE ont migré et proliféré, celles-ci s’Tassemblent en tubes capillaires au sein desquels
se forme la lumiére des vaisseaux nouvellement formés. La formation de cette lumiére vasculaire
résulte de la fusion des vacuoles des cellules. En effet, les vacuoles se forment par les processus de

pinocytose et coalescence pour créer une lumiere entre les CE. (Mudhar et al 1993)

La formation des vacuoles dépend de I'interaction des intégrines avec la MEC, alors que la fusion des
vacuoles requiert le réarrangement du cytosquelette d’actine et des microtubules (Davis et al 2002).
Les petites GTPases Racl et Cdc42, mais pas RhoA, sont impliquées dans ces phénomenes et se
retrouvent accumulées a la membrane des vacuoles durant la formation de la lumiére vasculaire

(Koh et al 2008).

Une fois la lumiere formée, des signaux additionnels de prolifération et de croissance, comme le
VEGF (Ruhrberg et al 2002), Notch (Sainson et al 2005) et la laminine (Jakobsson et al 2008),

permettent la modification de la taille de la lumiére. En association avec le VEGF, I’Ang-1 augmente
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également le diametre de la lumiére (Suri et al 1998), ainsi que les intégrines avp3, a5pf1 (Bayless et

al 2000).

A linverse, certains facteurs endogenes inhibent la formation de la lumiére, comme la

thrombospondine-1 (TSP-1), I'angiostatine et I'endostatine (Gendron et al 2000).

6) Maturation des vaisseaux

Une fois le réseau endothélial formé, les cellules murales vont stabiliser les vaisseaux naissants en
fournissant des facteurs de survie et antiprolifératifs aux CE (Hoch & Soriano 2003). Les deux grands
types de cellules murales sont les CML, qui recouvrent les artéres et les veines, et les péricytes qui
forment une simple couche de cellules autour des capillaires. Ainsi, la maturation des arteres
implique un épaississement de la média de la paroi vasculaire via le dépot de MEC. Le diameétre

luminal est alors réduit et la résistance augmente.

Le développement et le recrutement des CML autour du tube endothélial requiérent de nombreuses
molécules (Betsholtz C 2005). Le PDGF-BB ainsi que le VEGF sont chémoattractants pour les CML
(Lindahl P 1998). Le PDGF, sécrété par les CE, attire les cellules péri-vasculaires exprimant le PDGF-R,
induisant leur attachement a I'’endothélium. En retour, la signalisation du TGF-B est activée : le TGF-
B1, le récepteur TGF-BR2, I'endogline et Smad5 stimulent la différenciation des CML tout en inhibant
la prolifération et la migration des CE (Pepper 1997). De plus, cette signalisation induit une altération
de la MEC (Risau 1997). Les molécules de la MEC, comme le collagéne, la laminine, la fibronectine,
I’élastine, les glycosaminoglycanes, les protéoglycanes et les molécules d’adhésion, sont en effet
nécessaires pour la maturation, la différenciation et la stabilisation endothéliale (Chen et al 2005,
Rhodes & Simons 2007, Stringer 2006). Soncin et al. ont mis en évidence le réle de la VE-Statine, un

inhibiteur du recrutement des CML induit par le PDGF-BB (Soncin et al 2003).

Les récepteurs Tie ont un réle important dans la formation et la stabilisation des vaisseaux. Les
récepteurs Tiel et Tie2 sont capables de lier les ligands Angiopoiétine 1 (Angl) et 2 (Ang2). Les
principales sources d’Ang-1 et Ang-2 sont les cellules murales et les cellules endothéliales. L’Ang-1
est connue pour stabiliser les vaisseaux naissants en facilitant I'interaction entre les CE et les cellules
murales. Curieusement, en I'absence de cellules murales, I’Ang-1 recombinante est capable de
restaurer l'laugmentation de la taille des vaisseaux et de prévenir la formation d’cedémes et
d’hémorragies dans la rétine post-natale de souris. Ainsi, le mécanisme de maturation des vaisseaux
par I'’Ang-1 est encore mal connu. Le réle de I’Ang-2 semble dépendre du contexte car, en absence de

VEGF, I’Ang-2 agit comme un antagoniste de I’Ang-1 et conduit a une perte de stabilité des vaisseaux
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induisant une régression vasculaire. A linverse, en présence de VEGF, I'Ang-2 facilite le

bourgeonnement des vaisseaux (Thomas & Augustin 2009).

Comme on peut donc le constater, le développement d’'un réseau vasculaire est un phénomeéne
complexe, trés finement régulé, et faisant intervenir notamment des notions de gradients spatio-
temporels, d’hypoxie ou de facteurs de croissance vasculaire et d’interactions cellules-cellules et

cellules-MEC.

lll. Développement vasculaire de la rétine

A. Présentation générale

La rétine est constituée de deux principaux composants, la rétine neurale et la rétine vasculaire qui

partagent des similitudes, se forment et se développent de maniere concomitante (Figure 5).
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Figure 5: Localisation et structure de la rétine. (A) Anatomie de I’ceil humain. (B) Section d’une rétine
avec la face interne en haut et la face externe en bas. La rétine neurale est constituée de différentes
couches cellulaires: la couche composée de cellules ganglionnaires rétiniennes (RGC), les couches
plexiforme interne (IPL), nucléaire interne (INL), plexiforme externe (OPL) et nucléaire externe (ONL).
Plexus vasculaire primaire: en rouge, plexus intermédiaire: en vert et plexus profond: en bleu. D’aprés
(Fruttiger 2007).

La principale fonction de la rétine neurale est de transmettre la lumiére de I'ceil vers le cerveau. Les
signaux photoniques sont décodés par les cellules photo-réceptrices de la couche nucléaire externe
ou elles sont converties en signaux électrochimiques. Ces derniers sont intégrés par différents

interneurones localisés dans la couche nucléaire interne et sont ensuite transmis aux cellules
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ganglionnaires de la rétine. A partir de ces cellules, les signaux électriques se propagent le long du
nerf optique jusqu’au cortex visuel du cerveau. L'activité électrique intense de ces différents types de
neurones nécessite un apport important en oxygéne et en nutriments qui est assuré par deux
réseaux vasculaires, la vascularisation de la rétine et celle de la choroide. L'activité de la rétine
neurale et la formation du réseau vasculaire rétinien sont interdépendants et se basent sur une

communication et des échanges entre les neurones et les cellules endothéliales.

B. Vascularisation de la rétine chez ’homme et la souris

Dans I’'ensemble, le systeme vasculaire rétinien chez I’homme et chez la souris se développe selon les
mémes grandes étapes. Le réseau vasculaire qui permet I'apport d’oxygéne et de nutriments
nécessaires aux couches profondes de la rétine fait I'objet de changements importants et d’une

réorganisation au cours de son développement.

Dans un premier temps, la partie interne de I'eeil est métaboliguement soutenue par le systéme
vasculaire hyaloide, un réseau artériel dans le corps vitré. Le sang entre par l'artére hyaloide centrale
au niveau du nerf optique, traverse les vaisseaux hyaloides dans le corps vitré, puis sort par un
vaisseau collecteur annulaire a I'avant de I'ceil. Dans les derniers stades de développement, le réseau

vasculaire primitif hyaloide est remplacé par le systeme vasculaire rétinien (Figure 6).

/Ch

Figure 6: Développement et remodelage du réseau vasculaire dans I'ceil. (A) Le réseau hyaloide (hv)
est approvisionné en sang par l'artere hyaloide (ha) et est drainé par les veines du réseau de la
choroide (ch). (B) Le réseau hyaloide régresse au fur a mesure que le plexus vasculaire primaire (pp)
se forme a la surface de la rétine. Ce premier plexus est formé d’artéres et de veines. (C) Les plexus
vasculaires profonds (dp) se forment a partir des veines du plexus vasculaire primaire. D’aprés
(Fruttiger 2007).
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Ainsi, chez les deux espeéces, les premiers vaisseaux proviennent de la téte du nerf optique et sont
répartis sur la surface interne de la rétine. lls forment un réseau vasculaire dense du centre vers la
périphérie qui s’étend dans la couche de fibres nerveuses de la rétine et qui, contrairement au

réseau hyaloide, contient a la fois des artéres et des veines entrant et sortant par le nerf optique.

La formation de ces vaisseaux est précédée d’un réseau d’astrocytes qui s'étend également a partir
du nerf optique. Initialement, les vaisseaux rétiniens semblent suivre ce réseau d’astrocytes. Une fois
que le réseau vasculaire recouvre |'ensemble de la rétine, les vaisseaux commencent a bourgeonner
vers le bas, c'est-a-dire dans la couche plexiforme interne ou ils établissent un second réseau
vasculaire paralléle au premier mais qui n'est pas associé a celui des astrocytes rétiniens. Le réseau
vasculaire est ensuite remodelé en trois réseaux paralléles mais interconnectés, situés dans la couche

de fibres nerveuses et les couches plexiformes (Fruttiger 2007).

Un certain nombre d’études défendent I’hypothése que le développement vasculaire primaire a la
surface de la rétine se produirait par le mécanisme de vasculogenese tandis que la formation du
réseau vasculaire secondaire dans la couche plexiforme interne ferait intervenir le processus
d’angiogenése. La preuve de la survenue de la vasculogenése au cours de la vascularisation primaire
est basée sur l'identification d’angioblastes (notamment dans la rétine chez I'homme) circulant au
niveau de la rétine avant I'apparition des cellules endothéliales (Chan-Ling et al 2004, Flower et al
1985, Hughes et al 2000, McLeod et al 2006). Cependant, tous les travaux ayant mis en évidence la
présence de ces angioblastes dans la rétine ont eu recours a des méthodes d’identification
controversées (Rechtman et al 2003, Urbich & Dimmeler 2004). Ainsi, des études plus récentes ont
montré que ces cellules identifiées seraient en réalité des astrocytes immatures, non des précurseurs
endothéliaux, et que le développement du réseau vasculaire primaire se ferait par le mécanisme
d’angiogenése. D’autre part, I'identification au front de bourgeonnement du réseau vasculaire de
cellules endothéliales spécialisées appelées «tip cells» tend a prouver que la formation du plexus

primaire se fait par angiogenése.(Fruttiger 2002, Gerhardt et al 2003).

1) Cinétique de développement vasculaire chez ’homme

Chez I'hnomme, la vascularisation rétinienne débute in utero a environ 16 semaines de gestation,
tandis que la régression du réseau hyaloide est généralement terminée avant 34 semaines c'est-a-
dire autour de la mi-gestation. A ce stade, le développement de la vascularisation intra-rétinien est
déja bien avancé. La rétine nasale devient pleinement vascularisée a environ 36 semaines de

gestation, et les vaisseaux temporaux atteignent I'ora serrata a environ 40 semaines. Un nouveau né
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a terme présente ainsi un développement complet des vaisseaux rétiniens et une régression totale

du réseau vasculaire hyaloide (Mitchell et al 1998, Paysse 2009, Stahl et al 2010).

2) Cinétique de développement vasculaire chez la souris

Le modele de développement vasculaire post-natal de la rétine chez la souris est un modele de choix
pour I'étude de I'angiogenése. En effet, c’est un modele bien décrit et largement utilisé qui permet
d’analyser les différentes étapes de formation d’un vaisseau sanguin.

Contrairement a I'homme, la souris possede une vascularisation rétinienne immature et un réseau
hyaloide persistant a la naissance. Ce réseau hyaloide ne commence a régresser que lorsque le

plexus primaire commence a se former, c'est-a-dire a partir de PO (Figure 7).
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Figure 7: Développement vasculaire post-natal de la rétine chez la souris. Le réseau vasculaire est
marqué avec l'isolectineB4 (rouge). A la naissance (PON), la rétine est avasculaire.

(A) Le plexus vasculaire primaire superficiel se forme progressivement durant la premiére semaine
post-natale, c’est a dire entre PON et P8N, et se développe radialement du nerf optique situé au
centre de la rétine vers la périphérie de la rétine.

(B) A partir de P8N, le plexus primaire plonge verticalement dans la rétine neurale pour former entre
P8N et P12N le plexus vasculaire profond. Entre P12N et P15N, le plexus intermédiaire se forme, puis
le réseau vasculaire est remodelé pour devenir mature a P21N. PS: plexus superficiel primaire, PP:
plexus profond et PI: plexus intermédiaire. D’aprés (Stahl et al 2010).
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Chez la souris, le plexus vasculaire primaire atteint la périphérie de la rétine dans les 8 jours (P8N)
apres la naissance, les vaisseaux en formation a la périphérie du réseau vasculaire étant moins
matures que les vaisseaux centraux. Puis, entre le 8™ (P8N) et 12°™ (P12N) jour aprés la naissance,
le plexus superficiel bourgeonne horizontalement pour former progressivement le plexus profond,
puis le plexus intermédiaire entre le 12°™ (P12N) et 15°™ (P15N) jour. Ainsi, 21 jours (P21N), le
réseau vasculaire rétinien est entierement formé, remodelé et mature (Fruttiger 2007, Stahl et al

2010).

C. Régulation du développement vasculaire rétinien chez la souris
1) Régulation au niveau cellulaire

a) Role des astrocytes

Le développement vasculaire rétinien est précédé et dépendant de l'invasion d’astrocytes qui
migrent a la surface de la rétine sous l'influence du facteur PDGFA sécrété par les cellules
ganglionnaires rétiniennes (Mudhar et al 1993). Ills émergent de la téte du nerf optique, proliferent et
envahissent la rétine de maniere centrifuge, formant ainsi un réseau cellulaire qui sert de support au
réseau vasculaire. Il existe un lien étroit entre la formation de ce réseau d’astrocytes et le plexus
vasculaire primaire. En effet, chez les especes qui présentent une rétine partiellement vascularisée
(lapin et cheval), les astrocytes sont absents de ces zones avasculaires, montrant que ces cellules
sont indispensables a la vascularisation de la rétine (Schnitzer 1987). De plus, au début du
développement, les astrocytes non recouverts par les vaisseaux sont soumis a une hypoxie
importante. Ceci entraine I'expression du facteur HIFla (Semenza 2010), ainsi qu’une forte
expression de VEGFA par les astrocytes. Il a été ainsi tout d’abord proposé qu’un gradient de VEGFA
se crée entre le centre et la périphérie de la rétine, stimule et oriente alors la formation des
vaisseaux sanguins (Stone et al 1995, West et al 2005). Cependant, une étude plus récente montre
que le VEGFA sécrété par les astrocytes n’est pas essentiel a la formation du réseau vasculaire
rétinien, suggérant que les astrocytes pourraient réguler cette angiogenése via la sécrétion de

facteurs n’ayant pas encore été identifiés (Scott et al 2010).

b) Role des macrophages

Le remodelage ou «pruning» du réseau vasculaire fait notamment intervenir les leucocytes qui
adherent au réseau via CD18 et active I'apoptose sélective des CE via le ligand Fas (FaslL). Il a été
démontré que le blocage de FasL ou de CD18 avec des anticorps augmente la densité vasculaire

(Ishida et al 2003). De maniere intéressante, la déplétion des macrophages par l'injection
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intraoculaire de liposomes de clodronate entraine un effet opposé, réduit la densité vasculaire et
inhibe la régression du réseau hyaloide (Checchin et al 2006). D’autre part, des études ont montré
que les souris mutantes hétérozygotes pour BMP4, dépourvues de macrophages dans le vitré, ou les
souris déplétées des macrophages par injection de clodronate, présentent des anomalies de
régression du réseau hyaloide suggérant un réle important dans I'angiogeneése de la rétine (Chang et
al 2001, Diez-Roux & Lang 1997). Plus récemment, différentes équipes ont montré que pendant
I'angiogenése rétinienne, les macrophages sont étroitement associés aux cellules endothéliales qui
bourgeonnent et facilitent l'anastomose en formant des ponts entre les bourgeons voisins
néoformés (Checchin et al 2006, Fantin et al 2010). Outtz et al. ont mis en évidence que la
signalisation Notch dans les macrophages est importante pour leur localisation et leur interaction

avec les cellules endothéliales lors de I'angiogenese (Outtz et al 2011).

c) Role des cellules murales

La signalisation réciproque entre les cellules endothéliales et les cellules murales (péricytes et
cellules musculaires lisses) est au coeur du processus de maturation de réseau vasculaire. Les CE
recrutent les cellules murales via la sécrétion de PDGFB qui active le récepteur PDGFRp présent sur
les cellules murales (Hellstrom et al 1999). Réciproquement, les cellules murales peuvent sécréter
I’'angiopoiétine 1 qui active le récepteur Tie2 des CE (Nishishita & Lin 2004, Suri et al 1998). Une
étude pionniére a démontré que l'injection intraoculaire de PDGFB soluble entraine un détachement
des cellules murales (Benjamin et al 1998). D’autre part, I'administration d’un anticorps bloquant
anti-PDGFRP inhibe le recrutement des cellules murales et induit des altérations importantes du
remodelage du réseau vasculaire rétinien. L'injection simultanée de la protéine recombinante Angl

peut restaurer en partie ce phénotype (Uemura et al 2002).

2) Régulation au niveau moléculaire
a) Le VEGF (Vascular endothelial growth factor)

Comme expliqué plus haut, il a été tout d’abord proposé que la formation du plexus vasculaire
primaire est dépendante du gradient de VEGFA sécrété par les astrocytes (Stone et al 1995).
Cependant, une étude plus récente montre que la sécrétion de VEGFA par ces astrocytes n’est pas
essentielle a la formation de ce réseau vasculaire et suggere un mécanisme de compensation. En
effet, la sécrétion de VEGFA en plus faible quantité par d’autres cellules telles que les neurones ou
les cellules ganglionnaires de la rétine pourrait étre suffisante a la croissance de ce plexus vasculaire

primaire (Scott et al 2010). De maniére intéressante, il a été démontré que la formation des plexus
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vasculaires profonds est indépendante du réseau d’astrocytes. Le mécanisme est encore mal élucidé
mais des études ont montré que le bourgeonnement du plexus primaire pour former les plexus
profonds se fait sous I'influence du VEGFA sécrété par les corps des cellules de Miiller situés dans la
couche nucléaire interne. Les bourgeonnements plongent et poussent le long des extensions de ces
cellules puis s’arrétent au niveau de la limite inférieure de la couche nucléaire interne et donnent
naissance aux deux plexus profonds paralléles au premier (Fruttiger 2002, Fruttiger 2007, Stone et al
1995).

De plus, Ruhrberg, et al. ont montré qu’une distribution spatiale des isoformes du VEGFA sécrétés
dans la rétine est essentielle a la régulation de la croissance et de la taille des vaisseaux ainsi qu’a la
densité des capillaires. Le gradient et la concentration de VEGFA dans le milieu extracellulaire
permettent respectivement de guider et de contréler finement la migration des tip cells ainsi que la
prolifération des stalk cells. Ainsi, des mutations de ces différents isoformes entrainent des
altérations importantes du développement vasculaire rétinien et une persistance du réseau hyaloide
(Gerhardt et al 2003, Ruhrberg et al 2002, Stalmans et al 2002).

L’'ensemble de ces données montrent le réle clé du VEGF dans la mise en place du réseau vasculaire

de la rétine.

b) Voie DIl4/Notch

D’autre part, la formation du plexus vasculaire se fait par un mécanisme de «sprouting», c'est-a-dire
par bourgeonnement de cellules endothéliales et caractérisé par la présence au niveau du front de
formation du réseau vasculaire de deux types de CE: les «tip cells» et les «stalk cells». Comme décrit
dans le paragraphe précédent, la sélection des «tip cells» et la régulation de la sélection «tip/stalk
cells» sont finement régulées par une balance entre les voies du VEGF et DIll4/Notch. Depuis ces
dernieres années, 'utilisation de modeles de souris mutées pour les genes DIl4 (Benedito et al 2008,
Leslie et al 2007, Lobov et al 2007, Suchting et al 2006) DII1 (Limbourg et al 2007, Napp et al 2012),
Jagged1 (Benedito et al 2009), Notch1 (Hellstrom et al 2007), Notch4 (Carlson et al 2005, James et al
2014) ou Nrarp (Phng et al 2009) ont montré que ces animaux mutants présentent de nombreuses
anomalies de vascularisation de la rétine. Des altérations importantes de la sélection des tip cells, de
la densité vasculaire, de la prolifération, de la différenciation artério-veineuse et de la stabilité des
vaisseaux ont été observées. Ces travaux ont ainsi mis en évidence que les différents partenaires de

la voie DIl4/Notch jouent un rdle essentiel dans le développement vasculaire de la rétine (Tableau 1).
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Mutants et phénotypes
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Diminué

Diminuée

Non

Normale

Diminuée

Jagged1i69F

Augmente

Augmenté

Augmente

Augmenté

Augmentee

Non

Augmente

Augmenté

Notch4+

Diminué

Normal

Normal

Nrarp?

Diminué

Diminué

Normal

Normal

Diminué

Diminué

Diminuée

Augmentée

Normale

Tableaul: Phénotypes vasculaires rétiniens décrits et associés aux différentes souris mutées pour

les acteurs de la voie Notch. Croix: paramétre non étudié

c) Voies Wnt/Frizzled

Ce point sera décrit en détails dans la partie 2: Le systétme Wnt/Fzd, IV. Réle de la signalisation

Whnt/Fzd dans le développement vasculaire, D. Angiogenése post-natale de la rétine

d) Autres mécanismes de régulation

-Angiopoiétines

Comme décrit plus haut, I'angiopoiétine 1 intervient dans le recrutement des cellules murales par les

CE et dans le processus de maturation de réseau vasculaire. D’autre part, Hackett et al. ont montré
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que les souris déficientes pour l'angiopoiétine2 présentent de légeres altérations du plexus
vasculaire primaire dans la rétine et sont surtout caractérisées par I'absence de formation des plexus
vasculaires profonds et une persistance du réseau hyaloide (Hackett et al 2000, Hackett et al 2002).
Une deuxiéme étude a mis en évidence que I'Ang2 active I'angiogenése en antagonisant la

signalisation Ang1/Tie2 (Maisonpierre et al 1997).

-Bone morphometric proteins (BMP)

Les protéines BMP9 et 10 jouent également un réle critique dans le remodelage du réseau vasculaire
rétinien. En effet, Ricard et al. ont montré que le blocage de BMP9 a I'aide d’un anticorps monoclonal
augmente la densité du réseau vasculaire. De plus, l'injection du domaine extracellulaire du
récepteur Alkl ou le blocage de BMP10 dans les souris délétées pour BMP9 entraine des altérations
importantes de la vascularisation rétinienne (Ricard et al 2012). Enfin, Larrivée et al. ont mis en
évidence que le récepteur Alkl via sa liaison avec les ligands BMP9 et 10 contréle I'angiogenese et

notamment le sprouting en augmentant la signalisation Notch (Larrivee et al 2012).

-Ephrines

Le couple ligand-récepteur EphB4-EphrinB2 joue un rble important dans le développement
cardiovasculaire, est un marqueur de la différenciation artério-veineuse et régule la prolifération et
la migration des cellules endothéliales (Adams et al 1999, Kertesz et al 2006, Steinle et al 2003).
Cependant, le role des Ephrines dans le développement vasculaire rétinien n’a pas encore été
clairement identifié. Récemment, Sawamiphak et al. ont montré que les souris mutées pour ephrinB2
dans les cellules endothéliales présentent des anomalies du phénotype des tip cells dans la rétine

(Sawamiphak et al 2010).

-Egfl7

Egfl7 est un facteur pro-angiogénique qui n’est exprimé que par les cellules endothéliales. Des
modeles murins de surexpression de Egfl7 dans les CE présentent des défauts du développement et
de la maturation du systéme cardiovasculaire, notamment une altération de |'angiogenése de la
rétine avec des altérations morphologiques des veines et des artéres reliés a une diminution de la
voie Notch (Nichol et al., 2010). De maniéere intéressante, Poissonnier et al. ont récemment mis en
évidence que Egfl7 est exprimé par toutes le CE au début du développement du réseau vasculaire
rétinien, tandis que son expression se limite par la suite aux veines lorsque le réseau vasculaire

mature (Poissonnier et al.,, 2014). Cette expression différentielle de Egfl7 entre veines et artéres
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pourrait expliquer le phénotype artério-veineux observé chez la souris et suggere un lien potentiel

entre Egfil7 et la voie Notch dans la différenciation artério-veineuse.

-Fibroblat growth factor receptor (FGFR)
D’autre part, dans les souris transgéniques surexprimant le dominant négatif du récepteur au FGF, le
réseau vasculaire primaire se développe mais le réseau hyaloide ne régresse pas (Rousseau et al

2003).

-Molécules de guidance des axones

Enfin, de nombreux ligands tels que PlexinD1, Robol/4 ou Unc5b impliqués dans le processus
d’orientation des axones, ainsi que les récepteurs de ces ligands, a savoir Sema3E, Slit1/2 et Netrinl
sont exprimés dans la rétine. Des études ont ainsi mis en évidence que ces molécules de guidance
axonale joueraient un role au cours de la vascularisation post-natale de la rétine en régulant
notamment, le «sprouting» et le remodelage vasculaires (Carmeliet & Tessier-Lavigne 2005,

Eichmann et al 2005, Erskine et al 2000, Klagsbrun & Eichmann 2005, Larrivee et al 2007).

IV. Pathologies vasculaires de la rétine chez ’homme: rétinopathies

L’angiogenése pathologique dans le systéme vasculaire rétinien est impliquée dans plusieurs
maladies oculaires humaines, notamment dans la rétinopathie du prématuré (RP) et la rétinopathie
diabétique (RDP). Ces deux pathologies oculaires sont caractérisées par un développement vasculaire
prolifératif anormal et sont les causes les plus fréquentes de cécité chez les nourrissons pour la RP et
chez les adultes pour la RDP. Les prévalences de la RP et de la ROP sont en hausse en raison d'une
augmentation du nombre et de la survie des nouveau-nés prématurés d’une part, et d’une

augmentation important du diabéte de type 2 chez I'adulte d’autre part.

A. Rétinopathie chez le prématuré
1) Physiopathologie

On considére qu’un enfant nait prématuré si sa naissance a lieu avant 37 semaines d’age
gestationnel. On distingue 3 niveaux de prématurité : la prématurité moyenne (entre 33 et 37
semaines), la grande prématurité (entre 28 et 32 semaines) et I'extréme prématurité (avant 28
semaines). La prématurité représente 6,2% des naissances. Elle est la plus forte cause de mortalité et

de morbidité périnatale.
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La rétinopathie du prématuré (RP) est définie comme un processus néovasculaire anormal de la
rétine chez les enfants prématurés qui ont une vascularisation incompléte de la rétine. Le nombre de
naissances de prématurés a augmenté dans le monde entier et s"accompagne d’'une augmentation
du nombre de rétinopathie du prématuré dans les pays possédant une technologie médicale qui
permet une meilleure prise en charge de ces enfants. La RP touche 15-20% des prématurés et est
ainsi devenue la principale cause mondiale de cécité chez I'enfant. La sévérité de la rétinopathie du
prématuré dépend de plusieurs facteurs de risque, notamment un poids a la naissance inférieur a
1500g, un age gestationnel inférieur a 32 semaines, une ventilation mécanique ou une
supplémentation en oxygéne a des taux élevés (Good & Gendron 2005, Lad et al 2009, McColm &

Fleck 2001).

Lorsqu’un nouveau né nait prématurément, le développement physiologique vasculaire de la rétine
est interrompu menant ainsi a un réseau vasculaire rétinien incomplet qui ne recouvre pas
I'intégralité de la surface de la rétine. En effet, la prise en charge du prématuré fait souvent
intervenir I'oxygénothérapie qui entraine une hyperoxie au sein de la rétine. Cette hyperoxie induit
une diminution de facteurs de croissance pro-angiogéniques tels que le VEGF ou I'lGF-1 ainsi qu’une
augmentation de la production d’espéces réactives de oxygéne, bloquant ainsi la I'angiogenése
physiologique de la rétine (phase 1). A I'arrét du traitement par I'oxygene, la rétine est soumise a une
hypoxie qui se traduit par une augmentation importante de la sécrétion de VEGF et de la
signalisation pro-angiogénique. Une phase de vasoprolifération est alors observée et peut conduire a
la formation de vaisseaux anormaux et perméables dans le vitré (phase 2) (Figure 8). Dans les formes
graves, il y a formation d’un tissu fibro-vasculaire qui se contracte et exerce des tractions sur la rétine
qui entraine une distorsion, voire un décollement de la rétine, et donc une cécité (Hartnett & Penn

2012, Hauspurg et al 2011, York et al 2004).
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Figure 8. Les deux phases de la rétinopathie du prématuré

Dans la rétinopathie du prématuré, on observe initialement un retard du développement
physiologique du réseau vasculaire rétinien, se traduisant par une zone avasculaire périphérique dans
la rétine (phase 1). Plus tard, une vasoprolifération se manifestant par une angiogenése
intravitréenne peut survenir au niveau de la jonction entre la zone vasculaire et la zone avasculaire de
la rétine (phase 2). D’aprés (Hartnett & Penn 2012).

Selon la classification internationale de la rétinopathie du prématuré (1984, révisée en 2005), les ROP
sont classées selon deux principaux parametres, a savoir la zone et le stade. Cette classification

présentée dans la figure suivante est utilisée pour le diagnostic et le traitement des ROP (Figure 9).

Zone (aire de vascularisation de la rétine)

I: vascularisation a l'intérieur d'un cercle centré sur le nerf optique, dont le rayon est deux fois la
distance entre le nerf optique et la macula

II: vascularisation s'étendant au-dela de la zone |, dans un cercle dont le rayon est la distance entre
le nerf optique et I'ora serrata nasale

[ll: vascularisation s'étendant au-dela de la zone | et Il

Stade (sévérité de la maladie)

1: ligne

2: créte (avec volume)

3: angiogenese intravitréenne

4: détachement partiel de la rétine

5: détachement total de la rétine

Maladie supplémentaire: dilatation et tortuosité des vaisseaux rétiniens

Figure 9: Classification des rétinopathies du prématuré selon deux critéres: la zone et le stade
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2) Traitements

Il existe différents stades de gravité de la maladie mais la plupart des formes dépistées sont mineures
et guérissent spontanément sans séquelles fonctionnelles. Toutefois, certaines formes plus avancées
peuvent nécessiter une prise en charge spécialisée (photocoagulation au laser) et pour les formes les
plus séveres un traitement chirurgical, avec un pronostic plus réservé. Le dépistage précoce de cette
rétinopathie reste essentiel et est réalisé lors du séjour de ces enfants en réanimation néonatale ou
en néonatalogie par un examen de fond d’ceil, puis le suivi en consultation se poursuit au moins

pendant la premiére année de vie, en étroite collaboration avec les pédiatres.

La photocoagulation au laser est le traitement de référence et a pour objectif de détruire la rétine
avasculaire périphérique. Elle consiste a appliquer un laser a la périphérie avasculaire de la rétine
pour les rétinopathies du prématuré de type:

-Zone |: stade 3 ou stade 1 or 2 avec maladie supplémentaire

-Zone ll: stade 2 ou 3 avec maladie supplémentaire

Pour les formes plus séveres de rétinopathies avec un décollement total de la rétine déja observé,
une vitrectomie qui consiste a remplacer le vitré par une solution saline peut étre pratiquée. Cette
chirurgie présente environ 25-50% de succés et peut augmenter le risque de glaucomes et cataractes
(Hartnett & Penn 2012).

D’autre part, des thérapies anti-angiogéniques anti-VEGF sont utilisées pour les formes de stade3 et
touchant la zone |. Ces thérapies ont pour but de réduire les effets du VEGF, a savoir principalement
de diminuer la néovascularisation. Ainsi, une étude a montré qu’un traitement par I'anticorps
monoclonal anti VEGF bevacizumab administré par voie intra-vitréenne, associé a une
photocoagulation au laser, permet d’obtenir de meilleurs résultats (Mintz-Hittner et al 2001).
Cependant, I'utilisation de ces thérapies anti-VEGF a été remise en cause. D’autres études ont en
effet mis en évidence I'apparition d’effets secondaires graves suite a une thérapie avec des agents
anti-VEGF chez des prématurés, notamment un décollement de la rétine, une persistance de la zone
avasculaire périphérique et une néovascularisation intravitréenne récurrente (Hu et al 2012, Ittiara et
al 2013, Sato et al 2012). La dose, la posologie et le type d’agent anti-VEGF qui peuvent réduire les
formes séveres de rétinopathie du prématuré sans altérer le développement de I'ceil ou d’autres

organes sont actuellement en étude.
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B. Rétinopathie diabétique
1) Physiopathologie

Les diabétes affectent plus de 300 millions de personnes dans le monde et devraient toucher environ
500 millions de personnes en 2030 (Fédération Internationale des diabetes, 2011). Des études ont
montré que presque tous les patients atteints de diabéte de type 1 et plus de 60% des patients
atteints du diabete de type 2 développent une rétinopathie plus ou moins sévére au bout de 20 ans.
D’autre part, des études de populations suggérent qu’un tiers des patients diabétiques ont des signes
de rétinopathies et gu’un dixieme montrent des troubles importants de la vision liés a une

rétinopathie (Robinson et al 2012, Wong et al 2006, Zhang et al 2010).

La rétinopathie diabétique est une complication microvasculaire majeure du diabéte et reste I'une
des principales causes de cécité dans le monde. Ainsi, un diagnostic précoce et une prévention de la
rétinopathie chez chaque diabétique sont indispensables pour prévenir la perte de la vision chez ces
patients. Cliniguement, la rétinopathie diabétique peut étre classée en rétinopathie non proliférante
(RDNP) et en rétinopathie proliférante (RDP) (Cheung et al 2010). La RDNP est la forme la plus
fréquente et se caractérise par la présence de micro-anévrismes et de taches hémorragiques signes
d’ischémie rétinienne et est subdivisée en différents stades de progression: légere, modérée et
sévere. La forme sévere, appelée également rétinopathie pré-proliférante, présente des altérations
microvasculaires de la rétine plus importantes. En I'absence de traitement de cette forme, celle-ci
peut évoluer vers une RDP qui se caractérise par une néovascularisation anormale de la rétine et la
présence d’hémorragies dans la rétine et le vitré, entrainant in fine un détachement de Ila rétine.
Enfin, un cedéme maculaire peut étre observé a tous les stades dans les RDNP et RDP et est a présent
la premiére cause de cécité chez les patients atteints de rétinopathie diabétique (Cheung et al 2010)

(Figure 10).

Figure 10: Fond d’ceil de patients atteints (A) de rétinopathie diabétique non proliférante (RDNP) et
(B) de rétinopathie diabétique proliférante (RDP). D’apreés (Robinson et al 2012).
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Les trois principaux facteurs de risque de la rétinopathie du diabétique sont un diabete prolongé, une
hyperglycémie et une hypertension (Robinson et al 2012, Wong et al 2006). Des preuves émergentes
suggérent une composante génétique pour la rétinopathie diabétique, cependant aucun géne
spécifique associé a la pathologie n’a été clairement identifié malgré de nombreuses études (Abhary

et al 2009, Liew et al 2006, Sobrin et al 2011).

La pathogenese du développement de la rétinopathie diabétique est complexe et fait intervenir de
multiples mécanismes interconnectés qui conduisent a des altérations de la cellule et a des
changements adaptatifs de la rétine (Robert & Frank 2004). Ainsi, la cause fondamentale de laRD n’a
pas été completement élucidée malgré de nombreuses études. Depuis quelques années, la
rétinopathie a été largement caractérisée par des anomalies microvasculaires, incluant une
dysfonction endothéliale, une perméabilité vasculaire accrue, une occlusion et dégénérescence
vasculaires (Curtis et al 2009). Plus récemment, des études ont montré que les complications dans la
rétine chez le diabétique sont la résultante d’altérations structurelles et fonctionnelles a la fois du
compartiment microvasculaire mais aussi de la neuroglie (Barber et al 2011, Curtis et al 2009,
Villarroel et al 2010). Les mécanismes exacts par lesquels I'hyperglycémie initie les altérations
vasculaires et neuronales n’ont pas été entierement identifiés. Cependant, il a été proposé que les
dommages cellulaires dans la rétine seraient causés notamment par une augmentation du flux par la
voie des polyols, d’'une production accrue de produits terminaux issus de la glycation (AGE), d’'une
augmentation du stress oxydatif, d’'une activation de la protéine kinase C (PKC) (Cheung et al 2010,
Robert & Frank 2004) et d’une inflammation (Liou 2010, Tang & Kern 2011) conduisant a la sécrétion
ainsi qu’a I'activation de cytokines et de facteurs de croissance tels que VEGF, IGF1, endothéline-1,
TNFa ou angiopoiétine2. La néovascularisation pathologique dans la rétine chez le patient diabétique
résulte d’une dérégulation de la balance entre facteurs pro- et anti-angiogéniques (Khan &
Chakrabarti 2007, Wirostko et al 2008). Toutefois, ces différentes hypothéses devront étre vérifiées

par des études et essais cliniques chez I’'homme (Figure 11).
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Figure 11: Facteurs influengcant la pathogenése de la rétinopathie diabétique et les différents
stades de la pathologie. PKC: phospho kinase C, AGE: produits de glycation avancée, RDNP:
rétinopathie diabétique non proliférante, RDP: rétinopathie diabétique proliférante. D’apres
(Robinson et al 2012).

2) Traitements

La prise en charge de la rétinopathie diabétique (RD) dépend du stade de la maladie et cherche a
ralentir ou a prévenir I'évolution de la maladie. La prévention des complications des RD mettant en
jeu le pronostic visuel est préférable au traitement d'une affection déja bien établie. Ainsi, les
interventions sont plus efficaces si elles sont mises en place avant la survenue d'une rétinopathie
significative. Compte-tenu de l'importance d'un diagnostic précoce, tous les patients diabétiques

devraient faire I'objet de bilans de routine pour identifier la RD a un stade soignable.

La photocoagulation au laser reste le traitement ophtalmique de référence pour la rétinopathie
diabétique menagant la vision. Les deux types de traitements au laser pour une rétinopathie
diabétique sont la photocoagulation panrétinienne pour une rétinopathie proliférante et la
photocoagulation au laser focale pour I'cedéme maculaire diabétique. Le but de la photocoagulation
panrétinienne consiste a brller différentes zones réparties sur toute la rétine, en épargnant la
macula afin de promouvoir la régression et l'arrét de la progression de la néovascularisation

rétinienne, en diminuant la production de VEGF induite par I'ischémie. Pour la photocoagulation
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focale, le mécanisme d'action n'est pas vraiment connu. Il agirait plutot en stimulant les mécanismes

de réabsorption de I'cedeéme rétinien (Cheung et al 2010, Mohamed et al 2007).

La vitrectomie est indiquée dans le traitement des formes avancées de RD, dont la RD proliférante
avec hémorragie du vitré ou avec fibrose, et de 'cedéme maculaire persistant avec traction du vitré.
Cette intervention chirurgicale consiste a retirer le vitré de |'ceil et lever d'éventuelles tractions
vitréo-rétiniennes. La vitrectomie fait généralement suite a un traitement par laser ou est associée

au laser (Stefansson 2009)(Diabetic Retinopathy Clinical Research Network , 2010).

D’autre part, des résultats d'essais cliniques randomisés ont montré que l'injection intra-vitréenne de
corticoides (acétonide de triamcinolone) conduit a une amélioration significative de I'cedéme
maculaire et de l'acuité visuelle. Plus récemment, |'utilisation d'implants rétiniens ou intravitréens
permettant I'administration prolongée de corticostéroides (acétonide de fluocinolone ou de
dexaméthasone) chez des patients atteints d'cedéme maculaire a montré des résultats bénéfiques

similaires (Network et al 2012, Yilmaz et al 2009).

Enfin, les produits réduisant les effets du VEGF injectés en intra-vitréen ont pour objectif de réduire
la perméabilité et la néovascularisation, qui caractérisent I',edéme maculaire et la RD proliférante.
Sur la base de résultats préliminaires prometteurs dans la RD (augmentation de I'acuité visuelle,
réduction de I'cedéme), des essais cliniques randomisés ont été menés ou sont encore en cours pour
évaluer trois produits inhibant les effets du VEGF. Les produits a I'étude sont le ranibizumab (un
fragment d'anticorps recombinant humanisé contre toutes les isoformes de VEGF-A (Lee et al 2009,
Network et al 2012) et le bevacizumab (Cheung et al 2014, Lazic & Gabric 2007). Le ranibizumab a été
approuvé pour le traitement de I'cedeme maculaire en Europe (Agence européenne du médicament,
EMEA, janvier 2011). Plusieurs autres antagonistes du VEGF font actuellement |'objet d'investigations
comme traitement potentiel de la RD, dont l'aflibercept connu également sous la dénomination
«VEGF Trap-Eye» (une protéine de fusion recombinante active contre toutes les isoformes VEGF-A et

le facteur de croissance placentaire) (Moradi et al 2013).
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Partie 2: Le systeme Wnt/Frizzled

La signalisation Wnt/Frizzled (Wnt/Fzd) met en jeu des morphogénes Wnt qui agissent en tant que
ligands pour activer des voies de signalisation, et ce, par le biais de récepteurs Frizzled (Fzd). Le
systéme Wnt/Fzd met en jeu 19 ligands Wnt et 10 récepteurs Frizzled et active différentes voies de
signalisation. Des études ont émis I’hypothése que certains Wnt activeraient préférentiellement la
voie de signalisation Wnt canonique, tandis que d’autres activeraient les voies de signalisation non-
canoniques. Plusieurs membres du systéme Wnt/Fzd possédent un profil d’expression spatio-
temporel et pourraient interagir de facon spécifique, permettant une régulation fine de la réponse

initiée par I'activation du systeme (Angers & Moon 2009).

Depuis plusieurs années, les fonctions de ce systéme ont fait 'objet de nombreuses études
génétiques. Ainsi, les voies Wnt/Fzd controlent divers processus cellulaires et biologiques et
interviennent notamment dans la régulation de nombreuses propriétés et fonctions cellulaires
(adhésion, prolifération, migration, apoptose, polarité, différenciation). Ce systeme joue un rdle
essentiel au cours de I'embryogeneése (convergence-extension, formation de la créte neurale,
formation de I'axe antéropostérieur) et participe au développement et a la maturation tissulaire
(systeme nerveux central, systéme cardiovasculaire). Enfin, les composants de la voie de signalisation
Wnt ont été reliés chez I'homme a diverses pathologies telles que les cancers, I'ostéoporose ou

encore la maladie d’Alzheimer (Angers & Moon 2009).

I.  Structure et fonctions des ligands Wnt, des récepteurs Fzd et des

partenaires Dishevelled

A. Structure

Les ligands Wnt sont des glycoprotéines riches en cystéine. Au moins 19 membres de la famille Wnt
ont été décrits a ce jour et la plupart d'entre eux sont trés conservés dans |'évolution (Huelsken &
Birchmeier 2001). Bien que les membres de la famille Wnt aient un haut degré de similarité de
séquence, l'expression de différentes protéines Wnt peut aboutir a des résultats tres différents en
termes de signalisation (Mikels & Nusse 2006). Pour devenir fonctionnelles, les protéines Wnt
subissent des modifications post-traductionnelles dont la glycosylation et la palmitoylation (Kikuchi
et al 2007). Ces caractéristiques physico-chimiques combinées conduisent a des difficultés pour
purifier ces protéines Wnt. Les différences de phénotype observées ont permis de distinguer deux
sous-classes parmi la famille des Wnt qui activeraient deux voies de signalisation différentes: la sous-

famille comprenant Wntl, 3a, 7a, 7b et 8 activerait préférentiellement la voie canonique; et la sous-
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famille comprenant Wnt2, 4, 5a, et 11 activerait plut6t les voies non canoniques (Veeman et al 2003,

Wallingford et al 2002).

Il a été suggéré que plusieurs classes de récepteurs et corécepteurs (Fzd, Lrp, Ryk, Ror) peuvent
interagir avec les protéines Wnt. Les récepteurs de la voie Wnt les plus étudiés sont les membres de
la famille Frizzled. Ces récepteurs Fzd sont des protéines a sept domaines transmembranaires avec
un grand domaine extracellulaire N-terminal (Schulte & Bryja 2007). Les genes Frizzled ont d'abord
été identifiés chez la Drosophile lors d’études portant sur les mutations qui perturbent la polarité des
cellules épidermiques (Wang et al 1996). Chez les mammiferes, 10 membres de la famille ont été
décrits a ce jour. Il a été également mis en évidence que les membres de la famille Lrp (Lipoprotein
receptor related proteins) agissent comme des corécepteurs de la voie Wnt (Huelsken & Birchmeier
2001). L'analyse des séquences en acides aminés suggere que les dix génes Frizzled retrouvés chez
I'Homme se répartissent en quatre groupes principaux. Fzdl, Fzd2 et Fzd7 partagent environ 75% de
leur identité, Fzd5 et Fzd8 70%, Fzd4, Fzd9 et Fzd10 65% et Fzd3 et Fzd6 50% (Fredriksson et al 2003).
Les génes entre les différents clusters partagent entre 20% et 40% de similarité de séquence (Figure

12).

Frizzled-10
Frizzled-9
Frizzled-4
Frizzled-5
Frizzled-8
Frizzled-1
Frizzled-2
Frizzled-7
Frizzled-3

Frizzled-6

Figure 12: Arbre phylogénétique des récepteurs Frizzled. Le récepteur Fzd7 est phylogénétiquement
plus proche de Fzd1 et Fzd2 avec lesquels il partage 75% d’identité. D’aprés R&D Systems.

La structure des récepteurs Frizzled est conservée de la Drosophile a I'Homme. La plus grande

divergence d'identité pour les domaines cytoplasmiques des récepteurs Frizzled se trouve dans la
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queue C-terminale. Les récepteurs Fzd peuvent étre considérés comme des récepteurs
membranaires composés de trois domaines principaux (Wang et al 1996). La partie N-terminale
contient un domaine N-terminal ou cystein rich domain (CRD) qui participe (avec ou sans
corécepteurs, comme Lrp5/6) a la liaison de I'agoniste (par exemple Wnt) ou antagoniste (par
exemple, les ligands soluble-Frizzled-related protein (sFRP) ou les ligands Dickkopf) (Hsieh 2004). La
région transmembranaire est composée de sept hélices alpha hydrophobes qui traversent la
bicouche lipidique. Trois boucles intracellulaires (iLoopl, iLoop2 et iLoop3) et une queue
cytoplasmique communiquent en aval avec les éléments de signalisation cytoplasmiques. Le motif C-
terminal « Ser/Thr-XXX-Val » constitue un domaine de liaison pour les protéines possédant un
domaine PDZ (Figure 13). On retrouve ce motif chez les Fzd1, 2, 4, 5, 7, 8 et 10 mais pas chez les
Fzd3, 6 et 9. La taille des protéines des membres de la famille Frizzled varie de 537 (hFzd4, la plus

courte) a 706 (hFzd6, la plus longue) résidus d’acides aminés (Chen et al 2004, Wang et al 2006).

Frizzled o= Y
Extracellulaire
S-S
ANN .
Domaines
A A AL Transmembranaires

qq(JVC Intracellulaire
: i

Activationde la voie Wnt

Figure 13: Structure des récepteurs Frizzled. Les facteurs Wnt se lient aux récepteurs Fzd avec une
forte dffinité via le domaine Cysteine-Rich Domain (CRD) de Fzd. La région transmembranaire est
composée de sept hélices alpha hydrophobes. Trois boucles intracellulaires et une queue
cytoplasmique communiquent en aval avec les éléments de signalisation cytoplasmiques. D’aprés
(Wang et al 2006).

Les récepteurs Frizzled peuvent activer les 3 principales voies de signalisation du systéeme Wnt/Fzd.
Cependant, les mécanismes biochimiques par lesquels la liaison du ligand Wnt au récepteur Fzd
induit une transduction du signal restent encore mal compris. Les facteurs Wnt se lient aux
récepteurs Fzd avec une forte affinité via le domaine CRD de Fzd (Dann et al 2001). Ce domaine qui

est nécessaire a la fixation des ligands ne semble pas indispensable a la transduction du signal
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(Povelones & Nusse 2005). En revanche, la dimérisation des récepteurs Fzd pourrait a elle seule

induire I'activation de la voie canonique (Carron et al 2003).

La protéine cytoplasmique Dishevelled (Dvl) est considérée comme plaque tournante du systeme
Wnt/Fzd. Les protéines Dvl ont été identifiées dans les modéles d’étude pour lesquels la voie
Wnt/Fzd a été décrite, notamment chez le xénope, la souris et ’homme. Chez les mammiferes, il
existe 3 homologues du géene Dv/ de la drosophile : Dvl1, 2 et 3 (Seménov & Snyder 1997, Sussman et

al 1994, Yang et al 1996).

Dvl est un composant essentiel de la voie Wnt/Fzd puisqu’il participe a I’activation des voies de
signalisation. En effet, la liaison spécifique entre un ligand Wnt et un récepteur Fzd aboutit a
I'activation de Dvl, laquelle passe par sa phosphorylation et son recrutement a la membrane au
niveau de la queue intra-cytoplasmique de Fzd (Schwarz-Romond et al 2007, Wong et al 2003,
Yokoyama et al 2007). En fonction de la spécificité de liaison, Dvl va activer un ensemble de protéines

spécifiques qui lui sont associées et permettre I'activation de telle ou telle voie.

La capacité de Dvl a orienter le signal vers une voie de signalisation plutdét qu’'une autre semble
provenir de la structure méme de cette protéine (Figure 14). En effet, Dvl est une protéine qui fait
environ 500 a 600 acides aminés et qui est composée de 3 domaines conservés appelés DIX, PDZ et
DEP. Plusieurs études suggerent que Dvl active les différentes voies de signalisation Wnt/Fzd par le
biais des différents domaines (Li et al 1999). Des études par mutations ont permis d’attribuer aux
domaines de Dvl des fonctions particulieres. Ainsi, des mutations dans le domaine DIX situé en N-
terminal affectent préférentiellement la voie de signalisation canonique, tandis que des mutations
dans le domaine DEP en C-terminal affectent plutot la voie PCP (Penton et al 2002, Schwarz-Romond
et al 2007, Wallingford et al 2000). Le domaine PDZ est impliqué dans les interactions protéine-
protéine (notamment avec les Fzd), dans la transduction du signal et dans les jonctions cellulaires
comme les jonctions serrées. De par ses nombreuses associations, le domaine PDZ semble
fonctionner a la fois dans les voies canoniques et non canoniques (Grandy et al 2009). Cependant,
malgré ces informations, le mécanisme par lequel Dvl transduit sélectivement une voie de

signalisation plutot qu’une autre n’est pas encore clair.

m l . ‘ Dishevelled (~750 aa)

DIX bas i 'DZ

Figure 14: Représentation schématique de la structure modulaire de Dishevelled
D’apres (Cadigan & Nusse 1997).
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B. Fonctions

Les nombreuses données collectées concernant les fonctions du systéme Wnt/Fzd proviennent
d’études génétiques effectuées sur différents modeles (drosophile, poisson-zebre, souris) et d’études
biochimiques ou de biologie cellulaire réalisées sur le xénope, I'oursin, I'embryon de poulet ou la
culture de cellules de mammiferes. Il a été mis en évidence que le systéme Wnt/Fzd intervient dans
I'adhésion (Lilien & Balsamo 2005), la différenciation, la polarité, la migration, la prolifération
(Eisenberg & Eisenberg 2006, Logan & Nusse 2004, Peifer & Polakis 2000, Speese & Budnik 2007) ou
encore la survie et I'apoptose des cellules (Patapoutian & Reichardt 2000, Wodarz 1998). Des études
ont démontré l'importance de la voie de transduction Wnt/Frizzled (Fzd) dans le développement et la
maturation du systéme nerveux central (lkeya et al 1997, Liu et al 1999) et le systéeme cardio-
vasculaire (Naito et al 2006, Palpant et al 2007, Singh et al 2007). Les altérations de ces voies peuvent
ainsi conduire a une morphogenése anormale et a des malformations congénitales chez 'Homme
(Jordan et al 2001, Niemann et al 2004, Rodova et al 2002). Dans les tissus matures, le systéme
Whnt/Fzd est impliqué dans l'auto-renouvellement des cellules souches embryonnaires (Bakre et al
2007), la formation osseuse (Canalis et al 2007) et est responsable du maintien de la cohésion de

nombreux tissus (He et al 2004, Reya et al 2003, Willert et al 2003).

Les composants de la voie de signalisation Wnt ont été reliés a la tumorigenese (Reya & Clevers
2005) dans des pathologies telles que la polypose adénomateuse (Munemitsu et al 1995), le cancer
du colon (Morin et al 1997), le médulloblastome (Dahmen et al 2001, Sauvageot et al 2007) et le
cancer des poumons (Xi & Chen 2014, Xu et al 2007). D'autres études ont révélé que le
dysfonctionnement de la voie Wnt/Fzd peut conduire a des maladies neurodégénératives telles que
la maladie d'Alzheimer (Balaraman et al 2006, Rios et al 2014, Tang 2014), a I'ostéoporose (Colaianni
et al 2014, Kahn 2014) et a des maladies cardiovasculaires dont I'insuffisance cardiaque (Barandon et

al 2005, van de Schans et al 2007).

Les résultats recueillis au cours de ces années ont été réunis sur un site élaboré et fréquemment mis
a jour par I’équipe de Roel Nusse a I'Université de Stanford « The Wnt Homepage »

(http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/) et ont été reportés en annexes Tableaux 3-5.
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Il. Voies Wnt/Frizzled

Le systéme Wnt/Fzd est schématiquement subdivisé en deux voies :
e |avoie Wnt canonique, dépendante de la B-caténine
e les voies de signalisation indépendantes de la B-caténine subdivisée en deux voies:
-la voie de la polarité cellulaire planaire (PCP)

-la voie dépendante du calcium.

Malgré les nombreuses investigations et études qui ont été menées sur le systeme Wnt/Fzd, notre
connaissance de ces voies de signalisation, bien qu’ayant beaucoup progressée, reste a ce jour
incomplete. En effet, I'existence de dix-neuf Wnt et de dix Fzd conduit a une multiplicité
d’interactions possibles et explique la complexité de ce systeme. D’autre part, en plus des ligands
Wnt et des récepteurs Fzd, il existe un grand nombre d’autres molécules pouvant réguler et moduler

ces voies de signalisation rendant ainsi ce systeme trés complexe.

A. Voie Wnt canonique

La voie Wnt/B-caténine également appelée voie Wnt canonique est la voie de signalisation Wnt la
plus étudiée (Kikuchi et al 2006, Nelson & Nusse 2004). Cette voie fait intervenir en tant que second
messager, la B-caténine qui a d'abord été caractérisée en tant que protéine d'échafaudage qui relie
schématiquement la queue cytoplasmique de cadhérines classiques (la VE-cadhérine et la N-

cadhérine) au cytosquelette d'actine via I’a-caténine.

En absence de stimulation par les ligands Wnt, la B-caténine cytosolique est recrutée dans un
complexe qui va permettre sa dégradation et contribuer au maintien de niveaux d’expression
cytoplasmiques bas de cette protéine. Ce complexe est composé de I’Axin2, des genes suppresseurs
de tumeur APC (adenomatous poliposis coli), de la caséine kinase 1 bis (CK1A) et de la glycogéne
synthase kinase-3B (GSK-3B). APC et Axin2 se lient a la B-caténine nouvellement synthétisée et
servent de protéines d'échafaudage dans la séquestration de la B-caténine (Hinoi et al 2000). Cette
derniére est ainsi phosphorylée sur des résidus sérine/thréonine a son extrémité N-terminale (codée
par I’exon 3) par la CK1A, puis elle fait 'objet de trois autres phosphorylations par la GSK-3pB. La B-
caténine phosphorylée induit le recrutement et la liaison de l'ubiquitine ligase E3 B-TrCP qui
transforme la B-caténine en une cible pour la dégradation par le protéasome. En conséquence, les
niveaux de B-caténine libre dans les cellules restent faibles. Le facteur de transcription TCF (T-cell

factor)/LEF (Lymphoid enhancer binding factor) reste complexé avec Groucho qui assurent la
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répression des génes cibles de Wnt et la formation du complexe nucléaire TCF/LEF/B-caténine est
empéchée (Kimelman & Xu 2006).

Ainsi, dans I'état «off» de la signalisation Wnt, la GSK-3f est constitutivement active et les cellules
maintiennent de faibles niveaux cytoplasmiques et nucléaires de B-caténine tandis qu’une autre
partie se retrouve associée aux cadhérines présentes a la membrane plasmique (Nelson & Nusse

2004) (Figure 15, gauche).
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Figure 15: La voie Wnt canonique

A gauche, état «off» de la signalisation Wnt: lorsque les récepteurs Fzd ne sont pas liés a des
protéines Wnt, un complexe de dégradation de la 8-caténine, composé de nombreuses protéines dont
I’APC et I’Axin, se forme. Ces protéines se lient a la B-caténine et conduisent a sa phosphorylation.
Ceci conduit au recrutement d’une ubiquitine ligase E3, qui transforme la 8-caténine en une cible pour
la dégradation par le protéasome.

A droite, état «on» de la signalisation Wnt: la formation du complexe Wnt/Fzd/Lrp inhibe l'activité
kinase du complexe de dégradation de la B-caténine. La B-caténine n’est plus dégradée, va
s'accumuler dans le cytoplasme et étre transloquée dans le noyau pour interagir avec les facteurs
TCF/LEF liés a I’ADN et transactiver I'expression de genes cibles. D’aprés (Angers & Moon 2009).

La signalisation Wnt/B-caténine est engagée quand un ligand Wnt se lie a un complexe formé par un

récepteur transmembranaire Fzd et un corécepteur Lrp5/6 (Cong et al 2004).
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La protéine Dvl est alors phosphorylée, activée, recrutée a la membrane et permettrait ainsi le
recrutement de I'Axin (et du reste du complexe de dégradation) a la membrane qui peut alors
interagir avec la queue intra-cytoplasmique de Lrp 5/6. L’Axin est alors dégradée, ce qui favorise le
désassemblage du complexe de dégradation et protege la B-caténine cytosolique (Cliffe et al 2003,
Tolwinski et al 2003). L’activation de Dvl entraine également I'inhibition de la GSK-3, ce qui permet
de diminuer la phosphorylation de la B-caténine et sa dégradation. Ainsi, I'activation de la voie
canonique permet une stabilisation post-traductionnelle de la B-caténine par une dégradation de
I’Axin et une inhibition de la GSK-3B qui sont dépendantes des Wnt. A mesure que le taux de B-
caténine cytosolique augmente, celle-ci peut étre transloquée dans le noyau pour interagir avec les

facteurs LEF/TCF liés a I’ADN et transactiver I'expression de génes cibles (Figure 15, droite).

La voie Wnt canonique joue un réle important au cours du développement mais intervient également
dans la régulation de la prolifération, la différenciation, I'apoptose cellulaire et I’homéostasie
tissulaire. On a pu mettre en évidence une dérégulation de cette voie dans plusieurs pathologies,
notamment dans les cancers. Cette voie participant a de nombreux processus cellulaires et
biologiques régulent de nombreux genes cibles (Logan & Nusse 2004, MacDonald et al 2009, Vlad et
al 2008).

Parmi ces génes, on peut citer c-myc (He et al 1998), c-jun (Mann et al 1999), la E-cadhérine (Anna et
al 2003), le VEGF (Zhang et al 2001) les métalloprotéases matricielles comme la MMP7 (Brabletz et al
1999), MMP2 et 9 (Wu et al 2007), les éphrines EphB/ephrin-B (Batlle et al 2002). Les composants de
la voie Wnt, incluant Wnt3A (Zhang et al 2009), Fzd7 (Willert et al 2002), Axin2 (Jho et al 2002),
TCF/LEF (Filali et al 2002) sont également régulés par la voie B-caténine.

D’autres genes cibles ont été identifiés et permettent de mieux comprendre la régulation de
nombreux processus biologiques par cette voie de signalisation. Une liste de ces genes cibles est
mise a jour régulierement et peut étre consultée sur le site:

http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/target_genes

B. Voies Wnt non canoniques

Pendant plusieurs années, la recherche dans le domaine de la signalisation Wnt/Fzd s’est focalisée
sur la voie canonique dépendante de la B-caténine. Cependant, depuis ces 15 derniéres années, un
nombre croissant de travaux viennent démontrer I'implication de voies non canoniques,
indépendantes de la B-caténine (Veeman et al 2003). Ces voies restent encore moins bien
caractérisées que la voie canonique mais peuvent étre divisées en 2 branches distinctes: la voie de

polarité planaire cellulaire (PCP ou Planar Cell Polarity) et la voie calcium-dépendante (Wnt/Ca®"). Les

55



voies de signalisation non canoniques ont été mises en évidence dans les mouvements cellulaires de
convergence-extension ayant lieu lors de la gastrulation des vertébrés (Myers et al 2002), en

particulier chez le xénope (Du et al 1995) (Figure 16).
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Figure 16: Les voies Wnt non canoniques.

Les récepteurs Fzd engagent leur protéine G hétérotrimérique (composée des sous-unités a, 8 et y)
et/ou les protéines Dvl pour initier les voies de signalisation non canoniques.

A gauche, la voie de polarité cellulaire planaire (PCP): Cette voie entraine I'activation des petites
GTPases (small G proteins) Rho et Rac pour réguler le cytosquelette d’actine. Dishevelled-associated
activator of morphogenesis 1 (DAAM1), lorsqu'il est complexé avec Dishevelled et Rho, active la Rho-
associated protein kinase 1 (Rock1), tandis que le complexe Dishevelled-Rac GTPase active jun kinase
N-terminal (JNK) et interviennent ainsi dans le remodelage de I'actine.

A droite, la voie dépendante du Calcium: Cette voie entraine I’activation de la phospholipase C (PLC)
et induit une augmentation de la concentration et des flux de Ca ** intracellulaires qui conduit a
I"activation de la calmodulin-dependent protein kinase (CaMKll), de la protéine kinase C (PKC) et du
facteur de transcription nucléaire des cellules T (NFAT). D’aprés (Angers & Moon 2009).
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1) Lavoie de la polarité cellulaire planaire

La voie de signalisation PCP, découverte tout d’abord chez la drosophile, est un mécanisme conservé
de régulation de I'organisation du tissu épithélial. En effet, les cellules de I'épithélium possedent une
polarité apico-basolatérale et sont également polarisées le long du plan de la couche épithéliale.
Chez la drosophile, cette organisation régit I'orientation des structures comprenant I'orientation des
follicules pileux, les soies et I'organisation hexagonale des ommatidies de I'ceil (Fanto & McNeill
2004, Zallen 2007). Chez les vertébrés, ce systéeme est a la base de l'organisation des cils de
I’épithélium sensoriel dans I'oreille interne (Montcouquiol et al 2003), de I'orientation des poils (Guo
et al 2004) et de la migration des cellules mésodermales dorsales durant la gastrulation (Wang &
Nathans 2007). Plus récemment, des études ont montré que la voie PCP est impliquée dans des
processus physiologiques du développement tels que la migration neuronale, la guidance des axones
et I'organogenése du cceur, du poumon, du rein et de I'ceil (Gessert & Kuhl 2010, Jiang et al 2013,
Tissir & Goffinet 2010, Wang 2009, Yates & Dean 2011).

La voie PCP met en jeu la régulation du cytosquelette d’actine pour une organisation polarisée des
structures et une migration dirigée. Comme pour la voie canonique, I'activation de la voie PCP
requiert I'activation de récepteurs Fzd et le recrutement de Dvl a la membrane. Cependant, aprés la
relocalisation de Dvl a la membrane, on peut observer une activation de deux branches
indépendantes faisant intervenir les petites GTPases Rho et Rac (Gao & Chen 2010, Habas et al 2003,
Tahinci et al 2007). La premiére branche active Rho et la molécule DAAM1 (Dishevelled associated
activator of morphogenesis 1) qui activent ensuite ROCK (Rho-associated kinase) (Habas et al 2001,
Ju et al 2010). La deuxiéme branche implique I'activation de Rac puis de Jun-N-terminal kinase (JNK)

(Fanto & McNeill 2004, Kikuchi et al 2007) (Figure 16, gauche).

2) La voie dépendante du calcium

La voie Wnt/Ca®* reste la voie de signalisation Wnt/Fzd la moins décrite, mais il a été démontré que
cette voie intervient dans des processus importants au cours du développement ou en pathologie
(Henry Ho et al 2012). La voie Wnt/Ca®* joue ainsi un réle dans la polarité dorso-ventrale et les
mouvements de convergence-extension (Kihl et al 2000, Lin et al 2010) et est également impliquée
dans les cancers (Dissanayake et al 2007, Pukrop et al 2006).

Cette voie de signalisation Wnt non canonique fait intervenir la liaison de protéines Wnt sur des
récepteurs Fzd, le recrutement de Dvl et I'activation de la phospholipase C (PLC) en aval. Ceci
entraine une augmentation de la concentration du calcium intracellulaire (Kikuchi et al 2007, Pandur
et al 2002) et induit I'activation de plusieurs cibles en aval y compris la protéine kinase C (PKC) et la

Calcium calmoduline kinase 1l (CaMKIl) (Pongracz & Stockley 2006). Le taux élevé de Ca’* peut
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également activer la calcineurine phosphatase qui induit la déphosphorylation du facteur de
transcription nucléaire des cellules T (NFAT), résultant en une accumulation de NFAT dans le noyau

et une activation de génes cibles (van Es et al 2003) (Figure 16, droite).

lll.  Autres co-récepteurs et ligands des voies Wnt/Fzd

Plusieurs études récentes ont élargi notre connaissance du répertoire des co-récepteurs et ligands
modulateurs (activateurs ou inhibiteurs) des voies Wnt/Fzd. Ainsi, de nombreuses protéines solubles

et sécrétées peuvent agir comme des agonistes ou antagonistes des voies de signalisation Wnt/Fzd.

A. Co-récepteurs Lrp5/6

Lrp5 et Lrp6 sont des protéines possédant un seul domaine transmembranaire et constituent une
sous-famille de la famille des récepteurs low density lipoprotein (LDL), dont les membres jouent
divers roles dans le métabolisme et le développement (Herz & Bock 2002). Les roles de Lrp5/6 dans
la voie de signalisation Wnt ont été découverts par des études génétiques. Les souris mutantes pour
Lrp5 et 6 présentent des phénotypes touchant le développement et semblables a ceux causés par
des mutations de plusieurs protéines Wnt (Kato et al 2002, Kelly et al 2004, Pinson et al 2000). De
plus, une mutation de Lrp6 dans le domaine intracellulaire conduit a une protéine totalement
inactive et blogue la voie de signalisation Wnt/Fzd (Tamai et al 2004). Inversement, les mutants
Lrp5/6 au niveau du domaine extracellulaire peuvent activer la voie B-caténine de fagon constitutive
dans les cellules de mammiféres (Liu et al 2003, Mao et al 2001) et chez les embryons de Xénope
(Tamai et al 2004). Contrairement aux récepteurs Fzd, qui sont essentiels pour activer les différentes
voies de signalisation Wnt, Lrp5/6 semblent étre spécifiquement requis pour activer la voie Wnt/B-
caténine (Seménov et al 2001). Chez 'homme des mutations de Lrp5 sont associées a des

pathologies osseuse (Boyden et al 2002) et oculaires (Toomes et al 2004).

B. Autres ligands modulateurs des voies Wnt/Fzd

Le premier groupe d’antagonistes inclut les secreted Frizzled-related protein (sFRP) et le Wnt
inhibitory factor 1 (WIF-1) qui peuvent se lier directement aux ligands Wnt, les séquestrer et bloquer
ainsi les voies canoniques et non canoniques (Bovolenta et al 2008). Ces ligands possedent des
fonctions angiogéniques opposées en fonction de leur concentration et du profil d’expression des
récepteurs Fzd (Xavier et al 2014). En effet, il a été démontré que sFRP1 est capable d’activer
I"'angiogenese physiologique dans le modéele de membrane chorio-allantoique du poulet (Dufourcq et

al 2002) et la néovascularisation dans un modele d’ischémie de la patte (Dufourcq et al 2008b). Au
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contraire, sFRP1 inhibe I'angiogenése dans un modele d’hépato-carcinome (Hu et al 2009). Les
propriétés anti-angiogéniques de WIF ont été étudiées in vivo dans un modele tumorale et in vitro
(Hu et al 2009).

Le deuxieme groupe d’antagonistes comprend les 4 protéines de la famille Dickkopf (Dkk1-4). Ces
protéines se lient via leur domaine C-terminal au co-récepteur Lrp5/6 et empéchent ainsi son
interaction avec les ligands Wnt (Semenov et al 2005). Une étude a montré que ces protéines sont

capables d’inhiber la croissance tumorale (Niehrs 2006).

D’autres facteurs solubles tels que la Norrin ou la R-spondin peuvent également réguler positivement
les voies de signalisation Wnt/Fzd. La Norrin est une protéine sécrétée qui agit comme un facteur de
croissance a la fois de maniére autocrine et paracrine. Son role dans I'angiogenése a été d’abord
décrit dans le développement vasculaire de la rétine (Xu et al 2004, Ye et al 2009) puis dans celui de
I'oreille interne et de I'appareil reproducteur femelle (Rehm et al 2002). Les génes R-spondin
représentent une famille de protéines sécrétées conservées (R-spondinl-4) qui sont capables
d’induire les voies Wnt/Fzd (Kazanskaya et al 2004) et d’activer la transcription de génes fortement

mitogeénes impliquées dans des cancers (Seshagiri et al 2012).

IV. Role de la signalisation Wnt/Fzd dans le développement vasculaire

Des données récentes ont démontré, via I'analyse des phénotypes de souris mutantes, que la
signalisation Wnt/Fzd est impliquée dans différents événements de la morphogenése vasculaire.
Ainsi, parmi les nombreuses voies de signalisation, les voies Wnt/Fzd apparaissent comme jouer un
role crucial dans la régulation des différentes étapes cellulaires et moléculaires essentielles a la

formation d’un réseau vasculaire fonctionnel dans les différents organes.

A. Expression et signalisation Wnt/Fzd dans les cellules endothéliales

Plusieurs études ont démontré in vitro et in vivo que la signalisation Wnt/Fzd est présente dans les
cellules endothéliales. In vitro, les cellules endothéliales peuvent exprimer tous les récepteurs Fzd
(Fzd1-10), les co-récepteurs Lrp5/6 ainsi que différents modulateurs de ces voies tels que sFRP1,
sFRP3, Dkk1 et Dkk3 et peuvent répondre a différentes protéines Wnt selon le contexte cellulaire ou
tissulaire (Dufourcq et al 2008b, Goodwin et al 2006, Masckauchan et al 2005). En effet, les cellules
endothéliales ainsi que les cellules murales, les astrocytes, les neurones, les cellules musculaires et

les cellules souches mésenchymateuses expriment les protéines Wnt qui agissent alors de maniére
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autocrine et/ou paracrine et régulent les fonctions des cellules endothéliales durant I'angiogenése
physiologique ou post-ischémique (Goodwin et al 2006, Leroux et al 2010).

Par exemple, les cellules endothéliales expriment Wnt-5a, Wnt-7a et Wnt-10b et les cellules
musculaires lisses vasculaires expriment Wnt-5a (Wright et al 1999). In vivo, les vaisseaux du placenta
expriment Wnt-2 (Monkley et al 1996) et les vaisseaux du sac vitellin de la souris expriment Wnt-5a
et Wnt-10b (Ishikawa et al 2001). De plus, Fzd2 est exprimé in vivo dans l'aorte et le tronc
pulmonaire (van Gijn et al 2001) et les deux Fzd1 et Fzd2 sont exprimés dans I'aorte de rat adulte
(Mao et al 2000). Les profils d’expression de ces génes Fzd semblent varier en fonction de la
localisation des vaisseaux, ainsi Fzd2 n'est pas exprimée par les artéres pulmonaires, les arteres sous-
claviere, les artéres coronaires ou les veines thoracique au cours du développement embryonnaire
chez la souris (van Gijn et al 2001) et ni Fzd1, ni Fzd2 ne sont exprimés par les vaisseaux cardiaques
chez le rat adulte (Blankesteijn et al 1997). Enfin, les vaisseaux sanguins du sac vitellin murin

expriment Fzd5 (Ishikawa et al 2001).

D’autre part, Phng et al. ont démontré que la voie Wnt canonique est fortement activée dans les
vaisseaux sanguins envahissant le cerveau durant I'embryogenése et durant I'angiogenése post-
natale de la rétine (Phng et al 2009). L’activation de cette voie a donc été mise en évidence durant les
stades précoces embryonnaires et post-natals (Corada et al 2010).

De plus, des études in vivo ont montré |'implication de la voie Wnt/B-caténine dans le
développement vasculaire. Ainsi, la délétion de la B-caténine dans les cellules endothéliales induit
une létalité embryonnaire précoce in utero due a une altération de la formation des lumieres des
vaisseaux et la présence d’hémorragies diffuses (Cattelino et al 2003). Les mutants délétés pour la B-
caténine présentent un défaut de différenciation des cellules mésenchymateuses qui entraine des
altérations de la formation des valves du coeur (Liebner et al 2004). De maniére assez paradoxale, la
stabilisation génétique de la B-caténine induit également un fort phénotype vasculaire avec des
altérations des vaisseaux intersomitiques, du bourgeonnement, du remodelage et du branchement
vasculaires associées a une perte du caractére veineux notamment au niveau de la rétine (Corada et

al 2010).

Enfin, il a été également démontré que la voie Wnt joue un réle indirect sur I'angiogenése via le
maintien et la mobilisation des cellules progénitrices (Aicher et al 2008). Des études récentes ont mis
en évidence que la signalisation Wnt est impliquée dans le devenir des cellules souches en
participant a la reprogrammation des cellules souches hématopoiétiques et a leur différenciation en

cellules endothéliales (Florian et al 2013).
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B. Développement placentaire

Les composants de la signalisation Wnt/Fzd jouent un réle important dans le développement
placentaire chez la souris (Sonderegger et al 2007). La voie canonique est essentielle a I'activation,
I’adhésion et I'implantation du blastocyte (Xie et al 2008). De plus, les éléments des voies Wnt/Fzd
controlent différentes étapes du développement placentaire telles que la fusion de la membrane
chorio-allantoique, la morphogenése du branchement, le développement du labyrinthe et
I'angiogenese placentaire (Cross et al 2006). Ainsi, on observe un défaut d’attachement chorio-
allantoique dans les mutants Wnt7b, R-spondin3 et les doubles mutants Lef1/Tcfl (Aoki et al 2007,
Galceran et al 1999, Parr et al 2001). De plus, les mutants Wnt2 présentent des couches du
labyrinthe faiblement développées avec des cedémes et une vascularisation foetale diminuée,
accompagnée d’'un défaut de fusion chorio-allantoique (Monkley et al 1996). D’autre part, les
mutants Fzd5 présentent des défauts d’angiogenése placentaire et du sac vitellin. En effet, le plexus
primaire ainsi que les larges vaisseaux vitellins sont présents jusqu’a E10.5 puis régressent (Ishikawa
et al 2001). Plus récemment, les facteurs de transcription Bcl9 et GCM1, impliqués dans la
morphogenese du branchement placentaire, ont été identifiés comme de nouvelles cibles de la voie

canonique dans le développement placentaire (Matsuura et al 2011).

C. Vascularisation du cerveau

Dans le systeme nerveux central (SNC), les réseaux vasculaires se forment par le processus
d’angiogenése qui nécessite la prolifération, le bourgeonnement et la migration des cellules
endothéliales. Les vaisseaux cérébraux forment alors une structure protectrice appelée la barriere
hémato-encéphalique (BHE) qui maintient I'intégrité et ’homéostasie du tissu cérébral essentielles
au bon fonctionnement du SNC. Les principales structures de la BHE qui sont responsables du
controle des flux para-cellulaires entre cellules épithéliales et endothéliales sont les jonctions serrées
(Armulik et al 2010).

Des études récentes ont émis I’hypothése que certains composants du systéme Wnt/Fzd, dont la voie
canonique, pourraient étre des acteurs essentiels a la vascularisation cérébrale et a I'induction de la
différenciation de la BHE, étant donné qu’ils semblent étre régulés durant I'angiogenese cérébrale et
le développement de la BHE. En effet, il a été démontré que I'expression des ligands Wnt7a et Wn7b
est enrichie dans le SNC et que I'activation de la voie Wnt/B-caténine est suivie par la formation et
différenciation des vaisseaux cérébraux (Stenman et al 2008). Les souris doublement mutées pour
Wnt7a/7b présentent des défauts séveres de I"angiogenése du SNC (Daneman et al 2009). De plus,
Wang et al. ont montré que la délétion de Fzd4 dans les cellules endothéliales entraine une

augmentation de la perméabilité de la BHE et que la signalisation Fzd4/Norrin peut réguler les
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protéines des jonctions endothéliales (Wang et al 2012). D’autre part, la délétion conditionnelle de la
B-caténine dans les CE et I'injection du récepteur soluble Fzd8-CRD (inhibiteur des Wnt) entrainent
I’apparition de vaisseaux plus larges et hémorragiques dans le parenchyme cérébral (Daneman et al
2009, Liebner et al 2008) (Figure 17). Il a été également démontré que la voie canonique est
essentielle a la maturation des jonctions serrées de la BHE in vitro et in vivo (Stenman et al 2008).
Enfin la claudine 3, marqueur spécifique des CE différenciées du cerveau, est spécifiqguement induite
suite a une activation par Wnt3a, montrant ainsi que I'activation de la voie Wnt/B-caténine est une
étape importante pour que les CE acquiérent les propriétés caractéristiques du tissu cérébral

(Paolinelli et al 2013).
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Figure 17: Altérations importantes de la vascularisation du systéme nerveux central chez les
embryons de souris mutées pour la 8-caténine dans les cellules endothéliales (notées Mutant).
D’apreés (Daneman et al 2009).

D. Angiogenese post-natale de la rétine

Les voies Wnt/Fzd jouent un rdle important au cours du développement post-natal de la rétine et
interviennent notamment au cours de la régression du réseau hyaloide primitif qui est toujours
présent a la naissance. En effet, Lang et al. ont démontré un réle critique de Wnt7b sécrétés par les
macrophages dans la mort programmeée des cellules endothéliales (Lobov et al 2005), tandis que
Nathans et al. ont mis en évidence que la mutation de fzd5 et fzd4 entraine des défauts de régression

du hyaloide (Liu & Nathans 2008, Xu et al 2004, Zhou et al 2014). Ces données ont permis d’émettre
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I’hypothese que le Wnt7b secrété par les macrophages peut agir de maniére paracrine et se lier au
Fzd4 des cellules endothéliales du hyaloide pour activer la voie canonique qui est essentielle a la
régression de ce réseau primitif (Lobov et al 2005).

De plus, Stefater et al. ont récemment proposé un réle direct des voies Wnt non canoniques dans la
régulation du branchement du réseau vasculaire profond de la rétine. Dans le plexus profond, les
cellules myéloides expriment les récepteurs Fzd7 et Fzd8 et produisent des ligands Wnt. Ces ligands
peuvent agir de maniére autocrine et se lier aux récepteurs Fzd pour induire la sécrétion de Flt-1 par
ces cellules myéloides résidentes et réguler I'angiogeneése rétinienne induite par le VEGF (Stefater et
al 2011). Enfin, la dérégulation de la sécrétion des Wnt ou la mutation de Wnt5a et Wnt11 entrainent
des phénotypes similaires avec une augmentation du branchement du plexus profond (Korn et al

2014, Stefater et al 2011).

De maniere trés intéressante, deux pathologies oculaires caractérisées par une altération du
développement rétinien entrainant une cécité congénitale chez I'homme, a savoir la
vitréorétinopathie exsudative familiale (FEVR) et la maladie de Norrie, ont été reliées a des
altérations de la signalisation Wnt (Nikopoulos et al 2010, Poulter et al 2010, Shastry et al 1997,
Toomes et al 2004). La maladie de Norrie a été ainsi imputée a des mutations du géne Ndp. D’autre
part, Xu et al. ont établi un lien moléculaire entre le récepteur Fzd4 et le ligand Norrin sécrété par les
cellules de Miller (Xu et al 2004). Au niveau cellulaire, le complexe Fzd4, Lrp5 et Tspanl2 est activé
suite a la fixation du ligand Norrin et active la voie Wnt canonique (Junge et al 2009, Xu et al 2004).
L'analyse des souris mutantes pour fzd4, Norrin, Lrp5, Tspan12, et dans une moindre mesure Lefl,
montre un phénotype rétinien similaire avec la présence d’un plexus vasculaire primaire altéré et
incomplet, I'absence des plexus vasculaires profond et intermédiaire ainsi qu’une anastomose
artério-veineuse et des hémorragies intraoculaires (Junge et al 2009, Luhmann et al 2005, Phng et al

2009, Richter et al 1998, Xia et al 2010, Xu et al 2004) (Tableau 2).
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Mutants et phénotypes

vasculaires rétiniens
associés

Expansion radiale du plexus
primaire (PP)

% de vascularisation du PP

plexus profond

Nombre de tip cells/100um

Nombre de filopodes/tip cell

Nombre de points de
branchement au niveau
veineux

Nombre de points de
branchement au niveau
artériel

Prolifération

Shuntartére/veine dans le
PP

Persistance du réseau
hyaloide

Régression des vaisseaux
(margquage |B4/collagénelV)

Maturation des vaisseaux
(marquage aSMA/NG2)

Ndp

Diminuée

Diminué et
incomplet

Absent

Augmenté

Augmente

Diminué

Diminué

Diminuée

Diminuée

Diminuée

Diminué et
incomplet

Absent

Augmenté

Augmenté

Diminuée

Qui

Oui

Diminuée

Diminuée

Lrp5+ Tspanl2/ Left”
Diminuée Diminuée Diminuée
Diminué et Diminué et Diminué mais
incomplet incomplet complet

Absent Absent Présent

Diminué X X

X X Normal
X Diminué Diminué
X Diminué Diminué
X X X
Qui Qui Non
Oui Oui Non

X X Augmentee
X X X

Tableau 2: Phénotypes vasculaires rétiniens décrits et associés aux différentes souris mutées pour
les acteurs des voies Wnt/Fzd. Croix: paramétre non étudié

Enfin, Dkk2 contrairement a Dkkl, semble jouer un rble important dans l'angiogenese car il

augmente la formation du réseau vasculaire rétinien. Cette activité pro-angiogénique de Dkk2 dans

les cellules endothéliales est liée a I'activation de la voie Cdc42 via I'internalisation de Lrp6 et ce

indépendamment de la voie Wnt canonique (Min et al 2011).
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E. Convergence des voies Wnt canonique et Notch au cours de
I’angiogenese

Des études récentes ont montré I'existence d’'une balance entre la voie Wnt canonique et la voie

Notch qui permet de réguler finement le processus d’angiogeneése.

Corada et al. ont mis en évidence que I'expression du ligand DIl4 et de Notchl est induite via
I"activité transcriptionnelle de la B-caténine et que l'interaction entre les voies canonique et Notch
est cruciale au cours de la différenciation des cellules endothéliales et de la morphogeneése vasculaire

embryonnaire (Corada et al 2010).
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Figure 18: Convergence des voies Wnt canonique et Notch au cours du sprouting.

A gauche: La signalisation basale Wnt/B-caténine au cours du sprouting angiogénique. L’activation
de la voie Notch dans la stalk cell diminue I’expression de cyclin-dependent kinase inhibitor p21CIP1
conduisant a I'arrét du cycle cellulaire. L’augmentation d’expression de Nrarp entraine I’activation de
la voie Wnt/B-caténine via Lefl ce qui induit la reprise du cycle cellulaire malgré la signalisation
Notch. Dans les stalk cells, la voie Notch diminue I'expression de VEGFR2/3 de la neuropilinel (Nrp1)
et augmente I'expression de VEGFR1.

A droite: Effets de la sur-activation de la voie Wnt/B-caténine au cours du sprouting. L’activation plus
forte de la voie Wnt/B-caténine entraine I'augmentation d’expression de Dll4 qui augmente la
signalisation Notch et oriente la cellule adjacente vers un phénotype stalk cell via la diminution
d’expression de VEGFR2/3, Nrpl et une augmentation de VEGFR1 qui tend vers la stabilité et la
quiescence cellulaire. D’aprés (Reis & Liebner 2013).
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D’autre part, les mutants délétés pour Notch-regulated ankyrin protein (Nrarp), un gene régulé par la
voie Notch (Krebs et al 2001), présentent des altérations au niveau de I'expansion radiale et du
branchement du réseau vasculaire rétinien. Les auteurs ont démontré que Notchl augmente
I’expression de Nrarp qui en retour régule négativement Notch1l et active la voie dépendante de la B-

caténine via Lefl (Phng et al 2009) (Figure 18).

De maniére intéressante, il a été également décrit qu’il existe une coopération entre la signalisation
Notch et B-caténine dans un modele de cellules souches embryonnaires in vitro. Yamamizu et al. ont
montré que la B-caténine est capable de former un complexe nucléaire «artériel» avec les facteurs
de transcription Notch intracellular domain (NICD) et RBP-J, qui sont activés par la signalisation
Notch, et permet I'induction de I'expression de marqueurs artériels par les cellules endothéliales tels

que EphrinB2, Dll4 ou CXCR4 (Yamamizu et al 2010) (Figure 19).
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Figure 19: Convergence des voies Notch et 8-caténine dans la différenciation artério-veineuse des
cellules endothéliales. La signalisation de I’AMPc, les forces de cisaillement ou d’autres facteurs
entrainent I’activation des voies Notch et B-caténine via la PI3K et/ou la GSK-38 dans les progéniteurs
endothéliaux et les CE différenciées. L’activation des deux voies entraine la formation d’un complexe
protéique RBP-J, NICD et B-caténine (complexe artériel) et active la transcription de génes qui sont
des marqueurs artériels. L’activation de la voie Notch via la fixation d’un ligand DIl ou I'activation de
la voie B-caténine via la fixation d’un ligand Wnt ou la VE-cadhérine pourraient induire également la
formation de ce complexe. D’apres (Yamamizu et al 2010).
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Enfin, il a été récemment montré que la délétion spécifique de Sox17 dans les CE chez la souris
s'accompagne d'une altération importante de la différenciation artérielle, du branchement et du
remodelage vasculaires. Au niveau moléculaire, la voie Wnt/B-caténine entraine une augmentation
de la transcription de Sox17 qui activerait la voie Notch et agirait donc en amont du systéme Notch.
Ces données présentent Sox17 comme un lien entre les voies Wnt canonique et Notch et comme un
composant du réseau complexe de signalisation qui orchestre la différenciation artério-veineuse

(Corada et al 2013, Morini & Dejana 2014) (Figure 20).

Arterial ECs L

| |
n ﬂ LRP Dil4 .I Notché

Cymh
B-catenin
stabilization

Nucleus
e
B Niep

N\ D/

Figure 20: Wnt, Sox et Notch coopérent dans la définition de l'identité artérielle des cellules
endothéliales. La fixation des ligands Wnt sur les récepteurs Fzd et corécepteurs Lrp exprimés par les

Frizzled

CE entraine la stabilisation de la B-caténine qui augmente en retour l'expression de Sox17. Le
promoteur de DIl4 est la cible de la 8-caténine et de Sox17. De plus, Sox17 contréle positivement
I’expression de genes impliqués dans la signalisation Notch tels que Notch4 (cible directe) et les
marqueurs artériels CXCR4 et EphrinB2, mais diminue I'expression des marqueurs veineux. D’apres
(Morini & Dejana 2014).

F. Pathologies vasculaires oculaires
1) Rétinopathie induite par I'oxygéne (OIR)

Le modele murin de rétinopathie induite par I'oxygéne (OIR) est un modele bien caractérisé qui

récapitule les caractéristiques de la rétinopathie chez le prématuré (Smith et al 1994).
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Il a été proposé que l'activation des voies Wnt participe a la stabilité des vaisseaux en conditions
pathologiques et augmente la revascularisation de la rétine dans le modele OIR. Des études ont ainsi
montré que I’OIR induit une augmentation de I'expression endogéne de la Norrin, de Fzd4 et de Lrp5
(Chen et al 2011, Ohlmann et al 2010). De plus, I'expression ectopique de la Norrin ou un traitement
exogeéne par injection de la protéine recombinante Norrin permet de restaurer le développement
vasculaire. Il a ainsi été démontré que la Norrin induit I'expression de I’Angiopoiétine 2 et participe
au maintien de la balance entre formation et régression vasculaires (Ohlmann et al 2010, Tokunaga
et al 2013). De maniére similaire, I'inhibition de la voie Wnt canonique par la délétion génétique de
Lrp5 ou DvI2 entraine une diminution de la néovascularisation pathologique. En effet, le blocage de
la voie dépendante de la B-caténine diminue I'expression de la claudine5 qui est une protéine des
jonctions serrées, ce qui explique partiellement la déstabilisation de I'endothélium en conditions

hypoxiques pathologiques (Chen et al 2011).

2) Néovascularisation de la choroide

La dégénérescence maculaire liée a I'age est une maladie évolutive de la rétine provoquée par une
dégénérescence progressive de la macula qui entraine des altérations de la vision centrale. Parmi les
deux formes décrites, seule la forme exsudative ou humide (environ 20% des cas) est caractérisée
par le développement de néovaisseaux issus de la choroide sous I'épithélium pigmentaire et/ou qui
franchissent I'épithélium pigmentaire et se développent directement sous la rétine maculaire. Cette
néovascularisation choroidienne entraine un oedéme intra-rétinien, des hémorragies et un
décollement maculaire exsudatif, responsable de la baisse d’acuité visuelle (Cougnard-Gregoire et al

2013, Edwards et al 2005, Holz et al 2014, Mufioz et al 2005).

Les modeéles de néovascularisation choroidienne chez les rongeurs (rat, souris) sont communément
utilisés pour étudier la néovascularisation de la choroide dans les formes exsudatives de la DMLA.
Ainsi, il a été tout d’abord démontré que I'activation de la voie canonique dans I'ceil induit une
néovascularisation pathologique sub-oculaire dans un modéle murin. Dans les souris mutantes pour
very low density lipoprotein receptor (VIdIr), une augmentation d’expression de Lrp5/6 et
d’activation de la voie Wnt/ B-caténine a été observée (Chen et al 2007). De plus, une étude récente
a mis en évidence que la chirurgie au laser peut entrainer une néovascularisation sévere de la
choroide due a une sur-activation de la voie canonique. Enfin, il a été récemment montré qu’un
traitement avec un anticorps anti Lrp6 permet de diminuer cette néovascularisation ainsi que les

hémorragies associées (Hu et al 2013).

68



V. Lien entre la B-caténine et les cadhérines: les jonctions adhérentes

A. Généralités

Comme décrit précédemment, la B-caténine est un acteur central de la voie canonique mais joue
également un réle essentiel dans la stabilisation des jonctions adhérentes qui régulent a la fois
I’adhésion entre les cellules, la concentration locale de protéines d'échafaudages et de molécules de

signalisation, I'intégrité et la perméabilité vasculaires (Dejana et al 2008).

Les jonctions adhérentes sont composées de cadhérines dont la queue cytoplasmique est
directement liée a d’autres protéines, telles que la B-caténine ou la y-caténine (plakoglobine) et la
caténine p120 et indirectement liée a I'a-caténine via la B-caténine ou la y-caténine (Gumbiner 2005)

(Figure 21).

Figure 21: Complexe cadhérine-caténine. Les jonctions adhérentes sont composées principalement
de cadhérines dont la queue cytoplasmique est directement liée a d’autres protéines, telles que la 8-
caténine ou la y-caténine (plakoglobin) ou la caténine p120 et indirectement a I’a-caténine via la 8-
caténine ou la y-caténine. D’aprés (Gumbiner 2005).

Les cadhérines classiques, divisées en type | et I, ont été les premiéres cadhérines a avoir été mises
en évidence et comprennent la E-cadhérine (épithéliale), la N-cadhérine (neuronale) et la VE-

cadhérine (endothélium vasculaire) (Nollet et al 2000).

Les cadhérines sont a l'origine d’interactions homophiliques dépendantes du calcium et sont
concentrées aux jonctions adhérentes (Angst et al 2001, Leckband & Sivasankar 2000). Ce sont des

glycoprotéines transmembranaires, dont la partie extracellulaire, comprenant cinqg domaines
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extracellulaires (EC), est responsable de la fonction adhésive. En effet, une cadhérine d’un type
donné interagit ainsi avec une cadhérine du méme type par le biais d’interactions homophiliques
mettant en jeu la partie extracellulaire et permettant aux cellules d’'un méme type de s’associer les
unes aux autres. Les cadhérines possédent aussi un domaine transmembranaire et une région
cytoplasmique capable de recruter des connecteurs au cytosquelette d’actine comme la béta- et
I'alpha-caténine et d’activer des cascades de signalisation cellulaire. Les cadhérines jouent un role
important car I'activation du signal d’adhérence dépendant de ces glycoprotéines contréle la polarité
et la forme des cellules, module I'expression génique et régule la prolifération, la survie et la

différenciation cellulaires (Wheelock & Johnsony 2003).

B. La VE-cadhérine

1) Structure de la VE-cadhérine

La VE-cadhérine est la cadhérine majoritairement exprimée par I'endothélium et fait partie de la
sous-famille des cadhérines classiques de type Il. Son domaine extracellulaire ne contient pas de
poche hydrophobe constituée par le motif HAV, mais possede a I'extrémité N-terminale deux résidus
tryptophane (Trp-2 et Trp-4) (Nollet et al 2000). La VE-cadhérine posséde un seul domaine
transmembranaire et une queue cytoplasmique qui présente deux sites d’interaction distincts pour
les caténines appelés JMD pour JuxtaMembrane Domain et CBD pour Catenin binding domain. Le
JMD est responsable de I'interaction avec la caténine p120 (Lampugnani et al 1997), tandis que CBD
régit la liaison avec la B-caténine et la plakoglobine (Navarro et al 1995, Potter et al 2005) (Figure 22).
Si la B-caténine et la plakoglobine peuvent se lier a I'a-caténine qui est capable de réguler le
cytosquelette d’actine (Lampugnani et al 1995), la maniere dont le complexe cadhérine-caténine
interagit avec l'actine est toujours un sujet de débat, étant donné que l'interaction directe du
complexe cadhérine-B-caténine-a-caténine avec les filaments d’actine a été remise en cause. Ainsi,
de nombreuses protéines liant I'actine telles que I'a-actinine (Nieset et al 1997), la vinculine (Weiss
et al 1998) ou plus récemment Eplin (Abe & Takeichi 2008, Chervin-Petinot et al 2012) ont été
décrites comme pouvant lier I'a-caténine et relier les complexes d’adhésion a I'actine (Bravi et al

2014, Giannotta et al 2013).
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Figure 22: Structure de la VE-cadhérine. La VE-cadhérine est une glycoprotéine dont la partie
extracellulaire comprend cing domaines extracellulaires (EC). Ces domaines possedent des sites de
fixation des ions calcium. La VE-cadhérine posséde une région transmembranaire et une région
cytoplasmique qui contient un site d’interaction pour p120 (JMD) et un site d’interaction pour la 8-
caténine et la plakoglobine (CBD). D’aprés (Vincent et al 2004).

2) Fonctions de la VE-cadhérine

Des études pionnieres ont montré que I'expression de la VE-cadhérine par les cellules CHO apres
transfection (Chinese Hamster Ovary), induit une adhésion cellulaire homophilique dépendante du
calcium et conduit a une diminution de la perméabilité cellulaire (Breviario et al 1995). Ces résultats
ont permis de montrer un réle de la VE-cadhérine dans |'organisation, I'adhésion et la perméabilité
de I'endothélium vasculaire (Gulino et al 1998). D’autre part, I'importance de la VE-cadhérine a été
confirmée par invalidation génique chez la souris qui entraine une létalité a mi-gestation. Les
embryons VE-cadhérine-/- présentent des malformations vasculaires (défauts d’angiogenése,
absence de bourgeonnement des cellules) durant leur développement embryonnaire. Ce phénotype
important est similaire a celui obtenu lors de la mutation du domaine cytoplasmique de la VE-
cadhérine (Carmeliet et al 1999, Gory-Fauré et al 1999). De maniére intéressante, Sidibé et al. ont
récemment démontré que les souris mutées pour un site de phosphorylation de la VE-cadhérine
(Y685F) présentent une augmentation de la perméabilité vasculaire et une apparition d’cedémes au

niveau des ovaires et de I'utérus (Sidibé et al 2014).

L'association de la VE-cadhérine avec les caténines est nécessaire pour une fine régulation de la
perméabilité endothéliale et la stabilisation des jonctions cellulaires. Une forme tronquée de la VE-

cadhérine au niveau du domaine responsable de la liaison avec la B-caténine a permis de montrer
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que la VE-cadhérine était toujours capable d’établir des jonctions homophiliques au niveau
extracellulaire, mais la force de ces jonctions était sévérement diminuée (Navarro et al 1995). Chez
I’adulte, 'utilisation d’anticorps dirigés contre la partie extracellulaire de la VE-cadhérine a permis de
mettre en évidence une augmentation de la perméabilité, une fragilité vasculaire et des hémorragies
(Corada et al 1999). L'utilisation de ces anticorps bloque I'angiogenése et la croissance tumorale chez

la souris (Corada et al 2002, Liao et al 2002, May et al 2005).

De plus, Montero-Balaguer et al. ont réalisé des expériences chez le poisson zébre qui ont permis de
montrer qu’une réduction de I'expression de la VE-cadhérine, par I'utilisation de faibles doses de
morpholinos, conduit a des fragilités vasculaires, des hémorragies au niveau de la téte et une
augmentation de la perméabilité, ce qui suggere que la quantité totale de protéine présente est
importante pour la stabilité vasculaire. De plus, ces auteurs ont pu montrer que l'abrogation de
I’expression de la VE-cadhérine empéche I'établissement de jonctions intercellulaires conduisant a

une augmentation du processus de bourgeonnement vasculaire (Montero-Balaguer et al 2009).

Enfin, Almagro et al. ont récemment mis en évidence que la VE-cadhérine est exprimée au niveau des
filopodes des cellules endothéliales. Ces auteurs ont notamment montré que la myosine-X établit un
lien entre les filaments d’actine et la VE-cadhérine, permettant a la VE-cadhérine d’étre transportée
le long des cables d’actine au niveau des filopodes pour favoriser I’établissement de jonctions

cellulaires (Almagro et al 2010).

3) Régulation des jonctions cellulaires

Les cellules endothéliales possédent différents mécanismes permettant de réguler la perméabilité
vasculaire. De tels mécanismes se concentrent sur I'organisation des jonctions adhérentes et plus
particulierement sur la VE-cadhérine. Les jonctions cellulaires sont trées dynamiques et la
perméabilité vasculaire peut étre augmentée notamment par des cytokines inflammatoires telles
gue I'histamine (Andriopoulou et al 1999), le TNFa (Angelini et al 2006) et le VEGF (Esser et al 1998).
En effet, le VEGF est capable de promouvoir la prolifération vasculaire dans les situations «pro-
angiogéniques» mais aussi d’augmenter la perméabilité vasculaire et la survie endothéliale dans les

vaisseaux quiescents (Esser et al 1998, Kouklis et al 2003).

La régulation de la VE-cadhérine fait intervenir notamment la modulation de ses différents sites de
phosphorylation (tyrosine ou sérine). En présence de VEGF, celui-ci se lie a son récepteur le VEGF-R2.
Ce complexe s’associe a la VE-cadhérine et a la protéine tyrosine kinase Src conduisant a une perte

de stabilité des jonctions cellulaires (Corada et al 2002, Lambeng et al 2005). En effet, la protéine
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kinase Src conduit a une phosphorylation de la VE-cadhérine sur des résidus tyrosine (T-685) et est
associée a une modification de la perméabilité vasculaire (Wallez et al 2007). La VE-cadhérine
phosphorylée interagit également avec la protéine Csk (C-terminal Src kinase). Le complexe VE-
cadhérine-Csk pourrait inhiber la protéine Src conduisant ainsi a une diminution de la prolifération

(Baumeister et al 2005).

Plus récemment, Orsenigo et al. ont mis en évidence in vivo deux autres sites de phosphorylation de
la VE-cadhérine (T658 et T685). La phosphorylation de ces sites par la Src est dépendante des forces
de cisaillement, n’est observée que dans les veines, non dans les artéeres, et entraine I'internalisation,
I'ubiquitination de la VE-cadhérine et une augmentation de la perméabilité en conditions

inflammatoires (Orsenigo et al 2012).

La VE-cadhérine peut étre également internalisée de maniere dépendante de la clathrine (Xiao et al
2005). De facon intéressante, la liaison de p120 a la VE-cadhérine prévient I'internalisation et la
dégradation de celle-ci, introduisant la notion que p120 est un signal de rétention a la membrane
plasmique. Ainsi, une diminution de I'affinité de p120 pour la VE-cadhérine (phosphorylation de la
VE-cadhérine) conduirait a l'internalisation de celle-ci. Le VEGF conduit a une perturbation des
jonctions endothéliales par I'activation de la protéine Src, qui est ensuite responsable de la
phosphorylation de Vav2, un facteur d’échange de la guanine (GEF) de la GTPase Rac. Rac activé
induit la phosphorylation de la PAK kinase conduisant a une phosphorylation de la VE-cadhérine sur
la sérine 665. Ceci induit le recrutement de la B-arrestine 2 qui conduit a I'internalisation de la VE-

cadhérine. (Gavard & Gutkind 2006).

4) Lien entre la voie canonique et la VE-cadhérine

Si la majorité des études se sont portées soit sur la compréhension de la voie Wnt canonique, soit sur
I’adhésion cellulaire dépendante des cadhérines, il est clair qu'il existe des connexions entre la voie

B-caténine canonique et les jonctions adhérentes dépendantes de la VE-cadhérine.

En effet, 'une des conséquences possibles de I'engagement de la VE-cadhérine dans les jonctions
adhérentes stables est la régulation du niveau d’expression de la B-caténine dans le noyau. Méme si
le mécanisme n’est pas encore bien connu, celui-ci s’appuie sur I'observation d’une diminution de la
B-caténine au noyau lorsque la VE-cadhérine participe aux jonctions stables des CE confluentes,
tandis que la B-caténine s’accumule au noyau et active la transcription de génes cibles de la voie
canonique quand les jonctions cellulaires sont plus laches dans les CE éparses ou en migration

(Heuberger & Birchmeier 2010, Taddei et al 2008).
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Il n’a pas encore été clairement démontré que la B-caténine concentrée au noyau dérive des
jonctions cellulaires aprés son détachement de la VE-cadhérine. Cependant, une étude réalisée sur
des cellules épithéliales indique que la B-caténine peut se dissocier de la E-cadhérine et étre

relocalisée au noyau (Kam & Quaranta 2009).

D’autre part, de nouvelles données dans les cellules épithéliales suggerent |'existence de deux
réservoirs de B-caténine au niveau de la membrane plasmique. Le premier serait lié aux complexes
formés par les cadhérines et serait ainsi protégé de la dégradation. Le deuxiéme serait associé a la
membrane, au niveau des contacts cellule-cellule, au complexe de dégradation (formé par Axin, GSK-
3B et APC) qui peut induire la phosphorylation en N-terminal de la B-caténine. Cette derniere peut
alors étre adressée au protéasome, limitant ainsi le niveau d’expression de la B-caténine au niveau
de la membrane plasmique et par conséquent celui au niveau nucléaire, mais également la
transcription des genes cibles de la voie canonique. Les cadhérines peuvent favoriser la liaison de la
B-caténine a ce complexe de dégradation, c‘est pourquoi, la stabilité des jonctions pourrait réguler
I'activité du complexe de dégradation de la B-caténine et limiter de maniére indirecte la voie de
signalisation Wnt (Maher et al 2009). Ainsi, I’activité transcriptionnelle de la B-caténine pourrait étre
régulée par les cadhérines, dont la VE-cadhérine, et par I'état des jonctions adhérentes, mais il reste

a déterminer si un tel mécanisme existe dans les cellules endothéliales.

VI. Frizzled-7

Le récepteur Fzd7 murin (Wang et al 1996) est I'orthologue du récepteur Fzd7 humain (Sagara et al
1998). Chacun des neuf résidus d'acides aminés de I'hnomme sont conservés chez le chimpanzé, la
vache, la souris et le rat. Les orthologues de fzd7 chez les mammiferes et la plupart des autres
membres de la famille Fzd partagent une architecture commune constituée d'un domaine
extracellulaire CRD, de sept domaines transmembranaires, et d’'un domaine cytoplasmique
Dishevelled (DVL)-binding motif (Katoh & Katoh 2007a). Enfin, les protéines Fzd7 chez le Xénope, le
poulet et la souris sont extrémement conservées et présentent une grande homologie (EI-Messaoudi

& Renucci 2001).

A. Expression de Fzd7

1) Chez la souris

Le récepteur Fzd7 murin est exprimé dans I'épiblaste, I'endoderme et le mésoderme (Kemp et al
2007). Ce récepteur est également exprimé dans les frontieres ventro-latérales des somites

nouvellement formés, le tube neural et le mésenchyme au cours de I'embryogenese (Borello et al
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1999). Il est également exprimé dans le cerveau adulte, les yeux, le cceur, le rein, le foie, le poumon,

la rate (Wang et al 1996) mais aussi dans les cryptes intestinales et le c6lon (Gregorieff et al 2005).

2) Chez I'homme

Le récepteur Fzd7 humain est exprimé dans le blastocyste et dans les cellules souches
embryonnaires, les progéniteurs endodermiques et neuronaux dérivés des cellules souches
embryonnaires et la cochlée feetale (Katoh & Katoh 2007b). Ce récepteur est fortement exprimé dans
le rein et le poumon du feetus, le muscle squelettique et le coeur des adultes, mais faiblement
exprimé dans le cerveau adulte et les reins (Sagara et al 1998). Fzd7 est aussi exprimé dans le tractus
gastro-intestinal, y compris I'cesophage, I'estomac, le duodénum et le célon (Kirikoshi et al 2001).
Fzd7 est préférentiellement exprimé dans les cryptes coliques (Kosinski et al 2007). De plus, il a été
montré que I'expression de Fzd7 dans les cellules souches mésenchymateuses est diminuée au cours
de 'ostéogenése (Boland et al 2004).

D’autre part, le récepteur Fzd7 est fortement exprimé dans différents types de cancer. Il est
notamment exprimé dans les cellules du cancer colorectal SW480, les cellules du cancer du poumon
A549 et les cellules tumorales du cerveau G361, mais faiblement exprimé dans les cellules Hela
(Sagara et al 1998). Fzd7 est régulé positivement dans le cancer gastrique (Kirikoshi et al 2001, Sagara
et al 1998), le cancer de l'cesophage (Tanaka et al 1998), le cancer colorectal (Sagara et al 1998,

Vincan et al 2007b) et le cancer du foie (Merle et al 2004).

B. Roles de Fzd7

1) Développement

De nombreuses études ont démontré I'implication de Fzd7 dans la régulation de différents processus
cellulaires pendant les premiers stades de I'embryogeneése tels que les mouvements de convergence-
extension, la séparation des tissus pendant la gastrulation, la formation de I'axe dorso-ventral et

I'induction du mésoderme et de la créte neurale.

Les roles de Fzd7 ont surtout été étudiés dans les modeles de développement chez le Xénope, le

poisson Zebre et plus récemment chez la souris.
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a) Xénope

Des expériences de gain de fonction de Xfzd7 et des études in vitro ont montré que Xfzd7 peut
interagir avec plusieurs ligands XWnt (tels que XWnt8b, XWnt5a et XWnt11) pour activer les voies de
signalisation canonique et non canoniques (Djiane et al 2000, Medina et al 2000, Sumanas & Ekker
2001).

La surexpression de I'orthologue Fzd7 dans le mésoderme dorsal du Xénope affecte le processus de
convergence-extension, induit un retard de I'invagination du mésoderme au cours de la gastrulation
et perturbe la migration des cellules de la créte neurale. La transduction du signal par le biais de
XWnt5a et XWntll et de Fzd7 active la cascade de signalisation PKC-Cdc42, une activation
dépendante de Dvl mais indépendante de la B-caténine (De Calisto et al 2005, Djiane et al 2000,
Medina & Steinbeisser 2000, Penzo-Mendez et al 2003).

D’autre part, des expériences de perte de fonction ont mis en évidence l'interaction entre Xfzd7 et
XWnt8b ainsi que le réle de Xfzd7 dans le contréle de la spécification de I'axe dorso-ventral via la
voie Wnt/B-caténine. (Sumanas & Ekker 2001, Sumanas et al 2000). L’activation de Xfzd7 par XWnt1,
XWnt7b et XWnt8 participe également a la régulation de I'induction de la créte neurale via la voie B-

caténine (Abu-Elmagd et al 2006).

A linverse, dans le chordo-mésoderme, Xfzd7 régule les mouvements cellulaires au cours de la
gastrulation via différentes voies non canoniques. En effet, I’activation de la voie PKC par la liaison
entre XWnt5a, XWntll et Xfzd7 permet de contrbler la séparation des tissus mésodermique et
ectodermique tandis que la voie Fzd7/INK régule la convergence-extension du mésoderme axial.

(Kim et al 2008a, Medina et al 2004, Winklbauer et al 2001).

Enfin, une étude plus récente a montré que différents niveaux d’activation de la voie Wnt/Fzd7
permettent de moduler I'organogenese du tube digestif chez le Xénope. Les voies de signalisation
Fzd7/B-caténine et Fzd7/JNK coordonnent ainsi la prolifération, la morphogenése et le devenir des

cellules progénitrices de I'endoderme (Zhang et al 2013).

b) Poisson zebre

La fonction de Fzd7 au cours de la gastrulation chez le Xénope est conservée chez le poisson zébre
via la voie de signalisation non canonique faisant intervenir Cdc42 (Knowlton & Kelly 2004). Chez le
poisson zebre, Wntll interagit avec Fzd7 et induit le recrutement de dishevelled et de Flamingo

intervenant ainsi dans la régulation des mouvements de convergence-extension (Witzel et al 2006).
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c) Poulet

Chez le poulet, Wnt6 se lie a I'orthologue de Fzd7 et active la cascade de signalisation B-caténine lors

de l'induction de la créte neurale (Lewis et al 2004).

d) Souris

Chez la souris, la transduction du signal Wnt6 par Fzd7 active la voie de signalisation B-caténine au

cours de la somitogeneése (Linker et al 2005).

De plus, une étude trés récente a mis en évidence le role redondant de Fzd7 et Fzd2 chez la souris. En
effet, Yu et al. ont montré que ces deux récepteurs interviennent synergiquement dans le controle
des processus de convergence-extension et de la fermeture du septum ventriculaire et du palais chez
la souris. Fzd7 et Fzd2 sont capables d’activer la voie de signalisation canonique ainsi que la voie de
polarité cellulaire planaire et réguleraient ces différentes étapes de I'embryogeneése via leurs
interactions avec différents ligands Wnt (Wnt3a, Wnt5a et Wnt11) et avec DviI3 et Vangl2 (Yu et al
2012) (Figure 23).

Fz2**:Fz7" Fz2+; Fz7+"

embryo and yolk sac

embryo (PECAM)

E9.5 EQ.5 —_—

Figure 23: Altérations vasculaires majeures chez ’'embryon de souris doublement mutée pour fzd7

et fzd2. D’aprés (Yu et al 2012).

77



2) Cellules souches

Divers auteurs ont mis en évidence le role de Fzd7 dans I'auto renouvellement des cellules souches
embryonnaires et dans leur différenciation vers la lignée hématopoiétique. Melchior et al. ont
montré que I'expression de Fzd7 est augmentée dans les cellules souches embryonnaires humaines
comparées aux cellules différenciées et que son inhibition par des shRNA conduit a une diminution
de I'expression de Oct-4, un facteur intervenant dans le maintien des cellules souches dans un état
indifférencié (Melchior et al 2008). D’autres études menées sur des cellules souches embryonnaires
humaines ont montré que Wntll induit la différenciation vers la lignée hématopoiétique en
induisant I'expression de Fzd7 et de la E-cadhérine. A l'inverse, la voie canonique (Wnt3a) est
importante dans la prolifération des progéniteurs hémogéniques et hématopoiétiques qui

apparaissent lors du développement du corps embryoide (Vijayaragavan et al 2009).

Une étude récente a montré que Fzd7 est fortement exprimé par les cellules progénitrices de la
cornée chez 'homme. De plus, l'inhibition de Fzd7 par des shRNA entraine une perte des
caractéristiques de ces cellules suggérant que Fzd7 aide a maintenir les cellules progénitrices de la

cornée dans un état indifférencié (Mei et al 2014).

3) Cancers

Comme décrit précédemment, Fzd7 est fortement exprimé dans certains types de cancers chez
I’'hnomme. Il est surexprimé dans 90% des carcinomes hépatocellulaires et régule positivement la
migration ainsi que la prolifération des cellules tumorales (Merle et al 2004, Merle et al 2005). La
transduction du signal par le biais de Wnt3 et de Fzd7 active la cascade de signalisation B-

caténine/TCF dans le carcinome hépatique (Bengochea et al 2008, Kim et al 2008b).

Fzd7 est fréquemment surexprimé dans les cancers colorectaux et régule la motilité, I'invasion et les
propriétés métastatiques des cellules cancéreuses via la voie canonique et non canonique. Fzd7 joue
également un role important dans I'épithélialisation et dans la transition épithélio-mésenchymateuse

dans la lignée cellulaire humaine de cancer colorectal LIM1863 (Kittler et al 2007, Vincan et al 2007a).

Une étude récente de Yang et al. a montré que Fzd7 est surexprimé dans des cancers du sein
triplement négatifs. Fzd7, via 'activation de la voie canonique, intervient essentiellement dans la

prolifération des cellules cancéreuses (Yang et al 2011).

Ces différents travaux ont mis en évidence un réle critique de Fzd7 dans la tumorigenéese et ont
permis d’identifier ce récepteur comme un nouveau bio-marqueur et une cible thérapeutique

potentielle dans le traitement des cancers. L’'inhibition pharmacologique de Fzd7 in vitro et in vivo
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par I'utilisation de petits peptides (RHPD) ou d’un antagoniste (Fj9), qui inhibent I'interaction entre
Fzd7 et Dvl, induit I'inhibition de la voie canonique, permettant ainsi d’augmenter I'apoptose des
cellules tumorales dans le carcinome hépatocellulaire et de diminuer la croissance de ces tumeurs
(Fujii et al 2007, Nambotin et al 2011). L'utilisation d’un récepteur Fzd7 soluble, in vitro et in vivo,
entraine l'inhibition de la voie canonique et sensibilise les cellules de carcinomes hépatiques a
d’autres chimiothérapies telles que la doxorubicine (Wei et al 2011). Enfin, Ueno et al. ont montré
que l'inhibition de Fzd7 in vitro par une stratégie d’ARN interférence entraine une diminution de la
viabilité des cellules et de leur activité d’invasion et que le siRNA-fzd7 pourrait étre un réactif

thérapeutique utilisé dans le traitement du cancer colorectal (Ueno et al 2009).

L'ensemble de ces données indiquent que les orthologues de Fzd7 sont capables de transmettre les

sighaux de la voie Wnt canonique et non-canonique en fonction du contexte au cours de

I'embryogeneése, de I'hnoméostasie des tissus adultes et en pathologie.
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Matériel et méthodes
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I.  Analyses in vivo

A. Génération et caractérisation des souris délétées pour fzd7
spécifiguement dans les cellules endothéliales

Afin d’étudier le réle de Fzd7 en biologie vasculaire, nous avons généré plusieurs lignées de souris
transgéniques. Ainsi, les souris transgéniques portant des séquences Flox encadrant la séquence
codante de fzd7 (exon2) notées fzd7"”/F ont été générées par le laboratoire et ont été élevées dans un
fond génétique C57BL6/). La cassette néomycine de cette construction a été enlevée par

F/F

recombinaison avec une flippase en croisant les souris fzd7”" avec des souris Flp. Les souris

F/F

homozygotes fzd7”" présentent un développement normal, sont viables et fertiles. Pour étudier
I'effet de la délétion spécifique de fzd7 dans les cellules endothéliales sur le développement
vasculaire, nous avons utilisés deux lignées de souris: la lignée Tie2-Cre (Kisanuki 2001) qui permet
une délétion spécifique constitutive de fzd7 dans les cellules endothéliales (mais également dans les
progéniteurs endothéliaux et les cellules myéloides) et la lignée PDGFb-Cre®™™ (notée PDGFb-iCre)
(Claxton et al 2008) qui permet une délétion spécifique de fzd7 dans les cellules endothéliales induite

ERT2

par l'injection de tamoxiféne. Les souris Tie2-Cre et PDGFb-Cre™ “ ont été élevées dans un fond

génétique fzd7”" et les males Tie2-Cre et PDGFb-Cre™'? ont ainsi été croisés avec des femelles fzd77"
pour donner des souris Tie2-Cre+, fzd7”/" (notées fzd7*“©) et PDGFb-Cre®™+, fzd7”* (notées
fzd7iECKO) qui sont délétées pour fzd7 dans 'endothélium et des souris Tie2-Cre-, fzd7”" (notées
fzd75"7) et PDGFb-Cre®™ ™, fzd77" (notées fzd7="") qui sont les contréles correspondants. Pour la
lignée PDGFb-Cre®™™, la délétion post-natale de fzd7 dans les cellules endothéliales a été induite par

I'injection de tamoxiféne (50l d’une solution a 5mg/mL) en intra-péritonéale a P1, P2 et P3 chez les

nouveaux nés. Les souris issues de ces croisements sont viables et fertiles (Figure 24).
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Figure 24:Génération des souris fzd7°"° et fzd
ont été générées par le laboratoire. Les souris homozygotes fzd

. (A) Les souris floxées pour le géne fzd7 (fzd7
77F ont été croisées avec des souris
exprimant la cre-recombinase sous le promoteur Tie2 pour générer des souris délétées pour fzd7 dans
les cellules endothéliales (souris Tie2-Cre+, fzd7™" ou fzd7°*°) et les souris contréles (souris Tie2-Cre-,
f2d77F ou fzd7°). (B) Les souris homozygotes fzd7™" ont été croisées avec des souris exprimant la
cre-recombinase sous le promoteur inductible PDGFb-i pour générer des souris délétées pour fzd7
dans les cellules endothéliales (souris PDGFb-iCre+, fzd7"" ou fzd7 %) et les souris contréles (souris

PDGFb-iCre-, fzd77 ou fzd7 ") apres injection de tamoxiféne.

Pour génotyper les souris issues de ces croisements, I’ADN d’un échantillon de queue provenant de
I'animal est extrait dans une solution de tampon de lyse (DirectPCR, Viagen) supplémentée en
protéinase K. Apres centrifugation, le surnageant contenant I’ADN extrait est soumis a une réaction

de polymérase en chaine (PCR). Les amorces utilisées pour la PCR ont été les suivantes (Tableau 6):

Géne Sens Séquence 5'-3'
Anti-sens
mTie2-Cre F TAAAGATATCTCACGTACTGACGGTG
B TCTCTGACCAGAGTCATCCTTAGC
mPDGFb-Cre F CCAGCCGCCGTCGCAACT
B GCCGCCGGGATCACTCTCG

Tableau 6: Liste des amorces utilisées pour le génotypage

Pour vérifier la spécificité et l'efficacité de la Cre-recombinase, nous avons croisé des souris
transgéniques exprimant la Cre sous le promoteur Tie2 ou PDGFb-i avec des souris transgéniques
Gt(ROSA)26Sortm4(ACTB-tdTomato,-EGFP)Luo/J exprimant un géne rapporteur et notées souris
mT/mG (A. Eichmann laboratory). Lorsque la Cre recombinase est exprimée sous le promoteur Tie2
et PDGFb-i, il y a excision de la casette tomato encadrée par des séquences Flox et expression de la
GFP par les cellules endothéliales. Ainsi, seuls les vaisseaux sanguins expriment la GFP et

apparaissent en vert, tandis que les autres tissus et cellules exprimant la tomato sont en rouge,
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montrant ainsi la spécificité et I'efficacité de recombinaison de la Cre sous nos deux promoteurs

(Figure 25).
A
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Figure 25: Expression de la Cre recombinase dans les cellules endothéliales. (A) Les souris
transgéniques exprimant la Cre recombinase sous le promoteur Tie2 ou le promoteur inductible
PDGFb-i ont été croisées avec des souris rapportrices Gt(ROSA)26Sortm4(ACTB-tdTomato,-EGFP)Luo/J
notées souris mT/mG. L’expression de la Cre recombinase se traduit par I’expression de la GFP et donc
I'observation d’une fluorescence verte. Seuls les vaisseaux sanguins dans les rétines de souris Cre+
sous le contréle du promoteur Tie2 a P5 (B) et du promoteur inductible PDGFb-i a P7 (C) expriment la
GFP montrant ainsi que I'expression de la Cre sous ces deux promoteurs est spécifique des cellules
endothéliales.
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Enfin, pour vérifier si la délétion de fzd7 sous le contréle des promoteurs Tie2-Cre et PDGFb-iCre se
traduit bien par une diminution d’expression du transcrit de fzd7 dans la rétine et dans les CE, des
qPCR ont été réalisées sur des rétines de souris fzd7°° ou fzd7*“° et leur contrdles respectifs & P7

(Figure 26 A-B), mais aussi dans les CE isolées a partir des poumons de ces souris (Figure 26 C).
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Figure 26: Forte diminution d’expression de fzd7 dans les rétines de souris délétées pour fzd7 dans
les CE vs souris contréles pour les deux lignées de souris. (A-C) Des qPCR réalisées sur des rétines de
souris fzd7°*C et fzd 7" a P7 pour la lignée Tie2-Cre (A), sur des rétines (B) et des CE isolées & partir
des poumons (C) de souris fzd7*%C et fzd7*““" & P7 pour la lignée PDGFb-iCre montrent une forte
diminution voire une extinction d’expression du transcrit de fzd7 chez les souris mutantes.

Nos résultats ont montré une forte diminution du transcrit de fzd7 dans les rétines des souris fzd 7"

et fzd7"*° comparées a leurs contrdles respectifs fzd7°" et fzd7 " pour les deux lignées Tie2-Cre
et PDGFb-iCre inductible. Les mémes résultats ont été retrouvés dans les ARNm des CE isolées a
partir des poumons de souris fzd7"%° vs fzd7*"". Ces deux modeles de souris sont valides et nous

ont permis de continuer notre étude sur le réle de Fzd7 dans la fonction vasculaire et I'angiogenése.

B. Souris délétées pour Dishevelled 1 (DVL1-/-)

Les animaux hétérozygotes pour Dishevelledl (DVL1+/-) (Lijam et al 1997) ont été élevés dans un
fond génétique C57BL6/J et ensuite croisés entre eux pour générer des souris délétées pour DVL1

(DVL1-/-) et leur contrdles (DVL1+/+).

Les amorces utilisées pour le génotypage par PCR des animaux issus de ce croisement ont été les

suivantes (Tableau 7):
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Géne Sens Séquence 5'-3'

Anti-sens
mbDvl1 WT F CGCCGCCGATCCCCTCTC

B TCTGCCCAATTCCACCTGCTTCTT
mDvl1 KO F CGCCGCCGATCCCCTCTC

B AGGCCTACCCGCTTCCATTGCTCA

Tableau 7: Liste des amorces utilisées pour le génotypage

C. Procédures chez I’'animal

Toutes les procédures chez I'animal ont été menées en accord avec les normes et réglementations

européennes et francaises en matiere d’expérimentation animale.

D. Injections intra-vitréenne et traitements chez la souris

Pour les injections intra-vitréennes, les souris ont été anesthésiées avec de l'isoflurane (Aerrane®,
Baxter). Des injections de 0,5ul ont été réalisées a I'aide d’une aiguille de 33 gauges et d’un micro-
injecteur UltraMicroPomp Ill avec un controleur Micro4 Controller (World Precision Instruments). Les
siRNA utilisés a une concentration de 100uM ont été injectés en intra-vitréen a P3 et P5 et les souris
ont été sacrifiées a P7 pour I'analyse du réseau vasculaire rétinien. Pour les expériences de réversion
de phenotype, les souris ont été injectées a P4 en intra-vitréen avec la protéine recombinante Dll4
(rDIl4, R&D) a une concentration de 4ug/ul ou avec une solution de PBS-0,5% BSA (pour les souris
contrdles) et les souris ont été sacrifiées a P5 pour I'analyse.

Le chlorure de lithium (LiCl, Merck) utilisé a 50mg/kg ou du PBS1X a été injecté en intra-péritonéal a

P5 et P6 et les souris ont été sacrifiés a P7 pour I'analyse.

E. Test de perméabilité in vivo: test de Miles

100uL de Bleu Evans ont été injectés en intra-veineux (veine de la queue) chez les souris. Apres
30min, les souris ont été anesthésiées avec 1,5% d’isoflurane et 100uL de PBS1X ou de VEGF (20ng)
ont été injectés en sous-cutanée. Aprés 30min, les souris ont été euthanasiées, des prélevements de
peau ont été réalisés puis placés dans une solution de formamide a 56°C pour extraire le bleu Evans.

L'absorbance du Bleu Evans extrait est lue a 630nm avec un spectrophotometre (Tecan).
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F. Modele d’irritation chronique de la peau

Une solution a 5% SDS/PBS1X a été appliquée sur la peau une fois par jour pendant 10 jours comme
décrit précédemment par Cramer et al. Les souris ont été euthanasiées et les échantillons de peau
prélevés et fixés dans une solution de PFA4%-PBS1X et enfin montés en paraffine. Une coloration a
I’'hématoxyline et a I'éosine a été réalisée pour I'analyse de I'épaisseur des échantillons de peau
prélevés. Les images ont été acquises avec un microscope droit Microphot FXA (Nikon) et les images

ont été quantifiées avec le logiciel Image J.

G. Modele de rétinopathie induite par I'oxygene (OIR)

Le modeéle de rétinopathie ischémique utilisé est le modele de rétinopathie induite par I'oxygéne
chez la souris appelé OIR (oxygen-induced retinopathy) (Smith et al 1994).

Les nouveau-nés ont étés maintenus a atmosphére ambiante (~21% d’0,) avec leurs méres, de la
naissance a 7 jours aprés la naissance (de PO a P7). De P7 a P12, les souris ont été placées dans un
caisson (Proox P110 A-Chamber, Biospherix) sous atmosphére contrdlée avec un pourcentage d’'0,
fixé a 75%, puis les souris ont été replacées a atmosphere ambiante (~21% d’0,) a P12. Les souris ont
été euthanasiées a P12, P14 ou P17 et les yeux ont été prélevés pour I'analyse aprés immuno-

marquages ou pour une analyse génique.

H. Immunohistologie

Pour les immuno-marquages réalisés sur des rétines in toto, les yeux des nouveaux nés ont été
prélevés a P5, P7, P9, P10, P12, P14, P15, P17 et P21, disséqués et marqués comme décrit
précédemment (Nature protocol Adams 2010). Brievement, les yeux sont prélevés, fixés dans du
para-formaldéhyde 4%-PBS1X (PFA 4%) et rincés au PBS1X. Une incision dans la cornée est pratiquée
pour enlever le cristallin. Puis, la cornée, la sclérotique et la couche rétinienne pigmentaire sont
retirées délicatement. Enfin, quatre incisions radiales profondes sont effectuées pour diviser la rétine
en quatre quadrants. Les rétines ont été marquées avec les anticorps suivants: anti CD31 (BMA), anti
Fzd7 (R&D), Isolectine-B4-FITC (Sigma), anti Collagéne IV (Santa cruz), puis étalées et montées entre

lame et lamelle avec du milieu de montage Vectashield (Vector).

Pour les essais de prolifération in vivo, une injection intra-péritonéale de 5-Bromo-2’-désoxy-uridine
(BrdU) (Sigma) (50ul d’'une solution a 5mg/ml) a été réalisée et les souris ont été sacrifiées 6h apres
injection a P7, P14 ou P17 pour étre analysées. Apres une fixation avec du PFA4%-PBS1X, les yeux ont

été disséqués et les rétines in toto ont été immuno-marquées avec un anticorps IB4 et anti-BrdU
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(Oxford Biotechno) selon le protocole suivant. Les rétines fixées sont incubées avec du HCl 2N puis
rincées avec une solution de borate puis du PBS1x avant d’étre incubées avec les anticorps cités ci-

dessus.

Pour évaluer I’hypoxie au sein de la rétine aprées OIR, une injection intra-péritonéale de pimonidazole
HCI (Hypoxyprobe™-1 Plus Kit) (50pl d’une solution a 1mg/ml) a été réalisée et les souris ont été
sacrifiées 1h30 apres injection a P12 pour étre analysées. Aprés une fixation avec du PFA4%-PBS1X,
les yeux ont été disséqués et les rétines in toto ont été immuno-marquées avec un anticorps

monoclonal FITC-Mab1 (Hypoxyprobe™-1 Plus Kit).

Pour les immuno-marquages sur des coupes cryogéniques, les yeux de nouveaux nés a P5 et P7 ont
été prélevés, fixés dans du PFA 4%-PBS, rincés en PBS1X, inclus dans I'OCT, congelés et coupés a
I"aide d’un cryostat. Les marquages immunofluorescents ont été réalisés sur les coupes cryogéniques
comme décrit précédemment avec les anticorps suivants: anti CD31 (clone BMA, clone MEC 13.3

Pharmingen), anti Fzd7 (Sigma, R&D) et anti B-caténine (Sigma).

l. Analyse des rétines de souris
1) Analyse de I'angiogenéese physiologique

Le réseau vasculaire rétinien a été analysé a P5, P7, P11, P15 et P21 aprés la naissance a 'aide d’un
microscope inverse a fluorescence (Axiovision, Zeiss). Les tip cells et les filopodes a P5 et P7 ont été
analysés plus précisément a I'aide d’un microscope confocal (Olympus FV 1000) et du logiciel Imaris

(Bitplane).

Le pourcentage de vascularisation sur rétine entiére, I'expansion radiale du réseau vasculaire
primaire (4 champs/rétine), le nombre de points de branchements par champs (8 champs/rétine), le
nombre de tip cells pour 100 um de vaisseaux (10 champs/rétine), le nombre de filopodes par tip cell
(8 champs/rétine) et les angles entre les filopodes et I'axe de migration de la tip cell (10
champs/rétine) ont été mesurés et quantifiés avec le logiciel Axiovision software (Zeiss). Pour les
mesures de prolifération, le ratio du nombre de cellules BrdU positives et IB4 positives sur le
pourcentage de vascularisation a été quantifié avec le logiciel Image J (8 champs/rétine). Pour
évaluer la régression des vaisseaux, le nombre de points de branchement B4 négatifs et collagéne IV

positifs par champs a été quantifié avec le logiciel Axiovision (Zeiss) (4 champs/rétine).
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2) Analyse de I'angiogenese pathologique apres OIR

Le réseau vasculaire rétinien a été analysé a P12, P14 et P17 apres la naissance a |'aide d’un
microscope inverse a fluorescence (Axiovision, Zeiss).

Le pourcentage de l'aire avasculaire, de I'aire hypoxique et de l'aire de néovascularisation sur rétine
entiere ont été mesurés et quantifiés avec le logiciel Axiovision software (Zeiss) comme décrit

précédemment (Connor et al 2009).

Il. Analyse in vitro

A. Isolement des cellules endothéliales primaires a partir des poumons de
souris

Les poumons ont été prélevés et rincés dans du PBS contenant du CaCl2 et MgCI2 (Gibco), coupés en
petits morceau et incubés pendant 45 min a 37 °C dans une solution de PBS Ca2+/Mg2+contenant de
la collagénase de type | (Sigma). La suspension a été triturée avec une canule, puis filtrée avec un
filtre de 70 um (BD) puis de 30 um (Miltenyi). Apres centrifugation, les cellules sont ensemencées en
boite de Pétri avec du milieu DMEM supplémenté en D-Valine et cultivées pendant plusieurs jours.
Les cellules sont ensuite trypsinisées et incubées avec les anticorps suivants: anti-CD31 (Pharmingen)
et anti-endogline (Santacruz). La suspension cellulaire est incubée avec des billes couplées avec des
IgG anti-rat (Microbeads Miltenyi). Apres lavages, les cellules sont séparées par colonne magnétique
(MACS MS columns, Miltenyi) selon les recommandations du fournisseur. La pureté des cellules
endothéliales a été vérifiée par immunomarquage avec I'anticorps anti-CD31 et par RT-qPCR. Les

cellules endothéliales isolées ont été enfin utilisées pour les expériences.

B. Culture cellulaire, transfection et traitements

Les cellules endothéliales murine MS1 (cellules issues des flots de pancréas) ont été cultivées dans un
milieu DMEM (Dubelco) supplémenté avec 5% de SVF (Hyclone). Les cellules endothéliales humaines
HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells) ont été cultivées dans un milieu EGM-2 (Lonza, CC-
3156) supplémenté d’un kit de facteurs de croissance EGM-2 Single Quots (Lonza, CC-4176). Les

cellules ont été déprivées dans un milieu DMEM 1% SVF/0.25%BSA avant chaque expérience.

Les fibroblates humains ont été cultivés dans un milieu DMEM (Dubelco) supplémenté avec 20% de

SVF (Hyclone) et de I’ascorbate de sodium (50pg/ml).
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Les cellules humaines HEK 293 (lignée dérivée de reins embryonnaires) ont été cultivées dans un

milieu DMEM (Dubelco) supplémenté avec 10% de SVF (Hyclone).

Les plasmides ont été transfectés avec I'agent de transfection Lipofectamine (Invitrogen) en suivant

les instructions du fournisseur.

Les siRNA ont été transfectés avec I'agent de transfection Interferin (Polyplus) a une concentration
finale de 30nM. Les oligonucléotides utilisés ont été construits par Ambion pour m-fzd7
(NM_008057): sens—GCC AUA UCA CGG CGA GAA Att; anti-sens—UUU CUC GCC GUG AUA UGG Ctg,
pour m-DVL3 (NM_007889): sens-GGA GAA UCU GGA CAA UGA Ctt; anti-sens-GUC AUU GUC CAG
AUU CUC Ctg et par Qiagen pour m-DVL1 (NM_010091): sens-GGG ACG GAA UGG ACA AUG AdTdT;
UCA UUG UCC AUU CCG UCC CdGdG, pour m-DVL2 (NM_007888): sens-GCC UUU GUU ACU CUA
UUU AdTdT; anti-sens-UAA AUA GAG UAA CAA AGG CdGdG et pour h-fzd7 (NM_003507): sens-CUC
CAA UCU UGC AAC ACU AdTdT; anti-sens-UAG UGU UGC AAG AUU GGA GdGdG. Les lentivirus ont
été transduits a une multiplicité d’infection de 30 (MOI) pour les MS1 et de 10 MOI pour les HUVEC.

L’activateur de la voie B-caténine, le chlorure de lithium (LiCl, Merck), a été utilisé a 20mM in vitro.
L'inhibiteur de la voie Notch, le DAPT (N-[N-(3,5- Difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-
Butyl Ester) (Sigma), a été utilisé a 100ng/ml in vitro. Pour les essais de migration et de perméabilité,

les cellules ont été activées avec du VEGF (Eurobio) a 50ng/ml ou 100ng/ml in vitro.

C. Essais de migration et de sprouting en 3D sur des cellules endothéliales

Pour les essais de migration, les HUVEC et MS1 ont été transfectées comme décrit ci-dessus et
ensemencées dans des inserts de culture (p-dish 35mm culture inserts, Ibidi) pour former une
monocouche confluente de cellules. Les cellules ont été déprivées avec le milieu approprié et l'insert
retiré au début de I'expérience. La migration des cellules a été observée 8h apres le début de la
migration. Le pourcentage d’aire recouverte par les cellules a été quantifiée avec les logiciels
Axiovision et ZEN (Zeiss). Les marquages des fibres de stress des cellules (F-actine) avec la

phalloidine-FITC a été analysé avec un microscope a fluorescence (Axiovision, Zeiss).

Pour les essais de sprouting dans un gel en 3 dimensions, les HUVEC ont été transduites avec les
lentivirus control-Ruby et control-GFP ou control-Ruby et shFzd7-GFP. Les cellules sont ensuite
incubées avec des billes coatées a la gélatine (Gelatin-coated microcarrier beads, Cytodex 3; Sigma)
pendant 5h. Quand les cellules ont bien adhérées aux billes et sont confluentes, un nombre constant
de billes coatées avec les HUVEC est inclus dans un gel de fibrine et transvasé dans des puits de

culture (p-slide angiogenesis plate, Labtek). Le gel de fibrine est préparé extemporanément par
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dissolution de fibrinogéne bovin (2,5mg/mL, Sigma) dans du milieu EBM2 supplémenté en aprotinine
(0,05 mg/mL; Sigma). La polymérisation du gel est induite par I'addition de thrombine (1,2 U/mL,
Sigma). Aprés 60min, des fibroblastes humains sont ensemencés au dessus du gel de fibrine et
cultivés en milieu EBM2. Le bourgeonnement («sprouting») et la formation de structure tubulaires
ont été observés et analysés a I'aide d’un microscope inverse (Axiovision, Zeiss) 48h apres. Le
nombre de sprouts par bille et le pourcentage de contribution aux tip cells ont ensuite été quantifiés

avec le logiciel Axiovision (Zeiss).

D. Test de perméabilité des cellules endothéliales

Pour étudier la perméabilité des cellules, un test de perméabilité a été réalisé a 'aide du FITC-
dextran (40kDa, Sigma) et des chambres de culture cellulaire Transwell (0,4um BD Bioscience). 48h
apres 'ensemencement, les cellules sont mises en milieu de déprivation 0% SVF, 0.25% BSA pendant
une heure. Les cellules sont ensuite activées avec du milieu a 1%SVF/0.25%BSA contenant du FITC-
dextran a 0.5mg/ml et du VEGF a 100ng/ml. Les puits contrdle contiennent uniquement du FITC-
dextran. Le milieu du puit inférieur est prélevé a différents temps (5, 15, 30 ou 60min). Les
échantillons obtenus sont analysés a l'aide du Infinite M200 Pro (Tecan) par lecture de la
fluorescence, afin de déterminer I'indice de fluorescence. La longueur d’onde d’excitation est fixée a
485nm et celle d’émission a 525nm. Les indices de fluorescence des échantillons sont alors comparés

au controle.

E. Test d’activation de la voie canonique

La transactivation de la B-caténine est mesurée a I'aide d’un systeme de gene rapporteur possédant
8 sites de fixation pour la B-caténine et codant pour une luciférase (Firefly Luciferase). Lorsque la B-
caténine est transloquée dans le noyau, elle se fixe sur sa séquence de fixation du géne rapporteur et
active ainsi la transcription de la luciférase. Son activité luminescente est mesurée au Tecan. Dans
cette expérience, les cellules HUVEC sont co-transfectées avec le plasmide codant pour le géne
rapporteur de la voie B-caténine (Super 8X TOP/Flash, Laboratoire Randal T. Moon), avec un autre
plasmide codant pour I'expression de la B-galactosidase qui permettra de normaliser les différentes
conditions (contréle de transfection). Aprés 48 h, I'activité luciférase est quantifiée en respectant le
protocole Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) a I'aide du réactif Luciferase assay
Reagent (LAR Il, Promega). La mesure de |'activité luciférase est réalisée sur 3 puits par condition a
I’aide du Tecan. Pour chaque condition, nous avons calculé le rapport de I'activité Firefly luciférase

sur I'activité B-galactosidase. Ce rapport est normalisé par rapport aux puits controles. Pour analyser
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le role de Fzd7 dans I'activation de la voie canonique suite a la fixation d’un ligand Wnt, nous avons
procédé de deux facons: d’une part en réalisant des co-cultures et d’autre part en utilisant des

surnageants de culture.

-Co-cultures: les cellules HUVEC sont d’abord transfectées avec les siRNA contréle ou siRNA
fzd7. 24h apres, les cellules CHO sont transfectées avec les plasmides codant pour Wntl ou pour
Wnt5A (produits au laboratoire) et, en parallele, les cellules HUVEC sont transfectées avec un
plasmide codant pour le rapporteur Super 8X TOP/Flash. 24h aprés transfection des plasmides les
CHO sont mises en co-culture avec les HUVEC. Le lendemain, les cellules sont lysées et I'activité

luciférase est quantifiée comme décrite précédemment.

-Surnageant Wnt3A (CM Wnt3a): le surnageant Wnt3A a été obtenu a partir de lignées
cellulaires exprimant le ligand Wnt3A (L Wnt3A CRL 2647). Le surnageant a été produit en suivant le

protocole de I'American Type Culture Collection (ATCC).

F. Immunomarquages sur cellules

Les cellules on été fixées avec du PFA2%-PBS1x puis perméabilisées avec une solution de Triton 0,2%-
PBS1X. Les cellules ont enfin été incubées avec les anticorps suivants: anti VE-cadhérine (humain,
Santa Cruz), anti VE-cadhérine (souris, Pharmingen), anti B-caténine (Sigma), anti B-caténine active

(Milipore), anti Myc (Upstate), anti a-tubulin (Sigma) et anti CD31 (souris, BMA).

G. Préparation des protéines et Western blot

Les Western blots ont été réalisés comme décrit précédemment (Descamps et al 2012). Brievement,
les protéines ont été lysées dans un tampon RIPA (NP-40 1 %, déoxycholate de sodium 0,5%, Sodium
Dodecyl Sulfate (SDS 0,1%, tampon tris pH8 5 mM) supplémenté en inhibiteurs de protéases ajoutés
extemporanément (aprotinine 1mM, leupeptine 10ug/ml, AEBSF 2 mM, benzamidine 1mM) ainsi
gu’un inhibiteur de phosphatases (orthovanadate 1mM). Les protéines ont été séparées par
électrophorése SDS-PAGE dans un gel de polyacrylamide puis transférées sur une membrane PVDF

(Milipore) par électro-transfert.

Les protéines ont été révélées avec les anticorps suivants: anti-B-caténine phosphorylée (clone 8E7,
Milipore), anti-B-caténine (Sigma), anti- a-tubulin (Sigma), anti VE-cadhérine (Santa Cruz), anti GSK-
3p totale (Euromedex), anti phospho-GSK-3B (Ser9) (Cell signaling), anti Myc (Millipore), anti-NICD
(Notchl activated intracellular domain, Abcam), anti-EphB4 (Santa Cruz) and anti-ephrin-B2 (Santa

Cruz). La révélation a été faite avec le systeme Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).
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La quantification des immunoblots a été réalisée avec le logiciel Image J et les valeurs obtenues lors

de ces quantifications ont été normalisées a la quantité d’a-tubuline.

H. Immunoprécipitation des protéines

Quarante-huit heures apres la transfection des HEK 293, les cellules sont lysées dans 1 ml de tampon
RIPA supplémenté en inhibiteurs de protéases ajoutés extemporanément. Afin de décrocher au
mieux Fzd7 de la membrane, les échantillons sont aussi soumis a un broyage avec des billes. Apres
centrifugation, le surnageant est récupéré et 450 pul de ce surnageant sont mis a incuber avec un
anticorps anti-Myc (Euromedex, clone 4A6), un anticorps anti VE-cadhérine (anticorps anti-Cad3, D.
Gulino-Debrac, University of Grenoble, France), ou un anticorps anti-phospho Tyr (4G10) sous
agitation pendant 3h a 4°C. Parallelement, 40 pl de billes couplées a des protéines G (Santa Cruz)
sont lavées pendant 1 h dans du PBS1X. Une fois centrifugé, le culot de billes est mis en présence de
la solution (échantillon + anticorps) et I'ensemble est mis a incuber toute la nuit, a 4°C, sous
agitation. Le lendemain, plusieurs lavages au PBS1X suivis de centrifugations a 2500 tours/min, a 4°C,
se succeédent. Le dernier culot est repris dans 80 ul de tampon d’échantillon a 2x, bouillis a 95°C
pendant 5 min, puis centrifugé une derniere fois. Le surnageant récupéré correspond par exemple
aux échantillons immunoprécipités avec I'anticorps anti-Myc, c'est-a-dire ayant fixé |'étiquette Myc
(et donc Fzd7). Ainsi, 20 ul de chaque condition sont déposés et soumis a une électrophorése SDS-
PAGE, ainsi que 20 pl d’échantillons totaux non immunoprécipités. Ces dép6ts permettent de vérifier
que les cellules expriment bien les constructions transfectées. Chaque condition est révélée par un

anticorps anti-VE-cadhérine (Santa Cruz) ou B-caténine (Sigma).

I. Constructions: plasmides et lentivirus

Les constructions des plasmides utilisés pour les immunoprécipitations ont été obtenues au prés de
différents laboratoires: pcDNA3.1(2)dsRed VE-cadherin (Dr D. Gulino-Debrac, Université de Grenoble,
France), pCRD-Fzd7myc-GPI (Dr Jeremy Nathans, Johns Hopkins Université de Baltimore), pmFzd7-
myc (Dr M. Moncougquiol, Institut Magendie, Bordeaux, France) et pcDNA3.1(2) ACRD mFzd7-myc qui

a été produit par notre laboratoire.

Les séquences B-catenin (plasmide pTRIP-B-cat provenant de chez MA Buendia, Institut Pasteur,
France), B-catenin deltaNC, B-catenin T41A, MND eGFP mFZ7, TMEW GFP, shRNA FZ7-712 eGFP et
MND Ruby ont été clonées dans le vecteur lentiviral pRRLsin-MND-MCS-WPRE par le laboratoire. Les

préparations de lentivirus ont été produites par la plateforme de lentivirus de Bordeaux 2.
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J. Préparation des ARN et gPCR

Les tissus de souris ou les cellules ont été lysés et homogénéisés dans du TRI-REAGENT™

(Euromedex) et les ARN ont été extraits par une méthode phénol/chloroforme selon le protocole du

fournisseur. Les ARN ont ensuite subi un traitement DNase (Qiagen), puis sont dosés a I'aide d’un

NanoQuant Plate Infinite M200 Pro (Tecan). Les qPCR ont été réalisées comme décrit précédemment

(Descamps et al 2012). Toutes les expériences ont été réalisées en triplicata. Les résultats sont les

AACt, normalisés par rapport a I'expression de la B-actine et calculés selon la méthode décrite par

K.J. Livak et al. (Livak & Schmittgen 2001). Les séquences des amorces utilisées en qPCR sont listées

ci-dessous (Tableau 8):

Geéne Sens Séquence 5'-3'

Anti-sens
m beta-actine F ATTTCTTTTGACTTGCGGGC

B GGAGGAGCTGGAAGCAGCC
m fzd7 F ATACCGCAGTTTCCCCCTTG

B GCCCCGACTTTACAGTCTTC
m beta-caténine F GTACGCACCATGCAGAATAC

B TGGAGCAGGAGATTATGCAG
m Axin2 F AACCTATGCCCGTTTCCTCT

B CTGGTCACCCAACAAGGAGT
m Lefl F CACTGACAGCAACCTTACCCTGAG

B CGGCTTTCTTTTTGGAAGTCGG
m cyclinD1 F AGTGCGTGCAGAAGGAGATT

B CACAACTTCTCGGCAGTCAA
m DIll4 F TGGCAATGTCTCCACGCCGG

B TGTTCGCCAAATCTTACCCACAGCA
m Jagged1 F AGTGCATGTGTCCCGGTGGC

B CCGTCCACACAGGTCCCGCTA
m Notch1 F ACACGGATGAGTGCGCCAGC

B ACACGGATGAGTGCGCCAGC
m Notch4 F TGCGAACATGGCGGCTCCTG

B GCGCCGGTGAATCCAGGAAGG
m Heyl1 F TCCATGTCCCCAACGACATC

B GCAGTGTGCAGCATTTTCAG
m Hey2 F CCAATTCACCGACAACTACC

B GCCTGGAGCATCTTCAAATG
m Nrarp F CCGCCTAGCTAACCGCGACG

B TGGCCGCGTACTTGGCCTTG
m EphrinB2 F AAGCCAAAGGTCAAACAGG

B CACGGCCATAAACCAAAAAC
m EphB4 F AATGCCACAGCCTTAGACAG

B AGAATCCCCTTCCAAGCACC
m MMP2 F TTCGCTCGTTTCCTTCAACC
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B ACTGGGCATGATCTGCACAG
m MMP9 F ACCACATCGAACTTCGACAC

B ATACAGCGGGTACATGAGCG
m VEGF-A F CTCCAGGGCTTCATCGTTA

B CAGAAGGAGAGCAGAAGTCC
m VEGF-C F CTGGCGTGTTCCCTGCTCGC

B ACCGCAACTGCTCCTCCAGGT
m VEGF-R1 F TACGAAAAGTCCGTGTCCTCGC

B AGCCACCACCAATGTGCTAACC
m VEGF-R2 F GCCTACCTCACCTGTTTCCTGTATG

B TTACTTCTGGTTCCTCCAATGGG
m VEGF-R3 F TGGCACTGGCGTCATCGCAG

B CACCTCCCCGGGGTCCATGA
m Norrin F GTGAGGGGCACTGCAGCCAG

B CAGCGCAGACGCAGAGCCTT
m Fzd4 F TTCCTTTGTTCGGTTTATGTGCC

B CTCTCAGGACTGGTTCACAGC
m Lrp5 F AAGGGTGCTGTGTACTGGAC

B AGAAGAGAACCTTACGGGACG
m Plvap F GCTGGTACTACCTGCGCTATT

B CCTGTGAGGCAGATAGTCCA
m Dvi1 F TATGTCTTTGGCGACCTGTGC

B TGCTCTTGCTCCCTTCACTCTG
m DvI2 F GTAGGCGAGACGAAGGTGATTTAC

B TTGAAGCAAGGTAGGCGGGCATTG
m Dvi3 F TTTGGGGTGGTGAAGGAAGAG

B TCTCCGTGTCATTGTCCAGATTC
h beta-actine F GGAGGAGCTGGAAGCAGCC

B GCTGTGCTACGTCGCCCTG
h Fzd7 F GAAAAGAACTGCTGGGTGGG

B GCCCGTACCTTTGACGATTC
h MMP2 F GCCCAAGAATAGATGCTGAC

B GGAGAAGAGCCTGAAGTGTG
h MMP9 F ACGTGACCTATGACATCCTG

B TCCTCCCTTTCCTCCAGAAC

Tableau 8: Liste des amorces utilisées en gPCR

K. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés comme les moyennes * écarts types ou les moyennes * min/max.
L'analyse statistique des résultats a été réalisée par une comparaison de moyennes (variables
continues entre deux groupes) suivie d’un T-test non paramétrique et non apparié (Man Whitney)
avec le logiciel Graphpad PRISM3. Les valeurs inférieures a p<0.05 ont été considérées comme

statistiquement significatives.
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Résultats
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Partie 1: Frizzled7 controle la perméabilité vasculaire via la voie de
signalisation Wnt/canonique et une interaction avec les complexes des

jonctions cellulaires endothéliales

I. Contexte scientifique

La fonction premiere de I'endothélium est de former un réseau vasculaire qui permet
d’apporter I'oxygene et les nutriments a tous les tissus de I'organisme dont ils ont besoin pour étre
fonctionnels. Ce réseau vasculaire est constitué de cellules endothéliales qui sont jointives et
assurent un niveau de perméabilité physiologique qui est adapté au passage du flux sanguin via leurs
complexes de jonctions adhérentes. Ces complexes font intervenir notamment la VE-cadhérine,
protéine membranaire, qui permet la liaison avec les protéines caténines (a, B, y ou p120) (Dejana et
al 2009). Dans certaines conditions pathologiques incluant les maladies ischémiques, I'inflammation
chronique ou aigiie ou la formation de tumeurs, de nombreux facteurs sont sécrétés et entrainent
une augmentation chronique et prolongée de la perméabilité paracellulaire endothéliale qui peut
conduire a une altération de l'intégrité vasculaire, induire des fuites de liquides vers le milieu
extracellulaire (notamment des hémorragies, des cedemes) et entrainer des dysfonctions d’organes

(Weis 2008).

Les voies de signalisation Wnt/Frizzled, comme décrit précédemment, sont connues pour
jouer des réles multiples et importants dans des processus physiologiques et pathologiques divers
(Clevers & Nusse 2012). D’autres part, des données récentes dans le domaine de la biologie
vasculaire ont permis de montrer que différents composants de ces voies interviennent dans la
régulation de la différenciation, de la prolifération, de la survie, de la polarité et des jonctions des

cellules endothéliales (Dejana 2010, Franco et al 2009).

Notre laboratoire a établi le réle de cette voie Wnt/Frizzled dans la formation et la
morphogeneése vasculaire en utilisant un régulateur de cette voie: sFRP1. Il a apporté la preuve que
sFRP1 est exprimé dans les petits vaisseaux en formation, joue un réle majeur dans la prolifération,
migration et différenciation des cellules vasculaires et est un facteur pro-angiogénique (Dufourcq et
al 2002, Dufourcq et al 2008a, Ezan et al 2004). De plus, les précédents résultats du laboratoire ont
montré que plusieurs récepteurs Fzd (Fzd4 et Fzd6) sont présents dans le réseau vasculaire et que les
souris délétées pour fzd4 présentent de larges anomalies vasculaires (Descamps et al 2012). D’autre
part, le laboratoire et d’autres équipes ont démontré que Fzd7 est exprimé par les cellules

endothéliales et que sa déplétion induit une augmentation de I'adhésion des CE avec une
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réorganisation du cytosquelette (Dufourcq et al 2008b). Plusieurs travaux ont démontré le role
important de ce récepteur dans le développement (Djiane et al 2000), le renouvellement et la
différenciation des cellules souches (Melchior et al 2008) et la progression des cancers (King et al
2012), cependant rien n’est connu en ce qui concerne son role potentiel dans le développement

vasculaire.

Il. Objectif de I’'étude

Apreés avoir mis en évidence que Fzd7 est exprimé au niveau des jonctions endothéliales et
interagit avec la VE-cadhérine, nous avons étudié le role et le mécanisme d’action de Fzd7 dans le
controle de la perméabilité des cellules endothéliales in vitro et in vivo. Nous avons ensuite
caractérisé le mécanisme par lequel Fzd7 contréle la perméabilité endothéliale et les jonctions

adhérentes via une régulation de la B-caténine et de la VE-cadhérine.

lll. Stratégie

Pour étudier le role spécifique de Fzd7 dans I'endothélium in vivo, nous avons généré des

7ECKO)

souris délétées pour le gene fzd7 spécifiquement dans les cellules endothéliales (souris fzd en

utilisant le systéme Cre-Lox sous le controle du promoteur Tie2.

L'impact de cette délétion a été analysé dans 3 conditions:
e Un modele de perméabilité physiologique sans activateur: test de Miles
e Un modele de perméabilité induite par le VEGF: test de Miles
e Une modéle de perméabilité en conditions inflammatoires: modele d’irritation
chronique de la peau
In vitro, 'impact de la déplétion de fzd7 par des stratégies de siRNA a été abordé par des
tests fonctionnels de perméabilité paracellulaire et par I'analyse des jonctions adhérentes impliquant
la VE-cadhérine et la B-caténine.
Pour étudier les mécanismes moléculaires, les voies d’activations intracellulaires ont été
abordées par des expériences de géne rapporteur et I'analyse de I'expression génique et protéique
de cibles. Enfin, des expériences de «rescue» pharmacologique ont permis de démontrer le lien entre

Fzd7, la voie canonique et le maintien de I'intégrité vasculaire.
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IV. Résultats

Dans cette étude, nous avons démontré que Fzd7 est un composant essentiel des jonctions
adhérentes dans les cellules endothéliales et interagit avec la VE-cadhérine via son domaine
intracellulaire. Nous avons mis en évidence que la délétion de fzd7 dans les CE, entraine une
augmentation de la perméabilité endothéliale en condition physiologique, apres activation au VEGF
et en conditions inflammatoires. In vitro, nos expériences ont montré que la signalisation induite par
Fzd7 régule la perméabilité paracellulaire, I'organisation des jonctions adhérentes ainsi que
I’expression de la VE-cadhérine et de la B-caténine. En effet, nos résultats indiquent que Fzd7 active
la voie de signalisation Wnt canonique (dépendante de la B-caténine) et est capable de contréler les
jonctions cellule-cellule médiées par la VE-cadhérine via la régulation des niveaux d’expression de la

B-caténine et de la VE-cadhérine.

V. Discussion

Une augmentation importante de la perméabilité induite par des conditions inflammatoires
ou ischémiques peut entrainer une altération de la perfusion et ainsi conduire a la formation
d’cedémes et a la compression des tissus (Weis 2008). Ainsi, une meilleure compréhension des
mécanismes qui participent a la régulation des jonctions adhérentes des cellules endothéliales est
indispensable au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour réguler
spécifiqguement I’hyperperméabilité observée dans les pathologies cardiovasculaires, oculaires, les
cancers et maladies inflammatoires.

Comme décrit précédemment, des études ont montré le role des voies Wnt/Fzd dans la
vascularisation au cours du développement ou des pathologiques ischémiques (Dejana 2010, Franco
et al 2009). Cependant, rien n’a été décrit en ce qui concerne le réle de Fzd7 dans I'angiogenése.
Dans cette étude, nous avons mis en évidence que Fzd7 est un composant des jonctions adhérentes
dans I'endothélium et que la voie Wnt/Fzd et les jonctions adhérentes sont interconnectées pour
réguler l'intégrité de I'endothélium. La délétion de Fzd7 altére fortement la perméabilité des CE in
vivo et in vitro, I'organisation des jonctions adhérentes, ainsi que |‘expression et |'association aux
jonctions de la B-caténine et de la VE-cadhérine. Ce travail a permis de démontrer pour la premiere
fois un lien entre la voie Wnt canonique induite par Fzd7 et I'expression de la B-caténine et de la VE-
cadhérine dans la cellule endothéliale.

Notre étude montre que Fzd7 est exprimé au niveau des points de contact cellule-cellule et
co-localise avec les complexes B-caténine/VE-cadhérine. Nos expériences d'immunoprécipitation

avec différents mutants indiquent que Fzd7 interagit avec la VE-cadhérine via son domaine
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intracellulaire. Ces résultats sont en accord avec un travail récent qui a montré que Fzd7 interagit
avec la protocadhérine axiale PAPC ou la cadhérine atypique Flamingo pour contréler I'adhésion
cellulaire chez le Xénope, suggérant que Fzd7 pourrait participer au maintien des jonctions
adhérentes dans I'endothélium (Kraft et al 2012).

Pour étudier le réle de Fzd7 dans I'angiogenése, nous avons générées des souris délétées
pour fzd7 spécifiguement dans I'’endothélium en utilisant une stratégie Cre-Lox régie par le

promoteur Tie2 (souris notées fzd7°°

). Nos résultats indiquent que la signalisation de Fzd7 est
essentielle a I'intégrité et au controle de la perméabilité vasculaire. La délétion de fzd7 dans les CE
entraine une augmentation de la perméabilité dans différents contextes:

e Perméabilité basale physiologique dans des tissus sains

e Hyperperméabilité aiglie en réponse au VEGF

e Hyperperméabilité chronique qui caractérise les pathologies angiogéniques.
De plus, l'altération de l'intégrité vasculaire corréle avec une augmentation de la perméabilité
paracellulaire observée in vitro aprés la délétion de fzd7. Nos résultats démontrent ainsi que la

signalisation de Fzd7 joue un role clé dans la vascularisation chez I'adulte en contrélant la

perméabilité de I'endothélium.

La perméabilité de I'endothélium est régulée en partie par I'organisation dynamique des
complexes jonctionnels VE-cadhérine/B-caténine. Un changement de la structure et de la
composition de ces jonctions adhérentes peut avoir des effets importants sur la perméabilité
vasculaire (Dejana & Giampietro 2012). Le role de Fzd7 sur la régulation de I'expression des
cadhérines a été décrit dans le cancer. La délétion de Fzd7 entraine ainsi une persistance de I'état
mésenchymal corrélée a une diminution d’expression de I'E-cadhérine et de la prolifération (Vincan
et al 2007a). En biologie vasculaire, une modification d’expression ou de la fonction de la VE-
cadhérine altére sévérement la morphogenése vasculaire chez I'embryon et la perméabilité
vasculaire chez I'adulte (Corada et al 1999).

Notre travail montre pour la premiere fois un lien direct entre un récepteur Fzd et les
composants des jonctions adhérentes au sein de la CE. La délétion de fzd7 induit une altération de
I’organisation des jonctions et une diminution de I'expression de la VE-cadhérine et B-caténine au
niveau jonctionnel. De plus, nous avons démontré que la délétion de fzd7 modifie la phosphorylation
sur des tyrosines de la VE-cadhérine et de la B-caténine qui est associée a la dissociation des
jonctions qui n’assurent plus leur fonction de barriére. Au cours de ce travail, nous nous sommes
principalement focalisés sur le réle de la voie Fzd/B-caténine sur |'organisation des jonctions
adhérentes et le contréle de la perméabilité. Cependant, d’autres protéines de jonctions cellulaires

pourraient étre régulées par Fzd7. De nombreuses études ont suggéré que les jonctions serrées sont
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connectées avec les jonctions adhérentes et régulent leur organisation (Wallez & Huber 2008). Au
cours de notre étude, aucune modification de la claudine5 (protéine des jonctions serrées) n’a été
observée apres délétion de fzd7. De maniere intéressante, I'inhibition de I'expression de fzd7 par
siRNA entraine une altération de la distribution de la protéine ZO-1 in vitro. Cette protéine est
capable de s’associer a différentes protéines des jonctions serrées (claudines, occludines) ou a des
molécules d’adhésion, suggérant que la délétion de fzd7 pourrait également altérer I'organisation de

ces jonctions serrées.

Selon le contexte cellulaire et tissulaire, Fzd7 est capable d’orchestrer différents processus
via I'activation des voies canonique et/ou non canoniques (Medina et al 2000). Dans notre étude,
nous mettons en évidence que Fzd7 active la voie Wnt canonique. La déplétion de fzd7 in vitro dans
les CE induit une diminution de I'activité transcriptionnelle de la B-caténine et de I'expression des
génes cibles de la B-caténine, en condition basale ou aprés activation avec les ligands Wntl et
Wnt3A. De plus, I'activation de la voie Wnt canonique par un traitement avec le LiCl ou la
surexpression de la B-caténine restaure la perméabilité, prévient la diminution d’expression de la B-
caténine et de la VE-cadhérine ainsi que la désorganisation des jonctions adhérentes induites par la
délétion de fzd7. Ces résultats démontrent que Fzd7 dans I’endothélium participe au contréle de la
perméabilité endothéliale via la voie Wnt canonique. La diminution d’expression protéique de la B-
caténine pourrait étre due a un défaut de signalisation de Fzd7 qui entrainerait une augmentation de
I'activité du complexe de dégradation de la B-caténine. De plus, la délétion de fzd7 entraine une
diminution du transcrit de la B-caténine suggérant que Fzd7 est capable de réguler les différents
niveaux d’expression intracellulaire de la B-caténine et affecte a la fois I'activité transcriptionnelle de
la B-caténine et sa fonction au niveau des jonctions. Des études génétiques utilisant différents
animaux mutés pour Wnt7a, Wnt7b ou la B-caténine ont démontré un réle central de la voie Wnt
canonique dans la vascularisation du systeme nerveux central mais également chez I'embryon pour
la B-caténine (Cattelino et al 2003, Daneman et al 2009, Liebner et al 2008). Méme si les mécanismes
de régulation de la perméabilité vasculaire n’ont pas été encore entierement élucidés, nos résultats
tendent a prouver que la voie Wnt/Fzd/B-caténine est nécessaire au contréle de la perméabilité et au
maintien de I'intégrité vasculaire chez I'adulte et dans des vaisseaux sanguins n’appartenant pas au

systeme nerveux central.

En conclusion, I'ensemble de nos données contribue a mieux comprendre la signalisation
Wnt/Fzd en démontrant un role nouveau du récepteur Fzd7 dans I'endothélium. Cette étude a
permis de mettre en évidence que Fzd7 régule la perméabilité paracellulaire via la voie Wnt

canonique et montre une connexion directe entre la voie canonique et les jonctions adhérentes
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dépendantes de la VE-cadhérine. Cette nouvelle voie Wnt/Fzd7 pourrait étre la cible de nouvelles
stratégies thérapeutiques visant a diminuer spécifiguement I’"hyperperméabilité observée dans les

pathologies ischémiques, au cours d’une inflammation chronique ou dans les cancers.
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Partie 2: Frizzled7 contrdle I’angiogenése post-natale via la voie Wnt/B-
caténine canonique de maniére dépendante et indépendante de la voie

DIl4/Notch

I. Contexte scientifique

Les voies de signalisation Wnt/Frizzled sont connues pour jouer un rble important dans de
multiples processus physiologiques et pathologiques (Clevers & Nusse 2012). De récents travaux dans
le domaine de la biologie vasculaire ont mis en lumiére I'importance de nombreux composants de
ces voies dans le controle de la biologie des cellules endothéliales et notamment dans la régulation
de la différenciation des cellules souches, de la prolifération, de la survie, des jonctions cellulaires et
de la polarité (Dejana 2010, Franco et al 2009). Différentes stratégies utilisant des animaux mutants
pour frizzled4, Lrp5, Lefl et Norrin ont été utilisées pour abroger la voie de signalisation Wnt
canonique et étudier I'impact sur I'angiogenése post-natale dans la rétine. La délétion de ces
composants des voies Wnt entraine des altérations similaires du réseau vasculaire, telles qu’une
absence de capillaires intra-rétiniens, des défauts d’organisation vasculaire, des anastomoses-

artério-veineuses et des hémorragies intraoculaires (Junge et al 2009, Xia et al 2010, Xu et al 2004).

Des interactions génétiques entre les voies de signalisation Wnt/Fzd et Notch ont été décrites au
cours du développement embryonnaire (Hayward et al 2008). Plus récemment un lien entre ces deux
voies a été suggéré dans le développement vasculaire. La B-caténine active I'expression de DIl4
(Corada et al 2010). D’autre part Nrarp, qui inhibe en retour la voie Notch, active au contraire Lefl au
cours de I'angiogenése (Phng et al 2009). Bien que les acteurs de la voie Wnt canonique modulent les
acteurs de la voie Notch et réciproquement, actuellement, la plupart des mécanismes moléculaires
qui relient la signalisation Wnt et Notch sont en aval des récepteurs Fzd. Ainsi les interactions entre

les récepteurs Frizzled et la signalisation Notch au cours de I'angiogenése restent encore inconnues.

Récemment, nous avons démontré que Fzd7 est exprimé par les cellules endothéliales et
controle I'intégrité vasculaire via I'activation de la voie dépendante de la B-caténine (Ferreira Tojais
et al 2014). Ainsi, nous avons émis I'hypothése que Fzd7 serait essentiel au développement
vasculaire post-natal et pourrait étre le lien entre la voie de signalisation de la B-caténine et

I’activation de la voie Notch.
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Il. Objectif de I'étude

L'objectif de cette étude a été d’étudier I'impact de la délétion de fzd7 sur I'angiogenese post-
natale de la rétine chez la souris et de déterminer si Fzd7 est le lien manquant entre les voies de

signalisation Wnt canonique et Notch au cours de ce processus.

lll. Stratégie

Pour cette étude plusieurs lignées de souris transgéniques ont été utilisées:
e lalignée constitutive délétée pour fzd7 dans les CE sous le promoteur Tie2-Cre
e lalignée inductible délétée pour fzd7 dans les CE sous le promoteur PDGFb-iCre

e lalignée délétée pour DVL1, partenaire intracellulaire de la voie Wnt canonique

L'impact de la délétion de fzd7 et de DVL1 sur I'angiogenése a été évalué dans le modele du
développement vasculaire post-natal dans la rétine chez la souris.
L'étude du phénotype vasculaire a été réalisée par analyse du réseau vasculaire aprés marquages
immunofluorescents, mais également par une analyse de la modification génique.
Afin de déterminer les voies d’activation contrblées par fzd7 au cours de l'angiogenése, des
stratégies d’activation ou d’inhibition des voies de signalisation Wnt canonique et Notch par des
agents pharmacologiques (LiCl, rDIl4, DAPT) ont été menées in vivo et in vitro pour observer ou non
la réversion des phénotypes.
Enfin, des tests fonctionnels in vitro ont permis de caractériser le réle de Fzd7 dans la sélection des

tip/stalk cells et dans la migration cellulaire.

IV. Résultats

A. Expression et localisation du récepteur Frizzled7 dans la rétine chez la
souris

L’expression de ’ARNm de Fzd7 a été étudiée par gPCR dans des rétines de souris contrbles C57BI6/)

a5,7,15 et 21 jours apres la naissance (P5, P7; P15 et P21) (Figure 27).
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Figure 27: Cinétique d’expression
de 'ARNm de Fzd7 par qPCR
dans la rétine de souris C57BL6/J
a P5, P7, P15 et P21. Expression
normalisée par rapport a la 8-
actine.

MRNA expression of fzd7

Les résultats indiquent que Fzd7 est exprimé dans la rétine au cours de la vascularisation post-natale.
L'expression de Fzd7 augmente entre P5 et P15 au fur et a mesure que le réseau vasculaire se forme,
atteint un maximum d’expression a P15 lorsque les trois plexus se sont formés, puis diminue a P21

lorsque le réseau vasculaire rétinien est complet, remodelé et mature.

Parallelement, nous avons étudié I'expression de la protéine Fzd7 dans le réseau vasculaire de la
rétine. Pour cela, des co-marquages immunofluorescents de Fzd7 et des vaisseaux sanguins
(anticorps CD31) ont été réalisés sur des coupes cryogéniques d’yeux de souris C57BL6/J a P7 (Figure

28).

CD31/ /IDAPI

Figure 28: Expression de la protéine Fzd7 dans le réseau vasculaire de rétine de souris C57BL6/J a
P7. Fzd7 est exprimé par les cellules endothéliales du réseau vasculaire rétinien a P7. Images
obtenues avec un microscope confocal, objectif X63. Co-marquage Fzd7 (vert) et cellules endothéliales
(CD31, rouge), noyaux (DAPI, bleu). V: humeur vitrée.
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Les images ont été acquises et analysées avec un microscope confocal et montrent que la protéine

Fzd7 est exprimée par les cellules endothéliales du réseau vasculaire de la rétine a P7.

Afin d’étudier plus précisément la localisation de la protéine Fzd7 dans le réseau vasculaire rétinien,

des co-marquages immunofluorescents de Fzd7 et des vaisseaux sanguins ont été réalisés in toto sur

des rétines de souris C57Bl6/J a P7.

Rétine P7

Plexus capillaires Plexus capillaires

Stalk cells

Figure 29: Localisation de la protéine Fzd7 dans le réseau vasculaire de rétine de souris C57BL6/J a
P7. Fzd7 est exprimé par le réseau de capillaires et est plus finement exprimé par les stalk cells et les
tip cells Images obtenues avec un microscope confocal. Co-marquage Fzd7 (rouge) et vaisseaux

sanguins (Isolectine B4, IB4, vert). Le canal Merge (blanc) est obtenu aprés une analyse de la
colocalisation entre Fzd7 et IB4 par le logiciel Imaris Coloc.
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L’analyse des images par microscopie confocale apres une reconstruction en 3 dimensions (Logiciel
Imaris) montre que Fzd7 est exprimé par le réseau de capillaires mais également par les stalk cells.
Cependant, I'expression de Fzd7 n’est pas spécifique du réseau vasculaire, un marquage est aussi
observé dans des zones IB4 négatives. Au niveau des tip cell situées au front de bourgeonnement du
plexus vasculaire en formation, I'expression de Fzd7 est toujours punctiforme mais plus faible.
L’analyse de la colocalisation par microscopie confocale (logiciel Coloc Imaris) montre que Fzd7 est
bien exprimé dans les structures IB4 positives (merge) (Figure 29).

En conclusion, I'ensemble de ces résultats prouvent que Fzd7 est exprimé dans la rétine au cours de
la vascularisation post-natale de ce tissu et atteint un pic d’expression a P15, c'est-a-dire lorsque les
trois plexus vasculaires rétiniens sont formés. D’autre part, Fzd7 est exprimé par le réseau vasculaire

de la rétine au niveau du réseau de capillaires, mais également dans les tip cells et les stalk cells.

B. Fzd7 contrble I'angiogenese post-natale de la rétine chez la souris

Pour analyser le r6le potentiel de Fzd7 dans I'angiogenése physiologique, le modéle d’étude
gue nous avons choisi est la vascularisation post-natale de la rétine chez la souris, qui est un modele
validé, largement utilisé et bien décrit.

Afin d’étudier lI'impact de la délétion spécifique de fzd7 dans I'endothélium sur
I’angiogenese, nous avons générés et utilisés deux lignées de souris spécifiquement délétées pour
fzd7 dans les cellules endothéliales: la lignée constitutive Tie2-Cre et la lignée inductible PDGFb-iCre.

La validation de ces deux lignées a été détaillée dans la partie Matériel et méthodes.

1) Analyse du phénotype vasculaire rétinien pour la lignée Tie2-Cre

Pour étudier le phénotype vasculaire des souris délétées pour fzd7 dans les cellules endothéliales

N . . . 7 E . . .

sous le contrdle du promoteur Tie2-Cre (souris Tie2-Cre+, fzd7”" notées fzd7°**°) ainsi que les souris
A P F/F . ECWTy - A .

controles (souris Tie2-Cre-, fzd7”" notées fzd7-""") issues du méme croisement, des marquages du

réseau vasculaire ont été effectués in toto a I'aide d’un anticorps CD31 sur des rétines de souris a P5

et P7 (Figure 30).

7% 3 P5 et a P7 présentent une

Nos résultats indiquent que les rétines de souris mutantes fzd
diminution importante du pourcentage de vascularisation du plexus primaire (Figure 30, A et C) ainsi
gu’une diminution de I'expansion radiale du réseau vasculaire primaire (distance en um du nerf
optique vers la périphérie du plexus en formation) (Figure 30, B et D) comparées aux rétines de
souris fzd7*"". Ces données indiquent que la délétion de fzd7 sous le contrdle du promoteur Tie2

entraine un retard de formation du plexus vasculaire primaire.
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Figure 30: Retard de formation du plexus vasculaire primaire & P5 et P7 dans les souris fzd7*° vs

f2d75"", (A-B) A P5, une diminution du pourcentage de vascularisation (A) et de I'expansion radiale
du plexus vasculaire primaire en um (B) est observée dans les rétines de souris fzd7°“° vs fzd7""".
f2d7*Y" n=6; f2d7°“° n=8. (C-D) A P7, une diminution du pourcentage de vascularisation (C) et de
I’expansion radiale du plexus vasculaire primaire en um (spreading) (D) est observée dans les rétines
de souris fzd7°*° vs fzd7*". fzd7*"" n=8; fzd7*“° n=10. Marquage du réseau vasculaire avec
I'anticorps CD31 (gris ou vert). Les images représentatives de la quantification ont été acquises et
analysées avec un microscope Zeiss (Axio Observer).
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2) Analyse du phénotype vasculaire rétinien pour la lignée PDGFb-iCre

a) Retard de formation du plexus vasculaire primaire et profond dans les rétines
de souris fzd7c©

Les souris transgéniques sous controle du promoteur Tie2, induisent une délétion dans les CE
mais aussi dans la lignée myéloide (Kisanuki 2001). Nous avons donc étudié le phénotype
vasculaire des souris délétées pour fzd7 dans les cellules endothéliales sous le contréle du
promoteur PDGFb-iCre (souris PDGFb-iCre+, fzd7”F notées fzd7 %) ainsi que les souris contrdles
(souris PDGFb-iCre-, fzd7”f notées fzd7""") issues du méme croisement. Les marquages du
réseau vasculaire ont été effectués in toto a I'aide d’un anticorps CD31 ou de I'lsolectine B4 sur

des rétines de souris a P5 et P7 (Figure 31).
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Figure 31: Retard de formation du plexus vasculaire primaire a P7 dans les souris fzd7"° vs

f2d7"", (A-B) A P7, une diminution du pourcentage de vascularisation (A) et de I'expansion radiale
du plexus vasculaire primaire en um (B) est observée dans les rétines de souris fzd7*° vs fzd7="".
f2d 7T n=8; fzd7*“° n=10. Marquage du réseau vasculaire avec I'lsolectine B4 (IB4, gris ou vert). Les
images représentatives de la quantification ont été acquises et analysées avec un microscope Zeiss
(Axio Observer).
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Nos résultats montrent que les rétines de souris mutantes fzd7““° a P7 présentent une diminution
importante du pourcentage de vascularisation (Figure 31, A) ainsi qu’une diminution de I'expansion
radiale du réseau vasculaire primaire (Figure 31, B) comparées aux rétines de souris contrdles
fzd7. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus avec la lignée Tie2-Cre et montrent que les
deux mutants présentent des phénotypes vasculaires rétiniens totalement similaires. Ces

expériences prouvent que Fzd7, exprimé dans les CE, est indispensable a I'angiogenése post-natale.

Nous avons ensuite poursuivi I'analyse du phénotype vasculaire avec la lignée PDGFb-iCre a des
temps plus tardifs afin d’étudier I'impact de la délétion de fzd7 sur la formation du plexus vasculaire
profond. Des marquages du réseau vasculaire ont été effectués in toto a I'aide de I'lsolectine B4 sur
des rétines de souris a P11. L’analyse du marquage immunofluorescent a été réalisée a I'aide de
I’AxioZoom équipé d’'un Apotome (Zeiss) permettant de réaliser des images focales avec un pas de

1um. Cette analyse permet de discriminer les 3 plexus dans le z (Figures 32).
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Figure 32: Retard de formation du plexus vasculaire profond & P11 dans les souris fzd7=° vs

f2d75"", A P11, on observe une forte diminution du pourcentage de vascularisation du plexus
profond dans les rétines de souris fzd7"*° vs fzd7*"". fzd7*"" n=5; fzd7*° n=5. Marquage du
réseau vasculaire avec I'lsolectine B4 (I1B4, vert) a permis de visualiser le réseau vasculaire. Les images
ont été acquises et analysées avec un microscope Zeiss (Axiozoom, Apotome). Le plan x-y représenté
sur la figure correspond au plexus profond.

L’analyse des rétines de souris fzd7°%° vs fzd7*"" a P11 révele que la délétion de fzd7 dans les CE

entraine également un retard important du plexus vasculaire profond. A P11, on remarque que le

7iEC wTt

plexus profond recouvre les 2/3 de la rétine dans les souris contréles fzd et seulement 1/3 dans
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les rétines de souris fzd7""". Ainsi, la délétion de fzd7 induit un retard de la vascularisation de la

rétine et touche les plexus vasculaires primaires mais aussi profonds.

Afin de définir si ce retard peut étre di a une altération de formation du réseau ou a une altération
du remodelage vasculaire nous avons focalisé notre analyse du phénotype a P7 au niveau du front de

migration et au niveau du plexus vasculaire.

b) Altération du phénotype des tip cells dans les rétines de souris fzd7*° 3 P7

L'analyse du réseau vasculaire a P7 au niveau du front de bourgeonnement du plexus vasculaire
primaire en formation montre la présence de nombreuse les tip cells dans les rétines contréles
(Figure 33, A). La délétion de fzd7 dans les CE entraine une augmentation importante de prés de 50%
du nombre tip cells (Figure 33, A-B) et du nombre de filopodes par tip cell (Figure 33, C). De plus, les
filopodes dans les rétines fzd7*° forment des angles plus grands avec 'axe de migration de la tip

cell comparé aux souris fzd7*"’

. En effet, dans les rétines contréles la majorité des filopodes (soit
54%) forment un angle compris entre 0° et 20°, alors que les filopodes dans les rétines de souris
mutantes ne semblent pas suivre I'axe de migration de la tip cell, mais sont plutdt projetés par la
cellule de maniéere désorganisée (82% des angles sont supérieurs a 20°), montrant ainsi une
désorientation de ces prolongements (Figure 33, D). L'ensemble de ces résultats démontre une

altération importante du phénotype des tip cells dans les rétines de souris fzd7=©.
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Figure 33: Altération du phénotype des tip cells a P7 dans les souris fzd7"“° vs fzd7*"". (A) Images
représentatives des tip cells et stalks cells au front de migration et de bourgeonnement du plexus
vasculaire primaire en formation. (B-C) Une forte augmentation du nombre moyen de tip cells pour
100um de vaisseaux (fzd7*"™ n=8; fzd7*“° n=10) (B) et du nombre moyen de filopodes par tip cell
(fzd 7" n=5; fzd7°*“° n=6) (C) est observée dans les rétines de souris fzd7"° vs fzd7*“"". (D) Dans
les rétines contréles, 54% des angles formés par les filopodes avec I'axe de migration de la tip cell
sont compris entre 0 et 20°, tandis que dans les souris fzd7°“° 82% des angles sont supérieurs a 20°.
fzd7°"T n=4 (130 filopodes); fzd7°“° n=4 (180 filopodes). Marquage du réseau vasculaire avec
I'anticorps CD31 ou I’lsolectine B4 (vert). Les images représentatives de la quantification ont été
acquises et analysées avec un microscope Zeiss (Axio Observer) et un microscope confocal Olympus

(Bitplane Imaris).
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c) Analyse du phénotype des rétines de souris fzd7°“° au niveau de plexus
vasculaire

i.  Altération de la prolifération dans les rétines de souris fzd7c%° a p7

Nous nous sommes ensuite intéressés aux stalk cells et au réseau de capillaires et avons ainsi réalisé
des co-marquages avec |'lsolectine B4 et I'anticorps anti BrdU pour évaluer la prolifération au sein du

réseau vasculaire a P7 (Figure 34).
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Figure 34: Altération de la prolifération au niveau du plexus formé par las capillaires a P7 dans les

souris fzd7*%° vs fzd7*"". A P7, on observe une diminution du nombre de cellules 1B4+/BrdU+

7iECKO

rapporté au réseau vasculaire dans les rétines de souris fzd vs contréles qui indique une

diminution de la prolifération dans la région des stalk cells. fzd7**"" n=5; fzd7**° n=6. Marquage du
réseau vasculaire avec I'lsolectine B4 (vert) et des cellules en prolifération avec I'anticorps anti BrdU
(rouge). Les images représentatives de la quantification ont été acquises et analysées avec un
microscope Zeiss (Axio Observer).

Nos résultats mettent en évidence une diminution significative de 30% de la prolifération des stalk

cells dans le réseau de capillaires des rétines de souris mutantes comparé aux souris controles.

ii.  Absence de modification de la régression dans les rétines de souris fzd7’ECKO

Pour étudier I'effet de la délétion de fzd7 dans les CE sur la régression des vaisseaux sanguins, des co-
marquages avec |'lsolectine B4 et I'anticorps anti Collagene IV ont été réalisés sur les rétines des
souris fzd7"%° vs fzd 7" (Figure 35). L’analyse de la régression des vaisseaux sanguins a P5 dans les
rétines des souris fzd7°%C vs fzd7*"" n’a révélée aucune différence significative, démontrant que

Fzd7 n’intervient pas dans la phase du remodelage du réseau vasculaire.
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Figure 35: Analyse de la régression vasculaire & P5 dans les souris fzd7 ° vs fzd7*"". A P5, aucune
modification du nombre de points de régression par champs dans les rétines de souris fzd7=° vs
fzd75"T n’a été observée montrant ainsi I'absence d’altération de la régression du réseau vasculaire
f2d 7T n=5; f2d7°*° n=5. Un co-marquage avec I'lsolectine B4 (vert) et I'anticorps anti collagéne IV
(rouge) a permis d’évaluer la régression des vaisseaux. Les images représentatives de la
quantification ont été acquises et analysées avec un microscope Zeiss (Axio Observer).

, . ey 7 " sy . iECKO
iii.  Altération de la densité vasculaire dans les rétines de souris fzd7=° a p7

Nous nous sommes également intéressés au «branching» du réseau de capillaires et avons ainsi
réalisé des marquages avec I'anticorps CD31 pour quantifier la densité vasculaire a P7. Cette analyse

a été réalisée de facon indépendante d’une part dans les zones artérielles et d’autre part dans les

zones veineuses.

Nos résultats montrent une augmentation significative du branching et donc de la densité vasculaire

au niveau des territoires veineux (Figure 36, A), mais pas dans les territoires artériels (Figure 36, B)

7y . iE\ iE¢ N
dans les rétines des souris fzd7°“° vs fzd7*"" 3 p7.
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Figure 36: Altération de la densité vasculaire au niveau des territoires veineux a P7 dans les souris
f2d75%C vs f2d 7", (A-B) A P7, on observe une augmentation du nombre de points de branchements
par champs dans les rétines de souris fzd7°%C vs fzd 7" qui indique une augmentation de la densité
vasculaire dans les territoires veineux (A) mais dans au niveau artériel (B). fzd7*"" n=5; fzd7**° n=6.
Marquage du réseau vasculaire avec I'anticorps CD31 (vert). Les images représentatives de la
quantification ont été acquises et analysées avec un microscope Zeiss (Axio Observer). V : veine.

iv.  Absence de modification de la maturation dans les rétines de souris fzd7iECKO

Enfin, nous avons évalué I'effet de la délétion spécifique de fzd7 sur la maturation des vaisseaux
sanguins. Pour apprécier la maturation des vaisseaux un marquage des cellules musculaires lisses
’ . . IR TS sat . JECKO A ECWT
avec I'anticorps anti aSMA a été réalisé in toto sur des rétines de souris fzd7' vs controles fzd7'
a P15 et P21 (Figure 37). L'analyse des rétines montrent que les gros troncs artériels sont recouverts
par les cellules musculaires lisses a P15. Puis a P21. On remarque que le marquage des CML s’étend
aux petites ramifications artérielles ainsi qu’aux troncs veineux. Aucune différence dans le
recouvrement des vaisseaux par les CML et donc dans la maturation des vaisseaux n’a été observée

entre les rétines des souris fzd7%° vs fzd7*"" a P15 et P21.
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En, conclusion, I'ensemble de nos données montrent que la délétion de fzd7 dans les CE
entraine un retard de formation du plexus vasculaire primaire et du plexus profond. Au niveau du
front de bourgeonnement du réseau en formation a P7, les souris mutantes fzd7"° présentent une
altération des tip cells avec une augmentation du nombre de tip cells et du nombre de filopodes par
tip cell, ainsi qu’une altération de I'orientation des filopodes. De plus, au sein du plexus vasculaire, la
délétion de fzd7 induit une diminution de la prolifération des stalk cells mais ne modifie pas la
régression et le remodelage du réseau vasculaire. D’autre part, une augmentation de la densité
vasculaire et donc du «branching» est observée au niveau des territoires veineux, mais pas artériels,
du plexus rétinien des souris fzd7°“C. Enfin, la délétion de fzd7 dans les CE n’entraine aucune

altération de la maturation du réseau vasculaire.
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Figure 37: Analyse de la maturation du réseau vasculaire & P15 et P21 dans les souris fzd7=° vs
f2d7" ", A P15 et P21, on peut observer le recouvrement des gros troncs artériels, des ramifications
et des veines par les CML. Aucune altération de la maturation des vaisseaux n’a été observée dans les
rétines de souris fzd7"° vs fzd7* . fzd7°"" n=5; fzd7**° n=5. Marquage des cellules musculaires
lisses avec I'anticorps anti-aSMA (blanc). Les images ont été acquises et analysées avec un
microscope Zeiss (Axio Observer).A : artére, V : veine.
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C. Ladé
le phénotype vasculaire observé dans les rétines de souris fzd

étion de DVL1 et la diminution d’expression de DVL1 et 3 miment
7ECKO

Nous avons démontré précédemment que Fzd7 est capable de recruter les protéines cytoplasmiques
DVL1 et DVL3 a la membrane pour activer les voies de signalisation Wnt/Fzd dans les cellules
endothéliales (Descamps et al 2012). Ainsi, nous avons analysé par la suite |'effet de la délétion de
DVL1 sur le phénotype vasculaire rétinien. Des marquages avec I'anticorps CD31 sur des rétines a P5
ont permis de mettre en évidence une diminution du pourcentage de vascularisation (Figure 38, A)
ainsi qu’une augmentation importante du nombre de tip cells au niveau du front de migration du
plexus vasculaire primaire en formation (Figure 38, B) dans les souris DVL1-/- comparées aux souris
contrbles DVL1+/+). Ce phénotype vasculaire bien qu’il soit moins séveére est similaire a celui décrit

pour les souris fzd7C et fzd 75,
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Figure 38: La délétion de DVL1 entraine un phénotype vasculaire rétinien moins sévére mais
similaire & celui des souris fzd7°“°. (A-B) A P5, une diminution du pourcentage de vascularisation (A)
et du nombre de tip cells pour 100um de vaisseaux (B) est observée dans les rétines de souris DVL1-/-
vs DVL1+/+. DVL1+/+, n=6; DVL1-/-, n=5. Marquage du réseau vasculaire avec I"anticorps CD31 (gris
ou vert). Les images représentatives de la quantification ont été acquises et analysées avec un
microscope Zeiss (Axio Observer).
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Pour étudier un effet possible de compensation de la délétion de DVL1 par les autres DVL expliquant
ce phénotype vasculaire rétinien plus léger, I'expression des transcrits de DVL2 et 3 a été quantifiée
par gPCR dans les rétines de souris DVL1-/- vs DVL1+/+. Nos résultats indiquent que la délétion de
DVL1 induit une augmentation d’expression de DVL3 dans les rétines de souris DVL1-/- vs contréles

(Figure 39).
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Figure 39: Compensation de la délétion de DVL1 par DVL3 in vivo. Des qPCR réalisées sur des rétines
a P7 de souris DVL1-/- vs DVL1+/+ montrent une forte augmentation d’expression de DVL3 mais pas
de DVL2 dans les mutants DVL1-/-. Les résultats normalisés avec la B-actine sont les moyennes +/-
écarts types de n=3 expériences.

Pour diminuer I'expression de DVL3 dans les souris DVL1-/- et DVL+/+, une stratégie d’injections en
intraoculaire de siRNA dirigé contre DVL3 ou de siRNA controle a été réalisée a P3 et P5. Nous avons
tout d’abord vérifié que la micro-injection de siRNA dans I'ceil induisait de facon efficace la
diminution de I'expression génique, sans altérer la structure de la rétine (Figure 40, A). Dans un
deuxieme temps nous avons étudié I'impact de I'injection de siRNA DvI3 vs siRNA contréle dans les
rétines de souris DVL1+/+ et DVL1-/-. Nos résultats indiquent que la diminution d’expression de DVL3
in vivo, par les siRNA DVL3, agit en synergie avec la délétion génétique de DVL1 sur le retard de
formation du réseau vasculaire primaire (% de vascularisation) (Figure 40, B), sur I'augmentation du
nombre de tip cells a P7 (Figure 40, C) et augmente ainsi la sévérité du phénotype des souris DVL1-/-.
L’'ensemble de ces résultats montre que la délétion de DVL1 et la diminution d’expression de DVL3

iECKO

mime le phénotype vasculaire observé chez les souris fzd7 et suggere que Fzd7 est capable

d’activer la signalisation de DVL1/3 pour réguler le développement vasculaire rétinien.
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Figure 40: La délétion génétique de DVL1 et la diminution d’expression de DVL3 in vivo mime le
phénotype vasculaire rétinien observé dans les rétines de souris fzd7°“C. Injection intraoculaire de
SiRNA contréle (si control) ou dirigé contre DVL3 (si DVL3) a P3 et P5 dans les souris DVL1+/+ et
DVL1-/-. (A) Des qPCR réalisées sur des rétines de souris C57Bl6/J montrent une diminution de 50% de
I'expression de ’'ARNm de DVL3 aprés traitement avec un siRNA DVL3. (B-C) A P7, une diminution
plus importante du pourcentage de vascularisation (B) et une augmentation plus forte du nombre de
tip cells pour 100um de vaisseaux (C) est observée dans les rétines de souris DVL1-/- si DVL3 vs DVL1-
/- si control. DVL1+/+ si control, n=3; DVL1+/+ si DVL3, n=3; DVL1-/ si control, n=3; DVL1-/- si DVL3,
n=3. Marquage du réseau vasculaire avec I'anticorps CD31 (gris). Les images représentatives de la
quantification ont été acquises et analysées avec un microscope Zeiss (Axio Observer). Les étoiles
rouges représentent les tip cells.
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D. La délétion de fzd7 dans les CE et de DVL1/3 induit une diminution des
voies de signalisation Wnt canonique et Notch

Nous avons ensuite cherché a déterminer quelle(s) voie(s) de signalisation en aval de Fzd7
pouvai(en)t étre activée(s) ou régulée(s) par ce récepteur, étre impliquée(s) dans la régulation de la
vascularisation post-natale de la rétine chez la souris et expliquer le phénotype vasculaire rétinien

observé dans les mutants fzd7°“C et fzd7*““et DVL1-/-.

1) La délétion de fzd7 dans les CE et de DVL1/3 entraine une diminution de la voie
Whnt canonique

Au cours de notre précédente étude, nous avons mis en évidence que Fzd7 est capable d’activer la
voie de signalisation Wnt canonique (Ferreira Tojais et al 2014). Ainsi, nous avons tout d’abord étudié
par gPCR I'impact de la délétion de fzd7 dans les CE sur I'expression des transcrits de la B-caténine et

7% vs contrdles a P7

de deux génes cibles de la voie (Axin2 et Lefl) dans les rétines de souris fzd
(Figure 41, A), mais également dans les CE isolées a partir des poumons des ces souris mutantes et

controles (Figure 41, B).

Nos données indiquent que la délétion de fzd7 induit une forte diminution d’expression des
transcrits de la B-caténine et des génes cibles Axin2 et Lefl dans les rétines et les CE, indiquant une

dérégulation importante de la voie Wnt canonique.
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Figure 41: La délétion de fzd7 dans les CE diminue la voie de signalisation Wnt canonique. (A-B) Des
qPCR réalisées sur des rétines & P7 (A) et des CE isolées a partir des poumons (B) de souris fzd 7% vs
fzd7°"T montrent une forte diminution d’expression de la 8-caténine et des génes cibles Axin2 et
Lefl. Les résultats normalisés avec la 6-actine sont les moyennes +/- écarts types de n=3-6

expériences.
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Des expériences similaires de gPCR ont été effectuées sur des rétines de souris DVL1+/+ vs DVL1-/- a
P7 et sur des cellules endothéliales murines (MS1) traitées avec des siRNA contrdles ou dirigés contre

DVL1, DVL2 ou DVL3.
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Figure 42: La délétion de DVL1 ou la diminution d’expression de DVL1 et 3 diminuent la voie de
signalisation canonique. (A-B) Des qPCR réalisées sur des rétines de souris DVL1+/+ et DVL1-/-a P7
(A) et des MS1 traitées avec des si control, si DVL1, si DVL2, si DVL3 ou si DVL1 et 3 (B) montrent que
la délétion de DVL1 ou de DVL1 et 3 entrainent une forte diminution d’expression de la 8-caténine et
des génes cibles Axin2 et Lefl. (C) Vérification par gPCR de I’efficacité des si DVL1, si DVL2 et si DVL3
sur des MS1 traitées avec les différents siRNA et comparées aux cellules traitées avec un si control.
Les résultats normalisés avec la B-actine sont les moyennes +/- écarts types de n=3-4 expériences.

Nos résultats montrent que la délétion de DVL1 in vivo (Figure 42, A) et |la diminution d’expression de
DVL1 et/ou 3 in vitro (Figure 42, B) induisent une forte diminution d’expression des transcrits de la B-
caténine et des geénes cibles Axin2 et Lefl, indiquant une dérégulation importante de la voie Wnt
canonique. On remarque que les si DVL1 et 3 in vitro ont un effet synergique, alors que le si DVL2 n’a
aucun effet sur cette voie de signalisation. L'efficacité des siRNA dirigés contre DVL1, 2 et 3 a été
vérifiée et montre une diminution significative de 80 a 90 % des ARNm de DVL1, 2 et 3 dans les

cellules traitées par ces siRNA et comparées aux cellules traitées par un siRNA controle (Figure 42, C).
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2) La délétion de fzd7 dans les CE et de DVL1/3 entraine une diminution de la voie
Notch

D’autre part, le phénotype vasculaire observé dans les rétines de souris fzd7°*“° touche de maniére
importante le nombre de tip cells et de filopodes au front du plexus vasculaire en formation. Dans la
littérature, la voie de signalisation Notch a été décrite comme jouant un réle clé au cours de
I'induction, de la sélection des tip cells et de la balance tip/stalk cells (Hellstrom et al 2007).

Ainsi, nous avons analysé par qPCR l'expression des transcrits des ligands (DIl4, Jaggedl), des
récepteurs (Notchl et 4) et des génes cibles de la voie (Hey2 et Nrarp) dans les rétines de souris
f2d7"C vs f2d7""" a P7 (Figure 43, A), ainsi que dans les CE isolées & partir des poumons de ces
mémes souris (Figure 43, B). Enfin, nous avons analysé I'expression protéique du domaine
intracellulaire activé du récepteur Notchl (N1ICD), marqueur de I'activation de la voie Notch, sur des

lysats de poumons de souris mutantes et contrdles (Figure 43, C).
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Figure 44: La délétion de fzd7 dans les CE diminue la voie de signalisation Notch. (A-B) Des qPCR
réalisées sur des rétines a P7 (A) et des CE isolées a partir des poumons (B) de souris fzd7°*° vs
fzd7°"T montrent une forte diminution d’expression des ligands (DIl4 et Jagged1), des récepteurs
(Notchl et 4) et des génes cibles (Hey2, Nrarp). Les résultats normalisés avec la B-actine sont les
moyennes +/- écarts types de n=3-6 expériences. (C) WB réalisé sur des lysats de poumons de souris
f2d7%%C vs fzd7*"" @ P7 montrant une forte diminution d’expression de N1ICD (Notchl activated

intracellular domain) dans les souris mutantes.
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Nos données indiquent une forte diminution d’expression des transcrits des ligands, des récepteurs

et des genes cibles de la voie Notch ainsi qu’une diminution d’expression protéique de N1ICD,

7iECKO

marqueur d’activation de cette méme voie, dans les souris mutantes fzd comparées aux souris

contrdles fzd7*“" montrant que Fzd7 est capable de réguler positivement la voie DIl4/Notch.

Des expériences similaires de gPCR ont été effectuées sur des rétines de souris DVL1+/+ vs DVL1-/- a
P7 et sur des cellules endothéliales murines (MS1) traitées avec des siRNA controles ou dirigés contre

DVL1, DVL2 ou DVL3 (Figure 44).
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Figure 44: La délétion de DVL1 ou la diminution d’expression de DVL1 et 3 diminuent la voie de
signalisation Notch. (A-B) Des qPCR réalisées sur des rétines de souris DVL1+/+ et DVL1-/-a P7 (A) et
des MS1 traitées avec des si control, si DVL1, si DVL2, si DVL3 ou si DVL1 et 3 (B) montrent que la
délétion de DVL1 ou la déplétion de DVL1 et 3 entrainent une forte diminution d’expression de Dll4, de
Notchl1 et des genes cibles Hey2 et Nrarp. Les résultats normalisés avec la 8-actine sont les moyennes
+/- écarts types de n=3-4 expériences.

Nos résultats montrent que la délétion de DVL1 in vivo (Figure 44, A) induit une forte diminution
d’expression des transcrits de DIl4, et du geéne cible Hey2. In vitro, les siRNA DVL1 ou DVL3 induisent
une diminution de DIl4, Notchl, Hey2 et Nrarp indiquant une dérégulation importante de la voie
Notch. De maniére intéressante, les siRNA DVL1 et 3 in vitro ont un effet synergique, alors que le

siRNA DVL2 n’a aucun effet sur cette voie de signalisation (Figure 44, B).

L’ensemble de ces données montre que la délétion de Fzd7 et de DVL1/3 entraine une altération des
voies Wnt canonique et Notch, suggérant que Fzd7 via 'activation de DVL1/3 contrdle I'expression

des genes de ces deux voies pour réguler I'angiogenése post-natale de la rétine.
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De plus, il a été démontré que la voie Notch (Kim et al 2008c, Marcelo et al 2013) et plus récemment
la B-caténine (Corada et al 2013) participent a la différenciation artério-veineuse et oriente la cellule
endothéliale vers un phénotype artérielle via la régulation des Ephrines. Nous avons donc analysé
par qPCR et WB |’expression du marqueur artériel EphrinB2 et du marqueur veineux EphB4 dans les
rétines de souris fzd7°%° vs fzd7*"" 3 P7. Nos données montrent une augmentation significative de
I’expression de ’ARNm de I'EphrinB2 et une diminution significative de I’ARNm de I'EphB4 (Figure 45,
A). Parallelement, les expressions protéiques de I'EphrinB2 et de I'EphB4 sont significativement
modifiées (Figure 45, B), mettant en évidence que la délétion de fzd7 dans les CE entraine une

altération de I'expression de ces marqueurs artério-veineux.
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Figure 45: La délétion de fzd7 dans les CE modifie I'expression des Ephrines. Des qPCR (A) et WB (B)
réalisés sur des rétines de souris fzd7"° vs fzd7**™ @ P7 montrent une diminution importante de
I'expression de I’'EphrinB2 et une augmentation modérée de I’EphB4. Les résultats normalisés avec la
B-actine ou I'a-tubuline sont les moyennes +/- écarts types de n=3-4 expériences.

3) Autres de voies de signalisation investiguées non altérées

a) Voie du VEGF

L'autre grande de voie de signalisation qui a été décrite et qui joue un réle fondamentale au cours de
I"'angiogenese post-natale de la rétine et notamment dans la sélection des tip cells est la voie de
signalisation du VEGF (Gerhardt et al 2003). Nous avons ainsi analysé par gPCR I’expression des
ligands VEGF-A et VEGF-C ainsi que des récepteurs VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3 sur des rétines de
souris fzd7"%° vs fzd 7" a P7 (Figure 46).

Aucune différence significative d’expression du VEGF-A et VEGF-C et des récepteurs VEGFR1, 2 et 3
n’a été observé dans les rétines de souris mutantes, montrant que la délétion de fzd7 dans les CE
n’entraine pas d’altération de la voie de signalisation du VEGF.
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Figure 46: La délétion de fzd7 dans les CE
ne modifie pas la voie de signalisation
du VEGF. Des gPCR réalisées sur des
rétines de souris fzd7**° vs fzd7*"" a 7
ne montrent aucune modification
significative d’expression des ligands
(VEGF-A et C), des récepteurs (VEGFR1, 2
et 3). Les résultats normalisés avec la 8-
actine sont les moyennes +/- écarts types
de n=4 expériences.

Enfin, I'équipe de Nathans a montré que le récepteur Fzd4 via la fixation du ligand Norrin et

I'activation du corécepteur Lrp5 est capable d’activer la voie dépendante de la B-caténine et de

réguler I'angiogenése post-natale dans la rétine chez la souris (Ye et al 2009, Zhou et al 2014). Bien

que les phénotypes vasculaires rétiniens des mutants fzd4°“© et fzd7*“° soient tres différents et ne

semblent pas toucher les mémes processus angiogéniques, nous avons voulu vérifié par gPCR que la

délétion de fzd7 dans les CE n’entraine pas d’altération de cette voie bien décrite faisant intervenir

Fzd4 (Figure 47).
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Figure 47: La délétion de fzd7 dans les CE
ne modifie pas la voie de signalisation
Norrin/Fzd4. Des qPCR réalisées sur des
rétines de souris fzd7°%° vs fzd7*"" a P7
ne  montrent aucune  modification
significative d’expression dela Norrin, du
récepteur Fzd4, du corécepteur Lrp5 et du
géne cible Plvap. Les résultats normalisés
avec la B-actine sont les moyennes +/-
écarts types de n=4 expériences.

L'analyse par qPCR de I'expression de la Norrin, du récepteur Fzd4, du corécepteur Lrp5 et du géne

cible Plvap dans les rétines de souris fzd7*° vs fzd7*"" a P7 n’a révélée aucune différence

significative, indiquant que la délétion de Fzd7 ne modifie pas la voie Norrin/Fzd4 et que le

phénotype vasculaire des mutants est indépendant de cette voie de signalisation.
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E. L'activation de la voie Wnt canonique reverse totalement le phenotype

7iECKO

vasculaire des souris fzd tandis que I’activation de la voie Notch ne

le restore que partiellement

Afin de déterminer si la signalisation de Fzd7 active de maniere prépondérante la voie Wnt
canonique au cours du développement post-natal vasculaire de la rétine, un traitement en intra-
péritonéal avec un activateur de la voie canonique, le LiCl, a été réalisé pour potentiellement
réverser le phénotype vasculaire rétinien induit par la délétion de fzd7 dans les CE.

L’analyse des rétines de souris traitées avec du LiCl (ou du PBS) montrent que le LiCl n’a aucun effet

75"T mais réverse totalement le

significatif sur le phénotype vasculaire des souris controles fzd
retard de formation du réseau vasculaire (% de vascularisation) (Figure 48, A), I'altération du nombre
de tip cells (augmentation du nombre de tip cells) (Figure 48, B), ainsi que la diminution de la

prolifération des stalk cells observés dans les souris fzd7°“° a P7 (Figure 48, C).

De plus, pour étudier si le phénotype vasculaire des rétines de souris fzd7°“° est également lié a un
défaut d’activation de la voie Notch, nous avons analysé I'impact de l'injection intraoculaire de la
protéine recombinante DII4 (activateur de la voie Notch) sur le phénotype des souris fzd7*° vs

f2d 75T 3 P7.

Nos résultats indiquent que le DIl4 réverse I'altération du nombre de tip cells observée dans les

iECKO

rétines de mutants fzd7""" avec le retour d’'un nombre normal de tip cells (Figure 49, B). Cependant,

7% traitées avec le DIl4 présentent toujours un retard de

les rétines de souris mutantes fzd
formation du plexus vasculaire primaire avec une diminution persistante de I'expansion radiale de ce

réseau (Figure 49, A).

Ces données prouvent que DIl4 ne restaure que partiellement le phénotype vasculaire observé chez

iE .. . . . . . ,
75%C_ Ainsi, le fait que l'activation de la voie Wnt canonique réverse

les souris mutantes fzd
totalement le phénotype induit par la délétion de fzd7 dans les CE alors que I'activation de la voie
Notch ne restaure que le phénotype tip/stalk cells, suggére que la voie Fzd7/B-caténine contréle
I’angiogenése post-natale physiologique de la rétine en amont de la voie DIl4/Notch, mais également

par un mécanisme indépendant de cette voie Notch.
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Figure 48: L’activation de la voie Wnt canonique reverse totalement le phenotype vasculaire des
rétines de souris fzd7"C. Injection intra-péritonéale de LiCl, un activateur de la voie Wnt canonique,
a P5 et P6 dans les souris fzd7°%C et fzd7*"". A P7, on observe une réversion de la diminution du %
de vascularisation (A), de I'augmentation du nombre de tip cells pour 100um de vaisseaux (B) et de la
diminution de la prolifération (C) dans les rétines de souris fzd7=“° traitées avec le LiCl. LiCl. fzd7"""
PBS n=5; fzd7°"" LiCl n=5; fzd7*“° PBS n=5; fzd7**° LiCl n=5. Marquage du réseau vasculaire avec
I'anticorps CD31 (gris) ou I’lsolectine B4 (vert) et des cellules en prolifération avec I'anticorps anti-
BrdU (rouge). Les images représentatives de la quantification ont été acquises et analysées avec un
microscope Zeiss (Axio Observer). Les étoiles rouges indiquent les tip cells.
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Figure 49: L’activation de la voie Notch ne restaure que partiellement le phenotype vasculaire des
rétines de souris fzd7iECK°. Injection intraoculaire de rDIll4, un activateur de la voie Notch, a P3 et 5
dans les souris fzd7°*° et fzd7*““". (A) A P7, on observe toujours unes diminution de I'expansion

iE¢ oy, s
759 traitées

radiale en um du réseau vasculaire primaire (spreading) dans les rétines de souris fzd
avec le rDIl4. Le rDll4 ne restaure pas le retard de formation du réseau vasculaire observé dans les
mutants fzd7°““C. (B) En revanche, on observe une réversion de I'augmentation du nombre de tip cells
pour 100um de vaisseaux dans les souris fzd7°“C traitées avec le DIl4 recombinant. fzd7°“"" PBS n=5;
fzd75YT rDIl4 n=5; fzd7°*° PBS n=5; fzd7"*° rDIll4 n=5. Marquage du réseau vasculaire avec
I'anticorps CD31 ou I'lsolectine B4 (gris). Les images représentatives de la quantification ont été
acquises et analysées avec un microscope Zeiss (Axio Observer). Les étoiles rouges indiquent les tip

cells.
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F. Fzd7 contréle la voie Notch via I'activité transcriptionnelle de la 3-
caténine

Pour aller plus loin dans le mécanisme moléculaire, nous avons étudié si la signalisation Fzd7/B-
caténine peut contrdler la voie Notch au cours de l'angiogenése post-natale. Nous avons tout
d’abord analysé I'effet du LiCl sur I'expression des transcrits des membres de la voie Notch par des
expériences de qPCR réalisées sur des rétines a P7 de souris fzd 7" vs fzd7*“"" traitées ou non avec
du LiCl. Nos résultats montrent qu’un traitement avec le LiCl chez les souris controles et mutantes
induit I'augmentation d’expression des transcrits de la B-caténine et de Lefl confirmant que le LiCl
permet d’activer la voie canonique (Figure 50, A). De plus, I'analyse d’expression des partenaires de
la voie Notch indique que le LiCl entraine une augmentation d’expression de I’ARNm des ligands Dll4,
Jagged1, du récepteur Notchl et du géne cible Hey2 dans les rétines de souris fzd7*"" comparées au
méme souris non traitées (Figure 50, B). Ainsi, I'activation de la voie canonique par le LiCl dans les

7iECKO

rétines de souris fzd restaure totalement I'expression des membres de la voie Notch et donc la

signalisation Notch.

Des expériences similaires ont été réalisées in vitro sur des MS1. Le traitement avec le LiCl empéche
I’altération de la voie Notch induite par la diminution d’expression de fzd7 par une stratégie d’ARN
interférence. Ces données prouvent que le LiCl permet de reverser totalement la diminution
d’expression des membres des voies canonique et Notch induite par la délétion de fzd7 dans les CE

(Figure 50, C).

Plusieurs voies de signalisation telle que la B-caténine convergent pour contrdler le promoteur de
DIl4 (Corrada et al., 2013). Ainsi, nous avons ensuite étudié si Fzd7 est capable de controler
I’expression des partenaires de la voie Notch via I'activité transcriptionnelle de la B-caténine. In vitro,
des expériences avec des lentivirus codant pour une forme dominant-négatif (lenti DN B-cat) ou
constitutivement active de la B-caténine (lenti activ B-cat) ont été menées sur des CE (MS1)
déplétées ou non pour fzd7. Comme attendu, la forme active de la B-caténine augmente fortement
I’expression de I’ARNm du gene cible Axin2 mais également de Dll4 et de Hey2 (Figure 50, D). De
maniere intéressante, la diminution d’expression de ces génes liée a la déplétion de fzd7 est
totalement réversée par la forme active de la B-caténine, tandis que la forme dominant-négatif de la

B-caténine ne permet pas de restaurer I'expression de ces génes Axin2, DIl4 et Hey2 (Figure 50, E).

L'ensemble de ces résultats démontre que Fzd7, via I'activité transcriptionnelle de la B-caténine,

controle I'expression de Dll4 et de Hey2, gene cible de la voie Notch.

131



NS NS
= 2.0 - p=0,012 p=0,021
£ T
g
2 1.5 4
@
-
=
5
o
= 1.0 1
8
3
5
& 0.5 4
-
=
o
w 0.0 .
-+ -+ -+ - + LCl

fzd7iECWT fzd7IECKO fzd7r'ECW7fzd7|'ECKO
L J L J

-catenin lef1

1 sicontrol = sifzd7

1 fzd7EWT+pBS [ fzd7E0+PBS
[ sicontrol+LiCl W sifzd7+LiCl

] fzd7FWT+Licl @l fzd7EKO+LIC]

NS

- NS
E pﬂz 2.54 p=0,028
]
g LI 5
£ Lz f20 s s p-0025
2 NS NS g p=0,021 0-0,038 p=0,024
) —_— — 2 4.5
c 24 p=0,012 p=0,03 s
ﬁ — — NS h
§ Ns § 1.0
€1 £
: = 0.5
=
s =
'S w
0 T T T T 0.0 T T
Dii4 Jagged1 Notch1 Hey2 Nrarp Dll4 Notch1 Hey2 Nrarp
D E
. . . . 3 si ctl+lenti ctl = sifzd7+lenti ctl
3 si ctl+lenti ctl B3 si fzd7+lenti ctl

i i Bl sifzd7+lenti DN -cat
12 [ sictl+lenti activ p-cat @l si fzd7+lenti activ p-cat £ si ctl+lenti DN p-cat . enti DN p-ca

W i

c
e
k5 8
s 4
8 = 4
5 6- na 3
3 2
g M 5 2
S 24 i | = g
£ 157 g 1.5
g 2
o
5 1.0 51-0'
E 5
S 0.5 2 0.5
£ - [n
0.0 T T T T 0.0 L ! H !
B-catenin Axin2 Dil4 Hey2 p-catenin Axin2 Dil4 Hey2

Figure 50: Fzd7 contréle la voie Notch via I'activité transcriptionnelle de la Bcaténine. (A-E) gPCR
réalisées sur des rétines de souris fzd7°“° vs fzd7*"" & P7 traitées ou non avec le LiCl (A-B) ou sur des
MS1 traitées avec un siRNAfzd7 ou contréle, un lentivirus codant pour la forme active de la 8-caténine
(lenti activ 8-cat) ou le dominant négatif (lenti DN 8-cat) ou avec le LiCl (C-E). Un traitement avec le
LiCl restaure, in vivo I'expression de la 8-caténine et de Lef1 (A) dans les rétines des mutants fzd7*°
comparées aux contréles et in vivo (B) et in vitro (C) I'expression des membres de la voie Notch: DIl4,
Notchl et Hey2. La diminution d’expression de la 8-caténine, Axin2, DIl4 et Hey2 induite par la
délétion de fzd7 in vitro est totalement réversée par la forme active de la 8-caténine (D) mais pas par
la forme dominant négatif (E). Les résultats normalisés avec la B8-actine sont les moyennes +/- écarts

types de n=3-4 expériences.
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G. La délétion de Fzd7 affecte la sélection des tip cells

Nous avons par la suite voulu déterminer si le phénotype vasculaire rétinien observé dans rétines de
souris fzd 7% était d(i a une altération de la sélection tip/stalk cells. Nous avons pour cela analysé le
comportement des CE délétées pour fzd7 dans un modéle de sprouting en 3D in vitro.

Des HUVEC transduites avec un lentivirus-GFP (vert) contrdle ou un lentivirus-Ruby (rouge) controle
ont été mélangées en proportion équivalente (1:1) avant d’étre mis en adhésion sur des billes
coatées puis incluses dans un gel de fibrine. Les HUVEC forment alors des «sprouts» dans le gel de
fibrine en 3D. Dans des conditions controles, le pourcentage de CE détectées en position de tip cell
est environ de 50% pour les HUVEC fluorescant en vert et de 50% pour les HUVEC fluorescant en
rouge (Figure 51, A). L'impact de la déplétion de fzd7 sur le comportement des CE a été étudié apres
transduction des HUVEC avec un lentivirus shRNAfzd7 permettant I'expression du shRNAfzd7 et de la
GFP (vert). Dans cette expérience, les HUVEC transduites avec le shRNAfzd7 (GFP+) ou un lentivirus
controle (Ruby +) ont été mélangées en proportion équivalente (1:1), puis cultivées dans le gel 3D.
Nos résultats montrent que les cellules déplétées pour fzd7 (GFP+) ont plus de chance de se
retrouver en position de tip cells (63%) comparées aux CE controles (Ruby+) (37%) (Figure 51, B). Ces
données supportent I’hypothése que la signalisation de Fzd7 contréle I'induction des stalk cells et
inhibe la sélection des tip cells. L'efficacité du lentivirus shRNAfzd7 a été vérifiée et montre une
diminution significative de 79 % de ’ARNm de fzd7 dans les cellules traitées par ce lentivirus et

comparées aux cellules traitées par un lentivirus controle (Figure 51, C).
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Figure 51: La délétion de fzd7 affecte la sélection des tip cells. Essai de sprouting en 3D des HUVEC.
Images représentatives aprés 48h des HUVEC-adhérées sur des billes coatées et incluse dans un gel de
fibrine. Les HUVEC ont été transduites avec un lentivirus contréle-Ruby (WT-Ruby; fleches rouges) et
un lentivirus contréle-GFP (WT-GFP; fleches vertes) (A) ou shRNAfzd7 (fzd7KD-GFP; fléeches vertes) (B)
et ont été mélangées en proportion équivalente (1:1) pour I'essai de sprouting. Pourcentage de
contribution des cellules & devenir tip cell: WT-Ruby/WT-GFP: n=15 billes; WT-Ruby/fzd7KD-GFP: n=20
billes. Les résultats sont les moyennes de n=3 expériences indépendantes. (C) Vérification par gPCR de
I'efficacité du lentivirus shRNAfzd7 sur des HUVEC traitées avec ce lentivirus et comparées aux cellules
traitées avec un lentivirus contréle. Les résultats normalisés avec la 8-actine sont les moyennes +/-
écarts types de n=3 expériences.
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H. Fzd7 contréle la migration des CE via la voie Wnt-canonique mais
indépendamment de la voie Notch

Enfin, nous avons souhaité analyser si Fzd7 est essentiel a la migration des CE. Nous avons évalué le
role de Fzd7 dans un modele de migration dans une chambre Ibidi aprés perte ou gain de fonction.
L'efficacité du siRNA dirigé contre fzd7 a été vérifiée et montre une diminution significative de 75 %
de 'ARNm de fzd7 dans les cellules traitées par le siRNA et comparées aux cellules traitées par un
siRNA contréle (Figure 52, A). De plus, I'efficacité du lentivirus fzd7 a été vérifiée et montre une
augmentation significative de 100 % de '’ARNm de fzd7 dans les cellules traitées par ce lentivirus et
comparées aux cellules traitées par un lentivirus contrdle (Figure 52, A).La perte de fonction de fzd7
par une stratégie d’ARN interférence montre une forte diminution in vitro de la migration des HUVEC
(Figure 52, B et C). A l'inverse la surexpression de fzd7 augmente significativement la migration des
CE (Figure 52, D). De maniére intéressante, la surexpression de la B-caténine dans les CE par
transduction avec un lentivirus ou I'activation avec le LiCl permet de reverser la diminution de la
migration induite par la délétion de fzd7. Ces données prouvent que Fzd7 contréle la migration des
CE via la voie dépendante de la B-caténine (Figure 52, C).

75%C traité avec le rDIl4 présentent toujours un retard de formation

De plus, comme les mutants fzd
du plexus vasculaire in vivo, nous avons émis I’hypothese que Fzd7 pourrait réguler la migration des
CE indépendamment de la voie Notch. Pour tester cette hypothese, la migration des CE a été
analysée aprés surexpression de fzd7 ou de la B-caténine (transduction avec des lentivirus) et un
traitement avec un inhibiteur de la voie Notch, le DAPT. Nos résultats montrent le blocage de la voie
Notch par le DAPT ne modifie pas la migration des CE en condition controle, tandis que la
surexpression de fzd7 ou de la B-caténine augmente cette migration. De maniére intéressante, le
blocage de la voie Notch par le DAPT ne réverse pas I'augmentation de la migration induite par la

surexpression de fzd7 ou de la B-caténine. Ces résultats démontrent que la signalisation de Notch

n’est pas essentielle a la migration des CE induite par Fzd7 (Figure 52, D).

Ainsi, 'ensemble de ces données suggérent que Fzd7 régule la migration des CE via I'activation de la

B-caténine et ce indépendamment de la signalisation de Notch.
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Figure 52: Fzd7 contrdle la migration des CE via la voie Wnt-canonique mais indépendamment de la
voie Notch. (A) Veérification par gPCR de I’efficacité du siRNA fzd7 et du lentivirus fzd7 sur des HUVEC
traitées avec le siRNA ou le lentivirus et comparées aux cellules traitées avec un siRNA control ou un
lentivirus contréle. Les résultats normalisés avec la 8-actine sont les moyennes +/- écarts types de n=3
expériences. (B) Images représentatives d’HUVEC traitées avec des siRNAfzd7 ou siRNA contréle aprés
8h de migration. HUVEC marquées avec la F-actine (vert) et DAPI (bleu). (C) La délétion de fzd7
(sifzd7) entraine une diminution de la migration des CE qui est réversée par la surexpression de la 8-
caténine (lent. 8-cat) ou I'activation de la voie canonique avec le LiCl. (D) La surexpression de fzd7
(lent. fzd7) ou de la 8-caténine (lent. 8-cat) induit une augmentation de la migration des CE qui n’est
pas réversée par le blocage de la voie Notch par le DAPT. Les résultats sont les moyennes +/- écarts
types de n=2 expériences représentatives.
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Nous avons ensuite émis I’hypothese que la signalisation de Fzd7 pourrait induire I'expression de
genes impliqués dans la migration des cellules endothéliales et connus pour étre régulés par la voie
Wnt canonique (Wu et al 2007). Parmi les génes candidats, nos résultats indiquent que I'expression
de 'ARNm de MMP2 et MMP9 est significativement diminuée in vitro dans les HUVEC traitées avec
des siRNA dirigés contre fzd7 comparé aux cellules controles (Figure 53, B). De plus, les rétines de

7IECKO

souris fzd a P7 présentent une diminution de I'expression des transcrits de MMP2 et 9

comparées aux souris contrdles fzd7*"’

(Figure 53, A). Cette diminution d’expression de MMP2 et 9
induite par la délétion de fzd7 est totalement réversée par un traitement avec le LiCl, in vivo dans les
rétines de souris fzd7"*° et fzd7*“"" (Figure 53, A) et in vitro, dans les HUVEC (Figure 53, B). Ces
données démontrent que Fzd7, via I'activation de la B-caténine dans les CE, controle I'expression de

MMP2 et 9 au cours de I'angiogenése post-natale de la rétine.
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Figure 53: Fzd7 via l'activation de la 8-caténine dans les CE contréle I'expression de MMP2 et 9 in
vitro et in vivo. (A-B) Des qPCR réalisées sur des HUVEC traitées avec un siRNAfzd7 ou contréle et le
LiCl (A) et sur des rétines de souris fzd7*“° vs fzd7*“™ & P7 traitées ou non avec le LiCl (B) montrent
une diminution d’expression des transcrits de MMP2 et MMP9 induite par la délétion de fzd7 et
réversée par la réactivation de la voie canonique par le LiCl. Les résultats normalisés avec la 8-actine
sont les moyennes +/- écarts types de n=-4 expériences.
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V. Discussion

Au cours de cette étude, nous avons identifié une nouvelle voie de signalisation essentielle a
I’'angiogenése. Nous avons mis en évidence le role crucial de la voie Fzd7/DVL/B-caténine au cours de
I’'angiogenése développementale et avons caractérisé un lien entre les voies de signalisation Fzd/B-

caténine et Notch.

La délétion constitutive ou conditionnelle de fzd7 dans les CE indique que ce dernier est
essentiel a une angiogenese post-natale. La délétion de fzd7 dans les lignées Tie2 et PDGFb-i
montrent le méme phénotype au cours de I'angiogenése de la rétine, avec un retard important de la
croissance vasculaire, une diminution de la prolifération des stalk cells et une augmentation de la
densité vasculaire dans les territoires veineux. Au niveau du front de migration et de
bourgeonnement du plexus vasculaire en formation, la délétion de fzd7 induit un phénotype altéré
des tip cells avec une augmentation du nombre de tip cells et une altération de I'orientation des
filopodes.

Les protéines DVL jouent le role de plaque tournante au sein des voies Wnt/Fzd et font le lien
entre les récepteurs Fzd, les ligands Wnt et les voies de signalisation en aval (Schwarz-Romond et al
2007, Wong et al 2003). Trois isoformes de DVL sont exprimés par les CE (Seménov & Snyder 1997,
Sussman et al 1994, Yang et al 1996). Précédemment, nous avons démontré que Fzd7 est capable de
recruter DVL1 et DVL3 a la membrane des CE suggérant une activation de la voie Wnt/Fzd (Descamps
et al 2012). De maniére intéressante, les souris délétées pour DVL1 présentent un phénotype
vasculaire identique 3 celui observé chez les souris fzd7*°, bien que moins sévére, dii & un effet de
compensation de surexpression de DVL3. La déplétion de DVL3 dans la rétine de souris délétées pour

DVL1 potentialise et augmente le phénotype vasculaire des souris DVL1-/-.

Selon le contexte cellulaire, Fzd7 est capable d’activer la voie de signalisation canonique ou
les voies non canoniques en recrutant les protéines DVL (Medina et al 2000). Dans cette étude, nous
avons démontré que la délétion de fzd7 dans les CE ou de DVL1/3 entraine une altération importante
dans la rétine des génes cibles bien connus de la voie canonique, Axin2 et Lefl, suggérant que Fzd7
via DVL1/3 active la voie canonique pour contrdler I'angiogenese.

Afin de vérifier cette hypothese, des expériences de «rescue» pharmacologique ont été
réalisé in vivo et in vitro. L’activation pharmacologique de la voie Wnt canonique par le LiCl réverse

totalement le phénotype vasculaire observé dans les rétines de souris fzd7"°

, a savoir le nombre de
tip cells, la prolifération des stalk cells ainsi que I'altération de I'expression des genes cibles de la voie

canonique. Ainsi, Fzd7 exprimé dans les CE contréle la croissance du réseau vasculaire rétinien, le
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«sprouting» et la prolifération des CE, majoritairement via une activation autonome de la voie

canonique.

Dans la littérature, différentes études ont montré I'implication des voies Wnt canonique et
non canoniques au cours de l'angiogenése. En effet, Stefater et al. ont récemment proposé un role
direct des voies Wnt non canoniques dans la régulation du branchement du réseau vasculaire
profond de la rétine. Dans le plexus profond, les cellules myéloides expriment les récepteurs Fzd7 et
Fzd8 et produisent des ligands Wnt qui peuvent se lier aux récepteurs Fzd de maniére autocrine pour
induire la sécrétion de Flt-1 par ces cellules myéloides résidentes et réguler I'angiogeneése rétinienne
induite par le VEGF (Stefater et al 2011). Fzd4 a été I'objet de nombreuses investigations en raison de
son réle majeur dans la formation du plexus vasculaire rétinien, impliquant le complexe Tetraspanin-
12, LRP5/6, et la Norin comme ligand. 'analyse des souris mutantes pour fzd4, Norrin, Lrp5 et
Tspanl2 montre un phénotype rétinien similaire avec la présence d’un plexus vasculaire primaire
incomplet, I'absence des plexus vasculaires profonds ainsi qu’un défaut de régression du réseau
hyaloide (Junge et al 2009, Xia et al 2010, Xu et al 2004). Au niveau cellulaire, le complexe Fzd4, Lrp5
et Tspanl2 est activé suite a la fixation du ligand Norrin et active la voie canonique (Junge et al 2009,
Xu et al 2004). Lorsque nous comparons les paramétres morphologiques, il apparait que les souris
fzd7*° ne présentent pas le méme phénotype vasculaire que celui des souris mutées pour fzd4,
méme si ces deux récepteurs sont capables d’activer la voie canonique. Cette différence de
phénotype pourrait étre due a une cinétique d’expression différente de Fzd4 et Fzd7 au cours de
I’angiogenese post-natale de la rétine. L'expression de Fzd7 augmente entre P5 et P15 et il est
exprimé dans le plexus vasculaire, les tip et stalk cells, supportant I'hypothése que Fzd7 est
important dans l'induction de la formation de nouveaux vaisseaux. De plus, Nathans et al. ont
récemment démontré que la délétion de la B-caténine dans les CE n’induit pas exactement le méme
phénotype vasculaire que celui observé pour les mutants fzd4 et Lrp5, suggérant qu’un autre
récepteur Fzd pourrait activer la voie Wnt canonique dans les CE (Zhou et al 2014). Enfin, Fzd4 peut
également controler I'angiogenése via une voie Wnt non canonique (Descamps et al 2012). En effet,
nous avons récemment mis en évidence que la voie PCP est nécessaire au remodelage et a la

stabilisation des vaisseaux au cours de I'angiogenése post-natale de la rétine (Sewduth et al 2014).

Notre étude permet ainsi de mieux comprendre I'implication du systéme Wnt/Fzd dans la
biologie vasculaire et démontre que Fzd7 est exprimé par les CE et contréle la voie de signalisation
Wnt canonique pour réguler la sélection des tip cells, le phénotype tip/stalk cells ainsi que la
croissance vasculaire, mais n’intervient pas dans la régression, le remodelage et la maturation des

vaisseaux sanguins.
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Le «sprouting» angiogénique est régulé par la balance finement modulée entre tip/stalk cells.
Cette balance est trés dynamique (Jakobsson et al 2010) et est médiée par I'expression et
I'interaction du récepteur Notch1 et de ses ligands DIl4 et Jagged1 (Carmeliet et al 2009, Gerhardt et
al 2003). Des études menées chez la souris ont permis de mettre en évidence que I'expression de
DIl4 dans les tip cells permet d’activer les récepteurs Notch des stalk cells adjacentes pour empécher
ces cellules d’adopter un phénotype de tip cell et maintenir une organisation hiérarchisée des CE au
cours du «sprouting». En revanche, Jagged1 est exprimé par les stalk cells et semble important pour
maintenir le phénotype stalk (Benedito et al 2009). Ainsi l'inhibition génétique (mutants DIl4+/-) ou
pharmacologique de la voie Notch in vivo s"accompagne d’un excés du nombre de tip cells et d’une
sélection anarchique des tip cells (Hellstrom et al 2007).

De fagon tres intéressante, un lien entre les voies Wnt/B-caténine et Notch a été démontré
au cours du développement embryonnaire (Hayward et al 2008). En biologie vasculaire, il a été
récemment mis en évidence que la B-caténine active I'expression de DIl4 et de Notchl et que la
perte de fonction de la B-caténine conduit a des altérations de la vascularisation chez 'embryon, due
a un excés de «sprouting» et du «branching» et a une diminution de la voie Notch (Corada et al
2010). Dans notre étude, nous montrons que in vitro, la déplétion de fzd7 dans les CE entraine une
altération de la sélection des tip cells suggérant que Fzd7 participe a la balance tip/stalk cells au
cours de la formation des vaisseaux. In vivo, la délétion de fzd7 dans les CE ou la délétion de DVL1
induit une augmentation importante du nombre de tip cells et de filopodes. Ces phénotypes
vasculaires sont associés a une forte diminution d’expression de DIl4 et Jaggedl ainsi que les
marqueurs de I'activation de la voie Notch suggérant que Fzd7 permettrait de réguler la voie Notch
et de coordonner ainsi les réles opposés des ligands DIl4 et Jaggedl au cours du «sprouting»
angiogénique. Cette régulation de la voie Notch par Fzd7 est dépendante de la voie Wnt canonique.
En effet, 'activation pharmacologique de la voie Wnt canonique par le LiCl ou de la voie Notch par le

rDIl4 réverse le phénotype altéré des tip cells observé dans les rétines de souris fzd7"*°

ainsi que
I’altération de I'expression des acteurs de la voie Notch. De plus, dans les CE en culture, Fzd7 régule
I’expression des transcrits de DIl4 et des génes cibles de la voie Notch via I’activité transcriptionnelle
de la B-caténine.

L'ensemble de ces données démontre que la voie Fzd7/DVL/B-caténine active en amont la

voie DIl4/Notch et permet d’identifier Fzd7 comme le lien manquant entre les voies canonique et

Notch dans le contrdle de la sélection des tip cells et la balance tip/stalk cells.

Il a été démontre que la voie Notch joue un réle crucial au cours de la différenciation artério-
veineuse et ceci en amont de la signalisation du couple EphB4/EphrinB2. En effet, I'inhibition de la

voie Notch entraine une diminution de I'expression de marqueurs artériels tels que EphrinB2 ou
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CXCR4 (Marcelo et al 2013). De maniéere intéressante, la surexpression de la B-caténine induit des
altérations de la morphologie vasculaire comparables a celles observées lors de la surexpression de
DIl4, a savoir une forte induction des CE vers le phénotype artériel et une perte de I'identité veineuse
(Corada et al 2010). Enfin, il a été récemment démontré a l'aide d’'un modele in vitro de
différenciation de cellules souches que I'expression des marqueurs artériels par les CE est induite par
un effet convergent et synergique de la B-caténine et de la voie Notch (Yamamizu et al 2010). Nos
résultats montrent que la déplétion de fzd7 in vivo et in vitro altére fortement I'expression de EphB4
et EphrinB2 et, est associé in vivo, a une augmentation du branching des vaisseaux sanguins au
niveau des territoires veineux de la rétine. Ces résultats renforcent les données précédentes

démontrant le réle important de Fzd7 dans I'activation des voies Wnt canonique et Notch.

Cependant, le lien entre la voie Wnt canonique et la voie Notch semble étre plus complexe.
L’activation de la voie DIl4/Notch peut exercer une boucle de rétrocontréle négatif et activer au
contraire la voie Wnt canonique dans les stalk cells. En effet, I'activation de la voie DIl4/Notch induit
I’expression de Nrarp qui inhibe d’une part la voie Notch et augmente d’autre part I'expression de
Lefl dans les stalk cells. Nrarp régule ainsi la prolifération des stalk cells via I'activation de Lefl et la
diminution de la signalisation du récepteur VEGFR2 (Phng et al 2009). La prolifération contribue a la
croissance du tube endothélial nouvellement formé. Alors que les tip cells proliféerent rarement, les
stalk cells sont au contraire fortement proliférantes et participent a I'extension du bourgeon
endothélial. La délétion de fzd7 dans les CE diminue la prolifération au sein du plexus vasculaire avec
une forte diminution d’expression des génes cibles de la voie Wnt canonique, Lefl et Axin qui sont
impliquées dans la prolifération cellulaire (Phng et al 2009). De plus, si la délétion de fzd7 ne modifie
pas I'expression de I’ARNm des ligands VEGF et de leurs récepteurs, elle diminue fortement I'activité
de Notch, révélée par une diminution d’expression de NICD, et I'expression de 'ARNm de Nrarp et
Hey1/2. Enfin, 'activation de la voie Wnt canonique par le LiCl permet de réverser I'état de

7FC_ Ainsi, ces résultats suggérent que

prolifération des CE observé dans les rétines de souris fzd
Fzd7 est capable de réguler la prolifération des CE via un effet direct sur I’expression de la B-caténine

et de Lefl et un effet indirect via I'inhibition de la voie Notch.

Enfin, au cours des premiéres étapes de l'angiogenése, I'activation des CE induit de
nombreux évenements dont la dégradation de la matrice extracellulaire environnante pour
permettre la migration des CE du vaisseau en formation. Les protéines Wnt jouent un réle dans la
migration des CE (Cheng et al 2008). D’autre part, il a été démontré que Fzd7 est capable de réguler

la migration cellulaire au cours du développement ou dans les cancers (De Calisto et al 2005, Ueno et
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al 2009). Dans notre étude, nous montrons que Fzd7 contrble la migration des CE. In vivo, le retard
de formation du plexus vasculaire induit par la délétion de fzd7 dans les CE est réversé par
I’activation de la voie canonique par le LiCl. Cependant, 'injection de rDIl4 in vivo ne modifie pas le
retard de migration. Nous avons donc émis I’hypothése que Fzd7 pouvait contréler la migration des
CE de facon indépendante de la voie Notch. Les expériences de gain et de perte de fonction de Fzd7
in vitro montrent que Fzd7 contréle la migration des CE. L’activation de la voie canonique par le LiCl
ou la surexpression de la B-caténine permet de réverser la diminution de la migration induite par la
délétion de fzd7. En revanche, l'inhibition de la voie Notch par le DAPT n’a aucun effet sur
|"augmentation de la migration des CE induite par la surexpression de Fzd7 démontrant que la voie
Notch n’est pas nécessaire a la migration induite par Fzd7. Ces résultats sont en accord avec les
résultats obtenus in vivo montrant que I'activation de la voie Wnt canonique mais pas Notch réverse
totalement le retard vasculaire.

Enfin, la voie de signalisation Wnt canonique régule I'expression de nombreux composants
de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine ou les protéines de dégradation de la matrice, les
MMP (Brabletz et al 1999, Wu et al 2007) impliquées dans la migration cellulaire. L’analyse de
I’'expression de génes cibles montre que la délétion de fzd7 dans les CE in vivo et in vitro induit une

diminution d’expression de '’ARNm de MMP2 et MMP9 qui est réversée par un traitement au LiCl.

Cette étude a permis d’identifier un nouvel acteur contrélant I'angiogenéese. L'ensemble de
nos données démontre que Fzd7 agit de maniere prédominante via la voie B-caténine pour réguler
I’angiogenése post-natale de la rétine. De plus, la voie de signalisation Fzd7/DVL/ B-caténine régule la
balance de la voie Notch indispensable a la formation des vaisseaux sanguins. Notre étude permet de
mieux comprendre la voie de signalisation de Fzd7 dans la biologie vasculaire et compléte nos
données récentes qui ont démontré que Fzd7 via I'activation de la voie Wnt canonique est essentiel

au contréle de I'intégrité vasculaire chez I'adulte.
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Partie 3: Etude du réle de Frizzled7 au cours de I'angiogenése pathologique

dans un modéle murin de rétinopathie induite par I’oxygéne (OIR)

I. Contexte scientifique

La formation pathologique de nouveaux vaisseaux sanguins a partir du réseau vasculaire de
la rétine est impliquée dans de nombreuses pathologies humaines. Parmi elles, deux pathologies
oculaires, a savoir la rétinopathie du prématuré (RP) et la rétinopathie diabétique proliférante (RDP),
sont caractérisées par la prolifération anormale de vaisseaux et sont respectivement les premiéres

causes de cécité chez le prématuré et chez I’adulte.

La RP est initialement caractérisée par un retard du développement physiologique vasculaire
rétinien observé chez les nouveau-nés prématurés et sous oxygénothérapie (phase de vaso-
oblitération). A 'arrét du traitement par I'oxygéne, le réseau vasculaire immature et incomplet est
responsable d’'une mauvaise perfusion de la rétine qui se traduit par une hypoxie relative tissulaire.
Cette hypoxie stimule alors la prolifération et favorise la croissance de nouveaux vaisseaux au sein du
vitré (phase de vasoprolifération) (Hartnett & Penn 2012).

Dans la RD, I'hyperglycémie chronique induit progressivement des altérations des micro-
vaisseaux de la rétine et entraine ainsi une diminution de la couverture murale des vaisseaux avec
une perte des péricytes et 'apparition de zones non perfusées au sein de la rétine. En réponse a
cette ischémie, une augmentation pathologique de la prolifération des vaisseaux sanguins, ainsi

gu’une augmentation de la vasoperméabilité sont observées (Cheung et al 2010).

A coté de la chirurgie de I'ceil utilisée en routine, les thérapies visant a contrer les effets du
VEGF développées ces derniéres années ont montré des résultats convaincants dans le traitement de
ces pathologies oculaires. Cependant, afin de mieux contréler et de cibler spécifiquement
I'angiogenese pathologique dans ces maladies, il apparait nécessaire de mettre en place des
stratégies thérapeutiques alternatives. Pour cela, il est essentiel de découvrir de nouvelles voies de
signalisation impliquées dans la croissance pathologique des vaisseaux sanguins et ainsi de nouvelles
cibles thérapeutiques potentielles.

Parmi ces nouvelles voies de signalisation, les voies Wnt/Fzd semblent étre des candidats de
choix pour de nouvelles stratégies thérapeutiques innovantes. En effet, des pathologies oculaires
humaines (vitréorétinopathie exsudative familiale et maladie de Norrie) ont été reliées a des
mutations des génes codant pour la Norrin, fzd4 et Lrp5 (Nikopoulos et al 2010, Toomes et al 2004).

De plus, il a été récemment proposé que l'activation des voies Wnt participe a la stabilité des
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vaisseaux en conditions pathologiques et augmente la revascularisation de la rétine dans le modeéle
OIR (Chen et al 2011). Enfin, I'expression de la B-caténine est augmentée dans un modele de
rétinopathie diabétique chez le rat et il a été mis en évidence que l'inhibition de Lrp6 par I'utilisation
d’un anticorps bloquant permet d’inhiber la voie Wnt canonique, I’hyperperméabilité ainsi que

I'inflammation dans la rétine (Chen et al 2009, Lee et al 2012).

D’autre part, la voie de signalisation Notch a été décrite comme étant un régulateur
important de nombreuses étapes de I'angiogenese pathologique (Lobov et al 2007, Phng et al 2009).
Récemment, Lovob et al. ont démontré que lI'inhibition de la voie DIl4/Notch diminue I'occlusion

vasculaire oculaire dans un modéle OIR (Lobov et al 2011).

Au cours de nos précédentes études, nous avons mis en évidence que Fzd7 contrble
I’angiogenése post-natale de la rétine via la voie Wnt/canonique, et ce, de maniére dépendante et
indépendante de la voie Notch. En revanche, le role de Fzd7 au cours de I'angiogenése pathologique

observée au cours des rétinopathies n’a pas encore été investigué.

Il. Objectif de I’étude

L'objectif de ce travail est d’explorer le r6le d’un nouvel acteur moléculaire, le récepteur

Fzd7, et sa voie de signalisation au cours de la rétinopathie ischémique.

Notre hypothese est que Fzd7 pourrait orchestrer les différentes phases de la rétinopathie
ischémique (vaso-oblitération: VO et/ou néovascularisation: NV) via l'activation des voies de
signalisation Wnt/B-caténine et Notch. Ce travail nous permettra dans un deuxiéme temps de définir
si Fzd7 peut étre ciblé de maniére spécifique pour traiter l'angiogeneése aberrante dans la

rétinopathie proliférante et a quelle phase (VO ou NV) cette stratégie pourrait étre la plus efficace.
lll. Stratégie

Pour étudier le réle de Fzd7 dans les différentes phases de la rétinopathie ischémique, nous
avons choisi une approche utilisant des souris transgéniques délétées pour fzd7 dans I'endothélium

ECKO
7

sous le controle du promoteur Tie2 Cre (souris notées fzd ) ou du promoteur inductible PDGFb-

iECKO

iCre (souris notées fzd7"""") dont le phénotype vasculaire rétinien au cours du développement

physiologique a déja été décrit dans notre précédente étude.

Le modele de rétinopathie ischémique que nous avons utilisé pour ce projet est un modele
de rétinopathie induite par I'oxygene chez la souris appelé OIR (oxygen-induced retinopathy) (Smith

et al 1994).

144



Ce modele reproduit les phases observées au cours de la rétinopathie du prématuré (RP), a
savoir une phase 1 de vaso-oblitération suivie d’'une phase 2 de néovascularisation. A I'heure
actuelle, méme si aucun modele chez I'animal ne permet de reproduire a I'identique la pathologie
humaine, le modeéle OIR (oxygen-induced retinopathy) est le modeéle chez la souris le plus utilisé pour
étudier les rétinopathies proliférantes et plus particulierement la rétinopathie du prématuré.

Les nouveau-nés sont maintenus a atmosphére ambiante (~21% d’0O,) avec leurs meres de la
naissance a 7 jours aprés la naissance (de PO a P7). Puis, de P7 a P12, le souris sont placées dans un
caisson fermé hermétiquement et exposées a un pourcentage d’O, de 75% qui entraine la perte des
vaisseaux sanguins rétiniens immatures essentiellement autour des troncs artériels par un processus
de vaso-oblitération et d’apoptose de CE et ralentit le développement normal du réseau vasculaire,
formant ainsi une zone centrale avasculaire (Phase 1). A P12, les souris sont replacées a atmospheére
ambiante. La zone centrale avasculaire rétinienne devient alors hypoxique réactivant ainsi la
croissance normale du réseau vasculaire mais également la formation pathologique extra-rétinienne
de nouveaux vaisseaux sanguins qui atteint son maximum a P17 (Phase 2). Ces nouveaux vaisseaux
pathologiques se forment a I'extérieur de la rétine, dans la cavité avasculaire du vitré pour former
des structures vasculaires de petites tailles et désorganisées appelés «tuft» ou vaisseaux en grappes,
puis régressent a partir de P17 jusqu’a P25.

Au cours de ces deux phases, plusieurs parametres peuvent étre mesurés et analysés: le % de l'aire
avasculaire, le % de I'aire hypoxique, le % de I'aire néovascularisée (aire des «tufts»), la prolifération

dans les «tufts» ou encore la régression des néovaisseaux (Connor et al 2009) (Figure 54).

Nous utiliserons le modeéle inductible (Pdgfb-iCre) pour induire la délétion de fzd7 soit avant la phase

1 de vaso-oblitération ou avant la phase 2 de vaso-prolifération. Ces expériences permettront de

éme

caractériser spécifiquement le réle de Fzd7 dans la 2°™ phase de néovascularisation.
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Figure 54: Modéle de rétinopathie induite par I'oxygéne (OIR) chez la souris. Adapté de (Connor et al
2009, Scott & Fruttiger 2010). Les fléches blanches indiquent les «tufts».
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VI. Résultats

Pour analyser le role potentiel de Fzd7 dans I'angiogenese pathologique, le modele d’étude que nous
avons choisi est le modéle murin de rétinopathie induite par I'oxygene (OIR) qui a été décrit ci-
dessus.

Afin d’étudier I'impact de la délétion spécifique de fzd7 dans I'’endothélium sur les différentes phases
de la rétinopathie ischémique, nous avons utilisés deux lignées de souris spécifiquement délétées

pour fzd7 dans les CE: la lignée constitutive Tie2-Cre et la lignée inductible PDGFb-iCre.

A. Effets de la délétion de fzd7 dans les CE sur I’'angiogenése pathologique
dans le modele d’OIR pour la lignée Tie2-Cre

1) Impact de la délétion de fzd7 sur la vaso-oblitération a P12

Pour étudier le role de Fzd7 sur la phase 1 de vaso-oblitération, des marquages du réseau vasculaire
ont été effectués in toto a I'aide d’un anticorps CD31 sur des rétines de souris contrdles fzd7*"" et
fzd7°%C a P12 aprés 5 jours passés dans une atmospheére & 75% d’O,. Pour évaluer I'hypoxie au sein
du réseau rétinien, des marquages avec l'anticorps anti-hypoxyprobe ont également été effectués
sur ces mémes rétines a P12 (Figure 55, A).

Nos résultats préliminaires indiquent que les rétines de souris mutantes fzd7°*“° & P12 présentent
une augmentation de 5% de la zone avasculaire située au centre de la rétine (Figure 55, B) ainsi
gu’une augmentation de 8% de la zone hypoxique (Figure 55, C), qui suit la zone avasculaire,

comparées aux rétines de souris fzd7*""

. Ces données suggerent que la délétion de fzd7 sous le
controle du promoteur Tie2 pourrait augmenter la sensibilité du tissu rétinien a I'hypoxie et/ou

augmenter la vaso-oblitération au cours de la premiere phase du modele OIR.
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Figure 55: Augmentation du pourcentage des zones avasculaires et hypoxiques dans les souris
f2d75C vs f2d7°"" & P12. (A) Images représentatives de rétines & P12. Les souris sont placées dans
une atmosphére a 75% d’0O, entre P7 et P12 puis sacrifiées 1h30 apreés injection d’hypoxyprobe. Une
augmentation du % de la zone avasculaire (zone délimitée en blanc) (B) et de la zone hypoxique (C)
est observée dans les rétines de souris fzd7°“C vs fzd 75", fzd 75" n=3; fzd7°“° n=2. Marquage du
réseau vasculaire avec I'anticorps CD31 (rouge) et des zones d’hypoxie avec I'anticorps FITC-Mab1
(vert). Les images ont été acquises et analysées avec un microscope Zeiss (Axiovision).

2) Impact de la délétion de fzd7 sur la réponse vasculaire a P14 et P17

Nous avons ensuite étudié I'impact de la délétion de fzd7 sur la réponse vasculaire aprés 5 jours
passés dans une atmosphére a 75% d’O; et 2 jours (P14) ou 5 jours (P17) a atmosphere ambiante. Le

ECKO

réseau vasculaire des rétines de souris controles et fzd7°~"" ont été analysées aprés marquages in

toto a I'aide de I'lsolectine B4 (Figure 56, A).

7" présentent une

A P14, nos résultats montrent que les rétines de souris mutantes fzd
augmentation de 5% de la zone avasculaire située au centre de la rétine (Figure 56, B) et au contraire

une diminution significative de 3% de la zone néovascularisée (Figure 56, C) comparées aux rétines
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de souris contrdles fzd7*""

. Ces données indiquent que la délétion de fzd7 sous le contréle du
promoteur Tie2 pourrait diminuer la néovascularisation et a I'inverse augmenter la zone avasculaire

dans le modeéle OIR.
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Figure 56: Augmentation du pourcentage de la zone avasculaire et diminution de la zone
néovascularisée dans les souris fzd7°“C vs fzd7°"" & P14. (A) Images représentatives de rétines &
P14. Les souris sont placées dans une atmosphére a 75% d’0, entre P7 et P12 puis sacrifiées a P14.
Une augmentation du % de la zone avasculaire (zone bleue) (B) et une diminution de la zone de
néovascularisation (C) est observée dans les rétines de souris fzd7°*° vs fzd7*". fzd7*"" n=6;
fzd7*° n=5. Marquage du réseau vasculaire avec I'lsolectine B4 (vert). Les images ont été acquises et
analysées avec un microscope Zeiss (Axiovision).
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A P17, des expériences similaires de marquages du réseau vasculaire avec I'lsolectine B4 ont été

ECWT ECKO
7

réalisées sur des rétines de souris contrOles fzd7 et mutantes fzd , C'est-a-dire lorsque la
néovascularisation atteint son maximum, soit apres 5 jours passés dans une atmosphere a 75% d’0O,

et 5 jours a atmosphére ambiante (Figure 57, A).

Nos résultats a P17 confirment nos données obtenues a P14 et montrent également une
augmentation de 5% de la zone avasculaire (Figure 57, B) et au contraire une diminution significative
de 6% de la zone néovascularisée (Figure 57, C) comparées aux rétines de souris fzd7**"". Ces
données confirment que la délétion constitutive de fzd7 sous le controle du promoteur Tie2 entraine
une diminution de la néovascularisation et une augmentation de la zone avasculaire et touche ainsi

les 2 phases de I'OIR.
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Figure 57: Augmentation du pourcentage de la zone avasculaire et diminution de la zone
néovascularisée dans les souris fzd7°“° vs fzd7°"" a P17. (A) Images représentatives de rétines ¢
P17. Les souris sont placées dans une atmosphére a 75% d’O, entre P7 et P12 puis sacrifiées a P17.
Une augmentation du % de la zone avasculaire (zone bleue) (B) et une diminution de la zone de

7ECKO Vs

néovascularisation (zone délimitée en blanc) (C) est observée dans les rétines de souris fzd
f2d7*Y. f2d7FYT n=7; f2d7C n=6. Marquage du réseau vasculaire avec I'lsolectine B4 (vert). Les

images ont été acquises et analysées avec un microscope Zeiss (Axiovision).
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Nous avons ensuite voulu caractériser de facon plus précise I'impact de cette délétion sur
I"architecture et la morphologie du réseau vasculaire induit par I'hypoxie. A partir de P12 et juqu’a
P17, 'hypoxie au sein de la rétine active la révascularisation de la rétine.

Pour réaliser cette étude, les marquages immunofluorescents ont été analysés par
microscopie a champs large avec un Apotome (Zeiss). Cette analyse permet de réaliser des coupes
optiques, des plans focaux dans le z, de voir la complexité du réseau vasculaire en 3D, d’individualiser
et analyser les differents plexus. A P14 et P17, on observe la reprise de la croissance normale du
réseau vasculaire rétinien avec la formation des plexus 1, 2 et 3 (Figure 58 A et B). De maniere
intéreesante, nous observons également une néovascularisation pathologique avec la formation de
«tufts» dans le vitré a partir du plexus vasculaire primaire. Ces «tufts» sont des vaisseaux plus larges
et présentent une morphologie anormale. A P14, ceux sont des structures en 3D en forme de
grappes ou de boules (Figure 58, A), tandis qu’a P17 les «tufts» forment un réseau vasculaire

anarchique plus développé (Figure 58, B).

La formation de ce réseau complexe nécessite la prolifération des cellules endothéliales. Afin
d’étudier cette prolifération, les souris ont été injectées avec du BrdU 3h avant le sacrifice. Un
double marquage IB4/BrdU a été réalisé a différent temps (P14 et P17) sur des rétines de souris
controles. L'analyse des marquages montre qu’au cours de la revascularisation, la prolifération
touche différents plans de la rétine. On observe ainsi une prolifération des CE au sein des plexus 1, 2
et 3 entre P12 et P17 mais également au niveau des «tufts», ainsi que la prolifération de cellules de

la rétine autres que les CE montrant ainsi la complexité de ce modeéle OIR (Figure 58 A et B).
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Figure 58: Cinétique de formation des «tufts» dans des rétines de souris contréles. (A) Image
représentative des «tufts» (vaisseaux nouvellement formés en grappes) de rétines a P14 au cours de
la phase de néovascularisation. Agrandissement de la zone d’un «tuft», reconstruction 3D et
surfacage du réseau vasculaire. (B) Image représentative des «tufts» de rétines a P17. Un «crop» des
différents plans focaux permet de séparer et de visualiser les 3 plexus paralléles. Marquage du réseau
vasculaire avec I'lsolectine B4 (vert) et des cellules en prolifération avec I’anticorps anti BrdU (rouge).
Les images ont été acquises avec un microscope Zeiss (Apotome, Axiozoom, Zen), la reconstruction
3D, le surfagage et le «crop» ont été réalisés avec le logiciel Imaris Bitplane.

Dans un deuxiéme temps nous avons voulu caractériser limpact de la délétion de fzd7 sur ce
processus pathologique de vasoprolifération. Des co-marquages du réseau vasculaire avec
I'lsolectine B4 et des cellules en prolifération avec I'anticorps anti-BrdU ont étés réalisés sur des
) . ECWT ECKO », ’ H )
rétines de souris fzd7 et fzd7-"" a P14 et P17. Comme nous l'observons dans la figure 59, a P14,
la délétion de fzd7 semble diminuer la prolifération cellulaire. Cependant, au vu de la complexité des
images, une évaluation de la prolifération dans les différents plans de chaque plexus vasculaire, et

plus particulierement au niveau des «tufts», est en cours de quantification. Ces expériences nous
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permettrons de déterminer si la délétion de fzd7 altére la morphologie des néovaisseaux et surtout
entraine une altération de la prolifération au sein des «tufts», ce qui pourrait expliquer la diminution

de la néovascularisation pathologique dans les rétines de souris mutantes (Figure 59).

Rétine P14
de?ECWT fzd7ECKO

Figure 59: Prolifération au niveau des «tufts» néo-formés dans les rétines de souris fzd7°° vs
f2d7*“" & P14. Images représentatives des «tufts» (vaisseaux nouvellement formés en grappes) de
rétines a P14 au cours de la phase de néovascularisation. Les souris sont placées dans une
atmosphere a 75% d’0O, entre P7 et P12 puis sacrifiées a P14. Marquage du réseau vasculaire avec
I'lsolectine B4 (vert) et des cellules en prolifération avec I’anticorps anti BrdU (rouge). Les images ont
été acquises avec un microscope Zeiss (Axiozoom, Zen).

3) Altération des voies de signalisation Wnt canonique et Notch dans les rétines de
. ECKi . . .
souris fzd7*° au cours de la néovascularisation

Au cours de notre précédent travail, nous avons mis en évidence que Fzd7 est capable de controler
I’angiogenése physiologique via les voies Wnt canonique et Notch. Nous avons démontré que la
délétion de fzd7 in vitro et in vivo entraine une diminution de ces deux voies de signalisation.

Ainsi, nous avons étudié par gqPCR l'impact de la délétion de fzd7 dans les CE sur les voies de
signalisation Wnt canonique et Notch au cours de la phase de néovascularisation. Nous avons
analysé I'expression des transcrits de la B-caténine et de deux génes cibles de la voie canonique
(Axin2 et Lef1), ainsi que I'expression des partenaires de la voie Notch (DIl4, Notch1, Hey2 et Nrarp)

dans les rétines de souris fzd7°“° vs fzd 7" 3 P14 (Figure 60, A et C) et a P17 (Figure 60, B et D).
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Figure 60: Altération des voies de signalisation Wnt canonique et Notch dans les rétines de souris
f2d7°“C vs contréles fzd7°"" a P14 et P17 au cours de la phase de néovascularisation. (A-D) Des
gPCR réalisées sur des rétines de souris fzd7°C vs fzd7*’" montrent une forte diminution
d’expression de la 8-caténine et des genes cibles Axin2 et Lef1 a P14 (A) et P17 (B), ainsi qu’une forte
diminution d’expression du ligand Dll4, du récepteur Notch1 et des génes cibles (Hey2, Nrarp) a P14
(C) et P17 (D). Les résultats normalisés avec la B-actine sont les moyennes +/- écarts types de n=1-3
expériences.

Nos données préliminaires indiquent que la délétion de fzd7 dans les CE induit une forte diminution
d’expression des transcrits de la B-caténine et des génes cibles de la voie canonique Axin2 et Lefl,
ainsi qu’une diminution de I'expression du ligand DII4, du récepteur Notchl et des geénes cibles de la
voie Notch (Hey2 et Nrarp). Ces premiers résultats montrent une dérégulation des voies Wnt
canonique et Notch dans les rétines de souris mutantes a P14 et P17, suggérant que Fzd7 pourrait

réguler 'angiogeneése pathologique via ces deux voies de signalisation.
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B. Effets de la délétion de fzd7 dans les CE sur I'angiogeneése pathologique
dans le modele d’OIR pour la lignée PDGFb-iCre

Afin de caractériser le réle de fzd7 sur les différentes phases décrites au cours du modele OIR et plus
particulierement sur la phase de néovascularisation, nous avons utilisés la lignée inductible PDGFb-

iCre. L'utilisation de ce modele transgénique permet d’activer spécifiquement la délétion de fzd7

ere eéme

avant la 1 ou la 2°™ phase de I’OIR. Ainsi, deux protocoles de délétion de fzd7 dans les CE ont été
mis en place:
e délétion de fzd7 avant la phase 1 par injection de tamoxiféne a P1, P2 et P3, puis analyse de

I'impact de cette délétion sur la phase 1 a P12 ou sur les phases 1 et 2 a P14 et P17

e délétion de fzd7 aprés la phase 1, mais avant la phase 2, par injection de tamoxifene a P12 et

P13, puis analyse de I'impact de cette délétion sur la phase 2 a P14 et P17.

1) Impact de la délétion de fzd7 sur la vaso-oblitération a P12

Ce premier protocole, réalisé avec la lignée de souris inductible PDGFb-iCre, permet d’induire la
délétion de fzd7 spécifiquement dans les CE dés le 3°™ jour post-natal et donc avant la phase 1 du
modele OIR. Ainsi, pour étudier I'effet de la délétion de fzd7 sur la phase de vaso-oblitération, des
marquages du réseau vasculaire ont été effectués in toto a I'aide d’un anticorps CD31 sur des rétines
de souris contrdles fzd7*" et fzd7*° 3 P12. La délétion de fzd7 ayant été induite par 3 injections

de tamoxifene a P1, P2 et P3.

Nos résultats montrent une augmentation de 9% de la zone avasculaire dans les rétines de souris

mutantes comparées aux rétines de souris fzd7""

. Nos données préliminaires a P12, avec cette
lignée, sont en accord avec nos données obtenues avec la lignée Tie2-Cre. Ces résultats suggerent
que la délétion de fzd7 dans les CE avant I'induction de I'OIR entraine une augmentation de la vaso-

oblitération au cours de la premiére phase de ce modéle, comme pour la lignée Tie2-Cre (Figure 61).
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Figure 61: Augmentation du pourcentage de la zone avasculaire dans les souris fzd7° vs fzd7""
a P12. Images représentatives de rétines a P12. Les souris sont placées dans une atmosphére a 75%
d’0O,entre P7 et P12 puis sacrifiées a P12. Une augmentation du % de la zone avasculaire (zone bleue)
est observée dans les rétines de souris fzd7**° vs fzd7*"". fzd7*"" n=2; fzd7**° n=3. Marquage du
réseau vasculaire avec I'anticorps CD31 (vert). Les images ont été acquises et analysées avec un
microscope Zeiss (Axiovision).

2) Impact de la délétion de fzd7 sur la réponse vasculaire a P14 et P17

Pour étudier I'impact de fzd7 sur les 2 phases de I'OIR et confirmer nos précédents résultats obtenus
avec la lignée Tie2-Cre, des marquages du réseau vasculaire ont été effectués in toto a I'aide de
I'lsolectine B4 sur des rétines de souris fzd7*"" et fzd7“° a4 P14 (Figure 62, A). La délétion de fzd7
ayant été induite par 3 injections de tamoxifene a P1, P2 et P3.

Nos résultats montrent une augmentation de 7% de la zone avasculaire (Figure 62, B) et au contraire

. . , . . s . iE
une diminution de 4% de la zone néovascularisée (Figure 62, C).dans les rétines de souris fzd7"°

JE 7 N . s
75T Nos résultats a P14, avec cette lignée, sont en accord avec

comparées aux rétines de souris fzd
nos données obtenues avec la lignée Tie2-Cre. Ces données suggerent que la délétion de fzd7 dans
les CE entraine une diminution la néovascularisation et une persistance de I'augmentation de la zone
avasculaire dans le modele OIR comme pour la lignée Tie2-Cre, montrant le réle de Fzd7 sur les deux

phases de I'OIR.
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Figure 62: Augmentation du pourcentage de la zone avasculaire et diminution de la zone
néovascularisée dans les souris fzd7"° vs fzd7*“" & P14. (A) Images représentatives de rétines &
P14. Les souris sont placées dans une atmosphére a 75% d’O, entre P7 et P12 puis sacrifiées a P14.
Une augmentation du % de la zone avasculaire (B) et une diminution de la zone de néovascularisation
(C) sont observées dans les rétines de souris fzd7°C vs fzd7*". fzd7*"" n=4; fzd7*° n=7.
Marquage du réseau vasculaire avec I'lsolectine B4 (vert). Les images ont été acquises et analysées
avec un microscope Zeiss (Axiovision).

3) Impact de la délétion de fzd7 spécifiquement sur la néovascularisation
Enfin, des expériences sont en cours afin de définir le réle de fzd7 spécifiquement au cours de la 2°™
phase. Pour cela les souris sont traitées par du tamoxiféne aprés leur sortie du caisson a oxygene, a
P12 et P13. Le phénotype vasculaire a P14 et P17 ainsi que I'expression génique seront alors évalués
comme précédemment. Ces expériences permettront d’analyser spécifiquement le role de fzd7 dans

la formation du réseau vasculaire et la formation «des tufts» au cours de la phase de

vasoprolifération.
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VIl. Discussion

Au cours de nos précédents travaux, nous avons démontré que Fzd7 controle I'angiogenése post-
natale de la rétine via la voie Wnt/canonique et ce de maniére dépendante et indépendante de la
voie Notch. Ainsi, I'objectif de ce travail est de déterminer si Fzd7, via la régulation de ces deux voies
de signalisation, participerait a I'angiogenése pathologique et in fine pourrait étre une nouvelle cible

pour bloquer la néovascularisation dans les rétinopathies ischémiques.

Chez I'homme, plusieurs pathologies oculaires ont été reliées a une angiogenese
pathologique telles que la rétinopathie du prématuré et la rétinopathie proliférante du diabétique.
Les rétinopathies sont a I'origine de nombreux troubles de la vision et sont les premiéres causes de
cécité chez le prématuré et chez I'adulte. L'incidence de ces pathologies est en constante
augmentation et est la conséquence des progrés médicaux en matiere de prise en charge des grands
prématurés pour la RP et de I'augmentation du diabéte de type Il chez I'adulte pour la RD.

Ainsi, il est fondamental de définir et de distinguer quelles voies de signalisation et mécanismes
moléculaires sont impliqués dans la formation physiologique de vaisseaux sanguins et dans la
croissance de vaisseaux pathologiques, afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques qui
permettraient de mettre au point de nouvelles thérapies plus efficaces, plus spécifiques, entrainant

moins d’effets indésirables et ayant pour objectif d’inhiber I'angiogenéese pathologique.

Ces derniéres années, les voies de signalisation Wnt/Fzd ont émergé comme étant des candidats
potentiels pour de nouvelles stratégies thérapeutiques. En effet, des mutations de genes membres
de ces voies ont été identifiées comme étant a I'origine d’une pathologie oculaire chez I'homme: la

vitréorétinopathie exsudative familiale (Nikopoulos et al 2010, Toomes et al 2004).

L'ensemble de nos données préliminaires montre pour la premiere fois le role potentiel d’un
nouveau membre des voies Wnt/Fzd, le récepteur Fzd7, dans le contrdle de la néovascularisation
observée au cours des rétinopathies via potentiellement la régulation des voies de signalisation B-

caténine canonique et/ou DIl4/Notch.

Pour étudier le role de Fzd7 dans I'angiogenése pathologique, nous avons utilisé le modele murin
de rétinopathie induite par I'oxygéne (OIR) qui mime la rétinopathie observée chez le prématuré et
avons analysé I'impact de la délétion constitutive ou induite de fzd7 dans les CE sur les deux phases
décrites au cours de ce modele, la vaso-oblitération et la néovascularisation.

Les résultats préliminaires de notre étude suggérent que Fzd7 intervient dans les deux phases du
modele OIR. En effet, nos données montrent que la délétion de fzd7 dans les cellules endothéliales

entraine une augmentation de la vaso-oblitération (Phase 1) qui se traduit par une augmentation des
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zones avasculaires et hypoxiques a P12 et une persistance de I'augmentation de la zone avasculaire a

et P14 et P17 comparée aux souris controles.

Le phénotype observé au cours de la phase de vaso-oblitération dans les rétines de souris
mutantes suggeére que la délétion de fzd7 pourrait augmenter la sensibilité du tissu rétinien a
I’hyperoxie. Au cours de cette phase d’hyperoxie, une régression du réseau vasculaire superficiel au
centre de la rétine et une apoptose des cellules endothéliales induisant I'apparition d’une large zone
avasculaire sont observées. Aussi, nous pouvons émettre |I’"hypothése que la délétion de fzd7 pourrait
entrainer une augmentation du remodelage et de la régression des vaisseaux sanguins en réponse a
I’hyperoxie. Pour tester cela, des co-marquages avec |'lsolectine B4 et I'anticorps anti-collagéne IV
devront étre réalisés sur des rétines de souris mutantes et contréles afin de quantifier la régression
vasculaire.

De maniére intéressante, nos données semblent montrer également que les mutants fzd7°*° et
fzd7%° présentent une diminution de la néovascularisation pathologique a P14 et P17. En effet,
I’hypoxie relative créée par le retour des souris a atmosphére normoxique réactive la croissance du
réseau vasculaire au sein de la zone avasculaire, située au centre de la rétine, et induit également la
formation de vaisseaux anarchiques et pathologiques dans le vitré (Chen et al 2012, Hartnett & Penn
2012). Les souris mutées pour fzd7 présentent une zone avasculaire augmentée par rapport aux
souris contrOles, suggérant que la délétion de fzd7 diminue la repousse normale du réseau
vasculaire. Ces données sont en accord avec nos résultats précédents montrant que Fzd7 participe a
la formation de néovaisseaux.

Cependant, I'effet observé sur cette phase de vaso-prolifération peut étre consécutif a la
délétion constitutive de fzd7 (promoteur Tie2) ou a une délétion précoce de fzd7 (promoteur Pdgfb-i,
induction par le tamoxifene a P1). Afin de nous affranchir de I'effet propre de Fzd7 sur I'angiogenése
physiologique, cette étude doit étre complétée par I'analyse du phénotype des rétines de souris

éme

délétées pour fzd7 avant la 2°™ phase de I'OIR. Actuellement, des expériences sont menées sur des

. iECKO iECWT T . . .. . aps
souris fzd7""" et fzd7 pour lesquelles la délétion de fzd7 sera induite par injection de tamoxifene
a partir de P12, c’est a dire a la sortie du caisson en hyperoxie. Ces expériences permettront de
conclure sur le role spécifique de Fzd7 sur la néovascularisation pathologique.

De plus, une analyse plus fine des «tufts», qui se forment au cours de cette phase 2, devra étre
menée dans les rétines de souris mutantes et contrbles. Il serait notamment intéressant de
déterminer si la délétion de fzd7 entraine une altération de la morphologie et/ou induit une

diminution de la prolifération des «tufts» qui pourrait expliquer la diminution de Ia

néovascularisation pathologique.
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De facon intéressante, nos analyses préliminaires suggerent une altération de la voie B-caténine
et de la voie Notch dans les mutants a P14 et P17. Méme si ces résultats doivent étre confirmés, ils
sont cohérents avec nos données montrant que Fzd7 contrble le développement vasculaire de la
rétine via la voie Wnt canonique et une interaction avec la voie Notch. Dans la littérature, il a été
démontré que la voie Wnt canonique est activée au cours de la néovascularisation pathologique
(Park et al 2011) et que I'OIR induit une augmentation de I'expression de plusieurs ligands Wnt
(Wnt3a, Wnt7a, Wntl0a), de Fzd4 et de Lrp5 (Chen et al 2011). D’autre part, Chen et al. ont
démontré par l'utilisation de souris transgéniques exprimant la B-galactosidase sous contréle du
promoteur TOP (site de fixation de la B-caténine), que les CE qui forment les «tufts» sont B-gal
positives, montrant ainsi que la voie Wnt canonique est active au cours de la néovascularisation

pathologique (Chen et al 2011).

D’autre part, la délétion génétique de partenaires de cette voie canonique, mutants Lrp5-/-
et DVL2-/-, entraine une diminution de la néovascularisation pathologique (Chen et al 2011). Le
blocage de la voie dépendante de la B-caténine diminue I'expression de la claudine5 ce qui explique
partiellement la déstabilisation de I’endothélium en conditions pathologiques. De maniere
intéressante, I'expression ectopique ou un traitement exogéne de la Norrin permet de restaurer le
développement vasculaire tout en inhibant la néovascularisation pathologique (Ohlmann et al 2010,
Tokunaga et al 2013).Enfin, dans un modéle de rétinopathie diabétique chez le rat, I'expression de la
B-caténine est augmentée et il a été mis en évidence que l'inhibition de Lrp6 par l'utilisation d’un
anticorps bloquant permet d’inhiber la voie Wnt canonique et I’hyperperméabilité dans la rétine
(Chen et al 2009, Lee et al 2012). L’'ensemble de ces données montre le role important de la voie
canonique dans I'angiogenése pathologique et nous permet d’émettre I'hypothése que Fzd7 pourrait

réguler la phase de néovascularisation, via I'activation de la voie Wnt canonique.

La voie Notch, largement impliquée dans I’'angiogenese physiologique, semble aussi jouer un
role prépondérant dans les rétinopathies ischémiques (Phng et al 2009). L'injection intravitréenne
d’une protéine de fusion DIl4 qui diminue la signalisation DIl4/Notch stimule, d’'une part, I'extension
de nouveaux bourgeonnements vasculaires dans la rétine et limite, d’autre part la, croissance
ectopique des «tufts» dans le vitré (Lobov et al 2007). Plus récemment, Lovob et al. ont montré que
I'inhibition génétique de la voie DIl4/Notch diminue I'occlusion vasculaire oculaire et permet de
maintenir un flux sanguin adéquat, rendant ainsi les vaisseaux sanguins de la rétine moins sensibles a
I’hyperoxie et entrainant une diminution de la vaso-oblitération dans un modeéle OIR. A l'inverse,
I’activation de la voie Notch par l'utilisation de mutants Nrarp-/- entraine un phénotype vasculaire

opposé au cours de I'OIR (Lobov et al 2011). Cet effet sur la vaso-oblitération semble étre di a une
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modification de I'expression de vasodilatateurs, comme I'adrénomédulline, et de vasoconstricteurs
tels que I'angiotensinogene.

Afin de définir si Fzd7 pourrait orchestrer les deux phases de I’OIR via I’activation de la voie Wnt
canonique et s’il existe un lien moléculaire avec la voie Notch, des expériences de «rescue»
pharmacologique de la voie Wnt et/ou de Notch, avant la premiére et/ou la deuxiéme phase de la

pathologie, seront réalisées.

La finalité de ce projet sera de cibler cette nouvelle voie Wnt/Fzd7 avec des stratégies
thérapeutiques visant a diminuer spécifiquement I'angiogenése pathologique dans les rétinopathies.
Au vue de nos premieres données, Fzd7 participe aux 2 phases de I'OIR. Si la diminution de
I’'angiogenése pathologique est bénéfique, I'augmentation de la vaso-oblitération pourrait étre un

éme

effet délétere, suggérant que la signalisation de Fzd7 devrait étre ciblée au cours de la 2™ phase du
modele OIR pour une efficacité maximale. D’autre part, nous avons démontré que Fzd7 régule in
vitro et in vivo la perméabilité des CE via I'activation de la voie canonique et la régulation des
jonctions cellulaires dépendante de la VE-cadhérine participant ainsi a I'intégrité vasculaire (Ferreira
Tojais et al 2014). Ainsi, il sera nécessaire d’évaluer I'impact de la délétion de fzd7 sur la perméabilité
des vaisseaux sanguins dans ce modele d’angiogenése pathologique et ce par I'analyse de la diffusion
dans le réseau vasculaire rétinien du FITC-dextran injecté en intra-cardiaque chez les animaux
mutants et contrdles. En effet, 'augmentation de la perméabilité vasculaire peut entrainer la

formation d’un cedeme qui peut étre tres délétére au niveau oculaire, notamment dans la

rétinopathie diabétique.

Cette étude a permis de confirmer que Fzd7 est essentiel a la formation d’un réseau vasculaire.
Elle participe aussi a une meilleure connaissance de la voie Wnt/Fzd en biologie vasculaire et
conforte I'hypothése que cette voie de signalisation peut étre ciblée, afin de moduler I'activité

angiogénique dans des situations pathologiques.
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Conclusion générale et perspectives
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Conclusion générale

En conclusion, ces travaux contribuent a une meilleure compréhension de I'implication du
systéme Wnt/Fzd en biologie vasculaire. Cette étude a permis de mettre en évidence que le
récepteur Fzd7, exprimé par les cellules endothéliales, controle différentes fonctions du systéme
vasculaire. Ce récepteur, via I'activation de plusieurs voies de signalisation, est impliqué dans le
maintien de l'intégrité vasculaire chez I'adulte. D’autre part, Fzd7 orchestre différents processus
cellulaires et moléculaires nécessaires a la mise en place du systéeme vasculaire au cours de
I"angiogeneése physiologique, mais aussi pathologique. En effet, nous avons démontré que la voie de
signalisation Fzd7/DVL/B-caténine contréle I'angiogenése post-natale physiologique de la rétine en
amont de la voie DIlI4/Notch, mais également par un mécanisme faisant intervenir les MMP et
indépendant de cette voie Notch. D’autre part, nos données préliminaires indiquent que Fzd7
participe a des processus angiogéniques pathologiques. Fzd7 semble réguler la phase de vaso-
oblitération et de néovascularisation dans un modele de rétinopathie induite par I'oxygene
potentiellement via I'activation des voies Wnt canonique et Notch. Les expériences en cours
permettront de définir si Fzd7 peut étre une nouvelle cible thérapeutique potentielle dans le
traitement des rétinopathies et a quelle phase de la pathologie Fzd7 doit étre ciblé pour une

efficacité maximale.
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Perspectives

L'angiogenese physiologique est un processus clé du développement embryonnaire, mais joue
également un réle fondamental chez I'adulte. Une anomalie de la formation des vaisseaux sanguins
est a I'origine de nombreuses pathologies. Ainsi, un exces d’angiogenése peut étre observé dans les
maladies inflammatoires, les cancers ou les pathologies oculaires (rétinopathies, DMLA), tandis qu’un
défaut d’angiogenese peut induire I'apparition d’une ischémie tissulaire et étre responsable d’une
réparation tissulaire insuffisante. Actuellement, le traitement des rétinopathies repose
essentiellement sur la chirurgie oculaire faisant intervenir la photocoagulation laser et sur des
injections intra-vitréennes d’inhibiteurs du VEGF. Cependant, un certain nombre d’études ont
apporté des arguments en défaveur de |'utilisation de ces thérapies anti-VEGF (Cheung et al 2014,

Schlingemann & Witmer 2009).

Au cours de ces derniéres années, les voies de signalisation Wnt/Fzd sont apparues comme
jouant un role fondamental dans le développement des vaisseaux sanguins en contrélant la
prolifération, la polarité, I'apoptose, la migration des CE, le «sprouting», le branchement ou encore le
remodelage vasculaire (Dejana 2010, Franco et al 2009). L'ensemble des données de la littérature a
permis de démontrer le role de ces différents partenaires dans I'angiogenese physiologique et
pathologique de la rétine et supporte I'hypothése que les voies Wnt/Fzd pourraient étre des
candidats de choix pour de nouvelles stratégies thérapeutiques visant a diminuer ou augmenter la
formation des vaisseaux sanguins. Dans ce contexte, bien que les mécanismes moléculaires ne soient
pas encore totalement élucidés, le fait que Fzd7 controle I'angiogenése physiologique et
pathologique ouvre de nouvelles perspectives en termes de définition de nouvelles cibles anti- ou
pro-angiogéniques pour le traitement de pathologie présentant un excés d’angiogenese ou au

contraire un défaut d’angiogeneése.

Afin d’apporter la preuve que Fzd7 pourrait étre une cible efficace pour inhiber la phase 1 de
vaso-oblitération et/ou la phase 2 de néovascularisation dans un modeéle OIR chez la souris, deux
stratégies de blocage de la voie de signalisation induite par le récepteur Fzd7 sont en cours de

développement (Figure 63):
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e La premiere stratégie a pour objectif de bloquer le récepteur Fzd7 en utilisant un
anticorps monoclonal fait chez la souris et qui reconnait le domaine extracellulaire CRD du récepteur.
Cet anticorps anti-Fzd7 (MabFzd7) est actuellement en cours de production (Biotem) et différents

clones sont en cours d’évaluation au laboratoire.

e La deuxiéme stratégie consiste a bloquer la signalisation induite par Fzd7 en utilisant
un récepteur soluble Fzd7 (domaine CRD) qui joue le role de leurre pour les protéines Wnt. Les
clones stables (CHO) surexprimant la protéine recombinante Fzd7-CRD ont été générés au
laboratoire. Actuellement, les conditions de production de la protéine Fzd7-CRD sont en cours

d’optimisation et d’évaluation.

ot o7 rarco

Récepteurs solubles
Anticorps (Trap)
fait chez la

souris WNT » \
Frizzled o0

1

Blocage des voies de signalisation
Prévient'angiogenése pathologique
(pathologies oculaires)

Figure 63: Stratégies d’inhibition de la voie de signalisation induite par Fzd7 pour prévenir
I'angiogenése pathologique.

En pratique, I'anticorps MabFzd7, les immunoglobulines contréles ou la protéine Fzd7-CRD
seront injectés en intravitréen chez des souris contréles C57BL6/) avant les phases 1 et/ou 2 du
modele OIR. L’analyse du phénotype vasculaire au cours des deux phases permettra de déterminer si
I'inhibition de la voie de signalisation de Fzd7 permet de diminuer de maniére efficace la

néovascularisation pathologique observée dans ce modele.

Enfin, un criblage et une évaluation de petites molécules pouvant inhiber la signalisation de
Fzd7 sera réalisée en collaboration avec |’Université de Bordeaux. Une librairie de petites molécules
(Prestwick Chemical Library) contenant 1200 composés chimiques dont la structure est similaire a
des molécules approuvées par la FDA (Food and Drug Administration) sera utilisée. Ces petites

molécules de la librairie, seront criblées a l'aide d’un test de gene rapporteur de I'activité
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dépendante de la B-caténine, dans des cellules endothéliales (HUVEC). Cette étape permettra
d’identifier les molécules capables d’inhiber I'activité de transactivation de la B-caténine, apres
activation avec le ligand Wnt3a, via l'utilisation du systéme rapporteur Super 8X TOP/Flash
(Laboratoire Randal T. Moon). Apres l'identification des «hits» et la caractérisation de leurs modes

d’action, ces molécules seront testées in vivo.
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Annexes

géne

Mus Musculus: phénotype chez les mutants

Homo Sapiens: phénotype
associé

Wntl

-défaut développement du mésencéphale et cervelet

-défaut de formation de la créte neurale, diminution des précurseurs
neuronaux dorso-latéraux dans le tube neural dans les doubles mutants
délétés aussi pour Wnt-3A

-diminution du nombre de thymocytes avec la délétion de Wnt-4

-Ostéogenese imparfaite

Wnt2

-défauts de placentation

-défaut de développement des poumons avec la délétion de Wnt2b

Wnt2b/13

-surexpression inhibe la différenciation des cellules de la rétine

-défaut de développement des poumons avec la délétion de Wnt2

Wnt3

-défaut précoce de la gastrulation; formation de I'axe
-défaut de croissance des poils

-défaut de formation des membres

-topographie retinotectale médio-latérale

-régule neurogenese hippocampique

-Tetra-Amelia

Wnt3a

-somitogenése et bourgeon caudal perturbés

-défaut de formation de la créte neurale, diminution des précurseurs
neuronaux dorso-latéraux dans le tube neural dans les doubles mutants
délétés aussi pour Wnt-1

-défaut de développement de I'hippocampe
-asymétrie droite-gauche

-défaut d’auto-renouvellement des cellules souches hématopoiétiques

Wnt4

-défauts de formation des reins et I'induction de la vésicule rénale

-détermination du sexe: défaut de développement du tractus
reproducteur femelle, absence des canaux de Miiller, testostérone
ectopique synthétisée chez la femelle

-défaut de ramification dans les glandes mammaires
-diminue le nombre de thymocytes avec la délétion de Wnt-1

-répression migration des précurseurs stéroidogenes des surrénales dans
les gonades

-virilisation et régression des
canaux de Miiller

-syndrome de SERKAL
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-anomalie de guidance axonale

Wnt5a

-défaut de croissance des members (tronqués), axis antéro-postérieur
tronqué, diminution de la prolifération des cellules

-défaut de morphogenese distale des poumons

-différentiation des chondrocytes, croissance longitudinale du squelette
-inhibe la prolifération des cellules B, suppresseur de tumeurs

-défaut formation tractus reproducteur femelle

-cochlée raccourcie et élargie (polarité planaire)

-développement des glandes mammaires

-développement de la prostate

-élongation de l'intestin

-endothelial differentiation of ES cells

Wnt5b

-associé a des susceptibilités au
diabéte de type2

Wnt6

-prolifération des cellules stromales chez I'embryon

Wnt7a

-défaut de polarité du membre

-infertilité chez la femelle; défaut de régression des canaux de Miiller
-défauts formation du tractus reproducteur femelle

-défaut maturation des synapses dans le cervelet

-favorise la différenciation neuronale

-vascularisation systéme nerveux central avec Wnt7b

-syndrome de Fuhrmann

Wnt7b

-défauts développement placentaire

-problémes respiratoires, défaut de prolifération précoce du
mésenchyme, hypoplasie pulmonaire

-mort cellulaire programmée induite par macrophage (aussi dans les
mutants LRP5 et LEF1)

-développement du poumon
-vascularisation systéme nerveux central avec Wnt7a

-axe cortico-médullaire du rein

Wnt8a
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WntSb -mutant perte de fonction: pas d’effet sur le développement neuronal
n
mais changements d’expression génique
Whnt9a -mutant perte de fonction: intégrité des articulations
-régulation transition mésenchymale/épithéliale
Wnt9b -induction vésicule rénale
-polarité cellulaire planaire de I'épithélium rénale
Wnt10a -Dysplasie odonto-onycho-cutanée
-mutant perte de fonction: diminution os trabéculaire, diminution masse [-Mutations chez patients obéses
osseuse
-Malformation, dédoublement
-développment papilles gustatives main/pied
Wnt10b
-mutant perte de fonction: co-expression des programmes myogénique
et adipogénique
-mutant surexpression: inhibe adipogeneése
-défaut branchement uretéres rénaux
Wntll
-cardiogenése
Wntl6 -phénotype touchant la densité osseuse -Densité osseuse

Tableau 3 : Nomenclature des génes Wnt chez la souris et chez ’lhomme et phénotypes associés.
Pour 'humain (Homo sapiens), le phénotype associé correspond a des mutations des génes Wnt
observées chez certains patients. Pour la souris (Mus musculus), le phénotype associé correspond a
I'invalidation du géne ou a sa surexpression ectopique.

D’apres: http: //web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/mouse et
http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/human
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. . Homo Sapiens: phénotype
géne Mus Musculus: phénotype chez les mutants L
associé
Fzdl
Fzd2 -défauts de convergence-extension avec mutant Fzd7
-anomalies des fibres du systéme nerveux central
Fzd3 -guidance antéro-postérieur des axones commissurales
-défaut de morphogenése du cerveau moyen avec mutant Fz6
-défauts dans I'cesophage, I'audition et le cervelet
-empéche la formation du corps lutéal . N - _
Fzd4 -angiogenése de la rétine: vitréo-
z - . . .
-anomalies de la croissance vasculaire et de I’'endothélium rétinopathie exsudative familiale
- phenotype touchant le rein avec mutant Fzd8
-anomalies de I'angiogenése placentaire et du sac vitellin
-phénotype des cellules de Paneth
Fzd5
-survie neuronale dans le noyau parafasciculaire
-développement des glandes mammaires
-anomalies polarité tissulaire et systeme pileux
Fzd6
-défaut morphogenése cerveau moyen avec mutant Fzd3
] ; sformeé
Fzd7 queue tronquée et déformée -auto-renouvellement des cellules
z 7 e 7.
-défauts de convergence-extension avec mutant Fzd2 souches hématopoiétiques
Fzd8 -phénotype touchant le rein avec mutant Fz4
-développement des cellules B
Fzd9
-défauts de I’hippocampe et de I'apprentissage visuel et spatial
Fzd10

Tableau 4: Nomenclature des génes Fzd chez la souris et chez ’lhomme et phénotypes associés. Pour
I’humain (Homo sapiens), le phénotype associé correspond a des mutations des génes Wnt observées
chez certains patients. Pour la souris (Mus musculus), le phénotype associé correspond a I'invalidation
du géne ou a sa surexpression ectopique.

D’aprés: http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/Frizzled_vertebrate
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géne Mus Musculus: phénotype chez les mutants Homo Sapiens

-défauts comportementaux et moteurs

Dvi1 -ouverture du tube neural avec le double KO DvI2
-défaut d’extension convergence
-anomalies cardiaques

Dvi2 -ouverture du tube neural avec le double KO DvI1
-défaut d’extension convergence

Dvi3 -anomalies cardiaques

Tableau 5 : Nomenclature des génes Dvl pour la souris (Mus musculus) et phénotypes associés.

Le phénotype associé correspond a I'invalidation du géne.

D’apreés: http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/dishevelled
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Vascular permeability is essential for the health of normal tissues and is an important characteristic of many disease states.
The role of the Wnt/frizzled pathway in vascular biology has recently been reported. The objectives of this study are to

Fzd7 is expressed in endothelial cells and accumulates at the points of cell—cell contact in association with VE-cad-
herin and B-catenin, two major adherens junction molecules. To selectively delete fzd7 in the vasculature, we devel-
oped gene targeting approaches using Crelox strategy in mice. Genetic fzd7 inhibition in the endothelium increases
vascular permeability in basal and factor-induced conditions. On the cellular level, fzd7 knockdown or depletion
leads to an increase in paracellular permeability with a loss of adherens junction organization. These impairments
are associated with a decrease in both VE-Cadherin and B-catenin expression, a decrease in their association
and an increase of tyrosine phosphorylation of VE-cadherin/B-catenin. Fzd7 transduces a Wnt/B-catenin signalling
cascade that is required to regulate B-catenin and canonical target gene expression. Finally, LiCl, a GSK3 inhibitor,
and B-catenin overexpression rescued endothelial integrity and adherens junction organization, induced by fzd7

These findings establish that Fzd7 is a new partner of adherens junctional complex and represents a novel molecular

Aims
analyse the role of Frizzled7 (Fzd7) receptor in the control of vascular integrity.
Methods
and results
deletion.
Conclusion
switch for the control of vascular permeability via activation of the Wnt-canonical pathway.
Keywords Wht/frizzled signalling ® Vascular permeability e Endothelial cell e Transgenic mice e Cadherin

1. Introduction

The function of the endothelium is to provide a network to allow deliv-
ery of oxygen and nutrients to tissues throughout the body. This
network comprises adjacent endothelial cells which utilize adherens
junction complexes containing vascular endothelial cadherin (VE-cadherin)
link to catenin proteins (a, (3, 'y or p120) to maintain the appropriate
level of vascular permeability.* In a variety of pathological conditions in-
cluding ischaemic disease, acute and chronic inflammation, and tumour
formation, secreted mediators lead to a prolonged and chronic increase
in endothelial paracellular permeability which can result in vessel wall
leakiness and organ dysfunction.3

The Wnt/Fzd pathway is known to play important roles in multiple
physiological and pathological processes.* Recent advances in vascular
biology highlight important roles for multiple components of the
Whnt/Fzd signalling pathway in endothelial cell biology regulating cell dif-
ferentiation, proliferation, survival, cell junctions, and polarity.>* Wnt/
Fzd signalling is a complex pathway with 19 soluble Whnt proteins that
can bind to 10 frizzled receptors and activate canonical, dependant to
the B-catenin, and non-canonical signalling pathways, so-called planar
cell polarity (PCP) or the Wnt/Ca®" pathway.7 Among the Fzd recep-
tors, we and others have previously demonstrated that Frizzled7
(Fzd7) is expressed in EC and that its down-regulation enhances EC
spreading and modifies actin cytoskeleton.®” Different reports have

* Corresponding author. Tel: +33 5 57891972; fax: +33 5 56368979, Email: pascale.dufourcq@u-bordeaux2.fr
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The ubiquitin ligase PDZRN3 is required for
vascular morphogenesis through Wnt/planar
cell polarity signalling
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Oevelopment and stabilization of a vascular plexus requires the coordination of rmultiple
signalling processes. Wnt planar cell polarity (PCP) signalling is critical in vertebrates for
diverse marphogenesis events, which coordinate cell orientation within a tissue-specific
plane. However, its functional role in vascular morphogenesis is not well understood. Here we
idantify PDZRM3, an ubiquitin ligase, and repaort that Pdern3 deficiency impairs embryonic
angiogenic remodelling and postnatal retinal vascular patterning, with a loss of two-dimen-
sional polarized orientation of the intermediate retinal plexus. Using in vitro and ex vivo Pdzrm3
loss-of-function and gain-of-function experiments, we demonstrate a key role of PDZREN3 in
endothelial cell directional and coordinated extension. PDZRN3 ubiguitinates Dishevellad 3
(DvI3), to promote endocytosis of the Frizzled/Dwi3 complex, for PCP signal transduction.
These results highlight the role of PDZRN3 to direct Wat PCP signalling, and broadly
implicate this pathway in the planar orientation and highly branched organization of vascular
plexuses,
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Titre : Caractérisation du role du récepteur Frizzled7 dans l'intégrité vasculaire et
I’angiogenése

Résumeé : L’angiogenése physiologique est un processus clé du développement embryonnaire et
chez I'adulte. Une anomalie de la formation des vaisseaux sanguins est a |'origine de nombreuses
pathologies. Une meilleure compréhension des mécanismes de l'angiogenése est un pré-requis
essentiel a la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques ayant pour objectif d’inhiber ou
stimuler cette angiogenése pour mieux traiter I'ensemble de ces pathologies. Au cours de ces
derniéres années, les voies de signalisation Wnt/Fzd sont apparues comme jouant un role
fondamental dans le développement vasculaire. Au début de cette thése, un premier projet nous a
permis de montrer le réle important de Fzd7 dans le controOle de la perméabilité vasculaire, in vitro et
in vivo, via la voie canonique et la régulation des complexes jonctionnels dépendantes de la VE-
cadhérine. La deuxiéme partie de ce travail s’est focalisé sur le role de Fzd7 dans la formation des
vaisseaux. Nous avons mis en évidence que Fzd7 contréle la vascularisation post-natale de la rétine
chez la souris. La voie de signalisation Fzd7/DVL/B-caténine régule le sprouting et la prolifération des
cellules endothéliale (CE) via I'activation de la voie Notch, tandis que la voie de signalisation de Fzd7
contréle la migration des CE via la régulation de MMP2/9 indépendamment de la voie Notch. Enfin,
la troisieme partie de cette these a eu pour objectif d’étudier I'implication de Fzd7 sur I'angiogenese
pathologique. Nos résultats préliminaires indiquent que Fzd7 participe aux phases de vaso-
oblitération et de néovascularisation dans un modéle de rétinopathie induite par I'oxygéne chez la
souris, suggérant que Fzd7 pourrait étre une nouvelle cible dans le traitement des rétinopathies.

Mots clés : Frizzled7 - voies Wnt/Frizzled — intégrité vasculaire — angiogenése — rétinopathies

Title : Characterization of the role of Frizzled7 receptor in vascular integrity and
angiogenesis

Abstract : Physiological angiogenesis is a key process in embryonic development but also in adult.
Abnormal formation of blood vessels is the cause of many diseases. A better understanding of the
mechanisms of angiogenesis is an essential prerequisite for the development of new therapeutic
strategies aimed to inhibit or stimulate angiogenesis to better address these pathologies. In recent
years, the Wnt/Fzd signaling pathways appeared to play a key role in vascular development. At the
beginning of this study, a first project allowed us to show the important role of Fzd7 in controlling
vascular permeability in vitro and in vivo, through the canonical pathway and the regulation of VE-
cadherin junctional complexes. The second and main part of this work focused on the role of Fzd7 in
the formation of blood vessels. We have demonstrated that Fzd7 controls postnatal vascularization
of mice retina. The signaling pathway Fzd7/DVL/B-catenin regulates the sprouting and proliferation
of endothelial cells (EC) through activation of Notch signaling, but also controls EC migration through
MMP2/9 but independently of the Notch pathway. Finally, the third part of this work aimed to study
the involvement of Fzd7 on pathological angiogenesis. Our preliminary data indicate that Fzd7
regulates vaso-obliteration and neovascularization in a mice model of oxygen-induced retinopathy
suggesting that Fzd7 could be a new target for the treatment of retinopathy.

Keywords : Frizzled7 — Wnt/Frizzled pathway — vascular integrity — angiogenesis — retinopathy
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