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Le développement d’un organisme et le maintien de son intégrité supposent une 

adaptation constante du réseau vasculaire pour répondre aux besoins physiologiques et 

métaboliques des tissus qui le composent. Le remodelage du réseau vasculaire pour former 

de nouveaux vaisseaux est assuré par un mécanisme biologique appelé angiogenèse. 

L’angiogenèse physiologique se produit au cours du développement puis chez l’adulte lors 

d’évènements tels que la réparation et la régénération tissulaires (D’Amore et Thompson, 

1987 ; Folkman et Shing, 1992). La première étape de l’angiogenèse, l’activation 

endothéliale, est nécessaire pour déstabiliser le réseau vasculaire et permettre son 

remodelage. Les cellules endothéliales, quiescentes dans les vaisseaux matures, adoptent un 

phénotype activé sous l’effet de divers facteurs environnementaux (Potente et al., 2011). Ce 

phénotype se caractérise par la prolifération des cellules endothéliales et par la sécrétion de 

facteurs pro-angiogéniques (Cines et al., 1998) qui induisent une déstabilisation des 

vaisseaux et le détachement des péricytes associés aux cellules endothéliales (Hammes et 

al., 2004). L’activation endothéliale est un évènement transitoire disparaissant avec 

l’extinction des stimuli environnementaux. Cependant, la persistance de ces facteurs dans 

des contextes pathologiques maintiennent une activation endothéliale chronique se 

traduisant par la mise en place de vaisseaux anormaux et d’un réseau vasculaire anarchique 

et peu fonctionnel (Gazit et al., 1997 ; Nagy et al., 2002 ; Jain, 2003 ; Nagy et al., 2009 ; 

Fukumura et al., 2010). L’angiogenèse pathologique est impliquée dans de nombreuses 

maladies, notamment les cancers, les rétinopathies et certains troubles inflammatoires 

(Blood et Zetter, 1990 ; Folkman, 1992 ; Weinstat-Saslow et Steeg, 1994). L’angiogenèse 

tumorale participe par exemple à la croissance tumorale en apportant les éléments 

nécessaires à la prolifération des cellules cancéreuses et en favorisant la dissémination des 

cellules tumorales et la formation des métastases dans des foyers secondaires (Goel et al., 

2011). Etape clé de l’angiogenèse tumorale, l’activation endothéliale dérégulée est une cible 

potentielle pour le traitement de ces pathologies dont certaines demeurent encore 

incurables de nos jours. Ainsi, la compréhension de l’activation endothéliale et son 

inhibition représentent une stratégie thérapeutique. Le but de cette thèse a été d’étudier 

dans un contexte physiologique et de cibler dans un contexte pathologique le lien 

moléculaire entre l’activation endothéliale et le recrutement des péricytes sur les vaisseaux. 

 

Cette thèse est organisée en 6 parties distinctes : 
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v La synthèse bibliographique vise à fournir au lecteur des informations générales 

utiles à la compréhension du contexte scientifique 

v Le projet de thèse présente les objectifs de ce travail et précise les directions 

suivies pendant cette thèse 

v Les informations techniques des expériences effectuées sont détaillées dans la partie 

Matériels et méthodes 

v Les résultats obtenus sont présentés sous la forme d’articles et sont organisés en 2 

parties. Dans une première partie, l’activation endothéliale est étudiée dans un 

contexte d’angiogenèse tumorale et une stratégie d’inhibition est testée dans le 

traitement d’un type de cancer du pancréas particulièrement agressif. Ces résultats 

font l’objet de l’Article 1. Dans une seconde partie, un lien moléculaire entre 

l’activation endothéliale et le recrutement des péricytes sur les vaisseaux est 

proposé dans le modèle développemental de l’angiogenèse physiologique de la 

rétine. Ces résultats sont présentés dans l’Article 2. 

v L’ensemble des résultats sont synthétisés et discutés dans la partie Discussion 

v Une dernière partie vise à fournir des conclusions plus générales sur l’ensemble de 

ce travail et à proposer des perspectives pour la suite du projet scientifique dans 

lequel s’inscrit cette thèse 

 

Enfin, des résultats supplémentaires utiles à des développements futurs pour l’équipe sont 

présentés en annexes. 
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1. Le réseau vasculaire 

 

Il existe deux types de circulations étroitement liées : d’une part la circulation 

sanguine transportant le sang et d’autre part la circulation lymphatique contenant la 

lymphe. Si la circulation sanguine est animée par la pompe cardiaque qui permet la 

diffusion active du sang dans l’ensemble de l’organisme, la lymphe en revanche circule 

passivement sous l’effet de la gravité et des contractions musculaires. Le réseau vasculaire 

assure plusieurs fonctions et met en jeu différents types cellulaires en étroite 

communication. 

 

1.1. L’organisation du réseau vasculaire sanguin 

 

Le réseau sanguin, présent dans la plupart des tissus de l’organisme, est formé par un 

ensemble de vaisseaux anastomosés de différents calibres. Il met en jeu plusieurs types 

cellulaires : les cellules endothéliales et les cellules périvasculaires. Le réseau sanguin est 

composé de 2 systèmes appelés « petite circulation » (ou circulation pulmonaire) et 

« grande circulation ». La petite circulation relie le cœur aux poumons tandis que la 

grande circulation relie le cœur à tous les autres organes. Les artères de la petite circulation 

contiennent du sang pauvre en oxygène alors que les artères de la grande circulation 

contiennent du sang riche en oxygène. A l’inverse, les veines de la grande circulation 

contiennent du sang pauvre en oxygène alors que les veines de la petite circulation 

contiennent du sang richement oxygéné après le passage du sang dans les alvéoles 

pulmonaires (Monahan-Earley et al., 2013). 

 

1.1.1. Les différents types de vaisseaux sanguins 

 

Les vaisseaux sanguins de plus gros calibre sont les artères et les veines. Les artères 

partent du cœur pour apporter le sang oxygéné aux tissus tandis que les veines rapportent 

le sang appauvri en oxygène des tissus vers le cœur. Ces vaisseaux de gros calibres donnent 

naissance à des vaisseaux plus fins ; respectivement les artérioles pour le réseau artériel et 

les veinules pour le réseau veineux. A la confluence des réseaux artériels et veineux se 

trouvent les plus petits vaisseaux appelés capillaires. Bien que similaire, la structure de la 

paroi des artères et des veines présente des différences liées à leur fonction. 
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1.1.1.1. La paroi des artères et des veines 

 

En coupe transversale, la paroi des artères et des veines est formée de 3 couches 

superposées. De la lumière vers le tissu conjonctif environnant, on distingue l’intima, la 

media et l’adventice. L’intima est la couche la plus profonde de la paroi formée par 

l’endothélium. L’endothélium est un tissu épithélial particulier puisqu’il se forme à partir du 

feuillet embryonnaire mésodermique, alors que la plupart des autres épithéliums dérivent 

de l’ectoderme et de l’endoderme. L’endothélium est composé par des cellules endothéliales 

en contact direct avec le sang et une lame basale. La media est la couche intermédiaire de la 

paroi composée de collagène et d’élastine. Elle peut aussi contenir des fibres musculaires 

lisses permettant la vasoconstriction. L’adventice est la couche la plus externe de la paroi 

composée de tissu conjonctif et de fibres élastiques. Elle contient en outre des capillaires 

irriguant la paroi vasculaire (vasa vasorum) et les terminaisons nerveuses des systèmes 

autonomes sympathique et parasympathique (Tennant et McGeachie, 1990 ; Stegemann et 

al., 2007 ; Datta et al., 2017). 

 

1.1.1.2. Les différences entre les artères et les veines 

 

Les artères et les veines présentent des différences structurales expliquées par leur 

fonction. En communication directe avec le cœur, les artères sont généralement plus 

épaisses et élastiques que les veines pour pouvoir résister aux fortes pressions auxquelles 

elles sont soumises. Les artères doivent pouvoir se détendre pour supporter l’afflux de sang 

après la systole (contraction cardiaque) puis reprendre leur taille initiale pour faire 

progresser le sang dans les vaisseaux. A l’inverse, la pression sanguine dans les veines est 

faible ce qui implique que les veines n’ont pas besoin d’être aussi déformables que les 

artères. Par conséquent, les veines sont plus fines et moins élastiques que les artères. De 

plus, la différence de diamètre entre les veines et les veinules est moins importante qu’entre 

les artères et les artérioles. Enfin à la différence des artères et des artérioles, les veines et 

les veinules contiennent des valves capables de se fermer pour éviter le reflux du sang et le 

forcer à retourner vers le cœur. 
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1.1.2. L’endothélium 

 

L’endothélium est la partie la plus interne de la paroi des vaisseaux sanguins. Il dérive 

du mésoderme et est formé par une monocouche de cellules endothéliales et par une 

lame basale (Bennett et al., 1959 ; Tennant et McGeachie, 1990). Chez l’adulte, 

l’endothélium est quiescent et les vaisseaux sont stabilisés par des interactions entre les 

cellules endothéliales et les cellules périvasculaires (von Tell et al., 2006). L’endothélium 

peut être activé sous certaines conditions détaillées dans la partie Angiogenèse. Il existe 

différents types d’endothéliums adaptés à la physiologie de l’organe ou du tissu dans lequel 

ils se trouvent. On distingue les endothéliums continus, fenestrés et discontinus 

(Bennett et al., 1959 ; Datta et al., 2017). 

 

1.1.2.1. L’endothélium continu 

 

Les endothéliums continus sont formés par des cellules endothéliales étroitement 

jointives associées entre elles par des jonctions serrées et par une lame basale continue. 

Ce type d’endothélium est présent dans les vaisseaux de la peau, des poumons, du cœur et 

des muscles. On le retrouve également dans le système nerveux central au niveau duquel il 

participe à la constitution de la barrière hémato-encéphalique chargée de protéger 

l’encéphale (cerveau, cervelet et tronc cérébral) et la moelle épinière. Ainsi, les 

endothéliums continus sont présents au niveau des organes dans lesquels les échanges 

entre le sang et les tissus doivent être finement régulés (Bennett et al., 1959). 

 

1.1.2.2. L’endothélium fenestré 

 

Dans le cas de l’endothélium fenestré, les cellules endothéliales sont séparées entre 

elles par des pores de 50 à 60 nm de largeur fermés par une fine membrane de 5 à 6 nm 

d’épaisseur. Bien que la lame basale soit continue, ce type d’endothélium est retrouvé 

dans les organes présentant une intense activité de transport trans-endothélial ou une 

fonction de filtration comme les glandes exocrines et endocrines, le tractus gastro-

intestinal, les plexus choroïdes ou les glomérules rénaux (Bennett et al., 1959 ; Esser et al., 

1998). 
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1.1.2.3. L’endothélium discontinu 

 

L’endothélium discontinu est formé par des cellules endothéliales non jointives 

séparées entre elles par de larges pores ouverts de 100 à 200 nm de largeur et par une 

lame basale moins dense. Ce type d’endothélium est retrouvé dans les vaisseaux 

sinusoïdes hépatiques, dans la rate et la moelle osseuse et permettent la transmigration de 

cellules entre le compartiment sanguin et le tissu sous-jacent (Bennett et al., 1959). 

 

1.1.3. Les composants cellulaires des vaisseaux sanguins 

 

Les vaisseaux sanguins sont constitués d’un endothélium formé par une monocouche 

de cellules endothéliales et par des cellules périvasculaires séparées des cellules 

endothéliales par la lame basale (Nicosia et al., 1997). Les cellules endothéliales et les 

cellules périvasculaires communiquent par des contacts directs et par la diffusion de 

facteurs solubles. 

 

1.1.3.1. Les cellules endothéliales 

 

Lors du développement embryonnaire, le mésoderme donne naissance à un 

précurseur commun aux cellules endothéliales et aux cellules hématopoïétiques appelé 

hémangioblaste. L’hémangioblaste se différencie ensuite en progéniteur endothélial 

(angioblaste) ou en cellule souche hématopoïétique. Enfin, l’angioblaste se différencie en 

cellules endothéliales des veines, artères, veinules, artérioles et capillaires. La 

différenciation des cellules endothéliales est régulée par des facteurs épigénétiques et 

environnementaux, les facteurs épigénétiques intervenant plutôt au début de la 

différenciation et les facteurs environnementaux en fin de différenciation (Figure 1). Enfin, 

d’autres lignages cellulaires tels que les monocytes, les adipocytes ou les cellules souches 

neurales peuvent donner naissance à des cellules endothéliales par trans-différenciation 

(Choi et al., 1998 ; Sumpio et al., 2002 ; Aird et al., 2012). 
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Figure 1 : origine et différenciation des cellules endothéliales. Les cellules endothéliales 

dérivent d’un précurseur commun à la lignée hématopoïétique (hémangioblaste). 

L’hémangioblaste se différencie en progéniteur endothélial (angioblaste) qui se différencie à 

son tour en cellules endothéliales spécialisées selon le type de vaisseau. Le processus de 

différenciation dépend majoritairement de facteurs épigénétiques dans les phases précoces 

puis de facteurs environnementaux dans les phases plus tardives. D’après Aird et al., 2012. 

 

Les cellules endothéliales expriment les marqueurs CD31 (PECAM-1), CD34, CD105 

(endogline), les récepteurs au VEGF (VEGFR-1 et 2), le facteur von Willebrand (vWF), 

l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE), la cadhérine de l’endothélium vasculaire 

(VE-cadhérine), et la P-sélectine (Choi et al., 1998 ; Rakocevic et al., 2017). 

 

1.1.3.2. Les cellules périvasculaires 

 

Les cellules périvasculaires, aussi appelées cellules de Rouget ou cellules murales, 

entourent les vaisseaux sanguins et peuvent être des péricytes ou des cellules 

musculaires lisses (Figure 2a). 
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Figure 2 : disposition des cellules périvasculaires autour des cellules endothéliales. Les 

cellules périvasculaires sont disposées à l’extérieur de l’endothélium et séparées des cellules 

endothéliales par la lame basale (a). Présentes dans tous les types de vaisseaux, ces cellules 

expriment notamment les marqueurs NG2 (b), desmine (c) et a-SMA (d). EC : cellule 

endothéliale, PC : péricyte, vSMC : cellule musculaire lisse. D’après Bergers et Song, 2005. 

 

Les cellules périvasculaires peuvent exprimer des marqueurs intracellulaires ou 

membranaires tels que la desmine (Figure 2c), l’actine a du muscle lisse (a-SMA, Figure 

2d), la protéine RGS-5 (Regulator of G-protein Signaling 5), le protéoglyclane à chondroïtine 

sulfate NG2 (Neuron-glial 2, Figure 2b), le récepteur b au PDGF (PDGF-Rb) et les 

aminopeptidases A et N. Aucun marqueur spécifique des cellules murales n’ayant été 

clairement décrit à ce jour, ces cellules sont traditionnellement identifiées par une 

combinaison tissu-spécifique de marqueurs (Armulik et al., 2005 ; Bergers et Song, 2005 ; 

Armulik et al., 2011). La multiplicité des marqueurs peut être expliquée par une origine très 

variée des cellules périvasculaires. Si la plupart des cellules périvasculaires ont une origine 

mésodermique (Hungerford et Little, 1999 ; Vrancken Peeters et al., 1999), une étude a 

montré que les cellules périvasculaires du système nerveux central se différencient à partir 

des cellules des crêtes neurales (Etchevers et al., 2001). De plus, les cellules 

périvasculaires peuvent également se former par transdifférenciation des cellules 

endothéliales (DeRuiter et al, 1997) ou encore à partir de la moelle osseuse chez l’adulte 

(Rajantie et al., 2004). A l’inverse, les cellules périvasculaires peuvent se différencier en 

plusieurs types de cellules mésenchymateuses comme des ostéoblastes, des chondrocytes, 

des adipocytes (Collett et Canfield, 2005) ou des fibroblastes participant au processus de 

cicatrisation ou encore à la fibrose dans un contexte d’inflammation chronique ou dans le 

microenvironnement tumoral (Sundberg et al., 1996). 
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On distingue deux types de cellules périvasculaires - les péricytes et les cellules 

musculaires lisses - différenciées en fonction de leur localisation dans l’endothélium, de 

leur morphologie voire des marqueurs exprimés (Armulik et al., 2005). Toutefois, la 

distinction entre ces deux types cellulaires n’est pas clairement définie. Les péricytes et les 

cellules musculaires lisses sont situés autour du pôle basal des cellules endothéliales et 

participent au maintien de l’intégrité et des fonctions des vaisseaux, notamment la 

régulation de la perméabilité vasculaire. Les cellules musculaires lisses sont essentiellement 

présentes dans la media des grands vaisseaux (veines et artères) et sont séparées des 

cellules endothéliales par l’intima. Au contraire, les péricytes sont en relation beaucoup plus 

étroite avec les cellules endothéliales et sont inclus dans la même lame basale qu’ils 

participent à synthétiser (Armulik et al., 2005). Si les cellules endothéliales et les péricytes 

sont séparés par la lame basale, des communications directes sont permises au niveau de 

régions dépourvues de lame basale (Rucker et al., 2000). Ainsi, plusieurs types de 

communications ont été décrites entre les cellules endothéliales et les péricytes. On 

distingue notamment les plaques d’adhérence au niveau desquelles l’espace entre ces 

deux types cellulaires est maintenu par un dépôt de fibronectine (Courtoy et Boyles, 1983) 

et les contacts « peg and socket » au niveau desquels les membranes des deux types 

cellulaires forment des invaginations contenant des jonctions serrées, des jonctions gap 

et des jonctions adhérentes (Tilton et al., 1979 ; Cuevas et al., 1984 ; Gerhardt et al., 2000). 

Ainsi, il est proposé que les cellules musculaires lisses et les péricytes assurent des 

fonctions légèrement différentes au niveau de l’endothélium, les cellules musculaires lisses 

étant plutôt dévolues à la régulation du tonus vasculaire et de la contractilité tandis que les 

péricytes assurent davantage des fonctions de communication intercellulaire et 

d’intégration de signaux entre les cellules endothéliales. En effet, il a été montré dans la 

plupart des organes qu’un seul péricyte contacte plusieurs cellules endothéliales, 

permettant l’intégration et la coordination de cellules endothéliales voisines (Armulik et al., 

2005). 

 

Si le recouvrement des vaisseaux par des péricytes est de l’ordre de 10% à 50% en 

moyenne, l’abondance des péricytes est variable et reflète les fonctions des organes. 

Ainsi, le ratio péricyte/cellule endothéliale est de 1:100 dans le muscle squelettique – un 

organe où la synchronisation des fibres musculaires est fondamentale - et de 1:1 dans la 

rétine, où la régulation de la perméabilité vasculaire est cruciale pour le maintien d’une 

barrière hautement sélective entre le sang et les photorécepteurs (Shepro et Morel, 1993). 
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Le recouvrement des vaisseaux par des péricytes est le plus élevé dans la rétine, tandis que 

les péricytes sont peu abondants dans les organes assurant des fonctions d’échange, de 

transport de nutriments ou de filtration comme les poumons, le placenta, les reins ou la 

peau. L’abondance des péricytes dans le système nerveux central est expliquée par leur rôle 

dans la régulation de la perméabilité vasculaire et de la barrière hémato-encéphalique mais 

aussi par leur capacité à détecter l’hypoxie et l’hypoglycémie pour orchestrer une réponse 

métabolique et protéger les neurones. Il a été montré in vitro que des péricytes de cerveau 

soumis à des conditions hypoxiques libèrent les prostaglandines D2 et J2 responsables 

d’une augmentation de l’expression du transporteur de glucose GLUT-1 par les cellules 

endothéliales (Dore-Duffy et al., 2005). 

 

1.1.4. La matrice extracellulaire des vaisseaux sanguins 

 

La matrice extracellulaire (MEC) des vaisseaux sanguins est formée par la lame basale 

de l’endothélium, une matrice de 80 nm d’épaisseur permettant l’ancrage des cellules 

endothéliales et des péricytes. Elle sert aussi de réservoir pour de nombreuses cytokines, 

facteurs de croissance et métalloprotéinases matricielles (MMPs) (Kalebic et al., 1983 ; 

Fischer et al., 2006). La lame basale est produite à la fois par les cellules endothéliales et par 

les cellules périvasculaires et est composée de collagènes IV et VIII, de laminines, de 

fibronectine, de protéoglycanes (perlecan), de glycosaminoglycanes (héparane sulfate) 

et de nidogène/entactine. 

 

1.2. Les fonctions du réseau vasculaire sanguin 

 

Les vaisseaux sanguins forment un environnement clos qui véhicule le sang, un tissu 

conjonctif liquide responsable de la distribution des éléments nutritifs aux organes et à 

l’élimination de leurs métabolites. L’endothélium a également une fonction endocrine 

régulant le tonus vasculaire via la synthèse et la sécrétion d’hormones. Le réseau vasculaire 

est aussi impliqué dans l’hémostase, la coagulation ou encore l’immunité. 

 

1.2.1. Le rôle trophique et l’élimination des déchets du métabolisme 

 

Le rôle le plus connu des vaisseaux sanguins est sans aucun doute le transport des 

éléments nutritifs et des déchets produits par le fonctionnement des tissus. Le sang 
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transporte des éléments essentiels comme le glucose, les acides aminés, les protéines ou 

encore les acides gras. De plus, les globules rouges utilisent l’affinité du fer présent dans 

l’hème de l’hémoglobine pour fixer et distribuer le dioxygène (O2). Lors de son passage 

dans les tissus, le sang fourni les éléments nutritifs et l’O2 aux cellules tout en récupérant les 

produits du métabolisme (CO2, toxines, radicaux libres) pour les acheminer aux reins qui 

les éliminent. Le sang participe aussi à la régulation de l’équilibre acido-basique de 

l’organisme, le plasma ayant pour rôle de maintenir un pH physiologique précisément 

régulé entre 7,38 et 7,42. 

 

1.2.2. La fonction endocrine de l’endothélium 

 

Les cellules endothéliales participent à la régulation du tonus vasculaire en 

sécrétant des facteurs favorisant la relaxation ou la contraction des cellules musculaires 

lisses de la paroi des vaisseaux (Félétou et al., 2008). Le facteur le plus décrit est le 

monoxyde d’azote (NO) synthétisé à partir de la L-arginine par l’enzyme NO-synthase. Trois 

NO-synthases ont été décrites selon leur date de caractérisation : NO-synthase I (ou 

neuronal, nNOS, NOS-1) (Bredt et Snyder, 1990 ; Bredt et al., 1991), NO-synthase II (ou 

inductible, iNOS, NOS-2) (Yiu et al., 1991 ; Lyons et al., 1992) et NO-synthase III (ou 

endothéliale, eNOS, NOS-3) (Pollock et al., 1991 ; Sessa et al., 1992). Si les cellules 

endothéliales peuvent exprimer ces 3 types de NO-synthase, la plus abondante dans les 

cellules endothéliales saines est la NO-synthase III (Matouk et Marsden, 2008). Inactive en 

condition physiologique, cette enzyme Ca2+-dépendante peut être activée par les forces de 

cisaillement (« shear-stress ») qui traduisent une pression sanguine trop élevée. Dans les 

cellules musculaires lisses, le NO libéré par les cellules endothéliales active une protéine 

kinase cGMP-dépendante (cGKI) qui produit une relaxation en réduisant la concentration 

de Ca2+ intracellulaire ou en modifiant la sensibilité au Ca2+ des protéines contractiles. Ainsi, 

les cellules endothéliales sont sensibles à la pression sanguine et régulent le tonus 

vasculaire en synthétisant des facteurs vasoconstricteurs ou vasodilatateurs agissant sur 

les cellules musculaires lisses. 

 

1.2.3. Le sang comme véhicule de médiateurs moléculaires et cellulaires 

 

En plus des éléments nutritifs, de l’O2 et des déchets du métabolisme, le sang est 

impliqué dans le transport de médiateurs moléculaires et cellulaires. Il permet la 
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communication indirecte entre un tissu émetteur et un tissu cible via la diffusion de 

facteurs solubles tels que les hormones et les cytokines. Le réseau vasculaire est aussi 

impliqué dans la diffusion de composants de l’immunité : composants moléculaires 

(cytokines pro- et anti-inflammatoires, système du complément dont les 

anaphylatoxines) et cellulaires (leucocytes). Les cellules immunitaires, ou leucocytes, 

passent de la lymphe vers le sang et réciproquement pour être acheminées au plus près 

d’un site infectieux. En condition physiologique, l’endothélium ne permet pas l’adhérence 

des cellules immunitaires. Dans un contexte inflammatoire, les cellules endothéliales 

activées par des facteurs pro-inflammatoires comme l’IL-1b ou le TNF-a modifient leurs 

protéines de membrane et permettent l’adhérence des leucocytes sur l’endothélium et leur 

sortie du réseau vasculaire (Figure 3). 

 

 

Figure 3 : recrutement des leucocytes circulants. Sous l’effet de facteurs pro-

inflammatoires, les cellules endothéliales activées modifient leur profil de protéines 

d’adhérence, permettant le ralentissement (1) et le roulement (2) des leucocytes sur 

l’endothélium. Les leucocytes sont activés (3) puis subissent une étape d’adhérence forte (4) 

et s’arrêtent sur l’endothélium (5) avant la diapédèse au cours de laquelle les leucocytes 

traversent l’endothélium (6) et sortent des vaisseaux pour migrer dans le tissu interstitiel (7). 

D’après Arseneau et Cominelli, 2015. 
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Le recrutement des leucocytes circulants se déroule en plusieurs phases. Suite à 

une étape initiale d’adhérence faible permettant le ralentissement des leucocytes, ces 

derniers roulent sur la surface de l’endothélium grâce à des interactions faibles entre 

sélectines (P-sélectine) (Bullard et al., 1996 ; Ley et Reutershan, 2006). Puis la présence 

d’intégrines (ICAM-1) à la surface des cellules endothéliales provoque une adhérence forte 

des leucocytes qui s’immobilisent et adhèrent fermement à l’endothélium (Ley et 

Reutershan, 2006). Enfin survient la diapédèse au cours de laquelle les leucocytes 

traversent l’endothélium en passant entre ou à travers les cellules endothéliales avant de 

migrer dans le tissu interstitiel pour rejoindre le site inflammatoire (Feng et al., 1998 ; Ley 

et Reutershan, 2006). 

 

L’étroite communication entre le sang et la lymphe sert non seulement à la réponse 

immunitaire mais aussi à la régulation du statut hydrique de l’organisme. L’eau est 

répartie par osmose entre le sang, la lymphe et le tissu interstitiel selon les besoins de 

l’organisme. 

 

1.2.4. L’endothélium et l’hémostase 

 

L’hémostase est un ensemble de processus contribuant à maintenir le sang dans le 

réseau vasculaire et empêcher une hémorragie. Pour cela, un caillot sanguin (ou 

thrombus) se forme (thrombose) avant d’être résorbé (fibrinolyse). Dans les conditions 

physiologiques, le sang est en contact direct avec les cellules endothéliales quiescentes. La 

face luminale des cellules endothéliales quiescentes est anticoagulante et ne permet pas 

l’adhérence des leucocytes et des plaquettes sanguines tandis que les macromolécules de la 

lame basale, synthétisées par les cellules endothéliales et les péricytes, sont fortement 

thrombogéniques. Lors d’une blessure, la rupture de l’endothélium permet au sang d’entrer 

en contact avec les macromolécules de la lame basale. Au cours de l’hémostase primaire, 

les plaquettes circulantes se fixent sur les fibres de collagène, la fibronectine et les 

laminines présentes dans la lame basale. L’agrégation plaquettaire est la première étape 

de la formation d’un caillot sanguin. Puis au cours de l’hémostase secondaire se produit la 

cascade de coagulation qui voit l’activation de nombreuses protéines plasmatiques 

appelées facteurs de coagulation parmi lesquels le facteur VIII. La cascade de coagulation 

permet la conversion de la protéine plasmatique fibrinogène en fibrine polymérisée qui 

renforce le caillot primitif mis en place pendant l’hémostase primaire. Lorsque 
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l’endothélium est réparé et que le caillot n’est plus nécessaire, ce dernier est dégradé par 

fibrinolyse. Le plasminogène, une pro-enzyme inactive, est activé en plasmine active par 

l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) et par l’activateur du plasminogène de 

type urokinase (uPA), 2 enzymes protéolytiques sécrétées par les cellules endothéliales. 

La plasmine dégrade les fibres de fibrine permettant la dissolution du caillot sanguin. Un 

autre facteur clé impliqué dans le recrutement des plaquettes et la thrombose est le facteur 

von Willebrand (vWF), une glycoprotéine stockée par les cellules endothéliales dans les 

Corps de Weibel et Palade (WPBs), des compartiments de stockage spécifiques détaillés 

dans la partie Corps de Weibel et Palade. Une fois sécrété par les cellules endothéliales, le 

vWF stabilise le facteur VIII de la coagulation (FVIII) et forme de larges polymères sur 

lesquels se fixent les plaquettes, réalisant un pont moléculaire entre les plaquettes et les 

cellules endothéliales (Arnout et al., 2006 ; Verhamme et Hoylaerts, 2006). Un déficit 

qualitatif ou quantitatif du vWF est à l’origine de la maladie von Willebrand (VWD), une 

maladie génétique se traduisant par des troubles hémorragiques (Sadler et al., 2006). 

 

1.2.5. L’endothélium et la perméabilité vasculaire 

 

Une dernière fonction de l’endothélium est de réguler les échanges entre le 

compartiment sanguin et les tissus. Cette fonction est intrinsèquement liée au type 

d’endothélium (continu, fenestré ou discontinu) décrit dans la partie Endothélium. On 

distingue traditionnellement une perméabilité basale qui se produit dans les capillaires, le 

principal site d’échange vasculaire, et une perméabilité induite associée à l’inflammation 

et qui se déroule essentiellement dans les veinules post-capillaires qui permettent 

l’extravasation des leucocytes. Alors que les liquides et les petits solutés passent 

facilement à travers l’endothélium par diffusion passive entre les cellules endothéliales, les 

macromolécules requièrent un transport actif par des voies transcellulaires ou 

paracellulaires (Minshall et Malik ; Aird, 2007a). 

 

1.2.5.1. La voie transcellulaire 

 

Le transport transcellulaire met en jeu des invaginations de la membrane plasmique 

appelées cavéoles qui migrent à l’intérieur des cellules endothéliales et transportent les 

macromolécules du sang vers le tissu interstitiel. Structures caractéristiques des cellules 

endothéliales, les cavéoles sont des microdomaines de la membrane plasmique riches en 
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cholestérol et en glycosphingolipides et recouvertes sur leur face cytoplasmique par la 

cavéoline-1 (Rothberg et al., 1992). La phosphorylation de la cavéoline-1 déclenche le 

détachement des cavéoles de la membrane plasmique et leur endocytose. Les cavéoles 

migrent dans les cellules endothéliales du pôle apical vers le pôle basolatéral avant de 

fusionner avec la membrane basolatérale et d’être libérées par exocytose dans le tissu 

interstitiel sous-jacent. La transcytose peut être incomplète, certaines cavéoles n’atteignant 

pas la membrane basolatérale mais rejoignant d’autres compartiments intracellulaires. Bien 

que la perméabilité vasculaire pour les liquides et les petits solutés soit légèrement 

supérieure dans les endothéliums fenestrés que dans les endothéliums continus, le 

transport transcellulaire des macromolécules est similaire entre ces 2 types 

d’endothéliums. Dans les endothéliums discontinus, les liquides, les petits solutés et les 

macromolécules diffusent directement via les larges pores entre les cellules endothéliales. 

 

1.2.5.2. La voie paracellulaire 

 

Dans les conditions physiologiques, les jonctions inter-endothéliales sont 

imperméables aux macromolécules dans les endothéliums de type continu et fenestré. Les 

jonctions serrées entre cellules endothéliales voisines et les jonctions adhérentes entre 

les cellules endothéliales et la lame basale forment une barrière infranchissable pour les 

macromolécules. Dans des contextes pathologiques comme l’inflammation ou l’angiogenèse 

tumorale, de nombreux facteurs tels que l’histamine, la thrombine, les cytokines pro-

inflammatoires ou le VEGF induisent une rétraction des cellules endothéliales, élargissant 

l’espace entre les cellules endothéliales et permettant ainsi la diffusion des liquides, des 

petits solutés et des protéines plasmatiques. Le dysfonctionnement de la barrière 

endothéliale conduit à une extravasation anormale des liquides et des macromolécules 

générant des œdèmes (Félétou et al., 1996 ; van Hinsbergh, 1997 ; Michel et Curry, 1999 ; 

Félétou et al., 2001 ; Félétou et al., 2003). Les œdèmes se produisent lorsque la sortie du 

plasma des vaisseaux sanguin excède sa réabsorption par le réseau sanguin et les capacités 

de résorption par la circulation lymphatique drainant le tissu interstitiel impacté. 

 

1.3. La formation du réseau vasculaire sanguin 

 

Le système cardiovasculaire est la première structure à se mettre en place pendant le 

développement embryonnaire. Le mésoderme donne naissance à un précurseur commun 
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aux cellules sanguines et aux cellules endothéliales appelé hémangioblaste. 

L’hémangioblaste prolifère puis se différencie en cellule souche hématopoïétique ou en 

progéniteur des cellules endothéliales appelé angioblaste. Les cellules souches 

hématopoïétiques donneront les cellules sanguines (érythrocytes, leucocytes, 

mégacaryocytes) tout au long de la vie de l’individu tandis que les angioblastes se 

différencient en cellules endothéliales. Le réseau vasculaire primitif est mis en place 

pendant le développement embryonnaire à partir des angioblastes par un mécanisme 

appelé vasculogenèse (Swift et Weinstein, 2009). Ce réseau primitif est ensuite remodelé 

par un autre mécanisme appelé angiogenèse (Adams et Alitalo, 2007). 

 

1.3.1. La vasculogenèse 

 

La vasculogenèse est un mécanisme biologique par lequel les vaisseaux sanguins sont 

formés de novo. Ce processus se produit en premier dans le sac vitellin puis dans 

l’embryon lui-même. Un précurseur commun aux lignées endothéliales et 

hématopoïétiques, l’hémangioblaste, apparait dans le mésoderme embryonnaire et 

prolifère pour former des amas de cellules appelés îlots sanguins. Les cellules des îlots 

sanguins se différencient pour donner les progéniteurs des cellules endothéliales à la 

périphérie (angioblastes) et les progéniteurs des cellules sanguines au centre des îlots 

(cellules souches hématopoïétiques) (Sumpio et al., 2002 ; Suburo et d’Amore, 2006 ; Tirziu 

et Simons, 2009). Les angioblastes sont définis comme un type cellulaire ayant le potentiel 

de se différencier en cellules endothéliales mais qui n’exprime pas encore tous les 

marqueurs caractéristiques de cette lignée. Puis la fusion de plusieurs îlots sanguins et la 

différentiation des angioblastes en cellules endothéliales permettent la formation de 

vaisseaux pleins qui se creusent d’une lumière pour former un plexus vasculaire primitif 

(Figure 4). 

 

 

 

 



 

 - 19 - 

 

Figure 4 : formation d’un réseau vasculaire primitif par vasculogenèse. Les 

hémangioblastes se différencient en angioblastes qui prolifèrent et se différencient à leur tour 

en cellules endothéliales spécifiées vers un phénotype artériel ou veineux. Les cellules 

endothéliales forment des cordons qui se creusent d’une lumière pour former un réseau 

vasculaire primitif composé d’artères et de veines. D’après Potente et al., 2011. 

 

S’il est traditionnellement considéré que la vasculogenèse se produit uniquement 

pendant la vie embryonnaire, certains auteurs avancent l’hypothèse d’une « vasculogenèse 

post-natale », notamment grâce à la découverte relativement récente de progéniteurs 

circulants des cellules endothéliales (EPCs) (Carmeliet, 2003 ; Timmermans et al., 2009). 

 

1.3.2. L’angiogenèse 

 

L’angiogenèse est un processus aboutissant à la mise en place de nouveaux vaisseaux 

sanguins à partir du réseau préexistant (Adams et Alitalo, 2007). Au cours du 

développement, l’angiogenèse permet de remodeler le plexus vasculaire primitif mis en 

place pendant la vasculogenèse. Dans les premières années de vie après la naissance, 

l’angiogenèse physiologique permet de développer le réseau vasculaire pour répondre 

aux besoins grandissants des organes en croissance. Chez l’adulte, l’angiogenèse est 

impliquée dans les mécanismes de réparation et régénération tissulaire ainsi que dans le 

cycle menstruel féminin. Cependant, une angiogenèse dérégulée peut se produire au cours 

de certaines pathologies telles que les cancers, les rétinopathies ou l’arthrite rhumatoïde 

(Carmeliet, 2003). L’angiogenèse étant une thématique centrale de cette thèse, ses aspects 

sont développés plus en détails dans la partie Angiogenèse. 
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2. L’angiogenèse 

 

L’angiogenèse est un processus biologique aboutissant à la mise en place de nouveaux 

vaisseaux par remodelage du réseau préexistant. Sous l’effet de facteurs pro-angiogéniques, 

l’angiogenèse se déroule en plusieurs étapes jusqu’à la disparition des stimuli pro-

angiogéniques et la maturation des nouveaux vaisseaux (Figure 5). On distingue 

traditionnellement 2 mécanismes : l’angiogenèse par bourgeonnement (« sprouting ») et 

l’angiogenèse par intussusception. Dans le premier cas, les nouveaux vaisseaux se 

forment par l’apparition d’excroissances sur les vaisseaux préexistants alors que dans le 

second mécanisme, les nouveaux vaisseaux se forment par la division et l’invagination des 

vaisseaux préexistants (Makanya et al., 2009 ; Potente et al., 2011 ; Carmeliet et Jain, 

2011a). Néanmoins, le type d’angiogenèse le plus connu et présenté dans cette thèse est 

celui par bourgeonnement. 

 

Activation endothéliale, sélection, allongement, anastomose et formation d’une lumière 

 

Remodelage vasculaire et régression 

 

Figure 5 : remodelage d’un réseau vasculaire préexistant par angiogenèse. Suite à 

l’activation endothéliale, les cellules endothéliales activées subissent un processus de sélection 

et acquièrent un phénotype de cellule leader (« tip cell ») ou de cellule de soutien (« stalk 

cell »). La migration des « tip cells » et la prolifération des « stalk cells » permettent la 

formation de nouvelles branches vasculaires qui fusionnent et s’anastomosent. Le retour du 
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flux sanguin permet de creuser une lumière dans les vaisseaux qui subissent ensuite une étape 

de maturation et de stabilisation permise par la déposition d’une nouvelle lame basale et le 

recrutement des péricytes. Le flux sanguin est un élément déterminant pour réguler la 

stabilisation ou la régression des néo-vaisseaux. D’après Potente et al., 2011. 

 

Cette partie a pour but de décrire les principaux facteurs pro-angiogéniques, les 

étapes de l’angiogenèse physiologique, la dérégulation de l’angiogenèse survenant dans des 

contextes pathologiques et les modèles d’étude de l’angiogenèse. 

 

2.1. Les facteurs pro-angiogéniques 

 

Les principaux facteurs pro-angiogéniques sont des cytokines, des protéines solubles 

synthétisées par les cellules d’un tissu pour modifier le fonctionnement d’autres cellules. Ce 

sont des molécules de communication intercellulaire fonctionnant via des interactions 

spécifiques de type ligand-récepteur. Elles peuvent agir selon (1) un mode endocrine avec 

passage dans la circulation pour atteindre des cellules cibles distantes, (2) un mode 

paracrine entre cellules proches, (3) un mode juxtacrine entre cellules en contact ou (4) 

un mode autocrine dans lequel la cellule émettrice est aussi la cellule cible. Les principaux 

facteurs pro-angiogéniques impliqués au cours de l’angiogenèse sont le facteur de 

croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF), le facteur de croissance des fibroblastes 

(FGF), le système Angiopoïétine/Tie, le facteur de croissance transformant b (TGF-b) et le 

facteur de nécrose tumorale a (TNF-a) (Ucuzian et al., 2010), certains de ces facteurs étant 

aussi impliqués dans l’inflammation. 

 

2.1.1. Le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) 

 

Il s’agit en réalité d’une famille de 5 glycoprotéines structurellement proches : les 

VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et le facteur de croissance placentaire (PlGF) (Koch et 

Claesson-Welsh, 2012). Le plus connu est le VEGF-A, initialement décrit comme le facteur 

de perméabilité vasculaire (VPF) par l’équipe de Senger en 1983. Il existe 6 isoformes du 

VEGF-A générées par épissage alternatif du même ARNm et qui varient par le nombre 

d’acides aminés : les VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A165, VEGF-A183, VEGF-A189, et le VEGF-

A206 (Robinson et Stringer, 2001). Ces isoformes diffèrent par la présence ou l’absence de 

séquences codées par les exons 6 et 7 du gène situé sur le chromosome 6 chez l’Homme. Les 
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VEGF peuvent se lier sur 3 récepteurs à activité tyrosine kinase : les VEGFR-1 (FLT-1), 

VEGFR-2 (FLK-1, KDR, CD309) et le VEGFR-3 (FLT-4). Comme la plupart des récepteurs à 

activité tyrosine kinase, la liaison du VEGF sur le VEGFR provoque l’homo- ou 

hétérodimérisation du récepteur et son changement de conformation rendant accessible 

le site de fixation de l’ATP dans les domaine kinase intracellulaires. Les domaines tyrosine 

kinase peuvent alors être auto- ou transphophorylées sur les résidus tyrosine et activer 

les voies de signalisation en aval. Les récepteurs au VEGF sont exprimés par des types 

cellulaires différents et jouent ainsi un rôle dans plusieurs processus biologiques (Figure 6). 

 

 

 

Figure 6 : profil d’expression des VEGFR par différents types cellulaires. Les VEGFR sont 

exprimés par différents types cellulaires expliquant leurs effets biologiques variés. Le VEGFR-2, 

exprimé par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et lymphatiques, est impliqué 

dans l’angiogenèse (formation des vaisseaux sanguins) et la lymphangiogenèse (formation des 

vaisseaux lymphatiques). Toutes les isoformes du VEGF-A se lient au VEGFR-2. D’après Cross et 

al., 2003. 

 

Au cours de l’angiogenèse, la signalisation du VEGF passe essentiellement par le 

couple VEGF-A165/VEGFR-2 (Robinson et Stringer, 2001 ; Cross et al., 2003 ; Ucuzian et al., 

2010 ; Koch et Claesson-Welsh, 2012). Le VEGF a de multiples effets sur les cellules 

endothéliales via le VEGFR-2 (Figure 7). Il favorise la survie, la migration et la 

prolifération des cellules endothéliales. De plus, il augmente la perméabilité vasculaire 
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et la fenestration de l’endothélium, d’où la première fonction qui lui avait été attribuée de 

facteur de perméabilité vasculaire (VPF). 

 

 

 

Figure 7 : voies de signalisation du VEGFR-2 dans les cellules endothéliales. Dans les 

cellules endothéliales, les effets du VEGFR-2 activé par la fixation du VEGF-A passent par 

plusieurs voies de signalisation. Au cours de l’angiogenèse, le VEGF joue un rôle majeur en 

favorisant la prolifération et la migration des cellules endothéliales. D’après Cross et al., 2003. 

 

Les tissus ont besoin d’un apport suffisant en nutriments et en O2 pour pouvoir 

maintenir leur fonctionnement voire assurer leur croissance. Cet apport est assuré par le 

sang. Mais si le réseau vasculaire n’est pas assez développé ou efficace, les tissus sont 

insuffisamment oxygénés (hypoxie) et envoient alors des signaux pro-angiogéniques perçus 

par les cellules endothéliales. Ces stimuli pro-angiogéniques sont le point de départ de 

l’angiogenèse qui permet le remodelage du réseau vasculaire pour répondre aux besoins 

des tissus. L’expression du VEGF est fortement et rapidement augmentée dans les tissus 

hypoxiques. Le promoteur du gène codant pour le VEGF contient un élément de réponse à 

l’hypoxie (HRE) capable de lier le facteur induit par l’hypoxie (HIF) et d’activer la 

transcription du gène codant pour le VEGF (Robinson et Stringer, 2001). 
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2.1.2. Le système Angiopoïétines/Tie 

 

Le système Angiopoïétines/Tie est un ensemble de protéines régulant le 

développement vasculaire et la stabilité des vaisseaux sanguins, les angiopoïétines 

étant les ligands des récepteurs Tie (Fagiani et Christofori, 2013). Il existe 4 angiopoïétines, 

les angiopoïétine-1 à 4 (Ang-1, Ang-2, Ang-3 et Ang-4), 7 protéines angiopoïétine-like 

(Angptl-1 à 7) et 2 récepteurs Tie, les récepteurs Tie-1 et Tie-2. Tie-1 est un récepteur 

orphelin sans ligand connu mais capable de s’hétérodimériser avec Tie-2 et de modifier 

l’activité de ce dernier. Les molécules angiopoïétine-like ne se fixent pas sur Tie-1 et Tie-2 

mais partagent la structure des angiopoïétines et peuvent présenter des propriétés pro-

angiogéniques (Augustin et al., 2009). 

 

La structure de ces récepteurs et de ces ligands est présentée dans la Figure 8A. La 

partie extracellulaire des récepteurs Tie (N-terminale) est composée de 2 motifs 

immunoglobulines suivis de 3 domaines homologues à l’EGF, d’un autre motif 

immunoglobuline et de 3 répétitions de type fibronectine type III. Une partie 

transmembranaire relie la partie extracellulaire à la partie intracellulaire contenant un 

domaine catalytique tyrosine kinase (C-terminal) responsable de la transduction du 

signal. Les angiopoïétines sont des glycoprotéines sécrétées d’environ 70 kDa se liant au 

2e motif immunoglobuline du récepteur Tie-2, permettant ainsi l’activation de Tie-2 et 

indirectement de Tie-1 lorsqu’il est associé à Tie-2 dans les hétérodimères Tie-1/Tie-2 

(Saharinen et al., 2005 ; Barton et al., 2006). Les angiopoïétines sont composées d’un 

domaine SCD (Super-Clustering Domain) en N-terminal, d’un domaine central CCD 

(Coiled-Coil Domain ou domaine en bobine enroulée) responsable de l’homo-

oligomérisation du ligand, d’une région de liaison et d’un domaine FReD (Fibrinogen-

Related Domain) en C-terminal nécessaire à la fixation du ligand sur Tie-2 (Davis et al., 

1996 ; Procopio et al., 1999). 

 

La Figure 8B présente les modalités de fixation des angiopoïétines sur Tie-2. Le 

domaine CCD permet à l’Ang-1 et l’Ang-2 de se complexer en dimères, trimères et 

tétramères (Davis et al., 2003 ; Kim et al., 2005). Par la suite, l’Ang-1 s’assemble avec 

d’autres Ang-1 pour former des multimères encore plus complexes via son domaine SCD 

(Kim et al., 2005). Pour activer Tie-2, l’Ang-1 doit se présenter sous forme de tétramère ou 

de multimères d’ordre supérieur, alors que des formes oligomériques de l’Ang-2 
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(inférieures au tétramère) suffisent à sa fixation sur Tie-2. Selon le contexte, l’Ang-2 peut 

agir comme un agoniste de Tie-2 ou comme un antagoniste de l’activation de Tie-2 induite 

par l’Ang-1. La fixation des multimères de l’Ang-1 induit la multimérisation de Tie-2 

permettant la phosphorylation croisée des tyrosines intracellulaires et l’activation des voies 

de signalisation en aval. 

 

 

Figure 8 : structure et interaction des récepteurs et des ligands du système 

Angiopoïétines/Tie. (A) Structure des récepteurs Tie et des ligands angiopoïétines. Les 

récepteurs Tie-1 et Tie-2 présentent une grande homologie et sont organisés en domaines 

fonctionnels de type immunoglobuline, EGF et fibronectine type III. Ce sont des récepteurs à 

activité tyrosine kinase. Les angiopoïétines contiennent des domaines permettant à la fois 

l’homomultimérisation de l’Ang-1 et de l’Ang-2 et la fixation des multimères sur Tie-2. (B) 

Interaction ligand-récepteur. Seuls les multimères de l’Ang-1 et de l’Ang-2 peuvent activer Tie-

2 en induisant la multimérisation du récepteur pour permettre la trans-phosphorylation des 

tyrosines et l’activation des voies de signalisation intracellulaires. D’après Fagiani et al., 2013. 

 

Les acteurs du système Angiopoïétines/Tie sont essentiels pour le développement et 

la maturation du réseau vasculaire. Les souris KO Tie-1 présentent une angiogenèse 

normale mais une instabilité des vaisseaux provoquant des œdèmes et des hémorragies. 

Les souris meurent à partir du jour embryonnaire E13.5 (Puri et al., 1995). Des données 
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chez des souris KO Tie-1 dans les cellules endothéliales suggèrent que Tie-1 ne serait pas 

nécessaire pour la différenciation des angioblastes mais serait indispensable pour soutenir 

l’angiogenèse et la prolifération des cellules endothéliales pendant les étapes plus tardives 

du développement vasculaire (Partanen et al., 1996). L’inhibition de Tie-2 est plus sévère 

encore puisque les souris KO Tie-2 meurent entre les jours embryonnaires E9.5 et E12.5 

(Dumont et al., 1994 ; Sato et al., 1995 ; Suri et al., 1996). Le réseau vasculaire primitif est 

mal organisé, les vaisseaux contiennent peu de cellules endothéliales, de ramifications et 

manquent de péricytes. L’hématopoïèse et le développement de l’endocarde sont aussi 

affectés (Sato et al., 1995). Ainsi, Tie-2 ne serait pas nécessaire pour la vasculogenèse mais 

serait indispensable pour la prolifération et la survie des cellules endothéliales (Dumont et 

al., 1994). Les souris KO Ang-1 meurent entre les jours embryonnaires E11.5 et E12.5 avec 

un phénotype proche de celui des souris KO Tie-2 : des vaisseaux dilatés traduisant un 

manque de péricytes et un réseau vasculaire peu ramifié (Suri et al., 1996). A l’inverse, des 

études ont montré que les souris surexprimant l’Ang-1 dans la peau présentent de plus 

larges vaisseaux contenant davantage de cellules endothéliales et un excès de péricytes 

(Thurston et al., 1999). Ce qui démontre que l’Ang-1 est nécessaire pour la survie et la 

prolifération des cellules endothéliales ainsi que pour la maturation des vaisseaux sanguins 

qui s’accompagne du recrutement des péricytes. Des études chez des souris surexprimant 

l’Ang-1 et le VEGF-A suggèrent que ces 2 molécules régulent différentes étapes de 

l’angiogenèse, le VEGF intervenant plus précocement en favorisant le bourgeonnement des 

vaisseaux (« sprouting ») et leur croissance tandis que l’Ang-1 intervient plus tardivement 

en régulant le remodelage et la maturation des vaisseaux (Thurston et al., 1999). Le KO 

Ang-2 n’est pas létal pendant le développement embryonnaire mais selon le fond génétique 

des animaux, les souris KO Ang-2 meurent dans les 2 premières semaines après la 

naissance (souche 129) ou se développement normalement jusqu’à l’âge adulte avec une 

faible mortalité (souche C57Bl/6) (Gale et al., 2002 ; Fiedler et al., 2006). A l’inverse, les 

souris surexprimant Ang-2 meurent entre les jours embryonnaires E9.5 et E10.5 

(Maisonpierre et al., 1997 ; Veikkola et Alitalo, 2002). 

 

L’Ang-1 est majoritairement exprimée par les péricytes, les fibroblastes et les 

cellules tumorales (Davis et al., 1996 ; Kim et al., 2000 ; Xu et Yu, 2001). Son expression 

par les péricytes est augmentée par l’hypoxie, le VEGF-A et le PDGF-B (Park et al., 2003 ; 

Nishishita et Lin, 2004). L’Ang-2 est exprimée par les cellules endothéliales et son 

expression est régulée au niveau transcriptionnel par l’hypoxie et le VEGF-A (Mandriota et 
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Pepper, 1998 ; Oh et al., 1999). L’Ang-2 est peu voire non exprimée dans le réseau 

vasculaire quiescent mais son expression est très fortement augmentée lorsque 

l’endothélium est activé au cours de l’angiogenèse (Maisonpierre et al., 1997, Augustin et al., 

2009). La protéine produite par les cellules endothéliales est stockée dans des 

compartiments cytoplasmiques spécifiques de ce type cellulaire, les Corps de Weibel et 

Palade (WPBs). Elle peut être rapidement libérée par exocytose des WPBs en réponse à 

divers stimuli comme la thrombine ou l’histamine (Fiedler et al., 2004). L’Ang-2 sécrétée par 

les cellules endothéliales déstabilise l’endothélium par une signalisation autocrine et cet 

effet peut être contré par l’Ang-1. L’Ang-2 agit comme un antagoniste de l’Ang-1 en 

inhibant sa liaison sur Tie-2, perturbant ainsi la signalisation du complexe Ang-1/Tie-2 

(Yuan et al., 2009). Enfin, les effets de l’Ang-2 peuvent être très différents selon le contexte. 

Ainsi, l’Ang-2 induit une régression des vaisseaux sanguins en absence de VEGF mais 

favorise l’angiogenèse en présence de VEGF (Hanahan, 1997). 

 

2.1.3. Les autres facteurs pro-angiogéniques 

 

D’autres stimuli pro-angiogéniques sont le facteur de croissance des fibroblastes 

(FGF), le facteur de croissance transformant b (TGF-b) ou encore le facteur de nécrose 

tumorale a (TNF-a). Certains d’entre eux présentent à la fois des propriétés pro-

angiogéniques et pro-inflammatoires, l’angiogenèse et l’inflammation étant impliquées dans 

la déstabilisation des vaisseaux sanguins. 

 

2.1.3.1. Le facteur de croissance des fibroblastes (FGF) 

 

Il existe de nombreuses formes du FGF dont deux sont très impliquées dans 

l’angiogenèse : le FGF-1 (ou FGF acide, aFGF) et le FGF-2 (ou FGF basique, bFGF), chacun 

pouvant se lier sur 2 récepteurs, les FGFR-1 et FGFR-2 (Gerwins et al., 2000). Si le FGF est 

retenu dans la matrice extracellulaire et protégé de la dégradation par les protéoglycanes 

matriciels, son expression peut aussi être induite pendant l’angiogenèse (Ucuzian et al., 

2010). Au cours de l’angiogenèse, la signalisation du FGF passe essentiellement par la 

fixation du bFGF sur le FGFR-1. Le bFGF favorise la migration des cellules endothéliales in 

vitro et augmente la synthèse du VEGF. De plus, il est capable d’induire la synthèse de 

collagène, de fibronectine et de protéoglycanes par les cellules endothéliales, ce qui 
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souligne son implication dans le remodelage de la matrice extracellulaire au cours de 

l’angiogenèse. 

 

2.1.3.2. Le facteur de croissance transformant b (TGF-b) 

 

La famille du TGF-b comprend une trentaine de facteurs de croissance sécrétés sous 

une forme inactive activée par protéolyse (Ucuzian et al., 2010). Son rôle est relativement 

ambigu puisqu’il est impliqué dans l’angiogenèse mais aussi dans la différenciation des 

péricytes et la stabilisation des vaisseaux. Il favorise la formation de la lame basale et 

augmente l’expression du récepteur aux intégrines (Collo et Pepper, 1999), nécessaire 

pour la migration des « tip cells ». Bien que des données in vitro ont montré que le TGF-b 

peut inhiber l’angiogenèse dans certaines conditions (Sankar et al., 1996), son rôle in vivo 

dans le recrutement de cellules immunitaires sécrétrices de facteurs pro-angiogéniques 

et son implication dans plusieurs voies de signalisation de l’angiogenèse peuvent expliquer 

ses effets pro-angiogéniques (Kim et al., 2001 ; Li et al., 2003). 

 

2.1.3.3. Le facteur de nécrose tumorale a (TNF-a) 

 

Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire jouant un rôle indirect dans 

l’angiogenèse en favorisant la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques par d’autres types 

cellulaires. Il est aussi impliqué dans la différenciation des cellules endothéliales (Klagsbrun 

et d’Amore, 1991). 

 

2.2. Les étapes de l’angiogenèse 

 

Chez l’adulte sain, le réseau vasculaire est stable et l’endothélium quiescent (Potente 

et al., 2011). Pour remodeler ce réseau, les vaisseaux doivent être déstabilisés. L’activation 

endothéliale est la première étape de l’angiogenèse au cours de laquelle les cellules 

endothéliales passent du phénotype quiescent à un phénotype activé permettant de 

déstabiliser l’endothélium. Les étapes suivantes sont la sélection des « tip cell » et des 

« stalk cell », le bourgeonnement (« sprouting »), l’allongement des nouvelles branches, 

la fusion de plusieurs branches adjacentes (anastomose ou inosculation), et enfin la 

maturation et le retour à la quiescence de l’endothélium s’accompagnant de la 

stabilisation des nouveaux vaisseaux (Potente et al., 2011). 
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2.2.1. L’activation endothéliale 

 

L’activation endothéliale est un évènement transitoire qui se produit lorsque les 

cellules endothéliales doivent modifier leur phénotype pour répondre aux stimuli émis par 

les tissus environnants. Elle est abondamment documentée dans les contextes 

inflammatoires au cours desquels les cellules endothéliales expriment à leur surface des 

molécules d’adhérence permettant l’extravasation des leucocytes ou changent de forme 

pour augmenter la perméabilité vasculaire et permettre la diffusion de protéines 

plasmatiques dans le tissu interstitiel. L’activation endothéliale est par ailleurs l’étape la 

plus précoce de l’angiogenèse (Potente et al., 2011 ; Fagiani et al., 2013). Chez l’adulte 

sain, les cellules endothéliales sont quiescentes et reçoivent des signaux de survie tels que 

le VEGF, l’Ang-1 et le FGF (Fagiani et al., 2013). Elles forment une monocouche de cellules 

associées entre elles par des interactions moléculaires mettant en jeu la VE-cadhérine et les 

protéines des jonctions serrées (Cavallaro et Dejana, 2011 ; Carmeliet et Jain, 2011a). Cette 

monocouche est stabilisée par des péricytes qui inhibent la prolifération des cellules 

endothéliales et leur fournissent des signaux de survie (VEGF et Ang-1) (Carmeliet et Jain, 

2011a). La lame basale est produite à la fois par les cellules endothéliales et les péricytes 

pour réguler la perméabilité vasculaire et maintenir l’intégrité des vaisseaux (Carmeliet et 

Jain, 2011a). Sous l’effet de stimuli environnementaux tels que le VEGF libéré par les tissus 

hypoxiques, les cellules endothéliales passent du phénotype quiescent à un phénotype 

activé (Figure 9). 
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Figure 9 : système Angiopoïétines/Tie et déstabilisation de l’endothélium. L’endothélium 

quiescent est recouvert par des péricytes qui sécrètent de l’Ang-1. L’Ang-1, via l’activation de 

Tie-2, favorise la survie des cellules endothéliales et la stabilisation des vaisseaux. L’hypoxie et 

le VEGF induisent la sécrétion de l’Ang-2 qui se fixe sur Tie-2, bloquant la signalisation Ang-

1/Tie-2 et provoquant le détachement des péricytes. D’après Fagiani et al., 2013. 

 

Le VEGF induit une augmentation de l’expression et de la sécrétion de l’Ang-2, 

ainsi qu’une augmentation de la perméabilité vasculaire par déstabilisation des 

jonctions entre les cellules endothéliales (Carmeliet et Jain, 2011a). L’Ang-2 sécrétée 

provoque à la fois le détachement des péricytes de l’endothélium et le blocage de la 

signalisation Ang-1/Tie-2 dans les cellules endothéliales (Augustin et al., 2009 ; Huang et 

al., 2010 ; Carmeliet et Jain, 2011a). De son côté, l’augmentation de la perméabilité 

vasculaire permet la diffusion de macromolécules, notamment de protéases matricielles 

comme les métalloprotéinases (MMPs) qui dégradent la lame basale, facilitant ainsi 

l’invasion du tissu interstitiel par les cellules endothéliales activées (Carmeliet et Jain, 

2011a). Les vaisseaux n’étant plus recouverts de péricytes, les cellules endothéliales ne 

reçoivent plus de signaux de survie et leur prolifération n’est plus inhibée. Si les cellules 

endothéliales meurent dans ces conditions en l’absence de VEGF (régression vasculaire), 
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l’abondance de VEGF pendant l’angiogenèse favorise la migration et la prolifération des 

cellules endothéliales activées (Hanahan, 1997). 

 

2.2.2. La sélection des « tip cells » et des « stalk cells » 

 

Libérées des péricytes et de la rigidité de la lame basale, les cellules endothéliales 

activées peuvent migrer et proliférer pour former de nouvelles branches vasculaires. Les 

tissus hypoxiques créent un gradient de VEGF agissant comme un facteur chimiotactique 

qui attire les cellules endothéliales et guide la formation des nouveaux vaisseaux. Une 

sélection se met en place entre les cellules endothéliales activées, spécifiant les « tip cells » 

(cellules leader) et les « stalk cells » (cellules de soutien). La spécification des cellules 

endothéliales vers un phénotype transitoire de « tip cell » ou de « stalk cell » est contrôlée 

par la voie de signalisation Notch et une boucle de rétrocontrôle (Phng et Gerhardt, 

2009 ; Eilken et Adams, 2010) (Figure 10). 

 

 

Figure 10 : boucle de rétrocontrôle déterminant les phénotypes « tip cell » et « stalk 

cell ». La stimulation du VEGFR-2 par le VEGF-A induit l’expression de Dll-4 par les tip-cells. 

Dll-4 active Notch-1 dans les « stalk cells » et cette activation inhibe l’expression du VEGFR-2. 

Les « tip cells » sont très sensibles au gradient de VEGF et étendent des filopodes pour migrer 

tandis que les « stalk cells » sont moins sensibles au VEGF et prolifèrent. D’après Potente et al., 

2011. 

 

L’activation du VEGFR-2 par le VEGF-A induit une forte expression du ligand de Notch 

Dll-4 dans les cellules endothéliales activées (Thurston et al., 2007). Les cellules qui 

expriment le plus rapidement ou la plus grande quantité de Dll-4 prennent un avantage 

sélectif sur les autres cellules et deviennent des « tip cells ». Elles exercent une inhibition 
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latérale sur les cellules voisines qui ne peuvent pas devenir des « tip cells » et deviennent 

des « stalk cells ». L’activation de Notch-1 par Dll-4 inhibe l’expression de plusieurs gènes 

dans les « stalk cells », notamment le gène codant pour le VEGFR-2, rendant ces cellules 

moins sensibles au gradient de VEGF. Les « stalk cells » expriment Jag-1, un autre ligand de 

Notch-1, qui inhibe l’effet de Dll-4 pour maintenir l’expression du VEGFR-2 dans les « stalk 

cells ». Si les « tip cells » prolifèrent peu, elles étendent des filopodes et migrent en suivant 

le gradient de VEGF. Les filopodes fonctionnent comme de véritables capteurs détectant des 

signaux attirants ou repoussants pour guider la migration des « tip cells ». Des données 

suggèrent que la migration des « tip cells » peut mettre en jeu une signalisation Tie-

indépendante de l’Ang-2 via l’activation des intégrines avb3 et a5b1 (Thomas et 

Augustin, 2009 ; Felcht et al., 2012 ; Fagiani et Christofori, 2013). Les stalks cells ne forment 

pas de filopodes et ne migrent pas mais sont capables de proliférer, de former une 

lumière vasculaire, d’établir des jonctions avec les cellules voisines et de produire une 

lame basale pour assurer l’intégrité de la nouvelle branche vasculaire en formation (Phng 

et Gerhardt, 2009). 

 

2.2.3. L’allongement, le branchement et la formation d’une lumière 

 

Les vaisseaux sanguins déstabilisés voient apparaître à leur surface des 

bourgeonnements correspondant aux ébauches des nouvelles branches vasculaires. 

Tandis que les « tip cells » migrent guidées par leurs filopodes, les « stalk cells » 

prolifèrent pour permettre l’allongement des nouveaux vaisseaux (Potente et al., 2011). 

L’Ang-2 sécrétée continue d’inhiber la signalisation du récepteur Tie-2, empêchant ainsi le 

recrutement des péricytes et préservant le phénotype activé des cellules endothéliales. La 

balance de signalisation Notch-1/Dll-4/Jag-1 est maintenue en permanence pour éviter la 

formation d’un nombre excessif de « tip cells » et réguler le profil de ramification des 

nouveaux vaisseaux. Le branchement des vaisseaux se produit lorsque des « tip cells » 

entrent en contact et permet la mise en place de nouveaux circuits dans le réseau existant. 

Les contacts intercellulaires sont consolidés par des jonctions impliquant la VE-cadhérine 

(Cavallaro et Dejana, 2011). Des données ont montré une accumulation de macrophages au 

niveau des sites de fusion par anastomose de branches vasculaires voisines, suggérant un 

rôle actif des macrophages qui émettent des filopodes contactant plusieurs « tip cells » 

(Fantin et al., 2010). Simultanément à l’allongement du réseau, les « stalk cells » mettent en 

place une lumière vasculaire selon différents modes qui semblent dépendre du type de 
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vaisseau concerné (Iruela-Arispe et Davis, 2009 ; Zeeb et al., 2010). La lumière peut se 

former par l’apparition de vacuoles intracellulaires qui fusionnent avec les vacuoles de 

cellules endothéliales voisines dans un mécanisme appelé creusement cellulaire (« cell 

hollowing »). Dans les vaisseaux de gros calibre, la formation d’une lumière se ferait plutôt 

par modification de la forme des cellules endothéliales et des jonctions intercellulaires 

selon un autre mécanisme appelé creusement du cordon vasculaire (« cord 

hollowing »). Après la mise en place d’une polarité apico-basale, la membrane apicale 

des cellules endothéliales serait recouverte de glycoprotéines chargées négativement. La 

présence de charges négatives sur la membrane de 2 cellules voisines engendrerait une 

répulsion écartant les 2 cellules. De plus, le VEGF interviendrait en régulant les 

réarrangements du cytosquelette, l’adhérence et la polarité des cellules endothéliales 

(Zeeb et al., 2010). 

 

2.2.4. La maturation et la stabilisation des nouveaux vaisseaux 

 

La formation d’une lumière vasculaire permet la perfusion des nouveaux vaisseaux 

qui s’accompagne d’un apport en O2 et en nutriments, réduisant l’hypoxie. La diminution de 

l’hypoxie réduit l’expression du VEGF et oriente progressivement les cellules endothéliales 

vers un retour au phénotype quiescent. Pour être totalement fonctionnels, les nouveaux 

vaisseaux doivent subir une étape de maturation correspondant au remodelage du réseau 

pour l’adapter à la physiologie du tissu. Les caractéristiques de cette maturation sont la 

synthèse d’une lame basale, la formation de jonctions intercellulaires, la diminution 

de la prolifération des cellules endothéliales et le recrutement des cellules 

périvasculaires (Gaengel et al., 2009 ; Potente et al., 2011) (Figure 11). 
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Figure 11 : acteurs moléculaires régulant le recrutement des péricytes pendant 

l’angiogenèse. Le recrutement des péricytes met en jeu 4 voies de signalisation majeures : (1) 

PDGFB/PDGFR-b favorisant la migration et la prolifération, (2) S1P/S1PR1 régulant la 

migration, (3) Ang-1/Tie-2 contrôlant les interactions intercellulaires et avec la matrice 

extracellulaire et modulant indirectement la migration et la prolifération, (4) TGF-b1/TGFR-2 

induisant la différenciation des péricytes et la synthèse d’une lame basale. D’après Chantrain 

et al., 2006. 

 

La stabilisation des nouveaux vaisseaux et le recrutement des péricytes sont régulés 

par au moins 4 voies de signalisation : (1) PDGFB/PDGFR-b, (2) S1P/S1PR1, (3) Ang-1/Tie-

2 et (4) TGF-b1/TGFR-2 (Jain, 2003 ; Chantrain et al., 2006). Le principal facteur favorisant 

le recrutement des péricytes est le PDGFB synthétisé par les « tip cells » et se liant au 

PDGFR-b exprimé par les péricytes. Le PDGF est un facteur de croissance se présentant 

sous la forme d’un homodimère ou d’un hétérodimère selon la combinaison des chaines A 

et B : PDGF-AA, PDGF-AB ou PDGF-BB (PDGFB) (Raica et Cimpean, 2010). Chacune des 

chaines est codé par des gènes différents dont la régulation est indépendante. Il a été 

découvert plus récemment 2 autres gènes codant pour des chaines C et D ne pouvant 

s’associer qu’en homodimères (PDGF-CC et PDGF-DD). Le PDGF peut se lier sur 2 

récepteurs à activité tyrosine kinase : le PDGFR-a et le PDGFR-b. L’affinité des récepteurs 

varie en fonction de chaque chaine du PDGF. Ainsi, le PDGFR-a a une affinité plus forte pour 

les chaines A, B et C tandis que le PDGFR-b a une meilleure affinité pour les chaines B et D. A 

la fin de l’angiogenèse, le PDGFB synthétisé par les cellules endothéliales est séquestré par 
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les protéoglycanes à héparane sulfate (HSPGs) de la matrice extracellulaire. La signalisation 

PDGFB/PDGFR-b favorise la migration et la prolifération des péricytes (Raica et Cimpean, 

2010). Les souris KO pour PDGFB ou PDGFR-b présentent un déficit de péricytes, des 

dysfonctionnements vasculaires graves, des anévrismes et des saignements (Levéen et al., 

1994 ; Soriano, 1994 ; Jain, 2003). 

 

La sphingosine-1-phosphate (S1P) libérée par les cellules endothéliales se lie sur le 

récepteur sphingosine-1-phosphate (S1PR1), anciennement appelé gène de 

différenciation endothéliale (EDG-1). Cette interaction favorise la migration des péricytes 

via le remodelage du cytosquelette et la régulation de l’adhérence et des jonctions 

cellulaires (Lucke et Levkau, 2010 ; Potente et al., 2011). Les souris KO pour S1PR1 

présentent des déficits vasculaires graves comparables aux KO de la voie du PDGFB, bien 

que le défaut principal concerne les cellules endothéliales dans lesquelles S1P contrôle 

l’adressage de la N-cadhérine vers la membrane basale des cellules endothéliales pour 

renforcer les jonctions intercellulaires entre les cellules endothéliales et les péricytes. 

 

Si le système Angiopoïétines/Tie joue un rôle crucial dès la phase d’activation 

endothéliale, il est aussi impliqué dans la maturation et la stabilisation des nouveaux 

vaisseaux. L’activation de Tie-2 par l’Ang-1 favorise l’adhérence des péricytes en 

renforçant les jonctions intercellulaires et les interactions entre les cellules et la matrice 

extracellulaire (Augustin et al., 2009). De plus, Tie-2 activé augmente l’expression et la 

sécrétion du facteur de croissance de type épidermique liant l’héparine (Heparin-

Binding Epidermal Growth Factor-like, HB-EGF) par les cellules endothéliales. La fixation 

de l’HB-EGF sur le récepteur au facteur de croissance de l’épiderme (EGFR) favorise la 

migration et la prolifération des péricytes (Iivanainen et al., 2003). 

 

Enfin, la fixation du TGF-b1 sécrété par les cellules endothéliales sur le récepteur 

TGFR-2 favorise la différenciation des cellules mésenchymateuses en péricytes et la 

synthèse de la lame basale (Pardali et al., 2010). 

 

La maturation et la stabilisation du réseau vasculaire remodelé s’accompagnant d’une 

diminution de la prolifération des cellules endothéliales, des signaux de survie sont mis en 

place pour éviter l’apoptose des cellules endothéliales et la régression des vaisseaux. Parmi 

les signaux autocrines et paracrines figure le VEGF, sécrété par les cellules endothéliales 
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elles-mêmes pour activer la voie de survie cellulaire PI3K/AKT (Potente et al., 2011). La 

signalisation autocrine du VEGF dans les cellules endothéliales favorise leur survie tandis 

que la signalisation paracrine induit l’angiogenèse. Le FGF favorise également le maintien 

de l’intégrité des vaisseaux en renforçant les jonctions adhérentes et les jonctions serrées 

(Beenken et Mohammadi, 2009). L’Ang-1 permet la formation de clusters de Tie-2 qui se 

concentrent au niveau des jonctions intercellulaires, favorisant la survie cellulaire et la 

quiescence des cellules endothéliales (Augustin et al., 2009). Enfin, le flux sanguin crée des 

forces de cisaillement (« shear stress ») qui activent des voies de signalisation 

intracellulaires protégeant les cellules endothéliales de l’apoptose tout en favorisant leur 

quiescence (Potente et al., 2011). Les cellules endothéliales de vaisseaux non perfusés 

changent d’emplacement ou meurent par apoptose. 

 

2.3. La dérégulation de l’angiogenèse 

 

Les vaisseaux sanguins formant un réseau présent dans l’ensemble de l’organisme, il 

semble intuitif que le moindre dysfonctionnement peut avoir des répercussions sur tous les 

organes. L’angiogenèse est un mécanisme complexe mettant en jeu de nombreux acteurs 

cellulaires et moléculaires et des cascades de signalisation qui doivent être finement 

régulées selon un timing précis. Les dérégulations de l’angiogenèse sont à l’origine de très 

nombreuses pathologies. 

 

2.3.1. Des exemples de pathologies liées à un dysfonctionnement de 

l’angiogenèse 

 

Il existe différentes dérégulations de l’angiogenèse pouvant affecter des organes ou 

des tissus variés. Certaines pathologies sont liées à une angiogenèse insuffisante ou à une 

régression vasculaire par manque de maturation et de stabilisation des vaisseaux 

(Carmeliet, 2003). La plupart de ces maladies sont causées par une perturbation de la voie 

de signalisation du VEGF. Par exemple, l’emphysème et la fibrose pulmonaires sont liées 

à une apoptose des cellules endothéliales alvéolaires par inhibition du VEGF. 

L’ostéoporose est en partie expliquée par un déficit d’ostéogenèse lié à une inhibition âge-

dépendante de l’angiogenèse déclenchée par le VEGF. De plus, les inhibiteurs de 

l’angiogenèse empêchent la réparation des fractures osseuses. Pendant la grossesse, la 

forme soluble du VEGFR-1 peut priver les cellules endothéliales de VEGF, occasionnant des 
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dysfonctionnements vasculaires à l’origine de la pré-éclampsie (thrombose, hypertension). 

La maladie de Crohn est caractérisée par une ischémie des muqueuses (diminution de 

l’apport sanguin artériel). Dans le système nerveux central, la maladie d’Alzheimer est 

favorisée par une dégénérescence des microvaisseaux liée à une toxicité des cellules 

endothéliales occasionnée par la formation des plaques amyloïdes. Enfin, certains troubles 

du diabète sont favorisés par une altération de l’angiogenèse dans les membres 

ischémiques et une néovascularisation de la rétine liée à une perte des péricytes. 

 

L’angiogenèse est un processus biologique puissant devant rester transitoire, à l’instar 

d’autres mécanismes comme l’inflammation qui utilise des évènements cellulaires et des 

médiateurs chimiques dangereux tels que les dérivés réactifs de l’oxygène. Une 

angiogenèse anormale ou excessive est à l’origine de nombreuses pathologies et se 

trouve très souvent associée à une dérégulation de l’inflammation. L’angiogenèse 

pathologique est impliquée dans de nombreuses maladies inflammatoires comme le 

psoriasis, l’inflammation intestinale, les ascites, la synovite, l’asthme, l’arthrite ou 

encore diverses maladies auto-immunes. Une angiogenèse excessive est également 

impliquée dans d’autres pathologies comme les rétinopathies ou les cancers (Carmeliet, 

2003). 

 

2.3.2. L’angiogenèse tumorale 

 

Les besoins métaboliques des tumeurs sont exacerbés par la forte demande 

énergétique des cellules tumorales et stromales. De plus, l’augmentation du volume tumoral 

génère de l’hypoxie et la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques par les cellules tumorales 

et certaines cellules du microenvironnement tumoral. L’angiogenèse physiologique 

aboutit à la mise en place d’un réseau mature et stabilisé par le recrutement des péricytes, 

générant un réseau vasculaire organisé et fonctionnel. L’activation endothéliale 

disparaît avec la vascularisation efficace des tissus et l’extinction des signaux pro-

angiogéniques. Au cours de l’angiogenèse tumorale, la persistance des signaux pro-

angiogéniques inhibe le recrutement des péricytes et induit une activation endothéliale 

chronique, générant un réseau vasculaire instable, tortueux, mal organisé et peu 

fonctionnel (Goel et al., 2011) (Figure 12). 
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Figure 12 : anomalies structurelles et fonctionnelles des vaisseaux tumoraux. Alors que 

les vaisseaux d’un tissu sain (a) sont parfaitement organisés et fonctionnels grâce à la 

présence d’un endothélium stable et de péricytes, les vaisseaux tumoraux (b) forment un 

réseau instable et peu fonctionnel. L’activation endothéliale chronique liée à la présence 

persistante de facteurs pro-angiogéniques empêche la maturation des vaisseaux et le 

recrutement des péricytes. L’absence de maturation rend la perfusion inefficace, générant de 

l’hypoxie qui maintien l’expression des facteurs pro-angiogéniques et l’activation endothéliale, 

le tout formant un cercle vicieux interminable. BM : lame basale, EC : cellule endothéliale, IFP : 

pression du liquide interstitiel. D’après Carmeliet et Jain, 2011b. 

 

Les vaisseaux tumoraux forment un réseau mal organisé et peu fonctionnel. Alors que 

l’organisation physiologique hiérarchisée en réseaux artériel, veineux et capillaire permet 

un bon écoulement du sang dans les vaisseaux du réseau artériel (forte pression sanguine) 

vers le réseau veineux (faible pression), cette organisation perdue dans le réseau tumoral 

crée une mauvaise perfusion de la tumeur et un écoulement anormal du sang. De plus, 

l’environnement très fibreux et desmoplastique de certaines tumeurs réduit encore 

l’efficacité de la perfusion par compression solide des vaisseaux sanguins. Par ailleurs, la 

persistance de l’activation endothéliale s’accompagne du maintien d’un endothélium 

déstructuré avec une lame basale irrégulière, lâche et perméable et des cellules 

endothéliales non jointives. Cet endothélium déstructuré induit une augmentation de la 
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perméabilité vasculaire, ce qui a pour conséquence de modifier la recirculation de l’eau 

entre le réseau sanguin, le réseau lymphatique et le liquide interstitiel, générant une 

augmentation de la pression interstitielle dans la tumeur. La mauvaise perfusion de la 

tumeur et la compression des vaisseaux exercée par le stroma limitent l’accès des composés 

chimiothérapeutiques à la tumeur et l’infiltration leucocytaire, réduisant l’efficacité des 

chimiothérapies et de la réponse immunitaire anti-tumorale. Enfin, la déstructuration 

de l’endothélium favorise l’intravasation des cellules tumorales et la formation de 

métastases (Goel et al., 2011). 

 

2.3.3. Les thérapies anti-angiogéniques dans le traitement des cancers et le 

concept de normalisation vasculaire 

 

L’angiogenèse tumorale développe le réseau vasculaire apportant les nutriments et 

l’O2 nécessaires à la croissance d’une tumeur. L’une des stratégies thérapeutiques 

antitumorales est d’inhiber cette angiogenèse dans l’espoir « d’affamer » la tumeur et de 

limiter la prolifération des cellules cancéreuses. La plupart des approches anti-

angiogéniques consistent à inhiber la signalisation des facteurs pro-angiogéniques. Face à la 

relative inefficacité de cette approche dans certains types de cancers, une nouvelle stratégie 

est en développement et vise à « normaliser » les vaisseaux tumoraux (Carmeliet et Jain, 

2011b). 

 

2.3.3.1. Les principales thérapies anti-angiogéniques 

 

Plusieurs molécules anti-angiogéniques sont utilisées dans le traitement de certains 

cancers et de maladies oculaires telles que la dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA). 

Ces composés sont des anticorps ou des inhibiteurs chimiques multi-kinases ciblant les 

voies de signalisation de plusieurs facteurs pro-angiogéniques en inhibant le ligand, le 

récepteur ou les kinases des voies en aval du récepteur et sont généralement utilisés en 

combinaison avec une chimiothérapie (Carmeliet et Jain, 2011a). Le bévacizumab 

(AvastinÒ) est un anticorps neutralisant du VEGF utilisé en combinaison avec une 

chimiothérapie dans le traitement du cancer colorectal métastatique, d’un type de cancer 

métastatique du poumon et du cancer du sein métastatique. Il est également utilisé en 

monothérapie dans le traitement de certaines formes du glioblastome ou en association 

avec de l’Interféron-a (IFN-a) dans le traitement du carcinome rénal métastatique. Le 
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sorafénib (NexavarÒ) est un inhibiteur de tyrosine kinases (TKI) utilisé dans le traitement 

du carcinome rénal métastatique et du carcinome hépatocellulaire non résécable. Le 

sunitinib (SutentÒ) est un autre TKI utilisé dans le traitement du carcinome rénal 

métastatique et des tumeurs neuroendocrines pancréatiques avancées. Le pazopanib 

(VotrientÒ) est un TKI utilisé dans le traitement du carcinome rénal métastatique. Enfin, le 

vandetanib (CaprelsaÒ) est un TKI utilisé dans le traitement du cancer médullaire 

métastatique de la thyroïde. Dans tous les types de cancers, ces traitements anti-

angiogéniques allongent la survie des patients de quelques mois. 

 

2.3.3.2. Les limites des thérapies anti-angiogéniques 

 

Si l’hypothèse que limiter le développement du réseau vasculaire pour réduire la 

croissance tumorale soit pertinente et fonctionne dans certains types de cancers, cette 

stratégie reste malheureusement inopérante dans d’autres cancers ou chez certains 

patients. C’est le cas notamment du carcinome pancréatique dont le stroma hypovasculaire 

rend les thérapies anti-angiogéniques inefficaces (Carmeliet et Jain, 2011a). Alors que 

certains patients sont totalement réfractaires aux thérapies anti-angiogéniques, d’autres le 

deviennent en cours de traitement. Plusieurs mécanismes sont proposés pour expliquer la 

résistance de certaines tumeurs aux stratégies anti-angiogéniques et impliquent aussi bien 

les cellules tumorales que les cellules stromales. Le blocage du VEGF augmente l’hypoxie 

qui peut induire la production d’autres facteurs pro-angiogéniques tels que le PlGF, les 

FGFs, des chimiokines et des éphrines capables de restaurer l’angiogenèse ; ces tumeurs 

deviennent indépendantes du VEGF (Bergers et Hanahan, 2008). L’hypoxie peut aussi 

augmenter l’expression de gènes impliqués dans l’invasion et favoriser le potentiel invasif 

des cellules tumorales. De plus, les cellules tumorales peuvent acquérir des mutations les 

rendant plus agressives et tolérantes à l’hypoxie. Dans ce cas, les thérapies anti-

angiogéniques rendent les tumeurs plus agressives et favorisent les métastases. Par 

ailleurs, la formation de nouveaux vaisseaux peut se faire par d’autres modes que 

l’angiogenèse par bourgeonnement (Carmeliet et Jain, 2011a) : angiogenèse par 

intussusception, transdifférenciation de cellules souches tumorales en cellules 

endothéliales ou encore vasculogenèse par recrutement de progéniteurs endothéliaux 

dérivés de la moelle osseuse ou résidents de l’endothélium (EPCs). Ces tumeurs sont moins 

sensibles au blocage du VEGF. En outre, les vaisseaux tumoraux sont habituellement très 

peu recouverts par des péricytes, ce qui les rend sensibles au VEGF. Mais dans certaines 
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tumeurs, les microvaisseaux peuvent être abondamment recouverts par de nombreux 

péricytes et par une membrane basale épaisse. Ces vaisseaux sont beaucoup moins 

sensibles aux VEGF donc le blocage du VEGF n’a que très peu d’effet dans ces tumeurs. 

Enfin, les cellules stromales modifiées telles que les cellules dérivées de la moelle osseuse 

(BMDCs), les macrophages (TAMs) ou les fibroblastes activés (CAFs) peuvent être des 

sources d’autres facteurs pro-angiogéniques que le VEGF (Carmeliet et Jain, 2011a). 

 

2.3.3.3. La normalisation vasculaire 

 

Devant l’inefficacité des thérapies anti-angiogéniques dans certains cancers, une 

nouvelle stratégie est apparue récemment et consiste à rendre les vaisseaux tumoraux 

« normaux » : c’est le concept de normalisation vasculaire (Carmeliet et Jain, 2011b) (Figure 

13). Les vaisseaux tumoraux sont désorganisés et peu fonctionnels, ce qui génère un 

microenvironnement immunosuppresseur et mal perfusé. Le but de la normalisation est de 

rendre les vaisseaux tumoraux plus fonctionnels. 

 

 

Figure 13 : effets bénéfiques de la normalisation des vaisseaux tumoraux. (A) Les 

vaisseaux tumoraux présentent des anomalies structurelles et fonctionnelles. Les cellules 

endothéliales, dont la morphologie est modifiée, ne sont pas jointives, les péricytes sont 

détachés et la membrane basale est plus souple, ce qui favorise l’intravasation des cellules 

tumorales et la formation de métastases. (B) Les vaisseaux tumoraux normalisés retrouvent 

des caractéristiques structurelles et fonctionnelles proches des vaisseaux sains. Les cellules 

endothéliales sont jointives et stabilisées par des péricytes et la composition de la membrane 

basale la rend rigide et peu perméable, limitant ainsi l’intravasation des cellules tumorales. 

D’après Goel et al., 2011. 
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Structurellement, il a été montré dans plusieurs modèles tumoraux que la 

normalisation (1) améliore la forme et les jonctions entre les cellules endothéliales, 

(2) favorise le recouvrement des vaisseaux par des péricytes et (3) restaure la 

composition et la rigidité de la membrane basale (Goel et al., 2011). Le VEGF-A inhibe 

l’adhérence cellule-cellule passant par la VE-cadhérine pour déstabiliser l’endothélium ; il 

est probable que l’inhibition du VEGF favorise le retour des interactions entre les cellules 

endothéliales. Par ailleurs, les mécanismes par lesquels la normalisation favorise le 

recrutement des péricytes sont encore mal connus. Des données suggèrent qu’il pourrait y 

avoir un effet direct de l’inhibition du VEGF. En effet, le VEGF-A se lie sur le VEGFR-2 porté 

par les péricytes et inhibe le recrutement induit par la signalisation PDGFB/PDGFR-b 

(Greenberg et al., 2008 ; Goel et al., 2011). De plus, il est probable que l’inhibition du VEGF 

modifie le profil de sécrétion des cellules endothéliales qui régulent à leur tour le 

recrutement des péricytes via des cytokines. 

 

Fonctionnellement, la normalisation permet (1) d’améliorer l’oxygénation de la 

tumeur et donc de diminuer l’hypoxie et l’angiogenèse, (2) d’améliorer la perfusion de 

la tumeur pour favoriser l’accès des chimiothérapies et des immunothérapies aux 

cellules tumorales, (3) de limiter l’intravasation des cellules tumorales et la formation 

de métastases et (4) d’augmenter la réponse immunitaire anti-tumorale en favorisant 

l’infiltration de la tumeur par des lymphocytes T anti-tumoraux et la polarisation des 

macrophages du phénotype pro-tumoral de type M2 vers le phénotype anti-tumoral de type 

M1 (Goel et al., 2011). En outre, l’amélioration de la perfusion et de l’accès des 

chimiothérapeutiques permet (1) de sensibiliser la tumeur aux chimiothérapies et 

immunothérapies et (2) de réduire les doses de médicaments et par conséquent les effets 

secondaires sur les autres cellules saines prolifératives, notamment les cellules souches 

impliquées dans le renouvellement de tous les tissus de l’organisme. 

 

Les mécanismes cellulaires et moléculaires de la normalisation sont toujours en cours 

d’investigation mais plusieurs études suggèrent qu’une fenêtre de normalisation se met 

en place lors des thérapies anti-angiogéniques (Jain, 2005 ; Goel et al., 2011). Cette fenêtre 

se maintient pendant quelques jours puis disparait, probablement à cause de l’activation 

d’autres voies pro-angiogéniques, de la régression des vaisseaux par excès de signaux anti-

angiogéniques ou de la formation des vaisseaux par d’autres modes que l’angiogenèse par 

bourgeonnement. Ainsi, il semble que la dose et la durée des thérapies anti-angiogéniques 
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soient cruciales pour contrôler la durée de cette fenêtre de normalisation pendant laquelle 

la tumeur est sensibilisée aux chimiothérapies et immunothérapies. Actuellement, des 

études sont en cours dans différents modèles tumoraux pour définir les doses optimales 

pour allonger le plus possible la durée de la fenêtre de normalisation. De plus, il est montré 

que les tumeurs sont sensibilisées aux cytotoxiques pendant cette période. La plupart des 

essais précliniques et cliniques tentent de combiner une thérapie « normalisatrice » aux 

cytotoxiques de référence et de déterminer la bonne cinétique de traitement. 

 

2.4. Les modèles d’étude de l’angiogenèse 

 

Il existe de nombreux modèles d’étude de l’angiogenèse physiologique ou 

pathologique, la plupart étant des modèles in vitro utilisés pour disséquer les principaux 

mécanismes cellulaires impliqués dans l’angiogenèse, notamment la prolifération et la 

migration des cellules endothéliales. Mais les tests in vitro ne reflétant pas la complexité 

d’un tissu et les interactions entre différents types cellulaires, il existe aussi plusieurs 

modèles ex vivo voire in vivo. Voici les critères que doivent respecter un bon modèle 

d’étude de l’angiogenèse (Jain et al., 1997) : 

v La sécrétion et la distribution spatio-temporelle des facteurs pro- ou anti-

angiogéniques doivent pouvoir être connues de façon à établir des courbes de 

dose-réponse 

v Si des cellules néoplasiques (dérivées de tumeurs) sont utilisées, elles doivent 

être génétiquement caractérisées en termes d’expression de proto-oncogènes 

et de production de facteurs de croissance 

v Le modèle doit permettre une mesure quantitative de la structure des 

nouveaux vaisseaux : longueur, aire, volume et nombre de vaisseaux, taille de la 

membrane basale 

v Il doit aussi permettre de quantifier les caractéristiques fonctionnelles des 

nouveaux vaisseaux : prolifération et migration des cellules endothéliales, flux 

sanguin et perméabilité vasculaire 

v La distinction entre les nouveaux vaisseaux et les vaisseaux préexistants doit 

être claire 

v Les tissus ne doivent pas être endommagés puisqu’une lésion pourrait générer 

de l’angiogenèse par elle-même 

v Les réponses observées in vitro doivent être confirmées in vivo 
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v Le modèle doit permettre un suivi à long terme et si possible non invasif de 

l’angiogenèse 

v Enfin, le modèle doit être peu couteux, rapide, facile à utiliser, reproductible et 

fiable 

 

2.4.1. Le modèle murin de la vascularisation de la rétine 

 

Le modèle le plus utilisé dans cette thèse est le modèle murin de la vascularisation de 

la rétine (Stahl et al., 2010). L’angiogenèse physiologique peut être suivie au cours du 

développement du réseau vasculaire rétinien. En outre, ce modèle permet également 

d’étudier l’angiogenèse pathologique se produisant dans les rétinopathies diabétiques ou la 

dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA). 

 

Chez la souris, la rétine est dans un premier temps irriguée par les vaisseaux 

hyaloïdes. Après la naissance, ces vaisseaux régressent et sont remplacés par une véritable 

vascularisation de la rétine. L’angiogenèse physiologique par bourgeonnement assure la 

mise en place de ce réseau vasculaire en deux semaines (Figure 14). 

 

 

Figure 14 : angiogenèse 

physiologique de la rétine. 

Chez la souris, le réseau 

vasculaire de la rétine se met 

en place pendant les premiers 

jours suivant la naissance. Les 

vaisseaux s’étendent du centre 

de la rétine (nerf optique) vers 

la périphérie. Le plexus 

superficiel se forme entre les 

jours P1 et P8 (P Postnatal), 

puis les vaisseaux plongent 

pour former le plexus profond 

(P8 – P12) et enfin le plexus 

intermédiaire (P12 - P15). 

D’après Gerhardt et al., 2003. 
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Les vaisseaux sanguins forment un plexus primaire superficiel qui progresse du 

centre de la rétine - près du nerf optique - vers la périphérie entre les jours P1 et P8 (P 

Postnatal) (Stahl et al., 2010). Pour migrer, les cellules endothéliales s’appuient sur un 

maillage formé par des astrocytes qui servent à la fois de support mécanique et de 

source de VEGF (Stone et Dreher, 1987 ; Fruttiger et al., 1996 ; Gerhardt et al., 2003). Ainsi, 

les astrocytes contribuent à créer un gradient de VEGF guidant la migration des « tip 

cells » (Gerhardt et al., 2003 ; Gerhardt, 2008). La région proche du nerf optique, 

vascularisée, est exposée à de faibles concentrations de VEGF tandis que la région proche de 

la périphérie, avasculaire, est exposée à de fortes concentrations de VEGF. Puis les 

vaisseaux sanguins plongent dans l’épaisseur de la rétine pour former un plexus profond 

entre les jours P8 et P12 puis le plexus intermédiaire entre les jours P12 et P15, en sorte 

que le réseau vasculaire mature est composé d’une superposition de trois couches de 

vaisseaux réparties dans l’épaisseur de la rétine (Stahl et al., 2010). L’angiogenèse est le 

plus souvent étudiée sur le plexus superficiel, pendant la première semaine suivant la 

naissance. Ce modèle présente l’avantage de permettre l’observation spatio-temporelle des 

différents types cellulaires aux différentes étapes de l’angiogenèse en préservant 

l’organisation du tissu. 

 

2.4.2. Les autres modèles d’étude de l’angiogenèse 

 

Il existe de nombreux autres modèles permettant d’étudier l’angiogenèse (Auerbach 

et al., 2003 ; Norrby et al., 2006 ; Staton et al., 2009). Les modèles in vitro s’attachent 

davantage à préciser des mécanismes cellulaires et moléculaires tels que la prolifération ou 

la migration des cellules endothéliales alors que les modèles in vivo répondent plutôt aux 

caractéristiques fonctionnelles des vaisseaux comme la perméabilité, la perfusion ou le flux 

sanguin. Sans être exhaustive, cette partie liste brièvement les modèles les plus 

couramment utilisés. 

 

2.4.2.1. Les modèles in vitro 

 

Les tests de prolifération 

La prolifération des cellules en culture est quantifiée par dénombrement cellulaire direct, 

par mesure optique de la métabolisation du sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-

diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium) en cristaux de formazan par la 
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déshydrogénase mitochondriale ou encore par mesure de l’incorporation de thymidine 

tritiée (3H) ou de BrdU (bromodésoxyuridine). 

 

Les tests de migration 

La migration cellulaire peut être quantifiée en chambre de Boyden ou dans des tests de 

« wound-healing » couplés à de la microscopie time-lapse. 

 

Les tests de différenciation 

En ce qui concerne l’angiogenèse et les cellules endothéliales, le processus cellulaire le plus 

souvent étudié est la formation de tubules (tubulogenèse). Les cellules endothéliales sont 

incluses en trois dimensions dans un gel de collagène, de fibrine ou de Matrigel. La 

formation de tubules est quantifiée selon quatre paramètres : la longueur, le nombre et 

l’aire des tubules, ainsi que le nombre de branchements. 

 

2.4.2.2. Les modèles ex vivo ou les cultures d’organes 

 

Des sections de vaisseaux sanguins provenant de différents tissus sont maintenues en 

culture dans une matrice en trois dimensions et du milieu de culture. La croissance des 

nouveaux vaisseaux est suivie sur une période de 10 à 14 jours. Le modèle le plus utilisé 

pour quantifier l’angiogenèse est celui des anneaux aortiques de rat ou de souris (Nicosia 

et al., 1997). L’aorte d’un même animal peut fournir jusqu’à une trentaine de sections 

transversales. Ce modèle présente l’avantage de conserver la matrice extracellulaire et les 

autres types cellulaires présents autour des vaisseaux comme les macrophages résidents, 

les fibroblastes et les péricytes. De plus, des modèles utilisant des explants humains ont 

été développés pour mieux répondre aux études précliniques, notamment les vaisseaux du 

placenta et du cordon ombilical ou la veine saphène (Brown et al., 1996). 

 

2.4.2.3. Les modèles in vivo 

 

Ces modèles étudient l’angiogenèse dans des organismes vivants. Les plus utilisés sont 

la membrane chorioallantoïque (CAM) de l’embryon de poulet, le poisson tropical 

Zebrafish, la néovascularisation de la cornée, ou encore l’implantation de chambres 

d’observation sur les oreilles ou sur la peau du dos de petits mammifères (souris, rat, 

hamster ou lapin). 
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3. Les Corps de Weibel et Palade (WPBs) 

 

Les cellules endothéliales répondent à divers stimuli comme une inflammation ou une 

rupture de l’endothélium par la sécrétion locale de facteurs solubles. Cette sécrétion 

localisée nécessite que ces facteurs soient rapidement disponibles en grande quantité. 

L’expression protéique est un processus biologique dont la cinétique n’est pas compatible 

avec la nécessité de fournir une réponse rapide à des situations critiques. Par conséquent, 

les cellules endothéliales synthétisent et stockent ces facteurs dans des compartiments 

cytoplasmiques spécifiques pour être en mesure de libérer ces facteurs en grande quantité 

si de tels contextes se présentent. Ces compartiments de stockage spécifiques des 

cellules endothéliales sont appelés Corps de Weibel et Palade (WPBs pour l’anglais 

Weibel-Palade Bodies). Ces organites ont été découverts en 1964 par l’anatomiste suisse 

Ewald R. Weibel (Université de Berne, Suisse) et par le biologiste roumano-américain 

George Emil Palade (Université Rockefeller, Etats-Unis). 

 

3.1. La structure et la biogenèse des WPBs 

 

3.1.1. L’étude de la structure des WPBs par ME et par tomographie 

 

Les WPBs ont été observés pour la première fois par microscopie électronique (ME) 

dans l’endothélium artériel pulmonaire, l’endocarde et le myocarde de rat (Weibel et 

Palade, 1964) (Figure 15), puis dans l’endothélium de l’aorte de rat (Fuchs et Weibel, 1966). 

Ils ont ensuite été observés par microscopie électronique, par tomographie et par 

immunofluorescence dans des cellules endothéliales en culture comme les cellules 

endothéliales humaines de la veine de cordon ombilical (Wagner et al., 1982 ; Ewenstein et 

al., 1987 ; Valentijn et al., 2008 ; Weibel, 2012) (Figure 16). 
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Figure 15 : premières 

observations des WPBs 

dans l’endothélium artériel 

pulmonaire de rat. Les 

WPBs sont observés pour la 

première fois dans 

l’endothélium de l’artère 

pulmonaire de rat par 

microscopie électronique. Ces 

sections obliques montrent 

des striations correspondant 

à des tubules internes 

parallèles (H) et la présence 

d’une membrane entourant la 

structure (u). D’après Weibel 

et Palade, 1964. 

 

Les WPBs sont des compartiments cytoplasmiques allongés et tubulaires en 

forme de bâtonnet d’environ 0,1 à 0,3 mm de diamètre et de 1 à 5 mm de longueur 

(Weibel et Palade, 1964 ; Michaux et Cutler, 2004 ; Valentijn et al., 2011). L’observation de 

sections transversales de WPBs par tomographie a permis de révéler la structure de ces 

compartiments. Les WPBs sont formés par des tubules denses aux électrons d’un 

diamètre de 12 nm régulièrement espacés et entourés par une matrice moins dense 

(Valentijn et al., 2008). L’ensemble étant entouré d’une bicouche lipidique, les WPBs sont 

des organites intracellulaires présents uniquement dans le cytoplasme des cellules 

endothéliales (Valentijn et al., 2008). Dans l’endothélium des vaisseaux sanguins, les WPBs 

sont majoritairement orientés dans le sens du flux sanguin. Dans les cellules 

endothéliales en culture, les WPBs sont essentiellement regroupés autour du noyau 

(Figure 16A) et apparaissent orientés longitudinalement lorsque les cellules sont observées 

parallèlement à la surface sur laquelle elles adhérent (Figures 16B et 16C) et 

transversalement lorsque les cellules sont observées perpendiculairement à la surface de 

culture (Figures 16D et 16E). La distribution et l’orientation des WPBs dans les cellules 

endothéliales peuvent être influencés par des contraintes mécaniques comme des forces de 

cisaillement (« shear stress ») (Dragt et al., 2012). 
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Figure 16 : observation des WPBs dans 

des cellules endothéliales en culture 

(HUVECs). (A) Distribution des WPBs 

observés par immunofluorescence du vWF. 

N : noyau. (B-F) Images de ME de cellules 

coupées parallèlement (B, C) ou 

perpendiculairement (D-F) à la surface de 

culture. (B) un regroupement de WPBs à 

droite du noyau (encadré). (C) 

agrandissement de l’encadré du panel (B) 

montrant que les WPBs sont 

majoritairement orientés parallèlement au 

plan de coupe. (D) regroupements de WPBs 

à droite du noyau (encadrés). (E) 

agrandissement de l’encadré gauche du 

panel (D) montrant des WPBs en section 

transversale. (F) agrandissement de 

l’encadré droit du panel (D) montrant une 

section diagonale d’un WPB. (G et H) 

images de tomographie montrant un WPB 

en section longitudinale (G) ou en section 

transversale (H). 

Barres d’échelle : (A, B, C) 2 mm, (D) 1 mm, 

(E, F) 0,25 mm, (G, H) 100 nm. D’après 

Valentijn et al., 2008. 

 

Si les premières publications concernant les WPBs décrivent essentiellement leur 

structure, la mise en évidence en 1987 d’un marqueur spécifique des WPBs a permis l’étude 

approfondie de ces compartiments dans les cellules endothéliales en culture, la 

caractérisation de leur contenu protéique et de leurs principales fonctions. 
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3.1.2. Le contenu protéique des WPBs 

 

Des observations par ME dans des cellules endothéliales en culture ont permis de 

mettre en évidence que les striations caractéristiques des WPBs sont des polymères du 

facteur von Willebrand (vWF) (Wagner et al., 1982 ; Ewenstein et al., 1987). Depuis, de 

nombreuses publications utilisent le vWF pour détecter les WPBs dans les cellules en 

culture. Le vWF est une glycoprotéine exprimée par les cellules endothéliales, les 

mégacaryocytes et les plaquettes. Si les plaquettes stockent le vWF dans les granules a 

(Cramer et al., 1985), le stockage du vWF dans les WPBs est spécifique des cellules 

endothéliales. Le vWF est le composant majoritaire (au moins 95% du contenu protéique) 

de tous les WPBs (Babich et al., 2008). Les WPBs peuvent également contenir d’autres 

protéines comme des facteurs pro-inflammatoires tels que l’IL-8 (Utgaard et al., 1998 ; 

Wolff et al., 1998 ; Romani de Wit et al., 2003a ; Oynebraten et al., 2004) ou la P-sélectine 

(Bonfanti et al., 1989 ; Harrison-Lavoie et al., 2006) et des facteurs pro-angiogéniques tels 

que l’Ang-2 (Fiedler et al., 2004). 

 

Il semble que les WPBs forment une population hétérogène variant selon le contenu 

protéique puisque le stockage de la P-sélectine et de l’Ang-2 dans les WPBs est 

mutuellement exclusif (Fiedler et al., 2004), suggérant une spécialisation des WPBs vers un 

phénotype pro-inflammatoire (WPBs contenant de la P-sélectine) ou pro-angiogénique 

(WPBs contenant de l’Ang-2). Un second niveau d’hétérogénéité réside dans le fait que les 

cellules endothéliales ne forment pas un type cellulaire homogène mais varient entre les 

différents types de vaisseaux et entre les tissus (Chi et al., 2003 ; Hirakawa et al., 2003 ; 

Hendrickx et al., 2004 ; Pusztaszeri et al., 2006 ; Aird, 2007a ; Aird, 2007b). Par exemple, 

dans certains endothéliums hautement spécialisés comme les capillaires alévolaires, les 

cellules endothéliales n’expriment pas de vWF et par conséquent ne contiennent pas de 

WPBs (Putsztaszeri et al., 2006). Enfin, le niveau d’expression du vWF varie entre les 

différents types de vaisseaux, les veines exprimant généralement plus de vWF que les 

artères (Yamamoto, 1998 ; Chi et al., 2003). 

 

Si la caractérisation du contenu protéique des WPBs a nécessité de nombreuses 

études, le développement relativement récent des techniques de protéomique a permis de 

compléter efficacement la description du protéome des WPBs (van Breevoort et al., 2012). 

Les composants connus des WPBs sont présentés dans le Tableau 1. 
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Tableau 1 : protéome des WPBs. Ce tableau montre l’ensemble des protéines pouvant être 

contenues dans les WPBs. Modifié d’après van Breevoort et al., 2012. 
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3.1.3. La biogenèse des WPBs 

 

La formation des WPBs repose sur la synthèse et la polymérisation du vWF. En 

effet, les WPBs ne peuvent pas se former en l’absence de vWF (Denis et al., 2001). 

Réciproquement, ces organites spécialisés sont indispensables pour la maturation du vWF 

en un polymère fonctionnellement actif (Nightingale et Cutler, 2013). Les principales étapes 

de la biogenèse des WPBs sont représentées dans la Figure 17. 

 

 

Figure 17 : représentation 

schématique de la formation des 

WPBs. (1) La tubulisation du vWF et la 

présence du manteau clathrine/AP-1 

sont nécessaires pour la formation des 

WPBs au niveau du TGN. (2) Les WPBs 

continuent de s’allonger tandis qu’ils 

restent associés au TGN. (3) Après 

dissociation du TGN, les WPBs 

immatures restent localisés près du 

noyau. Le revêtement clathrine/AP-1 

disparait tandis que les tubules sont 

toujours désorganisés. (4) Le transfert 

des WPBs de la région périnucléaire 

vers la périphérie cellulaire, dépendant 

du cytosquelette, s’accompagne de leur 

maturation. (5) Les WPBs matures 

sont compactés et denses aux électrons. 

D’après Metcalf et al., 2008 

 

Le vWF est synthétisé sous la forme d’un monomère de 350 kDa et de 2813 acides 

aminés contenant une séquence signal de 22 résidus, un pro-peptide de 741 résidus et une 

région de 2050 résidus correspondant à la protéine mature (Metcalf et al., 2008 ; 

Nightingale et Culter, 2013). Il forme un dimère dans le réticulum endoplasmique grâce à 

des ponts disulfure dans la région C-terminale puis rejoint l’appareil de Golgi par la voie 

antérograde. Dans l’appareil de Golgi se produit le clivage du pro-peptide et la 

multimérisation de la protéine en tubules dans un processus appelé tubulisation 

(Nightingale et Cutler, 2013). La tubulisation permet la condensation du vWF sans laquelle 
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le stockage intracellulaire du vWF serait impossible (Metcalf et al., 2008). Les WPBs les plus 

précoces apparaissent au niveau du réseau trans-Golgien (TGN) par l’incorporation des 

tubules de vWF dans des expansions du TGN recouvertes par un manteau de clathrine et 

par la protéine adaptatrice AP-1 (Lui-Roberts et al., 2005 ; Zenner et al., 2007). La 

protéine AP-1 est nécessaire pour l’adressage des WPBs vers une voie de sécrétion 

régulée par des sécrétagogues. L’absence de la protéine AP-1 résulte en une diminution de 

la sécrétion régulée des WPBs qui ne répondent pas aux sécrétagogues et par conséquent 

en une augmentation de la sécrétion basale des WPBs (Lui-Roberts et al., 2005 ; Lui-Roberts 

et al., 2008). Certains composants protéiques sont incorporés dans les WPBs naissants au 

niveau du TGN, comme la protéine sécrétée Ang-2 ou la protéine membranaire P-sélectine. 

Après dissociation du TGN, les WPBs immatures restent dans une région périnucléaire 

où ils incorporent d’autres protéines membranaires comme le marqueur 

endosomal/lysosomal tardif CD63 ou des protéines liées à l’exocytose Rab27A et Rab3D 

(Metcalf et al., 2008 ; Valentijn et al., 2011) puis se dispersent dans le cytoplasme. Les WPBs 

immatures sont acheminés de la région périnucléaire vers la périphérie cellulaire grâce au 

réseau de microtubules et aux microfilaments d’actine associés respectivement à la 

kinésine/dynéine et à la myosine (de Wit et van Mourik, 2001 ; Manneville et al., 2003 ; 

Rondaij et al., 2006b ; Rojo Pulido et al., 2011). L’adressage des WPBs vers la périphérie 

cellulaire s’accompagne de leur maturation se traduisant notamment par la perte du 

revêtement clathrine/AP-1 (Lui-Roberts et al., 2005 ; Zenner et al., 2007) et par une 

acidification des WPBs vers un pH d’environ 5,4 (Erent et al., 2007). La maturation permet 

également une compaction progressive de 45% des WPBs, leur diamètre passant d’environ 

220 nm pour les WPBs immatures à 150 nm pour les WPBs matures (Zenner et al., 2007). 

 

3.2. L’exocytose des WPBs 

 

L’exocytose des WPBs peut être basale ou régulée (Lopes da Silva et Cutler, 2016). 

L’exocytose basale des WPBs permet la sécrétion permanente de vWF en l’absence de 

stimulus et pourrait être la principale source de vWF plasmatique, nécessaire à l’hémostase. 

Par ailleurs, les cellules endothéliales peuvent sécréter le vWF et d’autres protéines grâce à 

l’exocytose régulée des WPBs. Dans ce cas, l’exocytose des WPBs est induite selon le 

contexte physiologique par des molécules appelées sécrétagogues. Plusieures voies de 

signalisation intracellulaire peuvent être impliquées selon le stimulus et différents modes 

d’exocytose des WPBs ont été décrits. 
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3.2.1. Les sécrétagogues et les voies de signalisation intracellulaire 

 

Les principaux facteurs induisant l’exocytose des WPBs sont la thrombine, le VEGF, 

l’histamine, l’épinéphrine ou encore la vasopressine. Chez l’Homme, la thrombine est une 

protéase à sérine de 36 kDa obtenue par le clivage de la prothrombine synthétisée à partir 

du gène F2 situé sur le chromosome 11. Elle joue un rôle majeur dans les premières phases 

de la cascade de la coagulation (Jamieson, 1997 ; Coughlin, 2000). La fixation de la 

thrombine sur une famille de récepteurs activés par des protéases appelés PARs induit 

l’exocytose des WPBs par l’activation de deux voies de signalisation : la voie de l’adénylate 

cyclase (AC) dont le messager est l’AMPc (Cleator et al., 2006) et la voie de la 

phospholipase C-γ (PLC- γ) induisant une augmentation rapide du taux de Ca2+ 

intracellulaire (Rondaij et al., 2008 ; van den Biggelaar et al., 2014). La stimulation des 

récepteurs PARs par la thrombine permet une réponse très rapide des cellules 

endothéliales qui sécrètent du vWF en seulement 1,6±0,2 secondes entre l’augmentation du 

taux de Ca2+ intracellulaire et l’exocytose des WPBs (Erent et al., 2007). Le VEGF peut 

également induire l’exocytose des WPBs (Matsushita et al., 2005 ; Lorenzi et al., 2008 ; 

Xiong et al., 2009). Dans ce cas, l’exocytose des WPBs est induite par la phosphorylation de 

la tyrosine 1175 du VEGFR-2 qui active ensuite deux voies de signalisation : la voie de la 

PLC-γ et la voie de l’AC. La voie de la PLC-γ met en jeu le Ca2+ intracellulaire (Xiong et al., 

2009) et la protéine kinase C-δ (PKC-δ) (Lorenzi et al., 2008) tandis que la voie de l’AC 

active la protéine kinase A (PKA) induisant une augmentation du taux d’AMPc (Xiong et 

al., 2009). Ainsi, il apparait que la thrombine et le VEGF utilisent des voies de signalisation 

et des médiateurs communs pour induire l’exocytose des WPBs. Enfin, l’exocytose des 

WPBs peut être induite par un stress mécanique des cellules endothéliales comme les 

forces de cisaillement, bien que les détails moléculaires ne soient pas bien connus 

(Galbusera et al., 1997 ; Huang et al., 2009). 

 

3.2.2. Les différents modes d’exocytose 

 

Tandis qu’ils terminent leur maturation, les WPBs sont acheminés grâce aux 

microtubules et aux microfilaments d’actine vers la périphérie cellulaire où ils peuvent être 

sécrétés en réponse à des stimuli chimiques ou mécaniques. Plusieurs modes d’exocytose 

des WPBs, qui dépendent du stimulus et du contenu protéique, ont été décrits (Figure 18). 
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Figure 18 : trois modes d’exocytose des 

WPBs. (A) Exocytose “conventionnelle” 

dans laquelle un WPB isolé fusionne avec la 

membrane plasmique et libère tout son 

contenu. (B) Exocytose « lingering-kiss » au 

cours de laquelle la fusion d’un WPB isolé 

avec la membrane plasmique génère un 

pore permettant uniquement la sécrétion 

des petites protéines. (C, D) Exocytose 

multigranulaire dans laquelle plusieurs 

WPBs fusionnent avant de libérer leur 

contenu. D’après Valentijn et al., 2011. 

 

Les WPBs peuvent être sécrétés par un mode d’exocytose conventionnelle au cours 

de laquelle un WPB fusionne avec la membrane plasmique pour libérer tout son contenu 

(McNiff et Gil, 1983 ; Romani de Wit et al., 2003b ; Hannah et al., 2005 ; Erent et al., 2007 ; 

Babich et al., 2009). Dans l’exemple de la Figure 18A, la P-sélectine est transférée sur la 

membrane plasmique tandis que le vWF est libéré dans le sang où il peut former de longs 

polymères sur lesquels les plaquettes adhèrent. Les WPBs peuvent également être sécrétés 

par un mode d’exocytose « lingering-kiss » au cours de laquelle un WPB fusionne avec la 

membrane plasmique mais libère une partie seulement de son contenu (Babich et al., 2008). 

La fusion avec la membrane plasmique crée un pore d’environ 10-12 nm de diamètre 

permettant une sécrétion sélective des plus petites protéines. Dans l’exemple de la Figure 

18B, la protéine membranaire CD63 est transférée sur la membrane plasmique et la 

protéine soluble IL-8 est sécrétée dans la circulation tandis que le vWF ou la P-sélectine 

sont retenus. Ce mode d’exocytose est caractérisé par un arrondissement des WPBs qui 

finissent par se dissocier de la membrane plasmique. Enfin, un mode d’exocytose 

multigranulaire a été décrit (Valentijn et al., 2010). Dans ce cas, la fusion de plusieurs 

WPBs génère de grandes vésicules intracellulaires appelées « secretory pods » qui 

fusionnent ensuite avec la membrane plasmique. Comme représenté dans la Figure 18C, la 

fusion des WPBs est favorisée par de petites vésicules appelées nanovésicules. A l’intérieur 

des « secretory pods », le vWF perd son organisation en tubules. La Figure 18D montre que 

la fusion des « secretory pods » avec la membrane plasmique permet la libération de 

polymères de vWF à travers un large pore d’environ 1-2 mm. 
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Il semble que ces différents modes d’exocytose permettent aux cellules endothéliales 

d’adapter leur réponse au contexte physiologique (Valentijn et al., 2011). Ainsi, les 

« secretory pods » pourraient faciliter la formation de longs polymères de vWF au niveau 

d’un site spécifique de l’endothélium grâce à l’accumulation de quantités importantes de 

vWF avant l’exocytose des WPBs. Par ailleurs, l’exocytose conventionnelle pourrait être 

favorisée dans des situations où les autres composants des WPBs sont nécessaires, comme 

l’exposition de la P-sélectine sur la membrane plasmique pour initier le recrutement des 

leucocytes dans un contexte inflammatoire. Enfin, l’exocytose « lingering-kiss » permet une 

sécrétion sélective des composants des WPBs en fonction de leur taille. 

 

3.3. Les principales fonctions des WPBs 

 

Le stockage de nombreuses protéines dans les WPBs permet la sécrétion régulée de 

facteurs impliqués dans des processus biologiques variés aussi variés que l’hémostase, 

l’inflammation ou encore l’angiogenèse. 

 

3.3.1. Les WPBs et l’hémostase primaire 

 

Le composant majoritaire des WPBs est le vWF dont le rôle principal est de participer 

à l’hémostase primaire en permettant l’adhérence des plaquettes sanguines à la surface des 

cellules endothéliales ou à la matrice sous-endothéliale dans le cas d’une rupture de 

l’endothélium (Wang et al., 2013). Suite à l’exocytose des WPBs, le vWF sécrété forme de 

longs polymères sur lesquels l’adhérence des plaquettes permet d’initier la formation 

d’un caillot sanguin via la liaison du vWF au facteur de la coagulation VIII (FVIII). De 

plus, la fixation du vWF sur le FVIII permet de protéger ce dernier de la protéolyse (Sadler, 

1998 ; Valentijn et al., 2011). Les longs polymères de vWF sont ensuite coupés en fragments 

par la protéase ADAMTS-13 (a disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin 

type 1 motif, member 13) pour éviter les occlusions vasculaires (Dong et al., 2002). 

L’importance du vWF dans l’hémostase est souligné par la maladie von Willebrand 

(VWD) dans laquelle un déficit quantitatif (VWD de type 1 et de type 3) ou fonctionnel 

(VWD de type 2) du vWF est à l’origine de troubles hémorragiques (Sadler et al., 2006). 
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3.3.2. Les WPBs et l’inflammation 

 

Les WPBs assurent un rôle dans l’inflammation en permettant notamment l’exposition 

de la P-sélectine à la surface de l’endothélium (Wagner, 1993), nécessaire au recrutement 

des leucocytes, ou encore en libérant des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-8 

capable d’attirer les granulocytes neutrophiles vers un site d’infection. Le vWF participe 

indirectement à l’inflammation puisqu’il est indispensable pour la formation des WPBs, 

comme évoqué plus haut. De plus, des données suggèrent que le vWF pourrait directement 

participer à l’inflammation (Lenting et al., 2012). Il a été montré que l’interaction du vWF 

avec un ligand de la P-sélectine (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1, PSGL-1) et les 

intégrines b2 favorise l’adhérence des leucocytes (Pendu et al., 2006) et que le vWF peut se 

lier au récepteur Siglec-5 porté par les cellules immunitaires (Pegon et al., 2012). Enfin, il a 

été montré que les complexes formés par les polymères de vWF et les plaquettes sanguines 

adhérées participent à l’extravasation des leucocytes (Bernardo et al., 2005 ; Petri et al., 

2010). 

 

3.3.3. Les WPBs et l’angiogenèse 

 

Si le rôle des WPBs dans l’hémostase et l’inflammation est relativement bien connu, de 

rares travaux montrent un rôle direct du vWF au cours de l’angiogenèse (Starke et al., 

2011), suggérant un rôle possible des WPBs. Dans cette étude, l’équipe d’Anna M. RANDI a 

montré que les souris KO vWF-/- présentent une angiogenèse accrue et un réseau vasculaire 

plus dense tandis que la déplétion par siRNA du vWF dans des cellules endothéliales 

humaines augmente la tubulogenèse, la migration et la prolifération des cellules 

endothéliales par des mécanismes dépendant du VEGFR-2 et de l’intégrine avb3, une 

molécule d’adhérence hétérodimérique impliquée dans l’angiogenèse et l’homéostasie 

vasculaire (Brooks et al., 1994 ; Hodivala-Dilke, 2008). Il a été montré que le vWF se lie à 

l’intégrine avb3 (Cheresh, 1987 ; Huang et al., 2009) et régule l’expression de la chaine b3 

(Starke et al., 2011). De plus, l’inhibition du vWF par siRNA ou dans des modèles animaux 

montre que le vWF régule la sécrétion (Starke et al., 2011 ; Starke et al., 2013) et 

l’expression de l’Ang-2 (Starke et al., 2013 ; Yuan et al., 2016), un facteur pro-angiogénique 

contenu dans les WPBs (Fiedler et al., 2004). Ainsi, il est proposé que le vWF pourrait 

réguler l’angiogenèse, la migration et la prolifération des cellules endothéliales par une voie 

extracellulaire mettant en jeu l’intégrine avb3 et par une voie intracellulaire impliquant 
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l’Ang-2, ces deux voies convergeant vers la signalisation du VEGFR-2 (Randi, 2016). 

Cependant, aucune donnée de la littérature ne montre clairement un rôle direct des WPBs 

au cours de l’angiogenèse et les mécanismes liant les acteurs moléculaires évoqués ci-

dessus restent à préciser. 

 

4. La nucléoline 

 

La nucléoline est une nucléoprotéine essentiellement exprimée dans le noyau et le 

nucléole des cellules quiescentes mais relocalisée à la surface des cellules en 

prolifération, notamment les cellules tumorales et les cellules endothéliales activées au 

cours de l’angiogenèse. L’expression de la nucléoline à la surface cellulaire est un marqueur 

des cellules endothéliales dans les vaisseaux angiogéniques (Christian et al., 2003). Par 

conséquent, la relocalisation de la nucléoline à la surface cellulaire est un évènement clé de 

l’activation endothéliale survenant au cours de l’angiogenèse. La nucléoline a des 

localisations cellulaires et des fonctions très variées, ce qui rend cette protéine difficile à 

étudier. Elle peut subir de nombreuses modifications post-traductionnelles et ses fonctions 

sont généralement corrélées à sa localisation. 

 

4.1. La structure de la nucléoline 

 

La nucléoline est décrite pour la première fois chez l’humain en 1973 (Orrick et al., 

1973) et initialement appelée protéine C23 en raison de sa mobilité sur un gel 

d’électrophorèse à deux dimensions (Prestayko et al., 1974). Le gène humain de la 

nucléoline est situé sur le locus 2q12-qter et est composé de 14 exons et 13 introns 

(Srivastava et al., 1990). La protéine humaine contient 710 acides aminés pour une masse 

théorique de 77 kDa (Uniprot P19338). Sa séquence aminopeptidique est très fortement 

conservée entre les espèces, ce qui suggère un rôle crucial de cette protéine dans le 

fonctionnement des cellules eucaryotes. Expérimentalement, on attribue plutôt à la 

nucléoline une masse réelle de 100 à 110 kDa. Cette différence entre la masse théorique 

et la masse réelle de la nucléoline est expliquée par les nombreuses modifications post-

traductionnelles que peut subir la protéine et par l’existence de protéines homologues 

(Srivastava et al., 1989). La nucléoline peut être fortement phosphorylée (Olson et al., 

1975 ; Rao et al., 1982), méthylée (Lischwe et al., 1982) et ADP-ribosylée (Leitinger et 
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Wesierka-Gadek, 1993). La protéine est organisée en différents domaines fonctionnels 

(Figure 19). 

 

 

 

Figure 19 : domaines fonctionnels de la nucléoline. La nucléoline est composée d’un 

domaine N-terminal phosphorylable pouvant réguler la condensation de la chromatine via la 

liaison à l’histone H1, d’une séquence d’adressage au noyau (NLS), de 4 domaines de liaison 

aux ARN (RBD1 à 4) et d’un domaine C-terminal riche en glycine, arginine et phénylalanine 

pouvant se lier à des ARN et des protéines. D’après Losfeld et al., 2011. 

 

Structurellement, la nucléoline est composée de trois principaux domaines : un 

domaine N-terminal, un domaine central et un domaine C-terminal. 

 

Le domaine N-terminal est composé de régions hautement acides espacées par des 

séquences basiques. Ce domaine contient de nombreux sites de phosphorylation. Les 

domaines acides peuvent se lier à l’histone H1, induisant sa dissociation de l’ADN et la 

décondensation de la chromatine (Olson et Thompson, 1983 ; Erard et al., 1988 ; Erard et 

al., 1990). De plus, le domaine N-terminal de la nucléoline est impliqué dans de nombreuses 

interactions avec d’autres protéines (Ginisty et al., 1998), notamment des protéines 

ribosomales (Bouvet et al., 1998). Enfin, ce domaine est phosphorylé par de nombreuses 

kinases (Mamrack et al., 1979 ; Rao et al., 1982 ; Bourbon et al., 1983). La nucléoline est 

notamment phosphorylée par les kinases Casein Kinase II (CK2) pendant l’interphase 

(Caizergues-Ferrer et al., 1987 ; Li et al., 1996) et p34cdc2 pendant la mitose (Belenguer et 

al., 1989 ; Peter et al., 1990). La phosphorylation de la nucléoline sur son domaine N-

terminal pourrait réguler ses fonctions pendant le cycle cellulaire. 

 

Situé en aval de la séquence de localisation nucléaire (NLS), le domaine central de la 

nucléoline contient quatre domaines de liaison aux ARN (RBD1 à 4), également appelés 

motifs de reconnaissance des ARN (RRM). Avant même la découverte de ces motifs, la forte 

présence de la nucléoline dans les régions fibrillaires denses du nucléole (Lischwe et al., 

1981 ; Escande et al., 1985) laissait déjà supposer que la protéine pouvait interagir avec les 

ARN ribosomaux (ARNr). En 1986, il est montré que la nucléoline peut s’associer avec des 

ARN pré-ribosomaux naissant (Herrera et Olson, 1986). La nucléoline se lie avec une 



 

 - 60 - 

grande affinité et une grande spécificité à la région 5’-ETS (5’-External Transcribed Spacers) 

des ARN pré-ribosomaux (Ghisolfi et al., 1992b : Serin et al., 1996). Les ARNr cibles 

contiennent un site minimal de fixation à la nucléoline appelé élément de 

reconnaissance de la nucléoline (NRE) (Serin et al., 1997 ; Ginisty et al., 2001). Par 

ailleurs, il a été montré que le domaine central permet l’association de plusieurs 

molécules de nucléoline (Hanakahi et al., 2000). 

 

Le domaine C-terminal de la nucléoline est appelé domaine GAR ou RGG en raison de 

sa forte teneur en glycine, arginine et phénylalanine. Il peut lier des protéines ribosomales 

(Bouvet et al., 1998), des ARNr (Ghisolfi et al., 1992a) ou d’autres protéines comme la 

lactoferrine (Legrand et al., 2004). 

 

4.2. Les localisations cellulaires et les fonctions de la nucléoline 

 

La nucléoline est une nucléoprotéine majoritairement exprimée dans le nucléole des 

cellules. Elle est aussi exprimée dans le nucléoplasme, où elle peut représenter jusqu’à 10% 

des protéines nucléaires (Bugler et al., 1982), dans le cytoplasme (Borer et al., 1989) et à la 

membrane plasmique (Semenkovich et al., 1990). La nucléoline possède de nombreuses 

fonctions qui dépendent du compartiment cellulaire dans lequel elle se trouve (Figure 20). 
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Figure 20 : localisations cellulaires et principales fonctions de la nucléoline. La 

nucléoline est symbolisée par l’étoile rouge. Présente dans tous les compartiments des 

cellules en prolifération, la nucléoline favorise notamment la croissance tumorale. Elle 

participe à l’expression génique en favorisant la transcription et la traduction. De plus, elle 

protège les cellules de l’apoptose en stabilisant l’ARNm de la molécule anti-apoptotique Bcl-2 

dans le cytoplasme et en inhibant la signalisation Fas-FasL à la membrane plasmique. D’après 

Berger et al, 2015. 

 

4.2.1. La nucléoline nucléaire et la biogenèse des ribosomes 

 

Dans le nucléole, la nucléoline participe à la synthèse des ARNr en augmentant la 

transcription des ARNr par l’ARN polymérase I (Figure 20, ①) et en favorisant le 

maintien de l’ADN codant pour les ARNr, l’ADN ribosomique (ADNr), sous la forme 

d’euchromatine active (Figure 20, ⑤). En effet, la déplétion de la nucléoline par siRNA dans 

des cellules humaines entraine une diminution de la quantité d’ARN pré-ribosomaux 

s’accompagnant d’une augmentation de l’hétérochromatine et d’une diminution de 

l’euchromatine au niveau de l’ADNr (Rickards et al., 2007 ; Ugrinova et al., 2007 ; Cong et al., 

2012). La nucléoline peut se lier directement sur la chromatine au niveau du promoteur et 
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des régions codantes des ARNr (Rickards et al., 2007 ; Cong et al., 2012). On attribue 

également à la nucléoline un rôle de protéine chaperonne qui pourrait favoriser la 

progression de l’ARN polymérase I le long de l’ADN lors de la transcription des ARN pré-

ribosomaux (Angelov et al., 2006). La fixation de la nucléoline sur l’ADNr empêche la 

fixation du facteur de terminaison de la transcription 1 (TTF-1) nécessaire pour le 

recrutement de l’histone désacétylase (HDAC), responsable de la conversion de 

l’euchromatine en hétérochromatine. Ainsi, la nucléoline pourrait inhiber la condensation 

de la chromatine et favoriser le maintien de l’ADNr sous forme d’euchromatine permettant 

la transcription (Cong et al., 2012). De plus, la nucléoline permet la maturation des ARNr 

en favorisant le clivage des ARN pré-ribosomaux (Figure 20, ②) via sa fixation sur la région 

5’-ETS des ARN pré-ribosomaux (Ginisty et al., 1998 ; Ginisty et al., 2000). Enfin, la 

nucléoline participe à l’assemblage des ribosomes en interagissant avec des protéines 

ribosomales grâce aux motifs RGG de son domaine c-terminal (Bouvet et al., 1998 ; Roger et 

al., 2003). 

 

Dans le nucléoplasme, la nucléoline participe à la transcription des ARNm par l’ARN 

polymérase II (Figure 20, ③) et au transfert des protéines ribosomales du cytoplasme 

vers le noyau (Figure 20, ④). Il a été montré notamment que la nucléoline augmente 

l’expression du VEGF en se fixant sur le promoteur du gène et en favorisant la transcription 

de l’ARNm codant pour le VEGF (Uribe et al., 2003), ce qui suggère un rôle de la nucléoline 

au cours de l’angiogenèse. Enfin, la nucléoline favorise l’expression de gènes impliqués 

dans la tumorigenèse en se liant au promoteur d’oncogènes tels que C-MYC (Figure 20, 

⑥) et en interagissant avec des miRNA régulant l’expression des oncogènes et des gènes 

suppresseurs de tumeurs (Figure 20, ⑨). 

 

4.2.2. La nucléoline cytoplasmique et la survie cellulaire 

 

Dans le cytoplasme, la nucléoline participe au maintien de l’intégrité des 

centrosomes (Figure 20, ⑦). Bien que les mécanismes moléculaires entre la nucléoline et 

les centrosomes ne soient pas encore connus, il a été montré que l’inhibition de la 

nucléoline par siRNA provoque des aberrations nucléaires dans les cellules en interphase 

(noyaux multiples, micronoyaux) et un dysfonctionnement des centrosomes dans les 

cellules en mitose, avec l’apparition de fuseaux mitotiques multipolaires (Ugrinova et al., 

2007 ; Gaume et al., 2011). In fine, le knock-down de la nucléoline induit un arrêt du cycle 
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cellulaire et une augmentation de l’apoptose (Ugrinova et al., 2007 ; Gaume et al., 2011). Il 

semble qu’il s’agisse d’effets directs de la nucléoline puisque plusieurs études ont montré 

que la nucléoline est directement associée aux centrosomes et aux fuseaux mitotiques. En 

effet, la nucléoline a été détectée dans les centrosomes humaines (Andersen et al., 2003) et 

dans les fuseaux mitotiques (Sauer et al., 2005) par des analyses protéomiques. Une forme 

phosphorylée de la nucléoline a également été observée dans les pôles des fuseaux 

mitotiques par immunofluorescence (Ma et al., 2007). Ainsi, il semble que la nucléoline soit 

impliquée dans la prolifération cellulaire en participant aux mécanismes de la division 

cellulaire. 

 

Par ailleurs, la nucleoline régule la stabilité de nombreux ARNm (Figure 20, ⑧). Le 

Tableau 2 présente les principaux ARNm cibles de la nucléoline. 

 

 

 

Tableau 2 : principaux ARNm cibles de la nucléoline. La nucléoline favorise la croissance 

tumorale en stabilisant l’ARNm de Bcl-2 (inhibition de l’apoptose), en inhibant la traduction 

du suppresseur de tumeur p53 ou encore en augmentant la traduction de la métalloprotéinase 

MMP-9, impliquée dans la dégradation de la matrice extracellulaire, l’invasion des cellules 

cancéreuses et la formation des métastases. D’après Abdelmohsen et Gorospe, 2012. 

 

Comme mentionné plus haut, la nucléoline peut se lier à des ARN grâce aux domaines 

RBD de son domaine central et à son domaine C-terminal. Des analyses par 
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immunoprécipitation de complexes ribonucléoprotéiques dans des cellules HeLa ont 

permis d’identifier de nombreux ARN liés à la nucléoline (Abdelmohsen et Gorospe, 2012). 

La nucléoline exerce notamment un rôle anti-apoptotique en stabilisant les ARNm de Bcl-

XL (Zhang et al., 2008) et de Bcl-2 (Sengtupa et al., 2004 ; Otake et al., 2007 ; Ishimaru et al., 

2010) de même qu’en inhibant la traduction de l’ARNm de p53 (Takagi et al., 2005 ; Chen et 

al., 2012). Ainsi en régulant la stabilité et la traduction des ARNm de plusieurs protéines 

impliquées dans l’apoptose et la prolifération cellulaire, la nucléoline possède des activités 

anti-apoptotiques et pro-oncogéniques. 

 

4.2.3. La nucléoline membranaire et la fixation de ligands extracellulaires 

 

Bien qu’elle ne possède ni domaine transmembranaire hydrophobe ni séquence 

d’adressage à la membrane, la nucléoline a été observée à la membrane plasmique pour la 

première fois en 1990 (Semenkovich et al., 1990) puis par immunofluorescence et par 

microscopie électronique dans plusieurs études (Deng et al., 1996 ; Larrucea et al., 1998 ; 

Hovanessian et al., 2000). Par conséquent, il semble que la nucléoline pourrait être associée 

à la membrane plasmique par des interactions hydrophobes ou électrostatiques. A la 

surface cellulaire, la nucléoline interagit avec des ligands impliqués dans la prolifération 

cellulaire, l’apoptose et l’angiogenèse. La nucléoline inhibe l’apoptose en se liant au 

récepteur Fas (Figure 20, ⑩), inhibant ainsi l’interaction avec son ligand FasL (Wise et al., 

2013). Par ailleurs, la nucléoline favorise la prolifération cellulaire et la migration en 

interagissant avec ErbB1 (Di Segni et al., 2008) et Ras (Farin et al., 2011). ErbB1 est un 

récepteur au facteur de croissance épidermique (EGF) dont la signalisation requiert 

l’activation de la voie Ras/MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase). Les MAPK induisent la 

mitose, la prolifération cellulaire et la migration. La nucléoline peut se lier aux formes GDP 

et GTP de Ras grâce à son domaine C-terminal (Farin et al., 2011). L’interaction de la 

nucléoline avec Ras-GTP augmente l’interaction de la nucléoline avec ErbB1 et stabilise le 

récepteur (Figure 20, ⑪). La stabilisation du récepteur ErbB1 activé entraine une boucle de 

rétrocontrôle positive et une accumulation de Ras-GTP. Ainsi la nucléoline, ErbB1 et Ras 

participent à la croissance tumorale (Farin et al., 2011) et favorisent la prolifération et la 

survie des cellules tumorales in vitro (Schokoroy et al., 2013). La nucléoline interagit 

également avec des facteurs de croissance impliqués dans l’angiogenèse comme le facteur 

de croissance des hépatocytes (HGF) (Tate et al., 2006) et le VEGF (Huang et al., 2006). 

Cependant, elle peut aussi se lier à l’endostatine, le fragment C-terminal du collagène XVIII. 
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La nucléoline et l’endostatine interagissent à la surface des vaisseaux angiogéniques et 

inhibent l’angiogenèse (Shi et al., 2007). Enfin, la nucléoline participe au transfert de 

molécules de la surface vers le cytoplasme et le noyau (Figure 20, ⑫). A la surface 

cellulaire, la nucléoline fixe l’endostatine et les facteurs de croissance pléiotrophine (PTN) 

(Said et al., 2005) et midkine (Shibata et al., 2002) puis les transfère vers le noyau 

(Koutsioumpa et al., 2012a ; Koutsioumpa et al., 2012b ; Song et al., 2012). Dans le noyau, 

midkine favorise la survie cellulaire (Shibata et al., 2002) tandis que l’endostatine inhibe la 

phosphorylation de la nucléoline par la kinase CK2 et ainsi la prolifération cellulaire (Shi et 

al., 2007). 

 

4.3. Le ciblage de la nucléoline 

 

L’expression de la nucléoline à la surface cellulaire est augmentée dans les cellules 

tumorales (Hoja-Lukowicz et al., 2009 ; Galzio et al., 2012) et dans les cellules 

endothéliales activées au cours de l’angiogenèse (Christian et al., 2003). La surexpression 

de la nucléoline de surface favorise la croissance tumorale et l’angiogenèse et constitue un 

marqueur de diagnostic des cancers. De plus, la présence sélective de la nucléoline à la 

surface des cellules tumorales et non des cellules saines quiescentes fait de la nucléoline de 

surface une cible potentielle pour des inhibiteurs utilisables dans le traitement des 

cancers. A ce jour, plusieurs inhibiteurs ciblant la nucléoline de surface ont été développés 

depuis la fin des années 1990. 

 

4.3.1. Les molécules de ciblage de la nucléoline de surface 

 

Le premier inhibiteur synthétique utilisé contre la nucléoline de surface est le 

pseudopeptide HB-19, formé par la répétition de 5 motifs KPR fixés sur une matrice TASP. 

Sa formule 5[KΨ(CH2N)PR]-TASP indique la présence d’une liaison peptidique réduite 

Ψ(CH2N) entre les résidus lysine et proline. Comparé à la forme non réduite 5[KPR]-TASP, 

la liaison peptidique réduite augmente l’affinité, l’activité biologique et la résistance à la 

dégradation par les protéases (Callebaut et al., 1997). Dans plusieurs travaux, l’équipe 

d’Hovanessian a montré que l’interaction entre la nucléoline et la boucle V3 de la 

glycoprotéine d’enveloppe gp120 est nécessaire pour l’entrée du VIH dans les lymphocytes 

T CD4+. La liaison du peptide HB-19 sur la nucléoline de surface inhibe cette interaction et 

l’entrée du VIH (Nisole et al., 1999 ; Nisole et al., 2000 ; Nisole et al., 2002). Par la suite, 
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l’équipe COURTY a montré que le ciblage de la nucléoline de surface par le peptide HB-19 

exerce également une activité anti-tumorale et anti-angiogénique dans des modèles de 

tumeurs du sein et de mélanome (Destouches et al., 2008 ; El Khoury et al., 2010 ; Birmpas 

et al., 2012). Puis d’autres inhibiteurs ont été développés et sont testés dans des essais 

cliniques, tels que le pseudopeptide F3 (Christian et al., 2003), l’aptamer AS1411 (Bates 

et al., 2009 ; Rosenberg et al., 2014), l’anticorps anti-nucléoline 4LB5 (Palmieri et al., 

2015) et un dérivé du peptide HB-19, le NucAnt N6L. 

 

4.3.2. L’historique et la structure du N6L 

 

L’étude des mécanismes d’entrée du VIH dans les lymphocytes T CD4+ ont permis de 

mettre en évidence une séquence riche en résidus lysine (K), proline (P) et arginine (R) 

dans la boucle V3 de la glycoprotéine d’enveloppe gp120 du virus (Callebaut et al., 1993). 

Ces observations ont conduit à la synthèse du pseudopeptide HB-19 qui reprend 5 

répétitions du motif KΨPR fixées sur une matrice TASP et qui inhibe l’entrée du VIH dans 

les cellules cibles (Callebaut et al., 1996). D’autres études ont ensuite montré que le 

récepteur de la boucle V3 et du peptide HB-19 est une glycoprotéine de 95 kDa (Callebaut et 

al., 1997) identifiée par la suite comme étant la nucléoline (Callebaut et al., 1998). Comme 

décrit ci-dessus, plusieurs études ont montré des effets anti-tumoraux et anti-

angiogéniques du pseudopeptide HB-19. Des dérivés du peptide HB-19 ont ensuite été 

synthétisés et appelés NucAnts pour Nucleolin Antagonists. Les NucAnts sont une famille 

de 7 pseudopeptides synthétiques composés de répétitions du motif KΨPR fixées sur une 

matrice peptidique riche en lysines. Les différents NucAnts diffèrent par le nombre de 

répétitions du motif KΨPR et par leur forme linéaire, cyclique ou hélicoïdale (Thèse de 

Damien Destouches, 2009). Le N6L est un NucAnt de forme hélicoïdale composé de 6 

répétitions du motif KΨPR fixées sur une matrice riche en lysines constituée de 18 acides 

aminés (Figure 21). Le « L » de N6L signifie que les lysines sont sous forme lévogyre, tandis 

que la lettre Ψ symbolise la présence d’une liaison peptidique réduite entre les résidus 

lysine et proline des tri-peptides greffés sur la matrice. 
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Figure 21 : structure du pseudopeptide N6L. D’après la thèse de Damien Destouches, 2009. 

 

Très riche en acides aminés basiques (lysines et arginines), le N6L est très hydrophile 

et chargé positivement au pH physiologique. La synthèse du N6L est brevetée par le CNRS 

et l’entreprise Immupharma (brevet WO 2009141687 A1, « Nouveau composé optiquement 

pur pour une amélioration de l’efficacité thérapeutique »). 

 

4.3.3. Les effets biologiques du N6L 

 

Plusieurs travaux ont montré des effets anti-tumoraux et anti-angiogéniques du N6L. 

Les effets anti-tumoraux du N6L se traduisent par une diminution de la viabilité et de la 

prolifération cellulaire in vitro, de même qu’une inhibition de la croissance tumorale dans 

différents modèles tumoraux in vivo. Dans les cellules HeLa, la liaison du N6L sur la 

nucléoline de surface induit une diminution de l’expression de la nucléoline de surface 

et de la nucléoline cytoplasmique sans affecter l’expression de la nucléoline nucléaire 

(Krust et al., 2011). De plus, le N6L inhibe la croissance des cellules endothéliales HUVECs 

et de plusieurs lignées de cellules tumorales (Destouches et al., 2011). La variabilité de la 

sensibilité des différentes lignées cellulaires au N6L indique peut-être une variabilité de la 

quantité de nucléoline exprimée à la surface cellulaire. Des études de corrélation sont 

actuellement menées par Fabio RAINERI, étudiant en thèse dans l’équipe COURTY sous la 

direction d’Ilaria CASCONE depuis janvier 2017. Par ailleurs, plusieurs techniques ont 

permis de mettre en évidence un effet pro-apoptotique du N6L sur différentes lignées 

tumorales (Destouches et al., 2011 ; Krust et al., 2011). D’autres études ont montré que le 

ciblage de la nucléoline par le N6L diminue l’expression de protéines dont la stabilité ou la 

traduction des ARNm est régulée par la nucléoline, notamment les métalloprotéinases 

matricielles MMP-2 et MMP-9 impliquées dans l’invasion des cellules tumorales et la 

formation des métastases (Krust et al., 2011 ; Birmpas et al., 2012). Enfin, des études in vivo 

menées dans des modèles murins de xénogreffes ectopiques (MDA-MB-231 et PC3) ont mis 

en évidence que le traitement N6L inhibe efficacement la croissance tumorale dès 1 
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mg/kg sans présenter de toxicité sur les autres tissus et allonge significativement la 

survie des souris porteuses de lymphomes B (A20) et T (T29) (Destouches et al., 2011). 

 

Le N6L présente également des propriétés anti-angiogéniques. Il inhibe 

l’adhérence, la prolifération et la migration des cellules endothéliales humaines HUVECs 

sans induire l’apoptose de ces cellules (Destouches et al., 2011 ; Birmpas et al., 2012). Le 

N6L diminue la phosphorylation de SRC, FAK, AKT et ERK1/2, des kinases impliquées 

dans les voies de signalisation régulant l’angiogenèse (Birmpas et al., 2012). De plus, le N6L 

induit une diminution de l’expression de la MMP-2 dans les HUVECs (Birmpas et al., 

2012), une métalloprotéinase favorisant la dégradation de la MEC et l’invasion cellulaire. 

Enfin, il a été montré que le N6L inhibe également l’invasion cellulaire via le relargage de 

l’inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases 3 (TIMP-3) (Destouches et al., 2012). 

 

Pour finir, la biodistribution du N6L a été étudiée chez des souris athymiques 

porteuses de xénogreffes de cellules tumorales MDA-MB-231 par l’injection intraveineuse 

de N6L-alexa fluor 633 (Destouches et al., 2011). L’observation de la fluorescence a révélé 

une accumulation du N6L dans la tumeur dès 4 minutes après l’injection et un 

enrichissement du N6L dans la tumeur en cas d’injections répétées de N6L. Dans les 

animaux sans tumeur, le N6L fluorescent se distribue de manière homogène dans les 

poumons et les organes d’élimination comme les reins et le foie. 

 

5. L’adénocarcinome pancréatique ductal (PDAC) 

 

Avec une incidence de 14,1 millions et un nombre de décès de 8,2 millions en 2012, les 

cancers restent la deuxième cause de mortalité dans le monde selon l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS), derrière les maladies cardiovasculaires. Les cancers les plus 

fréquents chez l’homme sont le cancer du poumon (16,7%), le cancer de la prostate (15%) 

et le cancer colorectal (10%) tandis que le cancer du sein (25,2%), le cancer colorectal 

(9,2%) et le cancer du poumon (8,7%) sont les plus courants chez la femme (Ferlay et al., 

2015) (Ferlay et al., 2015). Bien que relativement peu fréquent (12e cancer chez l’homme et 

11e chez la femme) et représentant 2,4% des cas de cancer dans les deux sexes, le cancer 

du pancréas est la 4e cause de mortalité par cancer dans le monde avec une survie 

globale à 5 ans parmi les plus faibles (inférieure à 5%) (Cid-Arregui et Juarez, 2015). 

Avec une incidence croissante, les projections estiment que le cancer du pancréas pourrait 
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devenir la 2e cause de mortalité par cancer d’ici 2020. Il existe plusieurs types de cancer du 

pancréas, dont l’adénocarcinome pancréatique ductal. 

 

5.1. Les différents types de cancer du pancréas 

 

5.1.1. Structure et fonctions du pancréas 

 

Le pancréas est un organe annexe du système digestif de forme allongée et situé dans 

la cavité abdominale, derrière l’estomac. Chez l’humain, il mesure environ 15 cm de long 

pour 4 cm de large et 2 cm d’épaisseur. Il est constitué de trois parties anatomiques : la tête, 

le corps et la queue. Assurant à la fois des fonctions exocrines et endocrines, le pancréas 

est une glande amphicrine (Rhim et Stanger, 2010 ; Cid-Arregui et Juarez, 2015) (Figure 

22). 

 

 

 

Figure 22 : anatomie du pancréas. (a) connexion du pancréas au duodénum de l’intestin 

grêle, (b) pancréas exocrine, (c) acinus pancréatique et (d) îlot de Langerhans inclus dans du 
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tissu exocrine. Le pancréas est une glande amphicrine composée d’une partie exocrine (acini) 

et d’une partie endocrine (îlots de Langerhans). Les acini du pancréas exocrine déversent des 

sucs digestifs dans le duodénum tandis que les îlots de Langerhans du pancréas endocrine 

libèrent des hormones impliquées dans la régulation de la glycémie, notamment le glucagon 

(synthétisé par les cellules a) et l’insuline (produite par les cellules b). D’après Bardeesy et 

DePinho, 2002. 

 

Le pancréas exocrine sécrète le suc pancréatique composé d’enzymes nécessaires 

pour la digestion des protéines, des glucides et des acides gras ingérés par l’organisme. Il 

est constitué par des acini formés de cellules glandulaires acineuses synthétisant ces 

enzymes (protéases, lipase, amylase) et les déversant dans des canaux excréteurs 

convergeant vers le canal de Wirsung et le canal de Santorini connectés à une partie de 

l’intestin grêle appelée duodénum. Le pancréas endocrine sécrète des hormones, des 

médiateurs solubles déversés dans le sang pour agir à distance sur des tissus cibles. Alors 

que le pancréas exocrine représente 95% de la masse de l’organe, le pancréas endocrine 

constitue seulement 1 à 2% de la masse pancréatique (Cid-Arregui et Juarez, 2015). Le 

pancréas endocrine est organisé en amas de cellules appelés îlots de Langerhans et 

composés de différents types cellulaires sécrétant chacun des hormones différentes. Les 

cellules a sécrètent l’hormone hyperglycémiante glucagon et les cellules b synthétisent 

l’hormone hypoglycémiante insuline, tandis que les cellules δ libèrent la somatostatine, 

une hormone réduisant la sécrétion du glucagon et de l’insuline. Enfin, les cellules F 

(également appelées cellules PP) sécrètent le polypeptide pancréatique, une hormone 

impliquée dans la régulation de la contraction de la vésicule biliaire et de la sécrétion 

exocrine du pancréas. Les cellules a, b, δ et F représentent respectivement 20%, 70%, 5% et 

5% des cellules du pancréas endocrine. 

 

5.1.2. Les cancers du pancréas endocrine 

 

Les cancers du pancréas endocrine sont appelés tumeurs neuroendocrines 

pancréatiques (pNETs). Ce sont des tumeurs rares, représentant 1 à 2% des tumeurs 

pancréatiques totales, mais leur incidence a plus que doublé depuis les trente dernières 

années (Lawrence et al., 2011 ; Fraenkel et al., 2012). Si la majorité des pNETs se 

développent de façon sporadique, des facteurs génétiques sont impliqués dans 10% des 

déclenchements de pNETs (de Wilde et al., 2012 ; McKenna et Edil, 2014). Les pNETs sont 
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classées en tumeurs fonctionnelles (10%) ou en tumeurs non fonctionnelles (90%) 

(McKenna et Edil, 2014). Dans ce dernier cas, les patients ne présentent pas de symptômes 

liés à l’hyper-sécrétion hormonale, même si les taux hormonaux détectés sont élevés. En 

effet, les pNETs affectent le plus souvent un type cellulaire du pancréas endocrine, 

provoquant une augmentation spécifique de la sécrétion de l’hormone produite par ces 

cellules. Ainsi, on distingue l’insulinome (35-40% des pNETs), le gastrinome (16-30%), le 

VIPome (10%), le glucagonome (10%) et le somatostatinome (5%) touchant 

respectivement la sécrétion de l’insuline, de la gastrine, du peptide vasoactif intestinal 

(VIP), du glucagon ou encore de la somatostatine (McKenna et Edil, 2014). La plupart des 

patients se présentent en consultation au stade métastatique (60%) ou au stade de pNET 

localisé avancé (21%) (Halfdanarson et al., 2008). Le traitement des pNETs dépend du 

stade d’avancement de la tumeur. Le seul traitement réellement curatif à ce jour est la 

résection chirurgicale de la tumeur, envisageable dans la mesure où la maladie est 

encore à un stade localisé et que le siège de la tumeur le permette. Dans le cas où la tumeur 

est à un stade métastatique ou que l’intervention chirurgicale n’est pas envisageable, 

d’autres traitements peuvent être proposés et visent généralement à soulager les 

symptômes liés à l’hyper-sécrétion hormonale et à allonger la survie (McKenna et Edil, 

2014). Parmi ces traitements figure le protocole de radiothérapie par récepteur de 

peptide (PRRT) permettant le ciblage des cellules tumorales via le couplage d’isotopes 

radioactifs à des analogues de la somatostatine (McKenna et Edil, 2014), une hormone 

surexprimée dans de nombreuses pNETs. Un autre traitement proposé est l’utilisation de 

cytotoxiques dans le cadre de chimiothérapies utilisant notamment la cisplatine, la 

streptomycine, le 5-Fluoro-Uracile (5-FU) ou encore la doxorubicine. Enfin, des thérapies 

moléculaires dirigées peuvent être proposées comme l’évérolimus, un inhibiteur de la 

voie de signalisation de mTOR impliquée dans 16% des tumeurs (McKenna et Edil, 2014). 

Les pNETs étant des tumeurs richement vascularisées, une récente étude utilisant 

l’inhibiteur de tyrosine kinase sunitinib a montré une amélioration de la survie des patients 

(Raymond et al., 2011). 

 

5.1.3. Les cancers du pancréas exocrine 

 

La majorité des tumeurs pancréatiques apparaissent dans le pancréas exocrine (95%). 

Parmi ces tumeurs du pancréas exocrine, 95% sont des adénocarcinomes prenant origine 

dans les cellules acineuses des canaux pancréatiques. Ce type de tumeurs est appelé 
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adénocarcinome pancréatique ductal (PDAC). D’autres types de tumeurs du pancréas 

exocrine peuvent également se former à partir des cellules épithéliales des canaux 

pancréatiques, du tissu conjonctif ou du tissu lymphatique. Bien qu’ayant une faible 

prévalence, les tumeurs PDAC sont un type de cancer très agressif avec un mauvais 

pronostic et une survie globale à 5 ans particulièrement basse (inférieure à 5%) 

faisant des tumeurs PDAC le cancer le plus létal à l’heure actuelle (Ferlay et al., 2015). 

Comme pour les autres types de cancers, la survie est d’autant plus faible que le diagnostic 

est tardif. Ainsi, la survie à 5 ans est de 25% pour les tumeurs PDAC localisées (stades I et 

IIA), de 9,9% pour les tumeurs ayant investi les ganglions drainants (stades IIB et III) et de 

2,3% pour les tumeurs avec métastases (stade IV) (Cid-Arregui et Juarez, 2015). 

Malheureusement, seulement 9% et 27% des patients sont diagnostiqués respectivement 

aux stades localisé et étendu aux ganglions tandis que la plupart des patients sont 

diagnostiqués au stade métastatique (53%). La faible prévalence, la forte mortalité et 

l’incidence croissante des tumeurs PDAC en font une maladie pour laquelle se présente une 

nécessité urgente de découvrir de nouveaux traitements et de nouveaux marqueurs 

permettant un diagnostic plus précoce. En effet, la forte mortalité des tumeurs PDAC est le 

plus souvent liée à un diagnostic tardif au stade avancé voire métastatique en raison de 

l’absence de symptômes spécifiques pendant les stades précoces de la maladie et de 

l’absence de marqueurs diagnostics précoces connus. Les tumeurs PDAC se développement 

majoritairement dans la tête du pancréas (70%) et possèdent un fort potentiel métastatique 

vers le foie et les poumons (Cid-Arregui et Juarez, 2015). 

 

5.2. Les tumeurs PDAC : tumorigenèse et microenvironnement tumoral 

 

Les tumeurs PDAC sont des adénocarcinomes prenant leur origine dans les canaux 

pancréatiques et se développant à la faveur de l’accumulation de mutations génétiques 

selon des stades de tumorigenèse actuellement bien définis. La tumorigenèse et l’agressivité 

des tumeurs PDAC sont également liées au stroma très particulier de ce type de tumeurs. 

 

5.2.1. La tumorigenèse 

 

Les tumeurs PDAC se développent à partir des cellules épithéliales formant les canaux 

des acini pancréatiques. L’accumulation d’anomalies génétiques favorise la progression des 

lésions selon 4 stades histologiques appelés néoplasies pancréatiques intraépithéliales 
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(PanIN-1A, PanIN-1B, PanIN-2 et PanIN-3) et conduisant à la tumeur différenciée PDAC 

(Bardeesy et DePinho, 2002) (Figure 23). 

 

 

 

Figure 23 : anomalies génétiques et grades histologiques menant au PDAC. 

L’accumulation de plusieurs anomalies génétiques induisant l’activation du proto-oncogène 

KRAS et la perte de fonction de plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs favorise la 

progression tumorale qui évolue selon différents grades histologiques appelés néoplasies 

pancréatiques intraépithéliales (PanIN) conduisant au PDAC. D’après Bardeesy et DePinho, 

2002. 

 

Les gènes les plus fréquemment retrouvés mutés dans les tumeurs PDAC sont les 

gènes KRAS, CDKN2A, TP53, BRCA2 et SMAD4/DPC4 (Bardeesy et DePinho, 2002). KRAS 

est un proto-oncogène impliqué dans la prolifération cellulaire. Les mutations activatrices 

de KRAS sont les premiers évènements génétiques survenant dans la tumorigenèse des 

tumeurs PDAC et se produisent dans les cellules saines de manière aléatoire et dans 30% 

des lésions précoces. La fréquence des mutations de KRAS augmente avec la progression 

tumorale si bien que KRAS est systématiquement retrouvé muté dans les tumeurs PDAC 

(Rozenblum et al., 1997). L’activation de KRAS est souvent corrélée à une surexpression de 

l’EGF et de ses récepteurs ERBB2 et EGFR dès les stades les plus précoces des lésions 

PanIN (Day et al., 1996). Des mutations entrainant une perte de fonction du gène 
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suppresseur de tumeur CDKN2A sont aussi retrouvées dans 80 à 95% des tumeurs PDAC 

sporadiques et se produisent le plus souvent dans les stades intermédiaires des lésions 

PanIN (Rozenblum et al., 1997). Des mutations de CDKN2A peuvent aussi être héritées et 

génèrent une prédisposition génétique augmentant de 13 fois le risque de développer un 

cancer du pancréas (Whelan et al., 1995 ; Goldstein et al., 1995). Les mutations de CDKN2A 

sont souvent associées à une perte de fonction des suppresseurs de tumeurs INK4A et ARF 

(Sherr, 2001). Par ailleurs, des mutations du suppresseur de tumeur TP53 sont retrouvées 

dans 50% des tumeurs PDAC et induisent la perte de fonction du gène qui favorise la 

progression tumorale et l’instabilité génétique (Rozenblum et al., 1997). Les mutations de 

TP53 surviennent le plus souvent dans les stades avancés des lésions PanIN. De plus, des 

mutations du gène BRCA2, impliqué dans les cancers familiaux du sein et de l’ovaire, sont 

retrouvés dans environ 7% des tumeurs PDAC et se produisent également vers la fin de la 

progression tumorale (Bardeesy et DePinho, 2002). Le suppresseur de tumeur 

SMAD4/DPC4, impliqué dans la voie de signalisation du TGF-b, est aussi retrouvé muté et 

inactivé dans 30% des tumeurs PDAC (Hahn et al., 1996). Enfin, la progression tumorale est 

favorisée par une instabilité chromosomique initiée au stade PanIN-3 et liée à un 

dysfonctionnement des centrosomes et du fuseau mitotique. En effet, des anomalies des 

centrosomes sont détectées dans 85% des tumeurs PDAC et expliquent l’importance de 

l’aneuploïdie et de l’instabilité génomique dans les tumeurs PDAC (Sato et al., 2001). En 

termes de chronologie, les évènements génétiques les plus précoces dans la tumorigenèse 

des tumeurs PDAC sont les mutations des gènes KRAS et CDKN2A tandis que les 

évènements plus tardifs sont les mutations des gènes TP53 et SMAD4/DPC4. L’ensemble 

des anomalies génétiques accumulées au cours de la progression tumorale conduisent au 

stade ultime de tumeur PDAC, caractérisée par un microenvironnement particulier. 

 

5.2.2. Le microenvironnement tumoral 

 

Le microenvironnement ou stroma tumoral est l’ensemble des composants 

cellulaires et moléculaires présents dans une tumeur solide. Bien que partageant des 

caractéristiques avec d’autres types de cancers, le stroma des tumeurs PDAC présente des 

particularités, notamment celles d’être hypoxique, hypovasculaire et immunosuppresseur. 
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5.2.2.1. Quelques données générales sur le microenvironnement tumoral 

 

Le microenvironnement tumoral est un système complexe et hétérogène contenant 

différents types cellulaires, des protéines matricielles et des facteurs diffusibles. Parmi les 

composants cellulaires figurent les cellules tumorales et les cellules stromales (Figure 24). 

 

 

Figure 24 : composants cellulaires 

du microenvironnement tumoral. 

Dans une tumeur primaire, les 

cellules tumorales communiquent 

par des contacts directs et des 

facteurs diffusibles avec les cellules 

stromales. Les cellules stromales sont 

les autres types cellulaires du 

microenvironnement tumoral et 

incluent les cellules immunitaires, les 

fibroblastes, les cellules endothéliales 

des vaisseaux sanguins et 

lymphatiques et les péricytes. D’après 

Junttila et de Sauvage, 2013. 

 

 

Les cellules tumorales sont des cellules transformées par des mutations génétiques, 

ayant la capacité de proliférer de manière dérégulée et de survivre à la mort cellulaire 

programmée (apoptose). Au sein d’une tumeur primaire, ces cellules communiquent avec 

les cellules stromales : cellules immunitaires, fibroblastes, cellules endothéliales et 

péricytes (Hanahan et Weiberg, 2011 ; Hanahan et Coussens, 2012 ; Junttila et de Sauvage, 

2013). Via la sécrétion de facteurs diffusibles, les cellules tumorales modifient les cellules 

stromales et les conduisent à adopter un profil pro-tumoral. Les cellules stromales 

modifiées sécrètent alors à leur tour des facteurs pro-tumoraux comme des facteurs de 

croissance ou des MMPs favorisant la dégradation de la MEC, la dissémination des cellules 

tumorales hors de la tumeur primaire et la formation de métastases dans d’autres organes. 

Il est avéré par exemple que les macrophages et les fibroblastes modifiés (respectivement 

TAMs et CAFs) sont d’importantes sources de VEGF-A, de bFGF et de TGF-b favorisant 

l’angiogenèse pour nourrir la tumeur et permettre la dissémination des cellules tumorales 

lors du processus de métastase (Motz et Coukos, 2011). 
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5.2.2.2. Les particularités du microenvironnement des tumeurs PDAC 

 

Les tumeurs PDAC sont caractérisées par une importante réaction desmoplastique à 

l’origine d’un microenvironnement tumoral particulièrement riche et dense. La réaction 

desmoplastique est une modification du stroma tumoral correspondant à une production 

excessive de tissu connectif fibreux, appelée fibrose, et à une activation de chacune des 

composantes cellulaires conduisant à des réactions inflammatoires, immunitaires et 

angiogéniques pro-tumorales (Bousquet et Susini, 2007). Les tumeurs PDAC figurent 

parmi les types de cancer dans lesquels le stroma est le plus abondant, le stroma 

représentant plus de 80% des tumeurs PDAC (Duluc et al., 2015). Les cellules les plus 

abondantes du stroma des tumeurs PDAC sont des fibroblastes activés, appelés CAFs ou 

encore cellules étoilées pancréatiques activées (Feig et al., 2012). Ces cellules jouent un rôle 

fondamental dans la réaction desmoplastique dans la mesure où ce sont les principales 

cellules productrices des composants protéiques de la MEC, des facteurs de croissance et 

des MMPs. Les tumeurs PDAC sont également caractérisées par un stroma particulièrement 

immunosuppresseur favorisant la progression tumorale, la formation des métastases et 

l’échappement de la tumeur au système immunitaire. Les cellules inflammatoires les plus 

abondantes dans ces tumeurs sont des cellules immunosuppressives comme les TAMs, les 

cellules suppressives d’origine myéloïde (MDSCs) et les lymphocytes T régulateurs (Treg) 

(Lunardi et al., 2014). Par ailleurs, la MEC des tumeurs PDAC est essentiellement composée 

de collagènes interstitiels fibrillaires de types I et III, de glycoprotéines non collagéniques 

comme la fibronectine, d’élastine et de protéoglycanes. L’excès de dépositions protéiques 

dans le stroma des tumeurs PDAC génère une fibrose à l’origine de contraintes physiques 

limitant la diffusion des chimiothérapeutiques et comprimant les vaisseaux sanguins. Les 

vaisseaux collapsés ne perfusent pas efficacement la tumeur, ce qui génère un stroma 

généralement très hypoxique, bien que l’hypoxie soit hétérogène au sein d’une même 

tumeur. De plus, les tumeurs PDAC sont considérées comme hypovasculaires en raison de 

la faible densité des microvaisseaux, ce qui accentue encore l’hypoxie et la mauvaise 

distribution des chimiothérapeutiques. Comme dans d’autres types de tumeurs, les cellules 

tumorales et les cellules stromales sécrètent des facteurs de croissance favorisant la 

prolifération cellulaire et des MMPs permettant la dégradation de la MEC. L’une des MMPs 

les plus abondantes dans les tumeurs PDAC est la métalloprotéinase-1 de type 

membranaire (MT1-MMP, ou MMP-14) qui favorise la croissance et l’angiogenèse tumorale 

en dégradant la MEC et en augmentant l’expression du VEGF (Sounni et al., 2002). Enfin, la 
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fibrose provoquée par la réaction desmoplastique augmente la rétention des facteurs de 

croissance et des cytokines dans le stroma tumoral. 

 

5.3. Les tumeurs PDAC : modèles d’étude et stratégies thérapeutiques 

 

Dans le but de mettre au point des traitements et de découvrir des marqueurs 

diagnostiques précoces des tumeurs PDAC, plusieurs modèles murins ont été développés. 

Ces modèles sont utilisés en recherche pour étudier les mécanismes cellulaires et 

moléculaires de la tumorigenèse des tumeurs PDAC et pour tester les effets de différents 

traitements sur la croissance et l’angiogenèse tumorales ainsi que sur la réponse 

immunitaire et plus généralement sur l’ensemble du microenvironnement tumoral. 

Plusieurs stratégies thérapeutiques ont été testées dans des essais cliniques chez l’homme 

et sont succinctement présentées dans cette partie. 

 

5.3.1. Les modèles murins 

 

Les modèles murins sont utilisés en recherche fondamentale pour comprendre les 

mécanismes de la tumorigenèse et lors des études précliniques pour définir des stratégies 

thérapeutiques et des marqueurs prédictifs potentiellement applicables chez l’humain. Ces 

modèles doivent être les plus proches possibles de la pathologie humaine et récapituler les 

anomalies génétiques, les stades évolutifs de la maladie et les étapes de la tumorigenèse, les 

caractéristiques cytologiques et histologiques, l’intégrité du microenvironnement tumoral 

ou encore la formation des métastases dans le(s) même(s) tissu(s) cible(s) que chez 

l’Homme. Plusieurs types de modèles murins de tumeurs PDAC ont été développés depuis 

les années 1980. Soit les tumeurs apparaissent spontanément dans des modèles murins 

transgéniques (GEMMs), soit les tumeurs sont induites par l’injection orthotopique de 

cellules tumorales dans le pancréas de souris saines. 

 

L’un des premiers GEMMs à avoir été créé pour reproduire un cancer du pancréas est 

le modèle RIP1-Tag2 dans lequel les souris expriment l’antigène T du virus SV40 sous le 

contrôle du promoteur du gène de l’insuline (Hanahan, 1985 ; Eklund et al., 2013). Ce 

modèle génère des pNETs très vascularisées dont la tumorigenèse relativement lente et 

progressive a permis de réaliser de nombreuses études sur le rôle de l’angiogenèse et des 

autres composants cellulaires et moléculaires du stroma sur la croissance tumorale et de 
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tester des inhibiteurs de l’angiogenèse. Toutefois la majorité des cancers du pancréas 

affectant la partie exocrine, des modèles de tumeurs PDAC ont été développés. Le premier 

modèle ayant le mieux reproduit la tumorigenèse et l’évolution des lésions PanIN vers le 

stade PDAC et les métastases est le modèle KC dans lequel l’activation constitutive de 

l’oncogène KRAS est inductible par une recombinaison Cre-LoxP (LSL-KRASG12D) (Hingorani 

et al., 2003 ; DuPage et al., 2009 ; Weidenhofer et al., 2016). Ces tumeurs présentant une 

latence relativement longue et une faible formation de métastases, d’autres modèles ont 

ensuite été créés dont le modèle KPC dans lequel le gène suppresseur de tumeur TP53 est 

inactivé (mutation R172H) en plus de l’activation constitutive de KRAS. Ce modèle 

reproduit plus fidèlement la pathologie humaine avec une tumorigenèse accélérée, une 

faible vascularisation de la tumeur et la formation de métastases hépatiques. D’autres 

variantes du modèle KC ont été développées en inactivant le suppresseur de tumeur 

SMAD4, générant les modèles SMAD4 dont le modèle LSL-KRASG12D;Ink4a/Arffl/fl (Kojima 

et al., 2007 ; Grippo et Tuveson, 2010). 

 

Dans les modèles orthotopiques syngéniques immunocompétents, des cellules 

tumorales pancréatiques sont injectées directement dans le pancréas de souris du même 

fond génétique et ayant un système immunitaire complet et fonctionnel. La prise en 

considération de l’importance du microenvironnement tumoral dans la tumorigenèse et 

dans la réponse aux traitements est un concept relativement récent et avait tendance à être 

négligée. Ces modèles murins permettent de développer des tumeurs ayant un 

microenvironnement tumoral complet reproduisant plus fidèlement la pathologie humaine, 

en particulier la réponse immunitaire et les mécanismes pro-tumoraux exercés par les 

cellules inflammatoires dont les TAMs. Les cellules injectées sont des lignées tumorales 

établies à partir de cellules prélevées chez des animaux porteurs de tumeurs PDAC. Nous 

citerons par exemple les cellules mPDAC porteuses des mutations p48Cre, KRASLSL-G12D, 

p53R172H/+ et Ink4a/Arfflox/+. Dans ce modèle rapide et agressif, les cellules tumorales 

injectées dans le pancréas de souris FVB/n immunocompétentes donnent des tumeurs 

PDAC d’environ 80 mm3 en une semaine et des métastases hépatiques 4 semaines après 

l’injection des cellules. Un autre modèle est obtenu dans le fond génétique C57BL/6 par 

l’injection orthotopique de cellules Panc02 isolées en 1984 à partir de tumeurs PDAC 

générées par l’implantation de cotons imprégnés de méthyl-3 cholanthrène (3-MCA) dans le 

pancréas de souris saines (Corbett et al., 1984 ; Partecke et al., 2011 ; Torres et al., 2013). 

Ces cellules donnent des tumeurs PDAC à croissance rapide mais pas de métastases. 
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4.3.2. Les traitements actuels et les stratégies en cours de développement 

 

5.3.2.1. Les thérapies classiques 

 

Le principal traitement des tumeurs PDAC - et le plus efficace si le diagnostic est 

suffisamment précoce - demeure la résection chirurgicale de la tumeur, suivie ou non par 

de la radiothérapie et/ou de la chimiothérapie (Seufferlein et al., 2012). La radiothérapie 

est une méthode visant à exposer localement un tissu à des radiations X ou γ. Les rayons 

endommagent l’ADN, bloquant la prolifération des cellules tumorales et favorisant 

l’apoptose. La radiothérapie est souvent associée à de la chimiothérapie. Dans le cas des 

tumeurs PDAC, les doses administrées sont de l’ordre de 40 à 60 Gy pendant 6 semaines, en 

combinaison avec une chimiothérapie radiosensibilisante (Merchant et al., 2009). Par 

ailleurs, il existe 3 protocoles de chimiothérapies utilisés dans le traitement des tumeurs 

PDAC (Seufferlein et al., 2012). La gemcitabine, un analogue d’une base de l’ADN, est 

préconisée depuis 1996 et induit la mort cellulaire par arrêt de la synthèse d’ADN. Un autre 

cytotoxique utilisé est le 5-FU, un analogue de la pyrimidine incorporé dans l’ADN et 

induisant l’arrêt de la prolifération et l’apoptose par blocage du cycle cellulaire. Enfin, le 

folfirinox est utilisé depuis 2010 dans le traitement des tumeurs PDAC métastatiques. C’est 

un mélange de produits cytotoxiques : le 5-FU bloquant la synthèse d’ADN, l’acide folique 

pour réduire les effets secondaires du 5-FU, l’irinotécan inhibant la topo-isomérase et 

l’oxaliplatine inhibant la synthèse de l’ADN et sa réparation. 

 

5.3.2.2. Les thérapies ciblées 

 

D’autres stratégies visent à cibler plus spécifiquement des voies de signalisation pro-

tumorales ou des composants du microenvironnement comme les CAFs, les cellules 

immunitaires ou les vaisseaux tumoraux. Plusieurs essais ont été menés pour inhiber des 

voies de signalisation impliquées dans la progression des tumeurs PDAC. L’EGFR, 

surexprimé dans les stades précoces de la tumorigenèse, est ciblé par des anticorps 

monoclonaux tels que le cétuximab et le panitumumab ou par des TKI comme le géfitinib et 

l’erlotinib. Malheureusement, des essais précliniques et cliniques en combinaison avec la 

gemcitabine n’ont pas montré d’amélioration significative de la survie des patients (Weiner 

et al., 2008). D’autres stratégies ciblent des proto-oncogènes comme KRAS ou des 

molécules en aval de sa voie de signalisation. Les tumeurs PDAC figurent parmi les plus 
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résistantes aux chimiothérapies en raison d’une mauvaise distribution des agents 

cytotoxiques liée à l’hypovascularisation, à la compression des vaisseaux tumoraux et à la 

présence d’un stroma rigide particulièrement pro-tumoral. Ainsi, le ciblage du 

microenvironnement tumoral a pour but de sensibiliser les tumeurs aux chimiothérapies. 

Le rôle pro-tumoral des CAFs peut être inhibé en ciblant des molécules exprimées par ce 

type cellulaire fortement impliqué dans la progression tumorale et la résistance des 

tumeurs PDAC aux chimiothérapies. Le losartan est un antagoniste synthétique du 

récepteur à l’Angiotensine II, une molécule favorisant l’activation des CAFs et la 

production de collagène de type I. Son utilisation dans un modèle murin de tumeur PDAC a 

augmenté de 50% la quantité de 5-FU dans la tumeur par amélioration de la vascularisation 

(Chauhan et al., 2013). Un essai clinique utilisant le losartan en combinaison avec la 

gemcitabine est en cours. Le ciblage des CAFs a pour objectif de réduire la fibrose pour 

diminuer la pression interstitielle et favoriser la perfusion de la tumeur de manière à 

augmenter la distribution des chimiothérapeutiques. De la même façon, l’inhibition de la 

voie de signalisation mTOR/4E-BP1 par le pasiréotide (SOM230) a donné des résultats 

précliniques encourageants dans un modèle murin de tumeurs PDAC (Duluc et al., 2015). 

Dans cette étude, l’utilisation du SOM230 en combinaison avec la gemcitabine réduit la 

fibrose via le ciblage des CAFs, améliorant la distribution de la gemcitabine et sensibilisant 

les cellules tumorales au cytotoxique. Par ailleurs, des stratégies de ciblage des cellules 

immunitaires sont également en cours d’investigation dans d’autres types de cancers et 

pourraient être envisageables dans le traitement des tumeurs PDAC. Dans les tumeurs 

PDAC, la fibrose et la pression interstitielle limitent l’infiltration des cellules immunitaires 

tandis que les cellules inflammatoires présentes dans ces tumeurs exercent un rôle 

immunosuppresseur et anti-tumoral. Ainsi, des stratégies sont développées pour favoriser 

la réponse immunitaire anti-tumorale et inhiber la réponse pro-tumorale. L’ipilimumab est 

un anticorps monoclonal commercialisé pour le traitement du mélanome avancé. Cet 

anticorps cible la protéine CTLA-4, un antigène de costimulation négative à la surface des 

lymphocytes T dont la fixation par CD80 ou CD86 sur les cellules présentatrices d’antigène 

induit une inhibition de l’activation des lymphocytes T. Par conséquent, le blocage de CTLA-

4 par cet anticorps favorise l’activation des lymphocytes T cytotoxiques et la réponse 

immunitaire anti-tumorale (Buchbinder et McDermott, 2015). De la même façon, 

l’inhibition de la protéine PD-1 par l’anticorps monoclonal nivolumab a pour but de 

favoriser la réponse immunitaire anti-tumorale. En effet, le complexe PD-1/PD-L1 favorise 

la tolérance des cellules tumorales par les lymphocytes. Des essais cliniques de phase III 
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sont en cours pour le traitement d’un type de cancer du poumon (Guilleminault et al., 

2015). Enfin, une autre stratégie thérapeutique vise à cibler les vaisseaux tumoraux. Des 

essais de combinaison des chimiothérapies de référence à des composés anti-angiogéniques 

comme le bévacizumab, l’erlotinib ou le sutinib ont été menés. Malheureusement, une étude 

clinique de phase III associant la gemcitabine et le bévacizumab menée sur des patients 

atteints de tumeurs PDAC avancées n’a pas montré d’amélioration de la survie des patients 

(Kindler et al., 2010). Si les thérapies anti-angiogéniques s’avèrent inopérantes dans le 

traitement des tumeurs PDAC, une solution en cours d’étude pour améliorer la distribution 

des chimiothérapeutiques et détruire les cellules tumorales est la normalisation du 

microenvironnement tumoral. Cette stratégie a déjà montré améliorer l’efficacité des 

chimiothérapies en augmentant la perfusion et en diminuant la pression interstitielle pour 

favoriser la distribution des chimiothérapeutiques et en favorisant la restauration d’une 

barrière endothéliale imperméable aux cellules tumorales pour limiter la formation des 

métastases (Goel et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. PROJET DE THESE 
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Depuis plus de 20 ans, l’équipe COURTY concentre ses recherches sur les 

nucléoprotéines dont la nucléoline et étudie l’effet de leur ciblage par le N6L - un 

pseudopeptide synthétique développé par l’équipe - dans différents modèles tumoraux. 

Ilaria CASCONE a rejoint l’équipe en 2012 pour travailler sur le rôle de la nucléoline dans 

l’angiogènese tumorale du cancer du pancréas et sur les mécanismes de l’activation 

endothéliale. Suite aux travaux de l’équipe dirigés par Ilaria CASCONE visant à étudier l’effet 

du ciblage de la nucléoline par le N6L dans l’adénocarcinome pancréatique ductal (PDAC), 

mon projet de thèse s’est inscrit dans l’étude des mécanismes de l’implication de la 

nucléoline dans l’angiogenèse. 

 

Le PDAC est un cancer du pancréas pour lequel il n’existe encore aucun traitement 

curatif et dont les rares traitements disponibles allongent la survie de quelques mois. Les 

tumeurs PDAC sont des tumeurs très agressives pour lesquelles la forte résistance aux 

thérapies classiques est expliquée par une résistance des cellules tumorales mais aussi par 

une mauvaise distribution des chimiothérapeutiques liée à des vaisseaux tumoraux peu 

fonctionnels, à cause de la compression exercée par un stroma tumoral fibreux 

particulièrement dense (Olive et al., 2009 ; Koay et al., 2014). En effet, le stroma fibreux 

induit une mauvaise perfusion des tumeurs PDAC générant un flux sanguin et une 

oxygénation anormaux qui favorisent la croissance tumorale, l’hypoxie et la formation de 

métastases tout en limitant la distribution efficace des chimiothérapeutiques (Hanahan et 

Weinberg, 2011 ; Feig et al., 2012 ; Stylianopoulos et Jain, 2013). Par conséquent, bien que 

les tumeurs PDAC soient des tumeurs hypovascularisées, les vaisseaux sanguins exercent 

un rôle pro-tumoral important. Une preuve vient d’un travail où il a été montré que la 

réduction du stress solide dans ces tumeurs augmente la densité vasculaire qui à son tour 

accélère la croissance tumorale et favorise la formation des métastases (Affeldt et al., 2013 ; 

Rhim et al., 2014). D’après ces données et face à la nécessité urgente de développer de 

nouvelles stratégies pour traiter ce type de cancer, l’équipe s’est donné pour but de cibler à 

la fois les cellules tumorales et les vaisseaux sanguins pour inhiber la croissance tumorale 

et l’angiogenèse dans les tumeurs PDAC. 

 

L’angiogenèse est un processus de formation de nouveaux vaisseaux à partir du 

réseau vasculaire préexistant (Adams et Alitalo, 2007). L’activation endothéliale est l’étape 

la plus précoce de l’angiogenèse caractérisée par une perte de quiescence et par la sécrétion 

de facteurs solubles par les cellules endothéliales, provoquant la déstabilisation des 
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vaisseaux sanguins (Cines et al., 1998). La déstabilisation signifie le détachement des 

cellules murales (cellules musculaires lisses et péricytes) de la paroi vasculaire pour 

permettre le bourgeonnement de nouveaux vaisseaux (Augustin et al., 2009). Cette étape 

est transitoire au cours de l’angiogenèse physiologique et disparaît avec l’extinction des 

facteurs pro-angiogéniques qui se traduit par la maturation des nouveaux vaisseaux et le 

recrutement des cellules murales. Mais dans le cas de l’angiogenèse tumorale, la persistance 

des stimuli pro-angiogéniques induit une dérégulation de l’activation endothéliale qui est 

maintenue et qui génère une instabilité vasculaire avec une perméabilité accrue et une 

absence des cellules murales (Carmeliet, 2003). Par conséquent, l’activation endothéliale 

est une étape cruciale de l’angiogenèse pathologique et sa compréhension pourrait 

déboucher sur des stratégies thérapeutiques innovantes. 

 

A mon arrivée, les travaux de l’équipe montraient que le ciblage de la nucléoline 

inhibe à la fois la croissance tumorale et normalise les vaisseaux tumoraux. Mon projet de 

thèse avait pour objetif d’étudier les mécanismes de la normalisation vasculaire et le 

lien moléculaire entre l’activation endothéliale et le recrutement des péricytes sur 

les vaisseaux. En effet, l’étude de l’activation endothéliale m’a permis de mieux 

comprendre le rôle de la nucléoline dans l’angiogenèse tumorale et de découvrir de 

nouveaux mécanismes de régulation mis en jeu au cours de l’angiogenèse et dont le ciblage 

pourrait trouver des applications dans le traitement de maladies associées à une 

angiogenèse pathologique telles que les tumeurs PDAC ou les rétinopathies. 

 

Mes questions étaient : 

v Quel est le rôle de l’activation endothéliale et de la nucléoline sur l’angiogenèse 

et sur la stabilisation des vaisseaux permise par le recrutement des péricytes ? 

v Quel est l’effet du ciblage de la nucléoline et de l’activation endothéliale sur la 

normalisation vasculaire des tumeurs via le recrutement des péricytes ? 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. MATERIELS ET METHODES 
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1. Culture cellulaire 

 

1.1. Cellules primaires humaines 

 

Les cellules endothéliales humaines extraites de la veine de cordon ombilical (Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVECs) ont été périodiquement achetées entre 2013 et 

2015 chez Lonza (Bâle, Suisse) et cultivées jusqu’au 4e passage dans le milieu EBM-2 

(Endothelial Basal Medium-2, CC-3156, Lonza) complété avec les facteurs de croissance et 

antibiotiques appropriés (EGM-2 SingleQuot Kit Suppl. & Growth Factors, CC-4176, Lonza). 

Les HUVECs sont ensemencées dans des boîtes de Pétri, des flasks ou des plaques de culture 

en plastique traité coatées avec de la gélatine 1% (Sigma Aldrich, G9391). La gélatine est 

dissoute dans de l’eau et chauffée à 50°C pendant 1 heure sous agitation modérée jusqu’à 

l’obtention d’une solution limpide. Lorsque la température de la solution de gélatine 

redescend à 40°C, la solution est filtrée sous PSM avec une unité de filtration à 0,22 mm puis 

conservée à 4°C. Pour réaliser le coating, 5 mL de gélatine 1% sont répartis sur la surface 

d’une boîte de Pétri 100 mm (ou d’une flask T75) et incubés pendant 30 minutes à 37°C. 

Juste avant l’ensemencement des cellules, la gélatine est aspirée et remplacée par le milieu 

de culture. Les péricytes vasculaires humains extraits de cerveaux (Human Brain Vascular 

Pericytes, HBVPs) ont été achetés en 2014 chez ScienCell (Carlsbad, Etats-Unis) et cultivés 

jusqu’au 4e passage dans le milieu PM-prf (Pericyte Medium phenol red free, 1201-prf-SC, 

ScienCell) contenant les facteurs de croissance et antibiotiques adaptés. Les HBVPs sont 

ensemencés dans des boîtes de Pétri, des flasks ou des plaques de culture en plastique traité 

coatées avec de la poly-L-lysine 2 mg/cm2 (Sigma Aldrich, P4707-50ML). Pour réaliser le 

coating, 1,5 mL de poly-L-lysine et 3,5 mL de ddH2O sont répartis dans une boîte de Pétri 

100 mm (ou d’une flask T75) et incubés toute la nuit à 37°C. Le lendemain, la solution de 

coating est aspirée et le support est rincé 2 fois avec 5 mL de ddH2O puis avec 5 mL de PBS 

avant l’ajout du milieu de culture. Ces deux cultures primaires sont maintenues dans des 

incubateurs à 37°C et 5% CO2. 

 

1.2. Cellules tumorales pancréatiques murines 

 

Deux lignées tumorales pancréatiques murines sont utilisées : les cellules mPDAC et 

PANC-02. Les cellules mPDAC nous ont été fournies par l’équipe de Douglas HANAHAN 

(Lausanne, Suisse) et ont été cultivées dans du DMEM + 10% SVF + 1% P/S. Elles ont été 
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prélevées sur des souris FVB/n porteuses de tumeurs PDAC. Ces cellules portent des 

mutations sur les gènes Kras, Cdkn2a (Ink4a/Arf) et Trp53. Les cellules PANC-02 nous ont 

été fournies par l’équipe de Roberto RONCA (Brescia, Italie) et ont été cultivées dans du 

RPMI 1640 + 10% SVF + 1% P/S + 1% sodium pyruvate. Ces deux lignées tumorales sont 

maintenues dans des incubateurs à 37°C et 7% CO2. 

 

2. Modèles murins de tumeurs pancréatiques orthotopiques 

 

2.1. Modèle mPDAC 

 

Ce modèle réalisé dans des souris WT immunocompétentes est utilisé pour étudier 

l’effet du ciblage de la nucléoline par le N6L in vivo. Des souris FVB/n syngéniques femelles 

achetées chez Charles River (Calco, Italie) sont utilisées pour générer des tumeurs PDAC 

orthotopiques. Les souris âgées de 8 semaines (souche n°207, masse moyenne de 20g) sont 

injectées en orthotopique dans le pancréas avec des cellules mPDAC (103 cellules/souris 

dans 50 mL). Une semaine après l’injection des cellules tumorales (volume moyen des 

tumeurs de 80 mm3), les souris sont injectées en intrapéritonéal avec du N6L (10 mg/kg) 

ou une solution saline pendant 3 semaines à raison de 3 injections/semaine, puis sacrifiées 

4 semaines après l’injection des cellules tumorales. 

 

2.2. Modèle PANC-02 

 

Ce modèle réalisé dans des souris WT ou KO NCL+/- est utilisé pour étudier l’effet de 

l’inhibition de la nucléoline dans le microenvironnement tumoral, sans cibler la nucléoline 

dans les cellules tumorales. Les souris transgéniques KO NCL+/- ont été générées par 

l’équipe de Philippe BOUVET (Lyon, France). Le KO conditionnel de la nucléoline a été 

induit sur un allèle en floxant le 3e exon du gène Ncl dans des souris du fond génétique 

C57BL/6. Ces souris ont été croisées avec des souris exprimant la Cre recombinase 

inductible ubiquitaire (souche C57BL/6-Gt(ROSA)26Sortm9(Cre/ESR1)Arte) pour générer 

des individus Nclfl/WT;Cre+/- et Nclfl/fl;Cre+/-. Des souris NclWT/WT;Cre+/- ont été utilisées 

comme témoins. La délétion de l’allèle est induite par l’injection pendant 5 jours consécutifs 

de 100 mL/souris de tamoxifène (10 mg/mL) dilué dans de l’huile de colza. Les souris KO 

NCL-/- meurent en quelques jours tandis que les souris KO NCL+/- ne présentent aucun 
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phénotype particulier après plusieurs mois d’observation. Les souris WT (NCL+/+) et KO 

NCL+/- sont injectées en orthotopique dans le pancréas avec des cellules PANC-02 (105 

cellules/souris dans 50 mL) puis sacrifiées 4 semaines après l’injection des cellules 

tumorales. 

 

3. Anticorps 

 

Les anticorps utilisés en Western-Blotting sont dirigés contre la nucléoline 

(polyclonal de lapin, Abcam ab22758), l’Ang-2 (polyclonal de chèvre, R&D Systems AF623), 

la b-tubuline (polyclonal de lapin, Abcam ab6046), la GAPDH (monoclonal de souris, 

Invitrogen AM4300, clone 6C5), la vinculine (monoclonal de souris, Sigma Aldrich V9131, 

clone hVIN-1) ou la b-actine (monoclonal de souris, Sigma Aldrich A3854, clone AC-15). Les 

anticorps utilisés pour l’immunofluorescence sont dirigés contre la nucléoline (polyclonal 

de lapin, Abcam ab22758), MECA32 (monoclonal de rat, BD Pharmingen 550563, clone 

MECA-32), NG2 (polyclonal de lapin, Merck Millipore AB5320), le PDGFR-b (polyclonal de 

chèvre, R&D Systems AF1042), l’Ang-2 humaine (polyclonal de chèvre, R&D Systems 

AF623), l’Ang-2 murine (polyclonal de chèvre, Santa Cruz Biotechnology sc-7015) et le 

vWF (polyclonal de lapin, Dako A0082). 

 

4. Construction peptidique 

 

Le N6L est un pseudopeptide synthétique appartenant à la famille des NucAnts 

(Nucleolin Antagonists), des antagonistes de la nucléoline dérivés du peptide HB-19. Il est 

constitué d’une matrice hélicoïdale riche en lysine composée d’une répétition de 6 motifs 

Lys-Aib-Gly et sur laquelle sont greffés 6 tri-peptides KYPR. 

 

5. Marquages par immunofluorescence 

 

5.1. Immunofluorescence du vWF et de l’Ang-2 dans les HUVECs 

 

Après le traitement indiqué, les HUVECs sont fixées pendant 10 minutes à -20°C dans 

du méthanol. Après une saturation de 30 minutes à 37°C dans du PBS – BSA 3%, les cellules 

sont incubées pendant 45 minutes à 37°C avec un anticorps anti-Ang-2 (R&D Systems, 
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AF623) dilué au 1:50 dans du PBS – BSA 0,3%. Après 3 lavages dans du PBS, les cellules 

sont incubées pendant 45 minutes à 37°C avec un anticorps anti-vWF (Dako, A0082) dilué 

au 1:1000 dans du PBS – BSA 0,3%. Après 3 nouveaux lavages dans du PBS, les cellules sont 

incubées pendant 45 minutes avec des anticorps secondaires fluorescents (Invitrogen) 

dilués dans du PBS – BSA 0,3% et les noyaux sont marqués avec du DAPI 2 mg/mL (Sigma 

Aldrich, D8417). Les lamelles sont montées sur des lames avec du Prolong (Life 

Technologies, P36934) ou du VectaShield (Vector Laboratories, H-1000). 

 

5.2. Immunofluorescence des WPBs et des péricytes dans les rétines 

 

Les yeux sont prélevés et fixés en PFA 4% pendant 1 heure sur la glace. Les rétines 

sont isolées par Marie DARCHE et perméabilisées toute la nuit dans du PBS - Triton 0,5% - 

BSA 0,2% à 4°C avant d’être incubées une nouvelle nuit entière à 4°C avec les anticorps 

anti-vWF (Dako, A0082, 1:500), anti-NG2 (Merck Millipore, AB5320, 1:200) ou anti-PDGFR-

b (R&D Systems, AF1042, 1:50) et la lectine-FITC (Sigma Aldrich, L2895, 1:100) dilués dans 

du PBS - Triton 1%. Les anticorps secondaires fluorescents (Invitrogen) dilués dans du PBS 

- Triton 1% sont incubés pendant 75 minutes à température ambiante puis les noyaux sont 

marqués avec du DAPI 1 mg/mL (Sigma Aldrich, D8417) pendant 30 minutes à température 

ambiante. Enfin, les rétines sont fixées avec du PFA 4% pendant 20 minutes à température 

ambiante avant d’être montées à plat avec du Prolong (Life Technologies, P36934) ou du 

VectaShield (Vector Laboratories, H-1000). 

 

5.3. Immunofluorescence des vaisseaux et des péricytes dans les coupes 

de tumeurs PDAC 

 

Au moment du sacrifice des animaux, les tumeurs sont incluses en OCT et congelées. 

Les tumeurs congelées sont coupées avec un cryostat et les coupes sont conservées à -80°C. 

Lors du marquage, les coupes sont décongelées et séchées à l’air pendant 2 - 3 minutes puis 

délimitées avec un trait de Dakopen. Les coupes sont fixées pendant 15 minutes à 

température ambiante avec 100 mL/coupe d’une solution de zinc fixative (6,05g Tris + 0,35g 

Ca(C2H3O2)2 + 2,5g Zn(C2H3O2)2 + 2,5g ZnCl + 3,8 mL HCl 37%) puis lavées avec du PBS 

avant d’être perméabilisées pendant 5 minutes à 4°C avec 100 mL/coupe de PBS – Triton 

0,1%. Après un nouveau lavage au PBS, les coupes sont saturées pendant 1 heure à 

température ambiante avec 100 mL/coupe de PBS – BSA 3% - donkey serum 5% puis lavées 
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en PBS. Les coupes sont incubées pendant 1 heure à température ambiante avec 50 

mL/coupe d’anticorps primaires dilués dans la solution de saturation, puis rincées 2 fois 

avec du PBS (5 minutes/lavage). Les coupes sont incubées pendant 1 heure à température 

ambiante avec 50 mL/coupe d’anticorps secondaires dilués dans du PBS, puis rincées 2 fois 

avec du PBS (5 minutes/lavage) avant d’être incubées pendant 10 minutes à température 

ambiante avec 50 mL/coupe de DAPI 1 mg/mL (Sigma Aldrich, D8417). Enfin, les coupes 

sont lavées et montées entre lame et lamelles avec du Prolong (Life Technologies, P36934) 

ou du VectaShield (Vector Laboratories, H-1000). 

 

6. Migration des péricytes en chambres de Boyden 

 

Les HUVECs sont ensemencées dans des plaques 6 puits coatées en gélatine 1% : 

9x104 cellules/puits pour le traitement siRNA 10 nM ou 3x105 cellules/puits pour le 

traitement anti-VEGF 20 ng/mL (R&D Systems, 471-F1). 

 

Cellules endothéliales traitées avec des siRNA 

Le lendemain de l’ensemencement, les HUVECs sont transfectées avec 10 nM de siRNA 

dilués dans de l’EGM-2 contenant des antibiotiques (voir la rubrique Transfection siRNA). 

72 heures plus tard, les cellules sont rincées avec du PBS et le milieu est remplacé par de 

l’EBM-2 pendant 1 heure à 37°C pour obtenir un milieu conditionné utilisé pour les 

expériences de migration. 

 

Cellules endothéliales traitées avec un anticorps anti-VEGF 

Le lendemain de l’ensemencement, les HUVECs sont traitées pendant 5 heures à 37°C avec 

20 ng/mL d’anticorps anti-VEGF dilué dans de l’EGM-2 contenant des antibiotiques. Les 

cellules sont rincées avec du PBS et le milieu est remplacé par de l’EBM-2 pendant 1 heure à 

37°C pour obtenir un milieu conditionné utilisé pour les expériences de migration. 

 

2x104 HBVPs sont ensemencés en présence ou non de 400 ng/mL d’Ang-2 

recombinante (R&D Systems, 623-AN) dans la partie supérieure de chambres de Boyden 

percées de pores de 8 mm (BD Falcon, 353097) et préalablement coatées avec 1,5 mg/mL de 

collagène I. Le milieu conditionné des HUVECs est ajouté dans la partie inférieure du 

dispositif. Les péricytes sont incubés pendant 3 heures à 37°C puis fixés avec du PBS – 

glutaraldéhyde 2,5% et colorés avec du cristal violet 0,2%. Pour chaque chambre de 



 

 - 91 - 

Boyden, les noyaux des cellules de 5 champs sont comptés en utilisant un microscope Leica 

Aristoplan équipé d’une caméra CoolSNAP CCD. 

 

7. Extraction des ARN et quantification de l’expression par RT-

qPCR 

 

Les ARN totaux sont extraits des cellules ou des tumeurs en suivant les instructions du 

kit PureLink RNA Mini Kit (Ambion, Carlsbad, Etats-Unis). La quantité d’ARN obtenu est 

mesurée avec un spectrophotomètre NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) et la qualité des 

ARN est systématiquement vérifiée sur un gel d’agarose 2%. Les échantillons qui ne sont 

pas contaminés par de l’ADNg et qui ne sont pas dégradés sont utilisés pour l’analyse de 

l’expression par RT-qPCR. 1 mg d’ARN est réverse transcrit en ADNc en utilisant le kit 

SuperScript III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis). Des PCR 

quantitatives (qPCR) sont réalisées à partir des ADNc en utilisant des sondes TaqMan, le kit 

TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Alameda, Etats-Unis) et un 

thermocycleur AriaMX Real-Time PCR System (Agilent Technologies, Santa Clara, Etats-

Unis). Les données sont analysées avec le logiciel Agilent AriaMX version 1.0 (Agilent 

Technologies) et normalisées par les niveaux d’expression des ARNm de GAPDH ou 

MECA32. Les variations d’expression des gènes d’intérêt sont calculées en utilisant la 

méthode 2-ΔΔCt. 

 

8. Quantification de la sécrétion du vWF, de l’Ang-2 et du PDGFB 

par ELISA 

 

Pour l’ELISA du vWF, des plaques 96 puits spéciales (Costar 3590, Corning) sont 

incubées toute la nuit à température ambiante avec 100 mL/puits d’anticorps anti-vWF 

(Dako, A0082) dilué au 1:800 dans du PBS. Le lendemain, les puits sont lavés 3 fois avec du 

PBS - Tween 20 0,05% (« Washing Buffer ») et saturés pendant 90 minutes à 37°C avec du 

PBS – Tween 20 0,1% - gélatine 0,2% (« Blocking Buffer »). Le surnageant des HUVECs ou le 

plasma des souris est incubé pendant 90 minutes à 37°C. Les puits sont lavés 3 fois avec le 

« Washing Buffer » et incubés pendant 90 minutes à 37°C avec 100 mL/puits d’anticorps 

anti-vWF couplé à l’HRP (Dako, P0226) dilué au 1:4000 dans du « Blocking Buffer ». Les 

puits sont lavés 3 fois avec le « Washing Buffer » avant l’ajout du substrat de l’HRP (TMB 
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Substrate Kit, Thermo Fisher). La réaction est arrêtée par l’ajout de H2SO4 et l’absorbance 

est mesurée à 450 nm avec une correction des imperfections optiques à 540 nm. La 

quantité d’Ang-2 dans le surnageant des HUVECs est mesurée en utilisant le kit human 

Angiopoietin-2 DuoSet ELISA (R&D Systems, DY623). La quantité d’Ang-2 dans le plasma 

des souris est analysée en utilisant le kit Angiopoietin 2 mouse ELISA (Abcam, ab171335). 

La quantité de PDGFB dans le plasma des souris est mesurée en utilisant le kit Mouse/Rat 

PDGF-BB DuoSet ELISA (R&D Systems, DY8464-05). Les taux plasmatiques d’Ang-2 et de 

PDGFB sont normalisés par le taux plasmatique de vWF pour chaque souris. La 

concentration du vWF et de l’Ang-2 dans le surnageant des HUVECs est normalisée par la 

quantité totale de protéine dans le lysat cellulaire mesurée par un dosage BCA (Pierce). 

 

9. Analyse de la sécrétion des cytokines angiogéniques par 

puces à protéome 

 

Le plasma des souris est analysé selon les instructions du kit Proteome Profiler Mouse 

XL Cytokine Array (R&D Systems, ARY028). Le surnageant des HUVECs est analysé en 

utilisant le kit Proteome Profiler Human Angiogenesis Array (R&D Systems, ARY007). 

 

10. Transfection siRNA des HUVECs 

 

La veille de la transfection, les cellules sont ensemencées dans les puits d’une plaque 6 

puits coatée en gélatine 1% (9x104 ou 3x105 HUVECs/puits). Le lendemain, le milieu de 

culture est remplacé 1 heure avant la transfection par 2 mL/puits de milieu de culture 

contenant des antibiotiques. Les mix de transfection sont préparés 30 minutes avant d’être 

ajoutés sur les cellules. Les siRNA sont dilués dans de l’Opti-MEM I + GlutaMAX (Gibco, 

51985) et vortexés pendant 10 secondes puis la Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen, 

13778) est diluée au 1:50 dans de l’Opti-MEM I + GlutaMAX et vortexée pendant 10 

secondes. Les siRNA et la Lipofectamine RNAiMAX dilués sont mélangés avec un ratio 1:1, 

vortexés pendant 10 secondes et incubés pendant 20 minutes à température ambiante. Les 

mix de transfection sont ajoutés dans chaque puits en goutte à goutte à raison de 500 

mL/puits. Les cellules sont incubées à 37°C et 5% CO2 pendant 72 heures pour la plupart des 

expériences puis lysées pour vérifier l’efficacité du knock-down par Western-Blotting. 
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11. Analyse de l’expression protéique par Western-Blotting 

 

L’expression protéique de la nucléoline dans le foie des souris et de l’Ang-2 dans les 

lysats des HUVECs est analysée par Western-Blotting. Les échantillons sont mélangés avec 

du tampon Laemmli 4X puis dénaturés par chauffage à 95°C pendant 5 minutes dans un 

bain-marie. Les échantillons sont concentrés dans un gel de concentration à 4% 

d’acrylamide puis séparés dans un gel de séparation à 8% d’acrylamide. La migration se fait 

dans du tampon de migration contenant du SDS pendant 30 minutes à 50V puis environ 2 

heures à 90V. Les protéines sont transférées sur une membrane de PVDF avec des pores de 

0,45 µm2 (Immobilon Transfer Membranes, Merck Millipore, IPVH304F0) pendant toute la 

nuit à 4°C et 100 mA (ampérage constant, environ 15V) dans un tampon de transfert 

contenant du méthanol. Le lendemain, la membrane est saturée pendant 1 heure à 

température ambiante sur un roller de Falcon avec 5 mL de SuperBlock blocking buffer 

(Thermo Scientific, 37515) puis découpée en 2 pour procéder au marquage de la nucléoline 

ou de l’Ang-2 et d’une protéine de ménage. La membrane est incubée à température 

ambiante dans une chambre humide avec 1 mL d’anticorps primaire dilué dans du 

SuperBlock blocking buffer : pendant 1 heure pour la nucléoline (Abcam, ab22758, 1:1000) 

ou pendant 2 heures pour l’Ang-2 (R&D Systems, AF623, 1:200). Puis la membrane est 

incubée pendant 1 heure à température ambiante sur un roller de Falcon avec 2 mL 

d’anticorps secondaire : anti-lapin pour la nucléoline (Southern Biotech, 4050-05, 1:10.000) 

ou anti-chèvre pour l’Ang-2 (Santa Cruz Biotechnology, sc-2020, 1:5000). Les complexes 

anticorps sont révélés avec le substrat Pierce ECL Western Blotting (Thermo Scientific, 

32106) et avec la caméra Odyssey Fc (Li-Cor). 

 

12. Quantifications au microscope confocal 

 

12.1. Quantification des coupes de tumeurs PDAC 

 

Les images des coupes de tumeurs immunofluorescentes sont réalisées avec un 

microscope confocal à balayage laser FV1000 IX81 (Olympus) équipé d’un objectif sec 10x 

ou d’un objectif à immersion 40x (NA 1.3). Les acquisitions sont faites avec les mêmes 

réglages sur plusieurs échantillons (5 champs/souris, n = 5 à 7) et comprennent des 

témoins négatifs pour déterminer le bruit de fond. 
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12.2. Quantification de la densité des WPBs et des péricytes dans les 

rétines 

 

Les images des rétines immunofluorescentes sont réalisées avec un microscope 

confocal à spinning disk DSU IX81 (Olympus) équipé d’un objectif à immersion 60x (NA 

1.25) ou avec un scanner de lame digital Nanozoomer (Hamamatsu) au grossissement 40x. 

Les acquisitions sont faites avec les mêmes réglages sur plusieurs rétines et comprennent 

des témoins négatifs pour déterminer le bruit de fond. Pour les quantifications avec le 

microscope confocal, les rétines sont échantillonnées dans les plexus immatures et matures 

en réalisant des piles de 8 à 12 plans axiaux espacés de 0,5 mm. Pour les quantifications avec 

le Nanozoomer, les arbres vasculaires sont divisés en 5 sections de même aire de la région 

des « tip cells » vers le nerf optique. Dans les 2 types d’analyses, les densités des WPBs et 

des péricytes sont calculées en quantifiant respectivement les aires des marquages vWF et 

NG2 par un threshold manuel. Les aires des marquages vWF et NG2 sont normalisées par 

l’aire vasculaire identifiée par la lectine. 

 

12.3. Quantification des WPBs et de l’Ang-2 dans les HUVECs traitées avec 

le N6L 

 

Les images des HUVECs marquées par les anticorps anti-vWF et anti-Ang-2 sont 

réalisées avec un microscope DSU IX81 (Olympus) équipé d’un objectif à immersion 40x 

(NA 1.3). Les objets vWF+ ou Ang-2+ sont détectés par un threshold manuel et quantifiés 

comme l’aire de marquage vWF ou Ang-2 normalisée par le nombre de noyaux. 

 

12.4. Quantification des WPBs et de l’Ang-2 dans les HUVECs traitées avec 

le VEGF165, la thrombine ou l’anticorps anti-VEGF 

 

Les images des HUVECs immunofluorescentes sont acquises avec un microscope 

confocal à spinning disk DSU IX81 (Olympus) équipé d’un objectif à immersion 60x (NA 

1.25). 3 canaux ont été utilisés : bleu pour le DAPI (détection des noyaux), rouge pour l’Ang-

2 et vert pour le vWF. Le traitement et l’analyse des images sont réalisés avec le logiciel 

ImageJ (1). Des piles de 8 ou 10 images espacées de 0,5 mm sont faites avec les mêmes 

réglages sur de nombreux échantillons cellulaires et les acquisitions comprennent des 
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témoins négatifs pour déterminer le bruit de fond. Les images correspondant à la projection 

maximale de chaque pile sont analysées avec un programme développé par Gilles 

CARPENTIER et détaillé dans le Matériels et Méthodes de l’Article 2. Brièvement, ce 

programme peut détecter et mesurer l’aire de 3 types d’objets : vWF+Ang-2- correspondant 

aux WPBs qui ne contiennent pas d’Ang-2, vWF+Ang-2+ correspondant aux WPBs qui 

contiennent de l’Ang-2 et vWF-Ang-2+ correspondant à des particules d’Ang-2 qui ne sont 

pas des WPBs. 

 

(1) Rasband WS (1997–2017) ImageJ website, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA. 

Available: http://imagejnihgov/ij/. 

 

13. Traitement des HUVECs avec le N6L, le VEGF-A165, la 

thrombine ou l’anticorps anti-VEGF 

 

13.1. Etudes de sécrétion et d’expression protéique 

 

Traitement N6L 

1,5x105 HUVECs/puits sont ensemencées dans une plaque 12 puits coatée en gélatine 1%. 

Le lendemain, les cellules sont traitées pendant 5 heures à 37°C avec la concentration 

indiquée de N6L dilué dans de l’EGM-2. Les cellules sont rincées et le milieu est remplacé 

par de l’EBM-2 contenant ou non du N6L pendant 1 heure à 37°C. 

 

Traitement VEGF-A165 

1,5x105 HUVECs/puits sont ensemencées dans une plaque 12 puits coatée en gélatine 1%. 

Le lendemain, les cellules sont sevrées pendant 5 heures à 37°C dans de l’EBM-2. Les 

cellules sont rincées et le milieu est remplacé pendant 3 heures à 37°C par 100 ng/mL de 

VEGF-A165 recombinant (R&D Systems, 293-VE) dilué dans de l’EBM-2. 

 

Traitement anti-VEGF 

2x106 HUVECs/boîte sont ensemencées dans une boîte de Pétri 100 mm coatée en gélatine 

1%. Le lendemain, les cellules sont traitées pendant 5 heures à 37°C avec 20 ng/mL 

d’anticorps anti-VEGF (R&D Systems, 471-F1) dilué dans de l’EGM-2. 
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Les surnageants sont récupérés et les cellules sont lysées avec un tampon de lyse 

bouillant composé de 1V SDS 20% - 1V Tris 0,5M – 2V ddH2O. Les surnageants sont 

analysés par ELISA ou par puces à protéome. Les lysats cellulaires sont quantifiés par un 

dosage BCA et analysés par Western-Blotting. 

 

13.2. Etude des WPBs et de l’Ang-2 à l’intérieur des HUVECs 

 

Traitement VEGF-A165 

9x104 HUVECs/puits sont ensemencées sur des lamelles coatées en gélatine 1% et placées 

dans une plaque 24 puits. Les cellules sont traitées comme pour l’étude de sécrétion et 

d’expression protéique puis fixées avec du méthanol pendant 10 minutes à -20°C. 

 

Traitement thrombine 

9x104 HUVECs/puits sont ensemencées sur des lamelles coatées en gélatine 1% et placées 

dans une plaque 24 puits. Les cellules sont sevrées pendant 1 heure à 37°C dans de l’EBM-2. 

Les cellules sont rincées et le milieu est remplacé pendant 5 minutes à 37°C par 1U de 

thrombine (Sigma Aldrich, T4393) diluée dans de l’EBM-2. Les cellules sont fixées avec du 

méthanol pendant 10 minutes à -20°C. 

 

Traitement anti-VEGF 

3x104 HUVECs/puits sont ensemencées sur des lamelles coatées en gélatine 1% et placées 

dans une plaque 24 puits. Les cellules sont traitées comme pour l’étude de sécrétion et 

d’expression protéique puis fixées avec du méthanol pendant 10 minutes à -20°C. 

 

14. Analyses statistiques 

 

Les analyses statistiques sont effectuées avec le test-t de Student à l’aide du logiciel 

GraphPad Prism version 5.01 (San Diego, Etats-Unis). Les valeurs de p inférieures à 0,05% 

sont considérées comme significatives. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. RESULTATS 
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A. Première partie 

Effets de l’inhibition de la nucléoline sur 

la croissance et l’angiogenèse tumorales 

 

1. Introduction 

 

La nucléoline est une nucléoprotéine exprimée dans le nucléole des cellules 

quiescentes et transférée vers la membrane plasmique des cellules en prolifération. Ainsi, la 

nucléoline est présente à la surface des cellules tumorales (Hovanessian et al., 2010 ; Krust 

et al., 2011 ; Galzio et al., 2012) et des cellules endothéliales activées au cours de 

l’angiogenèse (Christian et al., 2003). Plusieurs peptides ciblant la nucléoline ont été 

développé pour tenter de limiter la progression tumorale, parmi lesquels le peptide F3, 

l’anti-nucléoline 4LB5, l’aptamère AS1411 testé dans des essais cliniques de phase II pour le 

traitement de tumeurs rénales métastatiques (Rosenberg et al., 2014) et le pseudopeptide 

multivalent HB-19 (Nisole et al., 1999 ; Nisole et al., 2000 ; Krust et al., 2010 ; Sader et al., 

2015). L’équipe COURTY a montré que le peptide HB-19 inhibe la croissance tumorale dans 

des modèles murins de xénogreffes de cancer du sein et de mélanome (Destouches et al., 

2008 ; El Khoury et al., 2010) et présente une activité anti-angiogénique dans le modèle de 

la membrane chorioallantoïque de l’embryon de poulet (Birmpas et al., 2012). L’équipe 

COURTY a ensuite développé un dérivé du peptide HB-19 en collaboration avec une équipe 

de chimistes de l’Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IBMC) de l’Université de 

Strasbourg (France) : le pseudopeptide N6L qui a passé avec succès une étude clinique de 

phase I/II (IPP-204106). Le N6L inhibe la croissance tumorale dans des modèles murins de 

xénogreffes de cancer du sein ou de la prostate (Destouches et al., 2011) et présente une 

activité anti-angiogénique dans le modèle de la membrane chorioallantoïque de l’embryon 

de poulet (Destouches et al., 2011). En accord avec ces résultats anti-angiogéniques, il a été 

montré que le ciblage de la nucléoline par un anticorps bloquant inhibe l’angiogenèse 

tumorale des tumeurs ectopiques du sein (Fogal et al., 2009). A la suite de ces observations, 

nous avons souhaité évaluer l’effet de l’inhibition de la nucléoline sur l’angiogenèse et la 

croissance tumorales. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser le modèle de l’adénocarcinome 

pancréatique ductal (PDAC). 
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Le PDAC est un cancer du pancréas de type exocrine résultant de l’accumulation de 

mutations génétiques par les cellules acineuses conduisant à une transformation tumorale 

selon plusieurs stades évolutifs dont le stade ultime est la tumeur PDAC. Les altérations 

génétiques les plus fréquentes concernent majoritairement le proto-oncogène KRAS (90%) 

et les gènes suppresseurs de tumeurs TP53 (85%) et SMAD4 (50%). Le gène inhibiteur du 

cycle cellulaire CDKN2A est retrouvé muté dans 85% des tumeurs PDAC (Korc, 2003). 

L’ensemble de ces mutations favorisent la progression tumorale en inhibant l’apoptose et 

l’arrêt du cycle cellulaire (Rhim et Stanger, 2010). La transformation des cellules tumorales 

s’accompagne d’une réaction desmoplastique (Bousquet et Susini, 2007) mettant en place 

un microenvironnement tumoral fortement fibreux et dense représentant environ 80% de 

la tumeur et contenant des cellules stromales activées : fibroblastes associés au cancer 

(CAFs), macrophages associés à la tumeur (TAMs), cellules endothéliales activées par 

l’angiogenèse tumorale, cellules immunitaires infiltrées. Ce stroma activé sécrète des 

facteurs pro-tumoraux accélérant la croissance tumorale et favorisant la dissémination des 

cellules tumorales et la formation de métastases (Whatcott et al., 2013 ; Esposito et al., 

2014). Le microenvironnement fibreux limite la formation des vaisseaux sanguins et génère 

un stroma hétérogène, certaines régions de la tumeur étant très peu vascularisées et 

faiblement infiltrées par des cellules immunitaires. De plus, la rigidité du stroma comprime 

les vaisseaux et réduit l’efficacité de la perfusion de la tumeur, conférant aux tumeurs PDAC 

la caractéristique d’être des tumeurs globalement très hypoxiques (Feig et al., 2012). Il 

n’existe à ce jour aucun traitement curatif pour ce type de cancer et les rares traitements 

disponibles allongent la survie de quelques mois. 

 

2. Contexte et objectif de l’étude 

 

Les tumeurs PDAC étant faiblement vascularisées, les essais thérapeutiques associant 

un composé anti-angiogénique et les chimiothérapies classiques se sont révélés peu 

concluants. Par exemple, un essai clinique de phase III associant un anticorps anti-VEGF 

(bevacizumab) et la gemcitabine n’a pas amélioré la survie des patients atteints de tumeurs 

avancées du pancréas (Kindler et al., 2010). Une nouvelle stratégie vise à favoriser la 

biodistribution des chimiothérapeutiques en améliorant la perfusion de la tumeur. Il s’agit 

du concept de normalisation vasculaire (Carmeliet et Jain, 2011b ; Goel et al., 2011 ; Huang 

et al., 2013 ; Park et al., 2016). L’objectif est de rendre plus fonctionnels les vaisseaux 

tumoraux collapsés pour améliorer l’accès des chimiothérapeutiques et l’infiltration des 
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cellules immunitaires anti-tumorales tout en limitant l’intravasation des cellules tumorales 

et l’hypoxie de la tumeur qui favorisent la formation des métastases. Etant donné les effets 

anti-tumoraux et anti-angiogéniques du N6L démontrés dans plusieurs modèles murins, 

nous avons choisi d’évaluer l’effet de l’inhibition de la nucléoline dans les tumeurs 

PDAC. Pour cela, nous avons mis en place deux modèles murins orthotopiques 

d’adénocarcinome pancréatique ductal. Ces modèles permettent de reproduire un stroma 

proche de la pathologie humaine avec un système immunitaire fonctionnel. Les données ont 

été validées sur des modèles orthotopiques décrits dans la littérature et reproduits au 

laboratoire. 

 

Le premier modèle a été développé par l’équipe et par des collaborateurs du 

laboratoire « Transgenic Mouse Models » de l’Institut de Recherche sur le Cancer (IRCCS) de 

Candiolo (Turin, Italie) dirigé par Enrico GIRAUDO. Les cellules tumorales pancréatiques 

murines mPDAC sont injectées dans le pancréas de souris syngéniques 

immunocompétentes FVB/n. Ces cellules nous ont été fournies par l’équipe de Douglas 

HANAHAN du laboratoire « Swiss Institute for Experimental Cancer Research » (ISREC) de 

l’EPFL (Lausanne, Suisse). Elles proviennent de souris transgéniques portant des mutations 

sur les gènes Kras, Cdkn2a (Ink4a/Arf) et Trp53. Dans ce modèle agressif, les tumeurs se 

développent en 4 semaines avec la formation de métastases hépatiques. Une semaine après 

l’injection des cellules tumorales, les souris sont injectées 3 fois par semaines avec du N6L 

pendant 3 semaines puis sacrifiées 4 semaines après le début de l’expérience. Au terme de 

l’expérience, les effets du ciblage de la nucléoline par le N6L sur la croissance et 

l’angiogenèse tumorales sont évalués. En parallèle, des études in vitro ont été conduites 

pour étudier l’effet du N6L sur les cellules endothéliales en culture. 

 

Pour distinguer les effets de l’inhibition de la nucléoline sur les cellules cancéreuses et 

dans le microenvironnement tumoral, nous avons mis en place un second modèle murin de 

tumeur pancréatique exocrine orthotopique. Ce modèle consiste à injecter des cellules 

tumorales pancréatiques murines PANC-02 dans le pancréas de souris syngéniques 

immunocompétentes C57BL/6 KO NCL+/-. Le KO homozygote de la nucléoline étant létal en 

quelques jours, Philippe BOUVET et Fabien MONGELARD du « Centre de Recherche sur le 

Cancer de Lyon » (France) ont créé une lignée de souris transgéniques chez lesquelles 

l’inactivation d’un allèle de la nucléoline est induite par l’injection de tamoxifène. Les 

tumeurs se développent en 4 semaines mais ne donnent pas de métastases. Les effets de 
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l’inactivation spécifique de la nucléoline dans le microenvironnement tumoral sur la 

croissance et l’angiogenèse tumorales sont évalués au terme des 4 semaines et confrontés 

aux effets de l’inhibition de la nucléoline par le N6L sur les cellules en prolifération (cellules 

tumorales et cellules endothéliales activées). 

 

3. Résumé des résultats 

 

Au cours de ce travail publié dans le journal Cancer Research, nous avons montré que 

la nucléoline est surexprimée dans les tumeurs PDAC humaines, ce qui en fait une nouvelle 

cible potentielle dans ce type de cancers. In vivo, l’inhibition de la nucléoline par le N6L dans 

le modèle mPDAC réduit significativement la croissance tumorale et la formation de 

métastases hépatiques tout en réduisant l’aire vasculaire et en favorisant la normalisation 

des vaisseaux tumoraux via le recrutement des péricytes et l’amélioration de la perfusion 

vasculaire. Conséquence de la normalisation vasculaire, nous avons observé que l’inhibition 

de la nucléoline réduit l’hypoxie de la tumeur et améliore la perfusion et la biodistribution 

des chimiothérapeutiques. Le recrutement des péricytes a également été observé dans les 

tumeurs developpées dans les souris KO NCL+/-. Dans ce modèle, l’expression de la 

nucléoline est partiellement inhibée dans toutes les cellules du stroma tumoral sauf dans 

les cellules cancéreuses, ce qui démontre que ces effets sont liés à l’inhibition directe de la 

nucléoline dans le microenvironnement tumoral et pas à un effet indirect dû à l’inhibition 

de la nucléoline dans les cellules cancéreuses. Pour ce qui concerne les cellules tumorales, 

les résultats ont montré que les effets anti-tumoraux sont liés à une induction directe de 

l’apoptose et à une diminution de la viabilité et de la migration de plusieurs lignées 

tumorales pancréatiques humaines et murines traitées avec le N6L. Les effets anti-

angiogéniques et normalisateurs sont expliqués par un blocage des cellules endothéliales en 

phase G1/S du cycle cellulaire et par une inhibition de la sécrétion du facteur pro-

angiogénique Ang-2 par les cellules endothéliales. L’inhibition de la sécrétion de l’Ang-2 

passe par une régulation de l’exocytose des WPBs et contrôle le recrutement des péricytes. 

Ces résultats indiquent que le ciblage de la nucléoline inhibe l’activation endothéliale et 

soulignent l’importance de l’exocytose des WPBs et de la sécrétion de l’Ang-2 dans la 

régulation de la normalisation des vaisseaux tumoraux. Ce travail a aussi montré 

l’importance de l’application du double effet anti-tumoral et normalisateur dans 

l’amélioration de la distribution des chimiothérapeutiques à la tumeur qui pourrait 
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expliquer l’effet combinatoire du N6L avec la gemcitabine dans la reduction du volume 

tumoral des tumeurs PDAC traitées. 

 

4. Article 1 : Le ciblage de la nucléoline diminue la progression 

du cancer du pancréas et favorise la normalisation des 

vaisseaux tumoraux 

 

Ce travail a été publié le 15 Décembre 2016 dans le journal Cancer Research. 
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5. Figures supplémentaires de l’Article 1 
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Supplementary Figure 1: N6L inhibits PDAC proliferation and migration. (A) Nucleolin 

protein levels of human pancreatic cells (BxPC-3, Capan-2, PANC-1, MIA PaCa-2), mPDAC 

and HUVEC were analyzed by Western Blotting of indicated human and murine cell lines. β-

actin was used as a loading control. The graph shows the mean of the ratio of 

nucleolin/actin from the lysates of 3 independent cell culture experiments (Student t-test, 

**P<0.01, *P<0.05). (B) PANC-1 or HUVEC were incubated with biotin-N6L. Interacting 

proteins were pull-downed by using avidin-beads and subjected to SDS-PAGE and Western 

blot analysis using anti-nucleolin antibody. Control was avidin-beads without cell lysate (-). 

(C) The indicated cell lines were treated by N6L at increasing concentrations. After 72 

hours cell growth was quantified by Blue Alamar assay. Curves represents % of cell growth 

relative to the values of control cells and are mean values ± SD of results from 3 

independent experiments. GI50 was calculated for each experiment and the value ± SD are 

shown in the table. (D) PDAC cell were incubated with N6L for 24 hours and cell cycle 

progression was analyzed by BrdU incorporation, the % cells in each phase (G1, S, G2/K) is 

shown in the graph (Student t-test, *P<0.05, n=3). (E) PDAC cells treated by N6L for 24 or 

48 hours were fixed and stained with an anti-active caspase 3 antibody and the graph show 

the intensity of the staining normalized to the nuclei staining. Confocal quantitative analysis 

was performed on 5 fields of each slides from at least n=3 independent experiments 

(Student t-test, ****P<0.0001, n=3). (F) MIA PaCa-2 or PDAC cell migration was performed 

in transwell chambers. N6L inhibited cell migration at 50 mM by 69% and by 72% 

respectively. The graph shows the % of migrated cells and values are mean ± SEM of 3 

independent experiments (Student t-test, ****P<0.0001). (G) mPDAC cell invasion was 

performed in transwell chambers. The graph shows the % of invaded cells and values are 

mean ± SEM of 3 independent experiments (Student t-test, ****P<0.0001, n=3). 
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Supplementary Figure 2: NCL blocking antibody and Ncl deletion affect PDAC cell 

proliferation. (A) PDAC cells were treated with N6L at 30 μM or an anti-nucleolin antibody 

(MS3) at 0.2 μM or pre-treated by MS3 for 30 minutes before adding N6L. After 72 hours 

cell growth was quantified by Blue Alamar assay. Histograms represents % of cell growth 

relative to the values of control cells and values are mean ± SEM of 3 independent 

experiments (Student t-test, ****P<0.0001, *P<0.05, n=3). (B) PDAC cells pre-treated or not 

by MS3 0.2 μM for 30 minutes and incubated with Alexa546-N6L for 1 hour. Cells were fixed 

and observed at confocal microscope. (C) Ncl gene was knocked out by transfecting PDAC 

cells with lentiCRISPRv2 containing 6 different sgRNA targeting Ncl. Immunoblotting was 

used to verify nucleolin protein expression after 9 days of puromycine selection and the 

pictures show representative images of sg4 and sg5 RNA transfected cells. 
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Supplementary Figure 3: mPDAC orthotopic model characterization. 

Immunocompetent syngenic FVB/n mice were injected with mPDAC cells into the pancreas. 

The tumors developed with an average latency of 3-4 weeks, and mice were sacrificed at 4 

weeks. Collected tumors were processed for hematoxylin phloxine saffron staining (A, B), 

or picrosirus hemalun (E, arrows) for fibrosis analysis. Tumors were immunostained by an 

anti-CD34 antibody (D), an anti-nucleolin antibody (H, I), an antibody recognizing the 

pimonidazole adducts (arrows) (C) to detect tumor hypoxia, or co-immunostained by an 

anti-nucleolin antibody and an anti-MECA32 antibody (J). Healthy pancreas was 

immunostained by an anti-nucleolin antibody (K). In (E) mPDAC bearing mice were 

sacrified after 2 (W2), 3 (W3) or 4 (W4) weeks from the cell injection, and tumor slides 

were co-immunostained by an anti-collagen I and an anti-CA9 antibodies. The collagen I (F) 

or CA9 (G) were quantified and plotted as the % of the area occupied by the staining. 

Confocal quantitative analysis was performed on 5 fields of tissue sections from at least n=5 

mice per stage (Student t-test, ****P<0.0001, ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05, n=3). (L) 

Nucleolin protein expression was analyzed by Western Blotting in protein extracts of 

mouse PDAC tumors (mPDAC) or healthy pancreas. 
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Supplementary Figure 4: Stroma NCL inhibition increases pericyte coverage of tumor 

blood vessels. (A) PDAC mice were treated or not with N6L 2 mg/kg for three weeks. 
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Tumor sections were immunostained by an anti-MECA32 and an anti-NG2 and the % of 

pericyte coverage was quantified and plotted as in Figure 2 (Student t-test *P<0.05; n=4). 

(B) Ncl wt/flox C57/Bl6 mice were injected with tamoxifen to induce the deletion of one Ncl 

allele (Ncl-/+). Five days after the first day of injection, DNA was extracted from the liver of 2 

mice of each group and genotyped with the Lf and Er oligonucleotides (see Supplementary 

Methods). Picture shows the wt and floxed allele in the untreated Ncl wt/flox mice (left panel). 

In the tamoxifen treated mice the floxed allele disappeared and the 402 bp fragment 

corresponding to the deleted allele is detected showing the efficient deletion (right panel).  

(C) Ncl wt/wt or Ncl wt/flox mice were all treated by tamoxifen to generate Ncl +/+ or Ncl-/+ mice 

and injected with Panc-02 cells into the pancreas. After 3 weeks mice were sacrificed and 

nucleolin protein level was compared between the Ncl +/+ or Ncl-/+ mice from liver protein 

extracts. Tumor sections were immunostained by an anti-MECA32 antibody (D) or co-

immunostained by the anti-MECA32 and anti-NG2 antibodies (F). Scale bars: 100 mm in (D) 

and 20 mm in (F). In (E) the % of the vessel density and in (G) the % of the NG2+ pericyte 

coverage were quantified as in Figure 2 and are shown (Student t-test *P<0.05; n=4 mice). 
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Supplementary Figure 5: N6L and angiogenic molecule regulation. (A) Proliferating 

(black curve) or quiescent ECs (red curve) were cultured for 3 days in the presence of 

increasing concentrations of N6L. Curves represents % of cell growth relative to the values 

of control cells. In (B) and (C) PDGFb or VEGFR2 mRNA level of ECs treated by N6L were 

quantified by qPCR and normalized to the GAPDH mRNA level, histograms represent the 
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fold change relative to control cells (±SEM) of 3 independent experiments, calculated with 

the 2-ΔΔCT method (Student t-test, ***P<0.001). (D) PDAC frozen tissue sections were co-

immunostained with an anti-Ang-2 (green) and the anti-MECA32 (red) antibodies. Scale 

bars: 10 mm. (E) FVB/n mice were injected with PDAC cells into the pancreas (W0) and 

blood samples were collected by the tail vein weekly until W3. A pool of n=4 mice blood 

samples was analyzed at every time point. Ang-2 levels were quantified by ELISA assay in 

the plasma from each pool. (F) VEGF mRNA level of PDAC tissues were quantified by qPCR 

and normalized to the GAPDH mRNA level (CtAng-2-CtMECA32). Bars correspond to the 

mean ΔCt±SEM. of n=5 mice. (G) PDGFb protein levels were quantified from plasma of 

mPDAC mice treated or not by N6L as in Figure 6B. (H) Doxorubicin delivery was evaluated 

after 1 or 2 weeks of N6L treatment of BxPC-3 tumor bearing mice. Values are mean ±SEM 

of n=6 mice (Student t-test, *P<0.05) (see Methods). 
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Supplementary Table 1: Proteome array analysis of angiogenic molecules secreted by 

ECs. ECs were treated or not by N6L for 5 hours before the addition of starving EGM-2 
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medium for 1 hour. Conditioned medium was then collected to perform the analysis of 

secreted molecules by using a proteome angiogenesis antibody array (R&D Systems). The 

signal corresponding to each molecule was quantified with Multi Gauge software and the 

ratio between untreated and treated cells was calculated. In (A) the table shows proteins 

that were increased or decreased in the supernatant of N6L-treated ECs compared with 

control. In (B) the table shows the proteins that did not show any difference and in (C) the 

proteins whose signal was undetectable (ND). In (A) in green are the proteins decreased 

and in red increased by N6L. By using the Gene Onthology (GO) Enrichment tool 

(http://geneontology.org) we reported that the group of decreased genes had a relevant 

number of proteins classified in the category of “positive regulation of angiogenesis” with a 

p-value p < 4.37x10-04. The group of increased genes had a relevant number of proteins 

classified in the category of “negative regulation of angiogenesis” with a p-value p < 

8.38x10-03. 
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B. Seconde partie 

Rôle de l’exocytose des Corps de Weibel et Palade 

au cours de l’angiogenèse physiologique 

 

1. Introduction 

 

Les Corps de Weibel et Palade (WPBs) sont des organites de stockage spécifiques des 

cellules endothéliales (Weibel et Palade, 1964) formés par la polymérisation du facteur von 

Willebrand (vWF) (Wagner et al., 1982) et pouvant contenir de nombreuses autres 

protéines, notamment des facteurs pro-inflammatoires (P-sélectine, IL-8) et des facteurs 

pro-angiogéniques (Ang-2). L’Ang-2 est contenue dans les WPBs et est rapidement sécrétée 

par l’exocytose des WPBs en réponse à divers stimuli tels que la thrombine ou l’histamine 

(Fiedler et al., 2004). Les WPBs sont exocytés par les cellules endothéliales activées lors 

d’une blessure de l’endothélium, lors d’une réaction immunitaire ou au cours de 

l’angiogenèse. L’exocytose des WPBs permet la sécrétion locale de facteurs adaptés au 

contexte biologique. Lors d’une rupture de l’endothélium, la libération du vWF permet 

l’agrégation plaquettaire (Lahav et Hynes, 1981 ; Chen et López, 2005) et l’initiation de la 

cascade de la coagulation pour arrêter le saignement et rétablir l’homéostasie vasculaire. 

Dans un contexte inflammatoire, l’exocytose des WPBs permet la sécrétion de cytokines 

nécessaires à la réponse immunitaire et l’expression de la P-sélectine, impliquée dans 

l’extravasation des leucocytes, à la surface des cellules endothéliales (Fiedler et al., 2004 ; 

Babich et al., 2008). Si le rôle de l’exocytose des WPBs est bien caractérisé au cours de 

l’homéostasie vasculaire et de l’inflammation, son rôle dans l’angiogenèse et dans la 

régulation du stockage et de la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques comme l’Ang-2 est 

peu connu. 

 

2. Contexte et objectif de l’étude 

 

Dans l’Article 1, nous avons montré que l’inhibition de l’activation endothéliale via le 

ciblage de la nucléoline inhibe l’exocytose des WPBs, diminue la sécrétion de l’Ang-2 et 

favorise le recrutement des péricytes sur les vaisseaux tumoraux normalisés. A la suite de 
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ces observations, nous avons souhaité étudier l’importance des WPBs au cours de 

l’angiogenèse et le lien entre l’exocytose des WPBs et le recrutement des péricytes 

sur les vaisseaux. 

 

Pour cela, nous avons mis en place au laboratoire le modèle murin d’angiogenèse 

physiologique de la rétine au cours du développement et le modèle murin pathologique de 

rétinopathie induite par l’oxygène (OIR), en collaboration avec l’équipe « Inflammation 

dans la dégénérescence neuronale et le remodelage vasculaire » codirigée par Michel 

PAQUES à l’Institut de la Vision (Paris, France). Chez la souris, la vascularisation de la rétine 

se developpe pendant les premiers jours suivant la naissance, des jours P1 à P12 (Stahl et 

al., 2010). Le réseau vasculaire se développe du nerf optique vers la périphérie du tissu 

selon un gradient de VEGF lié à l’hypoxie de la rétine, la région proche du nerf optique 

vascularisée contenant peu de VEGF et la périphérie de la rétine hypovascularisée 

contenant de fortes concentrations de VEGF (Gerhardt et al., 2003). Ce modèle présente les 

avantages de permettre l’observation des différentes étapes de l’angiogenèse et de 

préserver l’organisation spatio-temporelle des différents types cellulaires mis en jeu. Au 6e 

jour après la naissance (P6), le réseau vasculaire est schématiquement divisé en une région 

mature (plexus mature) proche du nerf optique dans laquelle les vaisseaux sont stables et 

une région immature (plexus immature) à la périphérie de la rétine au niveau de laquelle 

les vaisseaux sont activement remodelés et instables en raison de la forte concentration de 

VEGF. Enfin, nous avons commencé à étudier l’effet de l’absence des WPBs sur 

l’angiogenèse et sur le recrutement des péricytes en utilisant des souris KO vWF-/- 

amicalement fournies par Cécile DENIS de l’Unité « Hémostase, Inflammation et 

Thrombose » (Inserm U1176, Le Kremlin-Bicêtre). 

 

3. Résumé des résultats 

 

Au cours de ce travail soumis dans le journal eLife, nous avons montré pour la 

première fois que tous les types de vaisseaux de la rétine adulte contiennent des WPBs qui 

sont observables par immunofluorescence du vWF dans les artères, les veines, les 

artérioles, les veinules et les capillaires. Les objets identifiés dans les vaisseaux ont la 

morphologie allongée et la longueur moyenne de 1,5 mm des WPBs décrits dans la 

littérature. Après avoir utilisé le même protocole de marquage dans les rétines 

angiogéniques de souris P6, nous avons observé que la densité vasculaire des WPBs est plus 
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faible dans les vaisseaux situés dans la partie angiogénique des rétines, exposés à de fortes 

concentrations de VEGF, que dans les vaisseaux proches du nerf optique, exposés à de 

faibles quantités de VEGF. De la même façon, nous avons montré que le recouvrement des 

vaisseaux par des péricytes est plus faible dans la partie angiogénique des rétines P6 que 

dans la partie stable proche du nerf optique où les vaisseaux sont totalement recouverts, 

suggérant un lien entre le gradient de VEGF, la densité des WPBs et la densité des péricytes 

sur les vaisseaux. Effectivement, nous avons pu montrer que les densités des WPBs et des 

péricytes sont spatialement corrélées dans les différentes régions de la rétine P6. Ces 

résultats suggéraient que le gradient de VEGF régule la densité des WPBs dans les 

différentes parties de la rétine au cours de l’angiogenèse. Pour étudier le rôle du VEGF sur la 

régulation de la densité des WPBs au cours de l’angiogenèse, nous avons développé un 

programme permettant de détecter et de mesurer la taille des objets vWF+Ang-2- (WPBs 

sans Ang-2), vWF-Ang-2+ (Ang-2 non contenue dans des WPBs) et double marqués 

vWF+Ang-2+ (WPBs contenant de l’Ang-2) dans des cellules endothéliales humaines. Nous 

avons montré in vitro que le VEGF induit la sécrétion de l’Ang-2 par les cellules 

endothéliales via l’exocytose spécifique des WPBs qui contiennent de l’Ang-2. De façon 

cohérente, l’inhibition in vitro du VEGF avec un anticorps soluble anti-VEGF inhibe 

l’exocytose des WPBs et favorise la migration des péricytes via l’inhibition de la sécrétion de 

l’Ang-2. In vivo, nous avons montré que la perturbation du gradient de VEGF par l’injection 

intravitréale du même anticorps anti-VEGF augmente les densités des WPBs et des 

péricytes dans la partie angiogénique de la rétine P6 mais n’a aucun effet dans les vaisseaux 

proches du nerf optique. L’ensemble de ces résultats suggère que le VEGF régule la 

sécrétion de l’Ang-2 via l’exocytose des WPBs et que l’Ang-2 sécrétée régule à son tour le 

recrutement des péricytes sur les nouveaux vaisseaux. 

 

4. Article 2 : Les Corps de Weibel et Palade sont régulés par le 

VEGF et organisent le recrutement des péricytes pendant 

l’angiogenèse 

 

Ce travail est actuellement soumis dans le journal eLife. 
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Weibel-Palade Bodies are regulated by VEGF and orchestrate pericyte 

recruitment during angiogenesis 
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ABSTRACT 

 

Weibel-Palade Bodies (WPBs) are endothelial cell (EC) specific storage and secretory 

organelles. WPBs store von Willebrand Factor and other factors necessary for haemostatic 

and inflammatory responses. The pro-angiogenic factor Angiopoietin-2 (Ang-2) is also 

stored in WPBs. We characterized WPB behavior during mouse retinal angiogenesis. WPB 

vessel density decreased toward the angiogenic front and discriminated between immature 
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and mature plexuses. WPB vessel density and pericyte vessel coverage spatially correlated 

in the developing retina. Notably, perturbation of VEGF gradient increased WPB density and 

pericyte vessel coverage in the immature plexus but not in the mature vessels of the 

developing mouse retina. Mechanistically, VEGF induced WPB exocytosis and Ang-2 

secretion by ECs. Coherently, inhibition of Ang-2 secretion by anti-VEGF improved pericyte 

migration and was rescued by recombinant Ang-2. In conclusion, WPB vessel density and 

pericyte vessel coverage are regulated by VEGF during retinal vessel angiogenesis. We 

propose a model in which VEGF gradient regulates WPB exocytosis and Ang-2 secretion 

that in turn affects pericyte recruitment. 

 

INTRODUCTION 

 

Vascular network is remodelled during angiogenesis, a process allowing the formation 

of new vessels from pre-existing ones. In the mouse retina, blood vessels develop between 

the post-natal (P) days P1 and P12 from the optic nerve toward the periphery of the retina. 

A superficial layer of vessels first appears and develops following a scaffold composed of a 

pre-existing astrocyte plexus (Stone and Dreher, 1987; Fruttiger et al., 1996) until day P6 

before to sink into the thickness of the retina to form an intermediate layer and a deeper 

one (Stahl et al., 2010). At day P6, the developing plexus is divided into a mature plexus 

close to the optic nerve and an immature plexus at the angiogenic front (Gomez Perdiguero 

et al., 2011). Angiogenic sprouts are guided by a VEGF gradient whose main source is the 

astrocyte scaffold on which vascular network extends (Gerhardt et al., 2003). Some works 

suggest that pericytes could guide endothelial sprouts but this remains controversial 

(Darland et al., 2003; Ozerdem and Stallcup, 2004; Winkler et al., 2011). VEGF regulates 

endothelial sprouts by promoting tip cell differentiation at the angiogenic front (Gerhardt et 

al., 2003). The main angiogenic factors in the retina are the VEGF-A120, VEGF-A164 and VEGF-

A188 isoforms that signal in ECs through the VEGFR-2 (Stalmans et al., 2002). Pericytes are 

mural cells embedded in the basement membrane at the abluminal surface of blood vessels 

(Armulik et al., 2011) and pericyte recruitment is indispensable for retinal vascular 

remodeling and establishment of a functional blood brain barrier (Park et al., 2017). 

Weibel-Palade bodies (WPBs) are endothelial cell (EC) specific storage organelles, and 

appear, at electronic microscopy, as rod-shaped structures having a diameter of about 0.1 

µm and a length of up to 3 µm (Weibel and Palade, 1964). WPBs store the polymerized von 

Willebrand Factor (vWF) (Wagner et al., 1982). WPB exocytosis and vWF secretion are 
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induced by thrombin, secretagogues and hypoxia promoting EC activation, platelet 

adhesion and vascular repair (Lowenstein et al., 2005; Metcalf et al., 2008; Goligorsky et al., 

2009). vWF has been proposed to participate to physiological angiogenesis as loss of vWF 

results in enhanced vascularization possibly by promoting EC migration and proliferation 

(Starke et al., 2011; Scheppke et al., 2012). WPBs also contain the pro-angiogenic factor 

Angiopoietin-2 (Ang-2) (Fiedler et al., 2004) but the role of WPB exocytosis in angiogenesis 

has never been described. Ang-2 expressed by angiogenic ECs acts as an antagonist of the 

Ang-1/Tie-2 signalling to induce vessel destabilization (Maisonpierre et al., 1997; Augustin 

et al., 2009). In retinal vessels, Ang-2 induces endothelium destabilization and pericyte 

detachment from vessels (Hammes et al., 2004) while inhibition of Ang-2 secretion in tumor 

vessels induces pericyte recruitment and vessel normalization (Gilles et al., 2016). VEGF-

A165 promotes vWF secretion by ECs in vitro, via a specific VEGFR-2 pathway (Xiong et al., 

2009), but its role on WPB exocytosis and Ang-2 secretion has never been clearly described. 

In this study, we propose a model in which VEGF spatially controls WPB vessel density 

by regulating WPB exocytosis during retinal vessel angiogenesis. Moreover, a functional 

link between WPB exocytosis and pericyte coverage is explored. 

 

RESULTS 

 

WPB density in ECs is regulated during retinal angiogenesis. 

We sought to characterize the distribution of Weibel-Palade Bodies (WPBs) in retinal 

vessels. WPBs are formed by the polymerization of intracellular von Willebrand Factor 

(vWF) (Wagner and Marder, 1984) and have been observed in different types of vessels by 

electron microscopy (Weibel and Palade, 1964; Warhol and Sweet, 1984). vWF is the main 

component of WPBs detected by immunofluorescence (Michaux et al., 2006). To detect and 

quantify WPBs in retinal vessels, whole-mount retinas from young adult mice (9-weeks old) 

were co-stained by using an anti-vWF antibody and lectin-FITC (Fig. 1). vWF staining 

showed cellular tubular structures mostly elongated along the longitudinal axis of vessels 

and with a mean size of 1.5 μm as previously described (Weibel, 2012) (arrows in inset of 

Fig. 1 A). Figure 1 B shows the higher magnification of different regions of the vasculature 

of Figure 1 A. WPBs were detectable in all types of retinal vessels of adult mice: capillaries 

(Fig. 1 B inset 1), venules (Fig. 1 B inset 2), veins (Fig. 1 B inset 3) and arteries (Fig. 1 B inset 

4) while vWF knockout mice did not show any signal (Fig. 1 C). By calculating the vessel 
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area occupied by WPBs we observed that veins contained more WPBs than arteries and 

capillaries (Fig. 1 D). 

In adult retina, the vascular network is established and endothelial cells (ECs) are 

quiescent (Stahl et al., 2010). To study the behaviour of WPBs in activated ECs of angiogenic 

vessels, we analyzed the tissular distribution of WPBs in the mouse model of retinal 

vasculature development. The postnatal mouse retinal model of developmental 

angiogenesis has the advantage to allow examination of sprouting angiogenesis, vascular 

remodeling, and maturation in a single tissue (Stahl et al., 2010). Postnatal P6 whole-mount 

mouse retinas were stained with an anti-vWF antibody and lectin-FITC (Fig. 2 A). Between 

the post-natal days P1 and P12, the superficial vascular network forms radially from the 

optic nerve toward the periphery of the tissue (Stahl et al., 2010). Six days after birth (P6), 

the retinal vascular network is divided into a peripheral remodelling retinal vascular plexus 

(Fig. 2 A insets 1-3) and a mature plexus close to the optic nerve (Fig. 2 A insets 4, 5) 

(Gomez Perdiguero et al., 2011). Figure 2 B shows the higher magnification of the different 

regions of the vasculature of Figure 2 A. vWF staining detected similar WPBs in vessels of 

the developing retina than in vessels of adult retina (Fig. 2 B, arrows in inset 5). WPBs were 

present in vessels of both mature and immature plexuses (Fig. 2 B, insets 4, 5 vs 1-3, 

respectively). In mature plexus, WPBs were clearly detectable as tubular structures in the 

longitudinal axis of vessels as in adult retina vessels (Fig. 2 B insets 4, 5), while in immature 

plexus WPBs were less orientated (Fig. 2 B insets 1-3). In some regions of the retina, vWF 

staining was localized outside the vessels (Fig. 2 B, arrowheads in inset 2). The vessel area 

occupied by WPBs was calculated by quantifying vWF and lectin areas of different P6 

retinas (n=5) in remodelling and immature plexus (Fig. 2 B insets 1-3) and in mature plexus 

(Fig. 2 B insets 4, 5). The vessel area of WPBs in mature vascular plexus was of 13% (Fig. 2 

C), and was significantly and strongly decreased in the immature plexus where only 4% of 

the vascular area contained WPBs (Fig. 2 C). WPBs undergo exocytosis during EC activation 

allowing the secretion of vWF and other WPB components (Galbusera et al., 1997; Datta 

and Ewenstein, 2001). Since secreted vWF was observed outside the vessels (Fig. 2 B, 

arrowheads) we quantified the amount of secreted vWF, as described in Materials and 

Methods, and showed that it was higher in the immature plexus region of the retina 

compared to the mature plexus region (respectively 29% vs 7%, Fig. 2 D). We investigated 

the vessel distribution of WPBs in oxygen-induced retinopathy (OIR), a model of 

pathological angiogenesis in which neovascularization is induced by hypoxia (Stahl et al., 

2010). P12 mice were put in hyperoxia until P17 and then put back to normoxia. In this 
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model, vessel regression induces neovascularization between P17-P21 (Stahl et al., 2010). 

The neovascularized area was analyzed at P17 (Fig. S1 A) and we observed a reduced 

tissular distribution of WPBs (Fig. S1 B, arrows) concomitant with an increase of secreted 

vWF (Fig. S1 B, arrowheads) in remodelling regions of the angiogenic front. The vessel 

network of control P17 pups did not have neovascularized area (Fig. S1 A) and the vessels 

located in the same region that in OIR-induced P17 had a WPB vessel density similar to 

adult retinal vessels of Figure 1 (Fig. S1 B). These results suggest that the tissular 

distribution of WPBs is regulated by exocytosis during physiological retinal vessel 

angiogenesis and neovascularization. 

 

WPB density correlates with pericyte coverage of retinal vessels during angiogenesis. 

The retinal vascular network formation is accompanied by the development of a 

pericyte network (Stone and Dreher, 1987; Fruttiger et al., 1996). Pericytes were stained by 

an anti-NG2 or an anti-PDGFR-β antibody in vessels of the developing retina of P6 mice 

(Figs. 3 A and S2). The pericyte network closely follows the retinal vasculature (Fig. 3 A). 

However and coherently with published data showing that pericyte coverage of developing 

retinal vessels is delayed, NG2+ pericyte signal close to vessels was stronger in mature 

plexus (Fig. 3 B inset 3) than in immature plexus (Fig. 3 B inset 2) and vascular front (Fig. 3 

B inset 1). We sought to determine pericyte coverage in retinal vessel areas by quantifying 

the ratio between NG2 and lectin areas of different P6 retinas (n=5). Pericyte coverage 

amounted to 98% in mature plexus as described in adult vessels of different organs 

(Armulik et al., 2011; Sims, 1986; Winkler et al., 2014) but to only 40% in immature plexus 

(Fig. 3 C). 

A possible correlation between WPB density and pericyte coverage of the developing 

vascular network in P6 mice was investigated. P6 whole-mount retinas were 

immunostained to detect WPBs (Fig. 4 A) and pericytes (Fig. 4 B). Pictures were taken with 

a Nanozoomer digital slide scanner. The vessel density of WPBs and pericyte coverage of 

the developing vascular network were quantified at fixed distances from the vascular front 

by following the same vessel branch. Starting from a distance of 400 μm from the vascular 

front, each vessel branch (n=3) was divided into 5 slices of the same size (80 μm) along the 

branching axis. Vessel area occupied by WBPs and pericyte coverage of vessels were 

quantified as the ratio between vWF or NG2 and lectin areas for each slice. Results are 

plotted in the same graph in Figure 4C in which the value of the more distant slice from the 

vascular front (400 μm) was considered as 1 and the values of the other slices toward the 
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vascular front (80 μm, 160 μm, 240 μm, 320 μm) were normalized to 1 and plotted in Figure 

4C. The results showed that the curves of WPB density and pericyte coverage had similar 

trends and that they were statistically correlated with a r2 value of 0.85 (Fig. 4 C). WPB 

density and pericyte coverage were both at the minimum level starting from 160 μm of the 

vascular front (Fig. 4 C). Coherently, vWF and PDGFR-b co-staining clearly co-decreased in 

the same regions of vessels close to the vascular front and WPBs and pericytes were both 

absent in tip cells (Fig. S2, arrows). 

 

VEGF regulates WPB exocytosis and Ang-2 secretion by ECs impacting pericyte 

recruitment. 

We showed a spatial distribution of WPB content and vWF secretion during retinal 

vessel angiogenesis in the developing mouse retina (Fig. 4). During retinal vessel 

angiogenesis, ECs at the vascular front respond to VEGF gradients by tip cell formation and 

guided migration (Gerhardt et al., 2003). We sought to investigate the effect of VEGF 

stimulation on WPB exocytosis and Ang-2 secretion. Starved ECs were treated or not by 100 

ng/mL recombinant VEGF-A165 during 3 hours and stained by anti-vWF and anti-Ang-2 

antibodies (Fig. 5 A). WPBs stained only by anti-vWF (Fig. 5 A, arrows) or co-stained by 

anti-vWF and anti-Ang-2 (Fig. 5 A, arrowheads) were observed within ECs. VEGF seemed to 

induce a decrease of both total vWF+ and vWF+Ang-2+ objects (Fig. 5 A). We developed an 

image analysis software described in Materials and Methods that detected vWF+ and 

vWF+Ang-2+ dots and quantified them as objects within ECs (Fig. 5 B). We investigated the 

distribution of the size of all vWF+ objects (WPBs, Fig. 5 C), of vWF+Ang-2+ objects (Ang-2+ 

WPBs, Fig. 5 D) and of vWF-Ang-2+ particles (Ang-2 that is not contained inside WPBs, Fig. 5 

E). VEGF treatment induced a significant reduction of the number of both total WPBs and 

Ang-2+ WPBs of 1-3 μm2 area (Fig. 5 C and D). Similar results were obtained by stimulating 

cells with thrombin, as positive control of WPB exocytosis (Fiedler et al., 2004) (Fig. S3 A 

and B). Moreover, we also analysed vWF-Ang-2+ particles and we found that they had a 

smaller size of 1-2 μm2. While VEGF induced a significant increase of vWF-Ang-2+ particles 

(Fig. 5 E), thrombin did not change the number of vWF-Ang-2+ particles within ECs (Fig. S3 

C). Total WPBs and Ang-2+ WPBs detected in Fig. 5 A had therefore the expected size and 

were exocytosed by thrombin. We were therefore confident using our image analysis 

software to analyze the effect of VEGF stimulation on total WPB and Ang-2+ WPB 

populations in ECs. The number of total WPBs per cell significantly decreased by 40% after 

VEGF stimulation (Fig. 5 F). The number of Ang-2+ WBPs decreased by 45% after 3 hours of 



 

 - 137 - 

VEGF stimulation (Fig. 5 G). Interestingly, Ang-2+ WPB population accounted for the half of 

the total number of WPBs in control starving conditions (Fig. 5 F and G). To evaluate if the 

decrease of WPB populations was associated to vWF and Ang-2 secretion, protein levels 

were analysed by ELISA in the supernatant of ECs (Fig. 5 H and I). VEGF induced an increase 

of vWF and Ang-2 amount in the EC supernatants of 2-folds and 5-folds, respectively (Fig. 

5H and I). All together these results demonstrate that VEGF induces Ang-2 secretion via 

specifically Ang-2+ WPB exocytosis, and suggest that the activation of ECs by VEGF induces 

the mobilization of WPBs that contain Ang-2 in order to respond to a pro-angiogenic 

stimulus. 

The importance of VEGF signalling pathway in the active exocytosis of WPBs was 

studied. Activated ECs were treated with an antibody directed against VEGF (anti-VEGF) for 

5 hours. WPB exocytosis was analyzed by anti-vWF and anti-Ang-2 staining inside cultured 

ECs (Fig. 6 A). Anti-VEGF significantly increased the number of total WPBs by 1.9-fold (Fig. 

6 B) and the number of Ang-2+ WPBs in ECs by 1.6-fold (Fig. 6 C), suggesting that VEGF 

targeting inhibits WPB exocytosis. EC supernatant was analyzed by ELISA and we observed 

that anti-VEGF decreased of 29% the amount of secreted Ang-2 (Fig. 6 D) without changing 

the level of Ang-2 expression by ECs (Fig. 6 D). EC supernatant of ECs treated by anti-VEGF 

was also analyzed by using a proteome angiogenesis antibody array. Among several 

secreted pro-angiogenic factors, Ang-2 protein level was decreased in the supernatant of 

ECs treated with anti-VEGF compared to control (Table S1 A). On the contrary the protein 

level of PDGF-BB, a factor known to promote pericyte recruitment on vessels, was increased 

(Table S1 B). Some other proteins did not respond to anti-VEGF treatment (Table S1 C). 

These results were the same that the ones we obtained in ECs treated by nucleolin 

antagonist, N6L (Gilles et al., 2016). In these settings, inhibition of Ang-2 secretion alone 

was sufficient to increase pericyte migration (Gilles et al., 2016). Therefore, we investigated 

the effect of VEGF inhibition on pericyte recruitment. Pericytes were let to migrate for 3 

hours in the presence of the conditioned medium of ECs treated with anti-VEGF. VEGF 

inhibition in ECs resulted in a significant increase of pericyte migration toward EC 

conditioned medium (Fig. 6 E). This effect was totally rescued by the addition of 400 ng/mL 

recombinant Ang-2. All together, these results showed that inhibition of VEGF impaired 

WPB exocytosis and confirmed that VEGF regulates Ang-2 secretion. Moreover, these 

results showed that the inhibition of Ang-2 secretion by anti-VEGF promoted pericyte 

migration. 
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VEGF gradient regulates WPB exocytosis and pericyte coverage in retinal vessels 

during angiogenesis. 

We analyzed the density of WPBs in the retinal vasculature of mice injected 

intravitreally by anti-VEGF for 72 hours (Fig. 7 A) or 5 hours (Fig. S4 A). Short-term anti-

VEGF treatment was performed to mimic the experiment performed in vitro in Figure 6 and 

to avoid potential transcriptional effects of blocking VEGF pathway. After 72 hours of anti-

VEGF, a 3-fold increase of WPB density was observed in immature plexus (1% in the control 

mice vs 3% in the treated mice, Fig. 7 B) but no effect was observed on the WPB density in 

mature plexus (Fig. 7 C). Short-term anti-VEGF treatment increased WPB density in the 

immature plexus as well (0.9% in the control mice vs 1.4% in the treated mice, Fig. S4 B). 

Ang-2 staining co-localized with vWF in WPBs enriched in immature plexus after anti-VEGF 

injection (Fig. S4 C). Since results of Figure 6 suggested that VEGF could regulate WPB 

exocytosis and pericyte recruitment during retinal angiogenesis, we also analyzed the effect 

of VEGF inhibition on pericyte density on retinal angiogenesis using an anti-NG2 staining 

(Fig. 7 D). A fold-increase of 1.75 of pericyte density was observed in the immature plexus 

of anti-VEGF treated retinas compared to control (33% in the control mice vs 58% in the 

treated mice, Fig. 7 E) but not in the mature plexus (Fig. 7 F). Therefore, all together these 

results demonstrate that the in vivo inhibition of VEGF resulted in an increase of WPB 

density and pericyte recruitment. 

 

DISCUSSION 

 

Weibel-Palade bodies (WPBs) are endothelial cell (EC) organelles storing von 

Willebrand Factor (vWF) and pro-inflammatory factors that regulate coagulation and 

inflammatory responses (van Breevoort et al., 2012; Randi et al., 2013). WPBs also contain 

the pro-angiogenic factor Angiopoietin-2 (Ang-2). In this study, we demonstrate for the first 

time that during retinal angiogenesis, WPB density discriminates angiogenic vs mature 

vessels and is correlated to pericyte recruitment. We propose a model (Fig. 8) in which 

VEGF induces exocytosis of WPBs containing Ang-2 and regulates WPB density and pericyte 

coverage of remodelling vessels during retinal vessel angiogenesis. 

WPBs are secretory granules whose presence has been described in 1964 in small 

arteries of various organs (Weibel and Palade, 1964). Then after, WPBs have been found 

both in veins and arteries in the systemic and pulmonary circulations with a size up to 20 

μm in diameter (Fuchs and Weibel, 1966). For the first time, we analyzed the distribution of 
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WPBs in stable and angiogenic vessels of mouse retinal model. The immunofluorescence 

using anti-vWF antibody on whole-mount retinas revealed that both veins and arteries 

present elongated cytoplasmic structures of a mean size of 1.5 μm oriented along blood 

flow. WPBs are also present in capillaries of retinal vasculature while they have not been 

found in capillaries of vessels from other parts of the circulation of rats or frogs (Fuchs and 

Weibel, 1966). In mouse model of retinal vessel angiogenesis, at postnatal (P) day P6, the 

developing plexus is divided into a mature plexus close to the optic nerve and an immature 

plexus at the angiogenic front (Stahl et al., 2010). We could show that WPB distribution in 

vessels is spatially regulated. The vascular density of WPBs clearly decreases gradually 

from mature vessels close to the optic nerve toward the immature plexus and the 

angiogenic front. During retinal angiogenesis, the vascular network forms toward the 

periphery and ECs grow onto a preexisting astrocytic template (Stone and Dreher, 1987; 

Fruttiger et al., 1996). Differently from astrocytes, pericytes are recruited to the already 

preformed EC plexus (Park et al., 2017). Our data describe and quantify the spatial pericyte 

coverage of retinal vessels during the vessel network development. Firstly, we could 

confirm that during angiogenesis, there is a developmental period during which the vessels 

lack pericytes (Benjamin et al., 1998) and demonstrate that the amount of vessel area 

covered by pericyte indicate the degree of maturation of a vascular bed. In developing 

retinal vessels, pericyte coverage decreases gradually from the optic nerve, where stable 

vessels showed 98% of pericyte coverage, to the angiogenic front, where the immature 

plexus had 40% of pericyte coverage. Importantly, we could demonstrate that the spatial 

decrease of pericyte coverage of the retinal vessels correlates with the decrease in WPB 

vessel density. Importantly, we could observe that the decrease of WPB vessel density 

toward the angiogenic front is associated to an increase in the presence of vWF out of the 

vessels. These phenotypes were observed in physiological angiogenesis of developing 

retinal vascular network but also in pathological angiogenesis of retinas in oxygen-induced 

retinopathy models. 

In vessel homeostasis, WPB exocytosis and consequently vWF secretion are 

stimulated by pro-thrombotic and pro-inflammatory stimuli upon EC activation 

(Lowenstein et al., 2005; Goligorsky et al., 2009; Rondaij et al., 2006). VEGF-A distribution 

in the developing retina is highly regulated and forms a gradient with the highest 

concentration at the angiogenic front (Gerhardt et al., 2003). In vitro, VEGF promotes vWF 

secretion by ECs, via a specific VEGFR-2 pathway (Xiong et al., 2009) but the role of VEGF on 

WPB exocytosis and the implication of this process in angiogenesis had never been clearly 
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established. We therefore further studied the role of the main pro-angiogenic factor VEGF in 

WPB exocytosis. A home-made image analysis plugin was developed to quantify the number 

of WPBs present in each cell and to evaluate the density of WPBs in ECs stimulated by VEGF 

compared to thrombin, as positive control of WPB exocytosis (Rondaij et al., 2006). VEGF-

A165 stimulation decreased the density of vWF-stained WPBs, in parallel to an important 

increase of vWF in the supernatant of ECs without regulating the total vWF protein level. 

The effect of VEGF-A165 stimulation was similar to thrombin, both decreased of 40% a 

population of WPBs of a size between 1-3 mm2. This result clearly shows that vWF secretion 

induced by VEGF is due to a regulation of WPB exocytosis. Moreover, the efficiency of VEGF 

stimulation was similar to pro-thrombotic stimuli. Among the variety of molecules that are 

stored in WPBs, mostly pro-thrombotic and pro-inflammatory cargos (van Breevoort et al., 

2012; Rondaij et al., 2006), there is the pro-angiogenic factor Ang-2 (Fiedler et al., 2004). 

We could show by image analysis that Ang-2 is mainly localized inside WPBs while only 

10% of the protein is detected in cytoplasmic vesicular structures. However, only 40% of 

the total WPB population contains Ang-2 in proliferating ECs and we could discriminate 

between WPB populations containing or not Ang-2. Here, we show for the first time that the 

pro-angiogenic factor VEGF specifically regulates exocytosis of WPBs containing Ang-2 in 

ECs. Our results demonstrate that VEGF promotes the decrease of WPBs containing Ang-2 

in ECs, and similarly to vWF, the increase of Ang-2 level in cell supernatants. Moreover, 

blocking VEGF pathway decreases the exocytosis of Ang-2+ WPBs. Recently we published 

that decreasing Ang-2 secretion by the inhibition of WPB exocytosis triggers a program of 

EC loss-of-activation that increases pericyte recruitment (Gilles et al., 2016). Similarly, WPB 

exocytosis and Ang-2 secretion inhibited by anti-VEGF increased pericyte recruitment of 

28%. 

To establish a link between VEGF and WPB exocytosis in vivo, mice were injected by 

anti-VEGF. Anti-VEGF caused an increase of WPB vessel density in the angiogenic region as 

in ECs in vitro, without impacting stable vessels close to the optic nerve. Since anti-VEGF 

inhibits retinal angiogenesis (Gerhardt et al., 2003) and to distinguish between the impact 

on angiogenesis and on WPB vessel density, we tested the effect of the anti-VEGF antibody 

at early time point (5 hours). Short VEGF blocking was also able to increase WPB vessel 

density at the angiogenic front without impacting stable vessels. These data, together with 

the in vitro data, suggest that VEGF inhibition increases WPB vessel density by blocking the 

exocytosis of these organelles in the retina. VEGF could therefore induce WPB exocytosis in 

vivo at the angiogenic front. The role of WPB exocytosis could be determined by the content 
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of WPB that is exocytosed. At the angiogenic front, a fine regulation of tip cell turnover 

coordinates the amount of sprouts during retinal vessel angiogenesis (Stenzel et al., 2011). 

vWF has been described to inhibit EC migration and sprouting (Starke et al., 2011). vWF 

secretion by WPB exocytosis could therefore participate in maintaining a balance between 

pro-angiogenic factors at the angiogenic front of retinal vessels. In vitro, we contributed to 

demonstrate that Ang-2 is mainly a content of WPBs secreted by WPB exocytosis. Ang-2 is 

strongly expressed at the vascular front of retinal vessels while decreases in confluent vs 

subconfluent monolayer of ECs (Felcht et al., 2012). Once expressed, Ang-2 could therefore 

be stored in WPBs. However, in ECs only 40% of WPBs contain Ang-2 in vitro and WPB 

density is very low at the vascular front. Ang-2 staining inside WPBs appeared in retinal 

vessel after anti-VEGF treatment. At the vascular front of the retinal vessels, Ang-2 

promotes vessel sprouting by binding to and activating angiogenic integrins (Felcht et al., 

2012), and our data suggest that this autocrine pathway is regulated by VEGF-induced WPB 

exocytosis and local Ang-2 secretion. Anti-VEGF treatment has a double effect, increasing 

both WPB vessel density and pericyte coverage of retinal vessels. Angiopoietins/Tie-2 

system regulates vascular development and maturation (Augustin et al., 2009). In the 

retina, Ang-2 induces the dropout of pericyte from vessels associated to diabetic 

retinopathies (Hammes et al., 2004) while inhibition of Ang-2 function or secretion 

promotes pericyte recruitment (Hammes et al., 2004; Srivastava et al., 2014; Gilles et al., 

2016; Park et al., 2017). Inhibition of Ang-2 secretion by VEGF blocking antibody could thus 

promote pericyte coverage of retinal vessels in vivo. In conclusion, we elucidated a novel 

regulation of WPB exocytosis and Ang-2 secretion by VEGF and opened new insights in the 

control of pericyte recruitment during angiogenesis. Moreover, a speculation could be done 

on the importance of this process in pathological angiogenesis of retinal and tumor vessels. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Cell culture 

Human brain vascular pericytes (HBVP, ScienCell) and human umbilical vein endothelial 

cells (HUVECs, Lonza) were maintained, respectively, in Pericyte Medium phenol red free 

(PM-prf, ScienCell) and Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2, Lonza) containing appropriate 

supplements. Cells were cultured in 37°C and 5% CO2 incubators. HUVECs and HBVPs were 

cultivated on dishes, flasks and plates coated with gelatin 1% and Poly-L-Lysine (2 μg/cm2) 

respectively. 
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Animals 

C57BL/6J mice from JANVIER (France) were used for this study. All animals were cared and 

handled according to the ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision 

Research. For in vivo study of VEGF inhibition, P3 pups were injected using an ultrafine 30-

gauge needle, passing through the sclera at the equator and injecting 0.5 μL of anti-VEGF 

antibody (0.1μg/μL, R&D Systems 471-F1) or PBS buffer into the vitreous cavity. After 5h or 

72h, pups were sacrificed and eyes were enucleated. For the oxygen-induced retinopathy 

(OIR) model, C57BL/6JRj pup mice with nursing mothers were exposed to 75% oxygen at 

postnatal (P) day P7 for 5 consecutive days, as previously reported (Connor et al., 2009). At 

P12, mice were returned to room air and at P17, mice were sacrificed and eyes were 

enucleated. 

 

Immunofluorescence of whole-mount retinas 

Eyes were fixed with 4% paraformaldehyde for 1 hour on ice. Retinas were isolated and 

permeabilized overnight in PBS-Triton 0.5% -BSA 0.2% at 4°C before to be incubated 

overnight with an anti-vWF antibody (Dako A0082, 1:500), an anti-NG2 antibody (Merck 

Millipore AB5320, 1:200), or an anti-PDGFR-β antibody (R&D Systems AF1042, 1:50) and 

with lectin-FITC (Sigma Aldrich L2895, 1:100) diluted in PBS-Triton 1% (4°C). Alexa-

labelled secondary antibodies (Invitrogen) diluted in PBS-Triton 1% were incubated for 75 

minutes at RT and nuclei were stained with 1 μg/mL DAPI (Sigma Aldrich D8417) for 30 

minutes at RT. Retinas were fixed with 4% paraformaldehyde for 20 minutes at RT and flat-

mounted in Prolong (Life Technologies P36934). Immunofluorescence pictures were 

acquired using a DSU IX81 spinning-disc confocal inverted microscope (Olympus) equipped 

with a 60x oil objective (NA. 1.25), a 5 channels Olympus FV1000 laser scanning confocal 

microscope equipped with a 40x oil objective (NA. 1.3) or using a Nanozoomer digital slide 

scanner (Hamamatsu) with a 40x objective. 

 

Image analysis in whole-mount retinas 

Acquisitions were performed with the same settings on multiple retina samples and 

included negative controls for determination of background staining. For confocal analysis 

quantification, retinas were sampled in immature and mature plexuses. Stacks of 8 pictures 

with 0.5 µm axial step were acquired with the same settings on multiple retina samples and 

experiments included negative controls for determination of background staining. For 

Nanozoomer analysis quantification, retina vascular trees were divided into 5 sections from 
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tip cell region to the optic nerve. In both types of analysis, WPB and pericyte densities were 

estimated by quantifying vWF and NG2 areas respectively using manual threshold. vWF and 

NG2 areas were reported to lectin area for each picture. 

 

Immunofluorescence, ELISA and Western-Blotting of cultured endothelial cells 

For immunofluorescence analysis 9 x 104 HUVECs were seeded on glass coverslips in 24-

multiwell (Falcon 353047). The day after, cells were starved as indicated in EBM-2 before 

to be stimulated with 100 ng/mL recombinant VEGF-A165 (R&D Systems 293-VE) (5 hours) 

or 20 ng/mL anti-VEGF antibody (R&D Systems 471-F1) (5 hours) or 1U thrombin (Sigma 

Aldrich T4393) (5 minutes). Cells were fixed in methanol for 10 minutes at -20°C. After 

saturation in PBS-BSA 3%, cells were incubated for 45 minutes at 37°C with an anti-Ang-2 

antibody (R&D AF623, 1:50) diluted in PBS-BSA 0.3%. Cells were then incubated for 45 

minutes at 37°C with an anti-vWF antibody (Dako A0082, 1:1000) diluted in PBS-BSA 0.3%. 

Cells were incubated for 45 minutes at 37°C with alexa-labelled secondary antibodies 

(Invitrogen) diluted in PBS-BSA 0.3% and nuclei were stained with 2 μg/mL DAPI (Sigma 

Aldrich D8417). Immunofluorescence pictures were acquired using a DSU IX81 spinning-

disc confocal microscope (Olympus) with a 60x oil objective (NA. 1.25). For ELISA analysis, 

1.5 x 105 HUVECs per well were seeded in 12-multiwell plates (Falcon 353043) for VEGF-

A165 stimulation and 2 x 106 HUVECs were seeded in 100 mm dishes (Falcon 353003) for 

anti-VEGF treatment. The day after, cells were starved as indicated in EBM-2 before to be 

stimulated for 5 hours with 100 ng/mL recombinant VEGF-A165 or 20 ng/mL anti-VEGF 

antibody. Cell supernatants were harvested and cells were lysed with a lysis buffer 

containing 1V SDS 20% - 1V Tris 0.5M - 2V ddH2O. Ang-2 amount in cell supernatants was 

measured using a DuoSet ELISA Development Kit (R&D Systems DY623). For vWF ELISA, 

96-well plates (Costar 3590) were incubated overnight with an anti-vWF antibody (Dako 

A0082, 1:800). Antibody-coated wells were washed 3 times with PBS-0.05% Tween 20 

(washing buffer) and blocked with PBS - Tween 20 0.1% - gelatin 0.2% (blocking buffer) for 

90 minutes at 37°C. EC supernatants were incubated for 90 minutes at 37°C. After washes 

wells were incubated with an HRP-conjugated anti-vWF antibody (Dako P0226, 1:4000) 

diluted in blocking buffer for 90 minutes at 37°C, revealed by the TMB Substrate Kit 

(Thermo Fisher) and the absorbance was measured at 450 nm. Ang-2 and vWF 

concentration was normalized to the total protein amount of cells in each well calculated by 

BCA assay (Pierce). Cell supernatants of HUVECs treated with anti-VEGF antibody were also 

analyzed using a Proteome Profiler Human Angiogenesis Array Kit (R&D Systems ARY007). 
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For Ang-2 expression in cell lysates, protein samples were analyzed as previously described 

(Gilles et al, 2016) by using an anti-Ang-2 antibody (R&D Systems AF623) or an anti-β-

actine antibody (Sigma Aldrich A3854). Immunocomplexes were visualized by using the 

luminescence blotting substrate ECL Pierce or POD kit (Roche Applied Science). 

Chemiluminescence was imaged with an Odyssey Fc device (Li-Cor). 

 

Image analysis of Weibel-Palade bodies in cultured endothelial cells 

Image processing and analysis were executed using the ImageJ software (Rasband, 1997). 

Stacks of 10 pictures with 0.5 µm axial step were acquired with the same settings on 

multiple cell samples and experiments included negative controls for determination of 

background staining. In the aim to simplify the analysis, images representing the maximum 

projection of stacks were used for further analysis with an original ImageJ program shortly 

described below. Briefly, maximum projections were deblurred by a custom unsharp mask 

filter and denoised by removing outlier pixels. Small particles were detected by an 

optimized thresholding method. The sub-segmentation of the aggregates was then 

performed by using a watershed operation (Ferreira and Rasband, 2013). A final sorting of 

the segmented objects was performed by using a ratio signal/noise (ratio S/N) threshold. 

Ang-2 (red) and vWF (green) detected objects were then submitted to an overlapping 

analysis. Red and green juxtaposed objects were considered as in contact when their 

apparent edges overlapped more than an user defined value depending of the image 

resolution. This analysis can discriminate red and green objects which are alone or 

implicated in a group of particles.  It can also detect objects representing overlapping areas 

of red and green objects (“sun flower”). Each object was characterized by its area, allowing 

frequency distribution analysis of apparent size of labelled objects and of their interactions. 

Counts of particles were normalized by the number of cells by automatic detection of nuclei 

on images. First, a detail extraction was performed by using an unsharp mask (sigma 50, 

step 1). Then, a variance filter (radius = 2) was applied to enhance edges of labelled 

structures. This image was then blended to the result of step 1, to close the lacunas of the 

DAPI staining. A final segmentation was performed by the so-called Huang thresholding 

method (Huang and Wang, 1995) and clusters were reduced by using a watershed sub-

segmentation (Ferreira and Rasband, 2013). To conclude, our home-made ImageJ program 

allowed us to quantify the number and the size of (1) all WPBs (all vWF+ objects), (2) Ang-

2-containing WPBs (vWF+Ang-2+ objects) and (3) Ang-2 particles (vWF-Ang-2+ objects). 
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Pericyte motility 

HUVECs at 3 x 105 cells per well were seeded in 6-well plates coated with gelatin 1%. The 

day after, HUVECs were treated with 20 ng/mL anti-VEGF antibody (R&D Systems 471-F1) 

diluted in EGM-2 for 5 hours at 37°C. HUVECs were washed and medium was replaced with 

EBM-2 for 1 hour at 37°C. 2 x 104 HBVPs were seeded with or without 400 ng/mL 

recombinant Ang-2 (R&D Systems 623-AN) in the upper chamber of 8 μm pore-sized 

Boyden chambers coated (BD Falcon 353097) with 1.5 μg/mL collagen type I and the EC 

conditioned medium was added in the lower chamber. Pericytes were allowed to migrate 

for 3 hours before to be fixed with PBS - glutaraldehyde 2.5% and stained with crystal violet 

0.2%. For each Boyden chamber, nuclei of cells from 5 fields were counted using Leica 

Aristoplan microscope equipped with a CoolSNAP CCD camera. 

 

Statistical analysis 

Unless indicated otherwise, bars represent mean +/− Standard Error of Mean (S.E.M.) 

(n≥3), P values have been calculated using a two-tailed or one-tailed unpaired t-test using 

GraphPad Prism software version 5.01. ***, P<0.001; **, P<0.01; *, P<0.05. 
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Figure 1. WPBs are detectable in all types of adult retinal vessels. 

Retinas of 9-weeks old mice (A, B) or KO vWF, 9-weeks old mice (C) were stained with anti-vWF 

and lectin-FITC. An inset in (A) shows WPBs at higher magnification (arrows). Images were 

taken with a spinning-disk confocal microscope (A-C). (D) The graph shows the quantification 

of WPB density in veins, arteries and capillaries of (B) calculated as the ratio of vWF/lectin 

areas as described in Materials and Methods. A minimum of 3 fields/retina for each region were 

quantified and the average of 6 retinas is plotted (Student t-test, ***, P<0.001; **, P<0.01; *, 

P<0.05). Scale bars: 20 μm (A, B, C). 
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Figure 2. WPB vessel density in the vascular network of the developing retina. 

Retinas of WT, P6 mice (A, B) were stained with anti-vWF antibody and lectin-FITC. Images 

acquired with a spinning-disk confocal microscope (B) were used to quantify WPB area (C) and 

secreted vWF area (D) in the different regions of developing retina: tip cells (1), immature 

plexus (2, 3) and mature plexus (4, 5). WPB density in vessels (C) and secreted vWF (D) were 

calculated as the ratio of vWF/lectin areas as described in Materials and Methods. A minimum 

of 3 fields/retina for each region were quantified and the average of 5 retinas is plotted 

(Student t-test, ***, P<0.001). Scale bars: 20 μm (A, B, E). 
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Figure 3. Pericyte coverage of vessels in the vascular network of the developing 

retina. 

Retinas of P6 mice were stained with anti-NG2 and lectin-FITC and the structure of pericyte 

network was observed with a laser scanning confocal microscope (A, B). Images acquired with a 

spinning-disk confocal microscope were used to quantify pericyte area (C) in immature plexus 

(2) and in mature plexus (3). Pericyte coverage (C) was calculated as the ratio of NG2/lectin 

areas as described in Materials and Methods. 10 fields/retina for each region were quantified 

and the average of 5 retinas is plotted (Student t-test, ***, P<0.001). Scale bars: 20 μm. 
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Figure 4. WPB density and pericyte coverage of vessels spatially correlate in the 

developing retinal vascular network. 

Retinas of P6 mice were stained with anti-vWF antibody (A) or with anti-NG2 antibody (B) and 

lectin-FITC. Images acquired with a Nanozoomer digital slide scanner (40X) were used to 

quantify WPB and pericyte area (C) from the vascular front: vascular front with tip cells and 

stalk cells (slice 5) and immature plexus (slices 1-4). Starting from a distance of 400 μm from 

the vascular front, each vessel branch (n=3) was divided into 5 slices of the same size (80 μm) 

along the branching axis. The value of the more distant slice from the vascular front (400 μm) 

was considered as 1 and the values of the other slices toward the vascular front (80 μm, 160 

μm, 240 μm, 320 μm) were normalized to 1 and plotted in Figure 4C. Vessel area occupied by 

WBPs and pericyte coverage of vessels were quantified as the ratio between the intensity of 

vWF or NG2 and lectin staining for each slice and plotted as normalized values of the vascular 

front. The average of 3 retinas is plotted. Correlation was evaluated with a Pearson test (r2=0.85 

and *, P<0.05). Scale bars: 20 μm. 
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Figure 5. VEGF induces WPB exocytosis and Ang-2-related secretion by ECs. 

HUVECs were starved in EBM-2 for 5 hours and fresh EBM-2 containing 100 ng/mL VEGF165 

was added for 3 hours. HUVECs were stained with anti-vWF and anti-Ang-2 and pictures were 

acquired with a spinning-disk confocal microscope (A). Number of total WPBs (F) and Ang-2-

positive WPBs (G) were quantified with an image analysis program as described in Materials 

and Methods (B). This program was also used to measure the size of total WPBs (C), Ang-2+ 

WPBs (D) and Ang-2 particles (E). HUVEC supernatants were harvested to quantify secreted 

vWF (H) and secreted Ang-2 (I) by ELISA. The concentration of vWF and Ang-2 in EC 

supernatants was normalized to the whole protein amount of the corresponding cell lysates. A 

minimum of 10 fields/condition were quantified for each experiment and the average of 4 

experiments is plotted (Student t-test, ***, P<0.001; **, P<0.01; *, P<0.05). Scale bars: 20 μm. 
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Figure 6. VEGF targeting inhibits WPB exocytosis and Ang-2 secretion by ECs and 

enhances pericyte motility. 

HUVECs were treated with EGM-2 containing 20 ng/mL of a soluble, anti-VEGF antibody for 5 

hours. HUVECs were stained with anti-vWF and anti-Ang-2 and pictures were acquired with a 

spinning-disk confocal microscope (A). Total WPBs (B) and Ang-2-containing WPBs (C) were 

detected with the same image analysis program as in Figure 5. The graph shows the fold 

increase of pericyte migration relative to control cells. A minimum of 10 fields/condition were 

quantified for each experiment and the average of 3 experiments is plotted (Student t-test, ***, 

P<0.001; *, P<0.05). Ang-2 secretion was quantified by ELISA. HUVEC supernatants were 

harvested to quantify secreted Ang-2 (D). The concentration of Ang-2 in EC supernatants was 

normalized to the whole protein amount of the corresponding cell lysates. Expression of Ang-2 

by ECs was evaluated by Western-Blotting and normalized to β-actin. (E) HBVPs were allowed 

to migrate in the presence of supernatants of anti-VEGF-treated ECs. 400 ng/mL of recombinant 

Ang-2 was added as indicated. The graph shows the fold increase of pericyte migration relative 

to control cells. A minimum of 15 fields/condition were quantified for each experiment and the 

average of 4 experiments is plotted (Student t-test, ***, P<0.001; **, P<0.01). Scale bar: 20 μm. 
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Figure 7. VEGF targeting increases Weibel-Palade Body vessel density and pericyte 

coverage of remodeling vessels in the developing retina. 

P3 mice were intravitreally injected with 0.5 μL/mice of 0.1 μg/μL soluble, chimeric anti-VEGF 

antibody (anti-VEGF) or with 0.5 μL/mice of PBS. Mice were euthanized after 72 hours and 

retinas were isolated to be stained with anti-vWF antibody and lectin-FITC (A). Images acquired 

with a spinning-disk confocal microscope (A) were used to quantify WPB area in immature 

plexus (B) and in mature plexus (C). Retinas of anti-VEGF injected P6 mice were stained with 

anti-NG2 and lectin-FITC (D). Images acquired with a spinning-disk confocal microscope (D) 
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were used to quantify pericyte area in immature plexus (E) and in mature plexus (F). WPB 

vessel density (B, C) and pericyte coverage (E, F) were calculated as the ratio of vWF/lectin and 

NG2/lectin areas respectively as described in Materials and Methods. A minimum of 3 

fields/retina for each region were quantified and the average of at least 3 retinas is plotted 

(Student t-test, **, P<0.01; *, P<0.05). Scale bars: 20 μm. 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. VEGF induces WPB exocytosis and Ang-2-related secretion that in turn 

regulates pericyte recruitment: model. 

During retinal vessel angiogenesis, in the mature plexus, vessels are quiescent and abundantly 

covered by pericytes while at the angiogenic front, vessels are activated by high doses of VEGF. 

In this model we propose that VEGF induces WPB exocytosis at the angiogenic front. Secreted 

Ang-2 could in part induce tip cell migration (Felcht et al., 2012), and in part inhibit pericyte 

recruitment on angiogenic vessels. Thus, we propose a model in which WPB exocytosis 

spatiotemporally regulates pericyte recruitment on the developing vasculature. Designed with 

templates modified from Servier (http://smart.servier.com/). 

 

5. Figures supplémentaires de l’Article 2 
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Figure S1. Behavior of WPBs in the OIR model of neovascularization. 

Pup mice with nursing mothers were exposed to 75% oxygen at postnatal (P) day P7 for 5 

consecutive days. At day P12, mice were returned to room air and at day P17, mice were 

sacrificed and eyes were enucleated. Retinas of control (1) and OIR-treated (2) mice were 

isolated to be stained with anti-vWF antibody and lectin-FITC (A, B). Images acquired with a 
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spinning-disk confocal microscope (B) show the tissular distribution of WPBs (arrows) and 

secreted vWF (arrowheads). Scale bars: 20 μm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S2. PDGFR-β and vWF co-staining in retinal vessels of the developing retina. 

Retinas of P6 mice, were stained with anti-PDGFR-β and anti-vWF antibodies and lectin-FITC. 

The localization of pericytes and WPBs were observed with a laser scanning confocal 

microscope in the different regions of developing retina: vascular front with tip cells and stalk 

cells, immature plexus and mature plexus. Arrows (vascular front) show tip cells that are not 

covered by pericytes. Scale bar: 20 μm. 

 



 

 - 161 - 

 

 

Figure S3. Thrombin induces WPB exocytosis by ECs. 

HUVECs were starved in EBM-2 for 1 hour and fresh EBM-2 containing 1U thrombin was added 

for 5 minutes. ECs were stained with anti-vWF and anti-Ang-2 and pictures were acquired with 

a spinning-disk confocal microscope to measure the size of total WPBs (A), Ang-2+ WPBs (B) 

and Ang-2 particles (C) using the same image analysis program as in Figure 5. (A-C) show 

averages of n=3 experiments (Student t-test, ***, P<0.001; **, P<0.01; *, P<0.05). 
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Figure S4. VEGF targeting inhibits WPB exocytosis. 

(A) P6 mice were intravitreally injected with 0.5 μL/mice of 0.1 μg/μL soluble, chimeric anti-

VEGF antibody (anti-VEGF) or with 0.5 μL/mice of PBS. Mice were euthanized after 5 hours and 

retinas were isolated to be stained with anti-vWF and lectin-FITC (A). Images acquired with a 

spinning-disk confocal microscope were used to quantify WPB area in immature plexus (B). 

WPB vessel density (B) was calculated as the ratio of vWF/lectin areas as described in Materials 

and Methods. A minimum of 3 fields/retina were quantified and the average of at least 3 retinas 

is plotted (Student t-test, **, P<0.01). (C) P3 mice were intravitreally injected with 0.5 μL/mice 

of 0.1 μg/μL soluble, chimeric anti-VEGF antibody (anti-VEGF) or with 0.5 μL/mice of PBS. Mice 

were euthanized after 5 hours and retinas were isolated to be stained with anti-vWF and anti-

Ang-2 antibodies and lectin-FITC. Pictures were acquired with a scanning laser confocal 

microscope (A). Insets show Ang-2 and vWF colocalization in ECs. Scale bars: 20 μm. 
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Table S1. VEGF targeting modulates the secretory program of ECs. 
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HUVECs were treated with EGM-2 containing 20 ng/mL of a soluble, chimeric anti-VEGF 

antibody for 5 hours before the addition of EBM-2 for 1 hour. EC supernatants were harvested 

to perform the analysis of secreted molecules by using a proteome angiogenesis antibody array 

(R&D Systems). The signal corresponding to each molecule was quantified with Image Lab 

software and the ratio between untreated and treated cells was calculated. (A) shows proteins 

that were decreased in the supernatant of ECs treated with anti-VEGF compared with control. 

(B) shows the proteins were decreased in the supernatant of ECs treated with anti-VEGF 

compared with control. (C) shows proteins that did not show any difference. By using the Gene 

Onthology (GO) Enrichment tool (http://geneontology.org) we reported that the group of 

decreased genes had a relevant number of proteins classified in the category of “positive 
regulation of angiogenesis” with a p-value p < 4.37x10-04. The group of increased genes had a 

relevant number of proteins classified in the category of “negative regulation of angiogenesis” 
with a p-value p < 8.38x10-03. 

 

6. Résultats complémentaires 

 

Dans le cadre de l’étude du lien entre l’activation endothéliale, l’exocytose des WPBs 

et le recrutement des péricytes au cours de l’angiogenèse physiologique, un ensemble de 

résultats non publiés ont été obtenus au cours de cette thèse et sont présentés 

succinctement dans cette partie. 

 

6.1. Effet de l’Ang-2 sur l’adhérence des péricytes 

 

Dans l’Article 2, nous avons montré que l’inhibition de l’activation endothéliale par 

l’anticorps l’anti-VEGF augmente le recrutement des péricytes dans la partie angiogénique 

des rétines (Figure 7) et nous avons observé in vitro que cet effet est lié à une inhibition de 

la sécrétion de l’Ang-2 par les cellules endothéliales (Figure 6A-5D) qui favorise la 

migration des péricytes (Figure 6E). Le recrutement des péricytes étant un mécanisme 

complexe mettant en jeu différents évènements cellulaires, nous avons évalué l’effet de 

l’Ang-2 sur le mécanisme le plus précoce nécessaire à la motilité cellulaire : l’adhérence. 

Pour cela, les puits d’une plaque 96 puits sont coatés pendant une nuit avec 1,5 mg/mL de 

collagène de type I puis saturées pendant 2 heures avec du PBS-BSA 3%. Des péricytes 

humains (1,5 x 104 HBVP/puits) sont ensemencés en présence ou non de 200 ng/mL d’Ang-

2 recombinante humaine soluble et fixés environ 1 heure plus tard avec une solution de 

PBS-glutaraldéhyde 2,5% pendant 30 minutes. Après coloration au cristal violet, les puits 

sont photographiés et les cellules ayant adhéré sont comptées (Figure 25). 
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Figure 25 : effet de l’Ang-2 sur l’adhérence des péricytes in vitro. (A) Dans une plaque 96 

puits coatée avec 1,5 mg/mL de collagène de type I, des péricytes humains (1,5 x 104 

HBVP/puits) sont déposés en présence ou en absence de 200 ng/mL d’Ang-2 soluble puis fixés 

après environ 1 heure. Après coloration, les puits sont photographiés et les cellules ayant 

adhéré sont comptées. Barre d’échelle : 20 mm. (B) Le graphique montre la quantification du 

nombre de cellules adhérées en présence ou en absence d’Ang-2. La moyenne des triplicatas de 

3 expériences indépendantes est représentée pour chaque condition (Student t-test, ** P<0,01). 

 

L’adhérence des cellules sur un support met en jeu des molécules d’adhérence telles 

que les intégrines. Le collagène de type I active la plupart des intégrines possédant une 

chaîne b1. La Figure 25 montre que l’ajout de 200 ng/mL d’Ang-2 soluble inhibe de 20% 

l’adhérence des péricytes sur le collagène de type I, ce qui suggère que l’Ang-2 pourrait 

avoir un effet direct sur le recrutement des péricytes en inhibant l’activation d’une ou de 

plusieurs intégrines b1. 

 

6.2. Effet de l’absence des WPBs sur l’angiogenèse 

 

Dans le cadre de l’étude du rôle des WPBs au cours de l’angiogenèse physiologique, 

des souris KO vWF-/- nous ont été amicalement fournies par Cécile DENIS de l’Unité 

« Hémostase, Inflammation et Thrombose » (Inserm U1176, Le Kremlin-Bicêtre). Ce modèle 

est actuellement utilisé au laboratoire CRRET pour étudier l’effet de l’absence des WPBs sur 

l’angiogenèse dans un premier temps, et sur le recrutement des péricytes dans un second 
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temps. Dans l’Article 2, nous avons confirmé l’absence de WPBs dans les vaisseaux des 

rétines de souris adultes (Figure 1C). Nous avons évalué l’effet de l’absence des WPBs sur 

l’angiogenèse dans deux modèles d’angiogenèse physiologique : le modèle de la 

vascularisation de la rétine (Figure 26) et le modèle des anneaux aortiques (Figure 27). 

 

L’effet de l’absence des WPBs sur l’angiogenèse physiologique de la rétine a été évalué 

par la quantification de la taille du réseau vasculaire. Pour cela, les rétines de souris WT et 

KO vWF-/- P6 sont prélevées et le réseau vasculaire est marqué avec de la lectine-FITC 

comme indiqué dans la section Matériels et méthodes. Des mosaïques des rétines 

fluorescentes sont réalisées avec un microscope confocal inversé (Olympus) équipé d’un 

objectif 4x (NA 0.13) (Figure 26A). Pour la mesure de la taille du réseau, la distance entre le 

nerf optique et le front angiogénique (Figure 26A, pointillés) est mesurée sur les mosaïques 

avec le logiciel ImageJ ; les résultats sont présentés dans la Figure 26B. 
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Figure 26 : effet de l’absence des WPBs sur l’angiogenèse de la rétine. (A) Les rétines de 

souris WT et KO vWF-/- P6 sont prélevées et le réseau vasculaire est marqué avec de la lectine-

FITC. Des mosaïques des rétines sont réalisées avec un microscope confocal inversé et utilisées 

pour quantifier la taille du réseau vasculaire. Barre d’échelle : 20 mm. (B) Le graphique montre 

la quantification de la distance entre le nerf optique et le front angiogénique des rétines de 

souris WT et KO vWF-/- (pointillés). Pour chaque rétine, la distance des 4 pétales est mesurée et 

la moyenne de 14 rétines (WT) et de 15 rétines (KO vWF-/-) est représentée (Student t-test, *** 

P<0,001). 

 

L’absence des WPBs perturbe le réseau vasculaire des rétines des souris KO vWF-/- P6 

mis en place au cours de l’angiogenèse. La Figure 26B montre que la distance entre le nerf 

optique et le front angiogénique est 1,4 fois plus grande chez les souris KO vWF-/- que chez 

les souris WT (respectivement 1284 mm vs 940 mm), ce qui suggère que l’absence des WPBs 

augmente l’angiogenèse. 

 

L’effet de l’absence des WPBs au cours de l’angiogenèse est évalué dans un second 

modèle d’angiogenèse physiologique : le modèle des anneaux aortiques. Pour cela, l’aorte de 

souris WT et KO vWF-/- adultes (9 semaines) est prélevée et coupée transversalement en 
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sections d’environ 1 mm d’épaisseur. Une goutte de Matrigel (100 mL, BD Biosciences 

356231) est déposée dans le fond des puits d’une plaque 48 puits. Après une incubation de 

30 minutes à 37°C, l’anneau aortique est déposé transversalement sur la goutte de Matrigel 

polymérisé. Une nouvelle goutte de 100 mL de Matrigel est déposée et incubée pour 

recouvrir l’anneau puis les puits sont remplis avec 300 mL/puits de DMEM + 10% SVF + 1% 

P/S. Après 7 jours d’incubation à 37°C, les anneaux aortiques sont photographiés avec un 

système EVOS FLoid Cell Imaging Station (Figure 27A). La Figure 27B montre la 

quantification du nombre de vaisseaux se développant à partir des anneaux aortiques 

(flèches). 

 

 

 

Figure 27 : effet de l’absence des WPBs dans le modèle des anneaux aortiques. (A) Les 

aortes de souris WT et KO vWF-/- adultes (9 semaines) sont prélevées et coupées 

transversalement en sections d’1 mm d’épaisseur. Les anneaux aortiques sont mis en culture 

dans 300 mL de DMEM + 10% SVF + 1% P/S et incubés pendant 7 jours à 37°C avant d’être 

photographiés. Barre d’échelle : 20 mm. (B) Le graphique montre la quantification du nombre 

de vaisseaux se développant à partir des anneaux aortiques (flèches). La moyenne de 8 

anneaux aortiques (WT) et de 7 anneaux aortiques (KO vWF-/-) est représentée (Student t-test, 

** P<0,01). 

 

La Figure 27 montre que le nombre de vaisseaux se développant à partir des anneaux 

aortiques est 2,6 fois plus élevé chez les souris KO vWF-/- que chez les souris WT 

(respectivement 21 vaisseaux/anneau vs 8 vaisseaux/anneau), ce qui suggère une nouvelle 
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fois que l’absence des WPBs favorise l’angiogenèse et la formation de nouveaux vaisseaux. 

L’ensemble de ces résultats obtenus dans deux modèles d’angiogenèse physiologique 

montre que l’angiogenèse est augmentée chez les souris KO vWF-/-, ce qui est en accord avec 

des données de la littérature ayant montré une angiogenèse accrue dans le modèle de 

l’oreille de souris (Starke et al., 2011). Dans cet article, l’équipe d’Anna Maria RANDI montre 

que le réseau vasculaire est plus dense dans les oreilles des souris KO vWF-/- que dans les 

oreilles des souris témoins. 

 

L’effet de l’absence des WPBs sur le recrutement des péricytes au cours de 

l’angiogenèse est actuellement en cours d’investigation dans ce modèle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. DISCUSSION 
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L’activation endothéliale est une étape clé de l’angiogenèse physiologique et 

pathologique. Chez l’adulte, sous l’effet de facteurs environnementaux, les cellules 

endothéliales quiescentes dans les vaisseaux stables adoptent un phénotype activé qui se 

caractérise par la prolifération des cellules endothéliales, la sécrétion de facteurs pro-

angiogéniques comme l’Ang-2, l’exocytose des WPBs et la relocalisation à la surface 

cellulaire de protéines nucléaires comme la nucléoline. La déstabilisation de l’endothélium 

qui en résulte provoque un détachement des péricytes nécessaires au maintien de la 

quiescence et de la stabilité des vaisseaux. Ainsi, la perte des péricytes provoquée par 

l’activation endothéliale est un évènement important pour le remodelage du réseau 

vasculaire au cours de l’angiogenèse chez l’adulte. Si l’activation endothéliale est un 

phénomène transitoire dans l’angiogenèse physiologique, la persistance des stimuli pro-

angiogéniques dans des contextes pathologiques comme les cancers est responsable du 

maintien de l’activation endothéliale. Il en résulte que les cellules endothéliales restent dans 

un état activé inhibant le recrutement des péricytes et donc la stabilisation des vaisseaux 

nouvellement formés. Ce manque de maturation et de stabilisation des néo-vaisseaux 

génère un réseau vasculaire désorganisé et peu fonctionnel provoquant de l’hypoxie et la 

persistance des signaux pro-angiogéniques contribuant au maintien de l’activation 

endothéliale. Au cours de l’angiogenèse tumorale, l’absence de maturation de l’endothélium 

limite la distribution des chimiothérapeutiques et des cellules immunitaires tout en 

favorisant l’intravasation des cellules tumorales et la formation de métastases. Ainsi, il 

apparaît que l’inhibition de l’activation endothéliale puisse être une stratégie innovante 

dans le traitement de pathologies associées à une dérégulation de l’angiogenèse comme les 

cancers mais également les rétinopathies. Dans cette optique, le but de cette thèse a été 

d’étudier les mécanismes responsables de cette activation et son inhibition. Dans ce 

contexte, nous avons choisi d’étudier le rôle des WPBs et de la nucléoline au cours de 

l’angiogenèse et d’évaluer les effets de leur ciblage. 

 

1. Les mécanismes de l’activation endothéliale au cours de 

l’angiogenèse physiologique 

 

1.1. Le VEGF régule l’exocytose des WPBs et la sécrétion de l’Ang-2 

 

Nous avons montré in vitro que le VEGF induit une diminution de la densité des WPBs 

dans les cellules endothéliales et une augmentation importante de la quantité de vWF dans 



 

 - 172 - 

le surnageant des cellules (Article 2, Figure 5). Ce résultat montre que le VEGF induit la 

sécrétion du vWF via la régulation de l’exocytose des WPBs. Les WPBs contiennent 

également le facteur pro-angiogénique Ang-2 (Fiedler et al., 2004). Nous avons montré que 

la majorité de l’Ang-2 est contenue dans les WPBs et que seulement 10% de la quantité 

totale d’Ang-2 est présente sous forme de vésicules cytoplasmiques libres (Article 2, Figure 

5). Nous avons également mis en évidence que les cellules endothéliales activées 

contiennent une population hétérogène de WPBs, 40% des WPBs contenant de l’Ang-2 et 

60% des WPBs ne contenant pas d’Ang-2 (Article 2, Figure 5). De façon similaire aux 

résultats obtenus pour le vWF, nous avons montré que le VEGF induit une diminution de la 

densité des WPBs contenant de l’Ang-2 dans les cellules endothéliales et une augmentation 

de la quantité d’Ang-2 dans le surnageant des cellules (Article 2, Figure 5). S’il était déjà 

connu que le VEGF induit la sécrétion du vWF (Xiong et al., 2009), nous avons clairement 

montré que le VEGF induit la sécrétion du vWF via l’exocytose des WPBs. De plus, le VEGF 

induit l’exocytose spécifique de WPBs contenant de l’Ang-2 (Article 2, Figure 5) tandis que 

l’inhibition de la voie de signalisation du VEGF par l’utilisation d’un anticorps anti-VEGF 

diminue l’exocytose des WPBs contenant de l’Ang-2 (Article 2, Figure 6). In vivo dans le 

modèle murin de l’angiogenèse au cours du développement de la rétine, la distribution du 

VEGF est spatialement régulée et forme un gradient avec la plus forte concentration au 

niveau du front angiogénique et du plexus immature (Gerhardt et al., 2003). Dans ce 

modèle, nous avons montré que la distribution des WPBs dans le réseau vasculaire forme 

un gradient inversement corrélé au gradient de VEGF. La densité des WPBs est plus faible 

dans le plexus immature, exposé à de fortes concentrations de VEGF, que dans le plexus 

mature où le VEGF est moins abondant (Article 2, Figure 2). De façon cohérente, l’inhibition 

de la voie de signalisation du VEGF par l’injection d’un anticorps anti-VEGF perturbe la 

distribution des WPBs dans les vaisseaux de la rétine en développement. De façon similaire 

aux résultats obtenus in vitro dans les cellules endothéliales activées, l’inhibition du VEGF in 

vivo induit une augmentation de la densité des WPBs dans les vaisseaux angiogéniques sans 

modifier la densité des WPBs dans les vaisseaux stables près du nerf optique (Article 2, 

Figure 7). L’ensemble de ces résultats montre que l’inhibition du VEGF augmente la densité 

des WPBs dans les vaisseaux angiogéniques. Les résultats in vitro suggèrent que 

l’augmentation de la densité des WPBs pourrait être la conséquence d’une inhibition de 

l’exocytose. In vivo, nous ne pouvons pas corréler la densité des WPBs avec l’exocytose donc 

nous avons testé l’effet d’un traitement court avec l’anticorps anti-VEGF (5 heures) pour 

dissocier l’effet relativement rapide d’une inhibition de l’exocytose et les effets à plus long 
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terme comme des modifications d’expression génique ou l’inhibition de l’angiogenèse, 

sachant que les traitements prolongés avec l’anti-VEGF inhibent l’angiogenèse (Gerhardt et 

al., 2003). Nous avons montré que l’inhibition du VEGF dans ces conditions induit 

également une augmentation de la densité des WPBs au niveau du front angiogénique mais 

n’a pas d’effet dans les vaisseaux stables (Article 2, Figures S4A et S4B). L’ensemble de ces 

données suggèrent que l’inhibition du VEGF augmente la densité vasculaire des WPBs en 

bloquant leur exocytose dans ce modèle. Ainsi, le VEGF pourrait induire l’exocytose des 

WPBs contenant de l’Ang-2 au niveau du front angiogénique. 

 

1.2. Quelles voies de signalisation du VEGFR-2 pourraient réguler 

l’exocytose des WPBs contenant de l’Ang-2 ? 

 

L’équipe d’Hellmut G. AUGUSTIN a montré que le stockage de l’Ang-2 et de la P-

sélectine dans les WPBs est mutuellement exclusif, ce qui confirme l’hétérogénéité des 

WPBs (Fiedler et al., 2004). Puisque les WPBs sont impliqués dans des évènements 

biologiques aussi variés que la coagulation, l’inflammation ou l’angiogenèse, il est possible 

que chaque population de WPBs réponde de manière préférentielle au stimulus 

correspondant. Par exemple, il est possible que les WPBs contenant la P-sélectine 

répondent fortement à l’histamine, un puissant médiateur de l’inflammation et des 

réponses d’hypersensibilité immédiate. De la même façon, nous avons montré que le VEGF 

induit l’exocytose des WPBs contenant de l’Ang-2 et la mobilisation des vésicules 

cytoplasmiques d’Ang-2 (Article 2, Figure 5). La sécrétion du vWF par le VEGF met en jeu la 

phosphorylation de la tyrosine 1175 du VEGFR-2 (Xiong et al., 2009). Le VEGFR-2 activé 

mobilise ensuite au moins deux cascades de signalisation : la voie de la PLC-γ et la voie de 

l’AC et de la PKA. Après la fixation du VEGF, la voie de la PLC-γ activée par la 

phosphorylation Y1175 du VEGFR-2 met en jeu le Ca2+ intracellulaire (Xiong et al., 2009) et 

la PKC-δ (Lorenzi et al., 2008) tandis que la voie de l’AC utilise l’AMPc (Xiong et al., 2009). 

Par ailleurs, nous avons montré que la thrombine induit également l’exocytose des WPBs 

Ang-2+ (Article 2, Figure S3B). La fixation de la thrombine sur les récepteurs PARs induit 

l’exocytose des WPBs via l’activation des voies de signalisation de l’AC (Cleator et al., 2006) 

et de la PLC-γ / Ca2+ intracellulaire (Rondaij et al., 2008 ; van den Biggelaar et al., 2014). 

Ainsi, il est possible que l’exocytose des WPBs Ang-2+ induite par le VEGF implique ces 

voies de signalisation. Des études complémentaires seraient nécessaires pour déterminer 
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avec certitude les voies de signalisation spécifiquement impliquées dans l’exocytose des 

WPBs Ang-2+ induite par le VEGF au cours de l’angiogenèse physiologique. 

 

1.3. L’Ang-2 pourrait-elle être sécrétée par d’autres voies que par 

l’exocytose des WPBs ? 

 

Nous avons montré que l’Ang-2 est sécrétée par les cellules endothéliales activées par 

le VEGF et que la sécrétion de l’Ang-2 est liée à l’exocytose des WPBs qui la contiennent. 

Cependant, nous avons également observé qu’une faible proportion de l’Ang-2 n’est pas 

contenue dans les WPBs et qu’elle est aussi présente sous la forme de vésicules 

cytoplasmiques libres, suggérant une autre voie de stockage et de sécrétion de l’Ang-2 que 

celle passant par les WPBs (Article 2, Figure 5). Il serait intéressant de compléter les 

analyses pour caractériser ces particules d’Ang-2. Une étude récente a montré une sécrétion 

basale de l’Ang-2 via des exosomes et la voie de signalisation PI3K/Akt/eNOS par des 

cellules endothéliales quiescentes (Ju et al., 2014). Les exosomes sont de petites vésicules 

intracellulaires faisant l’objet d’un nombre grandissant d’études en raison de leur rôle 

majeur dans la communication intercellulaire. Nous avons observé in vitro que le traitement 

des cellules endothéliales avec du VEGF pendant 3 heures induit une augmentation du 

nombre de vésicules d’Ang-2 dans le cytoplasme, ces particules étant plus petites que les 

WPBs et non marquées par l’anticorps anti-vWF (Article 2, Figure 5). Il est envisageable que 

le VEGF puisse induire à la fois une sécrétion de l’Ang-2 via l’exocytose des WPBs qui la 

contiennent et une accumulation de l’Ang-2 dans d’autres types de vésicules pour un autre 

mode de sécrétion. Ainsi, la nature et le comportement de ces vésicules restent à 

caractériser. Il est également envisageable que le VEGF induise une concentration de l’Ang-

2 dans ces vésicules qui pourront fusionner avec les WPBs pour enrichir la population de 

WPBs Ang-2+ pour répondre efficacement à un stimulus pro-angiogénique. Enfin, il est 

possible que ce traitement relativement court des cellules endothéliales avec le VEGF 

suffise à initier l’augmentation de l’expression de l’Ang-2, sachant que le VEGF peut 

augmenter l’expression de l’Ang-2 (Mandriota et Pepper, 1998 ; Oh et al., 1999). Quoiqu’il 

en soit, la sécrétion de l’Ang-2 via l’exocytose des WPBs est probablement la principale voie 

de sécrétion de l’Ang-2 par les cellules endothéliales activées étant donné que 90% de 

l’Ang-2 intracellulaire est contenue dans les WPBs et que la fraction non associée aux WPBs 

est largement minoritaire. 
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1.4. L’exocytose des WPBs inhibe le recrutement des péricytes sur les 

vaisseaux activés 

 

Le recouvrement des vaisseaux par les péricytes a également été étudié dans le 

modèle du développement vasculaire de la rétine. Nous avons quantifié pour la première 

fois le recouvrement du réseau vasculaire de la rétine en développement par les péricytes. 

Nous avons montré que le recouvrement des vaisseaux est maximal dans le plexus mature 

(98% de recouvrement) et diminue graduellement vers le plexus immature où seulement 

40% de l’aire vasculaire est recouverte par des péricytes (Article 2, Figure 3). Les péricytes 

ne sont pas détectables au niveau des « tip cells » (Article 2, Figures 3 et S2), un phénotype 

décrit dans la littérature comme une période de temps au cours du développement appelée 

fenêtre de plasticité pendant laquelle l’absence de péricytes permet aux cellules 

endothéliales activées d’être sensibles aux facteurs pro-angiogéniques et de remodeler le 

réseau vasculaire (Benjamin et al., 1998). Ainsi, nous avons mis en évidence une corrélation 

spatiale entre la densité des WPBs et le recouvrement des vaisseaux par des péricytes au 

cours de l’angiogenèse physiologique, ce qui suggérait que le gradient de VEGF régule à la 

fois l’exocytose des WPBs et le recrutement des péricytes. L’inhibition du VEGF par 

l’injection intravitréenne d’un anticorps anti-VEGF augmente le recouvrement des 

vaisseaux par des péricytes dans le plexus immature mais n’a pas d’effet dans le plexus 

mature (Article 2, Figure 7), suggérant un lien fonctionnel entre l’exocytose des WPBs et le 

recrutement des péricytes sur les vaisseaux. In vitro, nous avons montré que l’inhibition de 

l’exocytose des WPBs et de la sécrétion liée d’Ang-2 par les cellules endothéliales traitées 

avec l’anti-VEGF favorise la migration des péricytes et que cet effet est perdu par l’ajout 

d’Ang-2 recombinante, suggérant que l’Ang-2 inhibe directement la motilité des péricytes 

(Article 2, Figure 6). Dans la rétine, l’Ang-2 induit un détachement des péricytes associé aux 

rétinopathies diabétiques (Hammes et al., 2004) tandis que l’inhibition de l’Ang-2 favorise 

au contraire le recrutement des péricytes (Hammes et al., 2004 ; Srivastava et al., 2014 ; 

Park et al., 2017). Ainsi, nous avons montré que le gradient de VEGF régule l’exocytose des 

WPBs contenant de l’Ang-2 puisque le traitement avec l’anti-VEGF provoque l’apparition de 

WPBs contenant de l’Ang-2 au niveau du plexus immature (Article 2, Figure S4C). Ces 

résultats suggèrent que l’Ang-2 libérée inhiberait le recrutement des péricytes pour 

maintenir la fenêtre de plasticité nécessaire au remodelage du réseau vasculaire au cours 

de l’angiogenèse physiologique (Article 2, Figure 8). Toutefois, l’observation par 

immunofluorescence de l’Ang-2 contenue dans les WPBs de la rétine est techniquement 
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compliquée, probablement parce qu’il s’agit d’une petite protéine relativement peu 

abondante. 

 

1.5. Par quels mécanismes l’Ang-2 pourrait-elle réguler le recrutement 

des péricytes sur les vaisseaux ? 

 

Dans la rétine en développement, l’Ang-2 est fortement exprimée au niveau du front 

angiogénique, où elle participe à la migration des « tip cells » et à la prolifération des « stalk 

cells », tandis que son expression diminue significativement dans les monocouches 

confluentes de cellules endothéliales quiescentes (Felcht et al., 2012). Il a été montré que les 

effets différents de l’Ang-2 entre les « tip cells » et les « stalk cells » dépendent des 

récepteurs activés par l’Ang-2. A la différence des « stalk cells », les « tip cells » n’expriment 

pas le récepteur Tie-2. Par conséquent, l’Ang-2 favorise la migration des « tip cells » en 

activant les intégrines avb3, avb5 et a5b1 (Brooks et al., 1994 ; Koh et al., 2010 ; Pan et al., 

2011 ; Felcht et al., 2012) tandis que l’Ang-2 favorise la prolifération des « stalk cells » en se 

fixant sur le récepteur Tie-2 (Felcht et al., 2012). Si l’Ang-2 agit de manière autocrine sur les 

cellules endothéliales activées en favorisant le « sprouting » et l’angiogenèse, des données 

suggèrent que l’Ang-2 pourrait aussi réguler le recrutement des péricytes. Nous avons in 

vitro montré que l’Ang-2 sécrétée par les cellules endothéliales activées inhibe l’adhérence 

(Figure 25) et la migration des péricytes (Article 2, Figure 6). Dans les rétines en 

développement, nous avons montré un lien fonctionnel entre l’exocytose des WPBs 

contenant de l’Ang-2 et le recouvrement des vaisseaux par les péricytes. L’ensemble de ces 

données suggèrent un effet direct de l’Ang-2 sur la régulation du recrutement des péricytes. 

Toutefois, les mécanismes moléculaires par lesquels l’Ang-2 régule le recrutement des 

péricytes ne sont pas encore totalement compris. Nous avons proposé que l’Ang-2 pourrait 

réguler directement le recrutement des péricytes en inhibant l’activation des intégrines b1 

par des protéines matricielles comme le collagène de type I (Figure 25). Des études 

complémentaires seraient à prévoir pour déterminer précisément les intégrines 

impliquées. Par ailleurs quelques groupes ont mis en évidence la présence du récepteur Tie-

2 sur les péricytes (Cai et al., 2008 ; Teichert et al., 2017), suggérant un effet direct de l’Ang-

2 sur les péricytes via Tie-2. L’équipe d’Hellmut G. AUGUSTIN a très récemment publié un 

article suggérant que l’Ang-2 inhibe la migration des péricytes en bloquant l’activation de 

Tie-2 par l’Ang-1, de façon similaire à la signalisation du système Angiopoïétines/Tie dans 

les cellules endothéliales (Teichert et al., 2017). L’activation de Tie-2 par l’Ang-1 active la 
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voie de signalisation AKT responsable de la phosphorylation de FOXO3A, un facteur de 

transcription impliqué dans la migration et l’invasion. FOXO3A phosphorylé est retenu dans 

le cytoplasme et inactivé. Au contraire, l’inhibition de Tie-2 par l’Ang-2 empêcherait la 

phosphorylation de FOXO3A et favoriserait son accumulation dans le noyau des péricytes. 

 

1.6. D’autres facteurs pourraient-ils réguler l’angiogenèse et le 

recrutement des péricytes sur les vaisseaux ? 

 

Plusieurs études suggèrent un rôle direct du vWF sur l’angiogenèse en utilisant des 

modèles in vitro et in vivo dans lesquels la déplétion du vWF par siRNA dans les cellules 

endothéliales en culture ou par manipulation génétique dans les souris KO vWF-/- résulte en 

l’absence de WPBs. L’équipe d’Anna M. RANDI a montré que la déplétion du vWF par siRNA 

dans des HUVECs inhibe les tests d’angiogenèse comme la formation de tubes, l’adhérence, 

la migration et la prolifération des cellules endothéliales (Starke et al., 2011), ce qui suggère 

que le vWF régule l’angiogenèse. Cette même équipe a montré in vivo que le réseau 

vasculaire de l’oreille est plus dense chez les souris KO vWF-/- que chez les animaux WT 

(Starke et al., 2011), ce qui corrobore nos résultats obtenus dans le réseau vasculaire murin 

et dans le modèle des anneaux aortiques. En effet, nous avons montré que le réseau 

vasculaire de la rétine en développement est plus avancé chez les souris KO vWF-/- que chez 

les souris WT (Figure 26) et qu’il y a davantage de nouveaux vaisseaux se formant à partir 

des anneaux aortiques de souris KO vWF-/- (Figure 27). Une autre équipe a montré que le 

recrutement des péricytes sur les vaisseaux des rétines des souris KO vWF-/- est retardé 

puis compensé (Scheppke et al., 2012), suggérant que l’absence des WPBs perturbe le 

recrutement des péricytes et que cet effet pourrait être directement lié à l’absence du vWF, 

montré pour favoriser l’adhérence des péricytes via l’intégrine avb3 (Felcht et al., 2012) ou 

indirectement lié à l’absence du vWF. En effet, la sécrétion de l’Ang-2 est augmentée dans 

les HUVECs déplétées en vWF par siRNA, suggérant que le vWF régule l’expression de l’Ang-

2 ou que l’absence des WPBs perturbe la sécrétion de l’Ang-2 (Starke et al., 2011). 

L’ensemble de ces données suggèrent que l’absence des WPBs pourrait entrainer une 

dérégulation de la sécrétion de l’Ang-2 et que l’exocytose des WPBs pourrait exercer une 

régulation fine et locale de la sécrétion de l’Ang-2 et du vWF participant à la régulation du 

recrutement des péricytes. S’il est probable que d’autres facteurs sécrétés par les cellules 

endothéliales soient impliqués dans le recrutement des péricytes, notamment le PDGFB, il 

est possible que le vWF lui-même joue un rôle dans le recrutement des péricytes. En effet, 
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l’exocytose des WPBs permet avant tout la sécrétion de relativement grandes quantités de 

vWF, en plus des autres facteurs que les WPBs peuvent contenir. Nous avons observé dans 

les rétines en développement marquées avec l’anticorps anti-vWF que le vWF sécrété en 

dehors des vaisseaux tend à s’accumuler au niveau des branchements vasculaires dans le 

plexus immature des rétines (Article 2, Figures 2 et 4). De façon intéressante, c’est à ce 

même niveau que nous observons la plus forte intensité de marquage avec l’anticorps anti-

NG2 (Article 2, Figures 3 et 4), suggérant que le corps cellulaire des péricytes s’appose 

précisément à l’endroit où le vWF sécrété est concentré, ce qui suggère que le vWF sécrété 

pourrait favoriser l’adhérence des péricytes et que la régulation spatiale de l’exocytose des 

WPBs et de la sécrétion du vWF pourrait indiquer aux péricytes l’endroit où ils doivent se 

positionner pour stabiliser les nouvelles branches vasculaires. De façon cohérente, il a été 

montré que l’intégrine avb3 exprimée par les péricytes (Kappert et al., 2001) peut se lier au 

vWF sécrété par les cellules endothéliales et que cette interaction pourrait favoriser le 

recrutement des péricytes et la maturation des vaisseaux sanguins (Scheppke et al., 2012). 

 

1.7. Conclusion 

 

Ainsi, le recrutement des péricytes au cours de l’angiogenèse pourrait être régulé par 

un système complexe mettant en jeu un équilibre entre le vWF, l’Ang-2, le récepteur Tie-2, 

le PDGFB, le VEGFR-2 et des intégrines dont l’intégrine avb3 (Figure 28). 
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Figure 28 : modèle de régulation du recrutement des péricytes par l’exocytose des 

WPBs. Pendant l’angiogenèse développementale de la rétine, les vaisseaux du plexus mature 

sont stables et abondamment recouverts par des péricytes tandis que les vaisseaux du front 

angiogénique sont activés par de fortes quantités de VEGF. Dans ce modèle, le VEGF induirait 

l’exocytose des WPBs au niveau du front angiogénique. L’Ang-2 sécrétée pourrait d’une part 

favoriser la migration des « tip cells » (Felcht et al., 2012) et d’autre part inhiber le 

recrutement des péricytes sur les vaisseaux angiogéniques. Ainsi, nous proposons un modèle 

dans lequel l’exocytose des WPBs régule le recrutement des péricytes sur le réseau vasculaire 

en développement. Modèle présenté dans l’Article 2 (Figure 8). 

 

L’Ang-2 induit une signalisation autocrine sur les cellules endothéliales via sa fixation 

sur le récepteur Tie-2 et favorise l’angiogenèse (Thomas et al., 2009) et la déstabilisation 

des vaisseaux en synergie avec le VEGFR-2 (Felcht et al., 2012 ; Daly et al., 2013). Les WPBs 

pourraient participer à la régulation du stockage et de la sécrétion localisée de l’Ang-2, 

d’autant que des travaux récents ont montré qu’une sécrétion élevée localisée d’Ang-2 dans 

le cœur des souris KO vWF-/- s’accompagne de défauts morphologiques et fonctionnels 

vasculaires localisés tels que des microhémorragies (Yuan et al., 2016). Nous pouvons par 

ailleurs supposer que la régulation de la sécrétion localisée de l’Ang-2 et du vWF par 

l’exocytose des WPBs régule l’angiogenèse mais aussi le recrutement des péricytes, puisque 
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le récepteur Tie-2 a été retrouvé sur les péricytes (Cai et al., 2008 ; Teichert et al., 2017) et 

que nous avons montré in vitro un effet inhibiteur direct de l’Ang-2 sur l’adhérence (Figure 

25) et sur la migration (Article 2, Figure 6) des péricytes. 

 

Cependant dans l’hypothèse où l’exocytose des WPBs régule directement le 

recrutement des péricytes via la régulation de la sécrétion du vWF et de l’Ang-2, nous nous 

retrouvons dans une situation où se trouvent sécrétés au même endroit et au même 

moment de l’Ang-2, qui inhiberait le recrutement des péricytes, et du vWF qui pourrait 

favoriser le recrutement des péricytes. Des études complémentaires sont à envisager pour 

clarifier ces évènements moléculaires et cellulaires survenant au cours de l’angiogenèse. Il 

est notamment possible que l’Ang-2 et le vWF sécrétés puissent former un complexe et 

entrer en compétition pour la signalisation sur l’intégrine avb3, ou que les effets de 

chacune des protéines soit une question de cinétique. L’Ang-2 sécrétée pourrait dans un 

premier temps inhiber l’adhérence et la migration des péricytes pour laisser une fenêtre de 

plasticité ouverte permettant le remodelage vasculaire, puis l’Ang-2 pourrait être dégradée 

par les protéases matricielles ou totalement fixée sur les récepteurs Tie-2 et les intégrines 

des cellules endothéliales et des péricytes, laissant le vWF seul et rendant possible le 

recrutement des péricytes via la fixation de l’intégrine avb3 des péricytes sur le vWF 

sécrété. 

 

2. L’inhibition de l’activation endothéliale au cours de 

l’angiogenèse tumorale 

 

2.1. Le ciblage de la nucléoline inhibe l’activation endothéliale 

 

La nucléoline est exprimée à la surface des cellules en prolifération, notamment les 

cellules tumorales (Hoja-Lukowicz et al., 2009 ; Galzio et al., 2012) et les cellules 

endothéliales activées (Christian et al., 2003). Dans l’Article 1, nous avons étudié l’effet du 

ciblage de la nucléoline de surface par le peptide N6L sur les vaisseaux tumoraux et nous 

avons montré que l’inhibition de la nucléoline de surface par ce peptide présente des effets 

anti-tumoraux, anti-angiogéniques et normalisateurs des vaisseaux tumoraux. Dans les 

tumeurs, l’activation des cellules endothéliales par des facteurs pro-angiogéniques comme 

le VEGF induit la prolifération des cellules endothéliales et la sécrétion de facteurs pro-
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angiogéniques comme l’Ang-2 (Audero et al., 2001). Dans les cellules endothéliales, nous 

avons montré que le ciblage de la nucléoline de surface par le N6L provoque d’une part un 

arrêt du cycle cellulaire et de la prolifération (Article 1, Figure 5A) et d’autre part une 

modification du profil de sécrétion in vitro (Article 1, Figure 5C et Tableau S1). Plusieurs 

études suggèrent un rôle de la nucléoline dans la régulation du cycle cellulaire, bien que les 

détails moléculaires ne soient pas encore totalement connus. Il a été montré notamment 

que les effets de la nucléoline sur le cycle cellulaire pourraient être liés à son rôle dans la 

régulation de la biogenèse des ribosomes (Roger et al., 2003), à son interaction avec la 

protéine Rb impliquée dans la progression du cycle cellulaire (Grinstein et al., 2006) ou 

encore à sa phosphorylation par les kinases CKII et Cdc2 (Srivastava et Pollard, 1999 ; 

Grinstein et al., 2007). Il serait intéressant de déterminer si l’arrêt de la prolifération des 

cellules endothéliales induit par le ciblage de la nucléoline de surface par le N6L est lié à 

l’une de ces fonctions de la nucléoline. Par ailleurs, nous avons montré que le ciblage de la 

nucléoline de surface par le N6L diminue la sécrétion de l’Ang-2 par les cellules 

endothéliales in vitro (Article 1, Figures 5C et Tableau S1) et la quantité d’Ang-2 dans le 

plasma des souris traitées avec le N6L (Article 1, Figure 6B) alors même que la quantité 

plasmatique d’Ang-2 est augmentée par la présence de la tumeur (Article 1, Figure 6A). 

Comment l’inhibition de la nucléoline pourrait-elle réguler la sécrétion de l’Ang-2 ? L’Ang-2 

étant stockée dans les WPBs (Fiedler et al., 2004 ; Article 2, Figure 5D), nous avons observé 

l’effet de l’inhibition de la nucléoline par le N6L sur la densité des WPBs dans les cellules 

endothéliales et nous avons montré que le ciblage de la nucléoline par le N6L provoque une 

augmentation du nombre de WPBs dans les cellules endothéliales (Article 1, Figures 5D et 

5E), ce qui suggère que le ciblage de la nucléoline inhibe l’exocytose des WPBs. L’ensemble 

de ces résultats suggèrent que l’inhibition de la nucléoline de surface inhibe l’activation 

endothéliale et favorise le retour des cellules endothéliales vers un phénotype quiescent. 

 

2.2. Par quels mécanismes le ciblage de la nucléoline sur les cellules 

endothéliales pourrait-il inhiber la sécrétion de l’Ang-2 ? 

 

Concernant les mécanismes par lesquels la nucléoline pourrait réguler la sécrétion de 

l’Ang-2 par les cellules endothéliales, plusieurs hypothèses sont à vérifier. Nous avons 

montré que le traitement des cellules endothéliales avec le N6L pendant 5 heures induit une 

diminution de la sécrétion de l’Ang-2 (Article 1, Figures 5C et Tableau S1) et qu’un 

traitement de 72 heures induit une diminution de l’expression de la protéine (Article 1, 



 

 - 182 - 

Figures 5H et 5I). Ces données suggèrent que l’inhibition de la nucléoline de surface par le 

N6L pourrait dans un premier temps inhiber l’exocytose des WPBs contenant de l’Ang-2 et 

dans un second temps modifier le niveau d’expression de l’Ang-2. Comment l’inhibition de 

la nucléoline pourrait-elle inhiber l’exocytose des WPBs ? Il a été montré que la nucléoline 

de surface exerce un rôle de transporteur pour de nombreux ligands qu’elle fixe à la surface 

et internalise vers le noyau ou le cytoplasme via le cytosquelette d’actine (Hovanessian et 

al., 2000), assurant un rôle de navette. Or l’exocytose des WPBs est elle aussi dépendante du 

cytosquelette d’actine (de Wit et van Mourik, 2001 ; Manneville et al., 2003 ; Rondaij et al., 

2006b ; Rojo Pulido et al., 2011). Ainsi, l’inhibition de la nucléoline de surface pourrait 

inhiber l’exocytose des WPBs via le cytosquelette d’actine. Par ailleurs, il semble que 

l’exocytose des WPBs contenant de l’Ang-2 puisse être liée à l’activation de cascades de 

signalisation en aval du VEGFR-2 impliquant le Ca2+ intracellulaire, comme discuté plus 

haut. Une étude a montré que la nucléoline peut fixer le Ca2+ via son domaine N-terminal et 

qu’elle pourrait réguler des fonctions cellulaires associées à l’élévation du taux de Ca2+ 

intracellulaire ou l’expression de gènes (Gilchrist et al., 2002). Il serait intéressant de voir si 

la nucléoline ne pourrait pas réguler l’exocytose des WPBs via la régulation de la quantité 

de Ca2+ intracellulaire. Par ailleurs, nous avons montré dans l’Article 1 que l’inhibition de la 

nucléoline de surface par le N6L ou de la nucléoline totale par siRNA diminue l’expression 

de l’Ang-2 par les cellules endothéliales (Article 1, Figures 5F-5I). Il serait intéressant de 

vérifier plusieurs hypothèses d’un possible lien entre la nucléoline et l’expression de l’Ang-

2. La nucléoline pourrait réguler indirectement l’expression de l’Ang-2 et la diminution de 

l’expression de l’Ang-2 observée pourrait être un effet aspécifique de l’inhibition des 

fonctions de la nucléoline dans la biogenèse des ribosomes et la traduction protéique ou 

bien la conséquence de l’arrêt du cycle cellulaire. Il a été montré que l’expression de l’Ang-2 

est diminuée dans les cellules endothéliales quiescentes (Maisonpierre et al., 1997, 

Augustin et al., 2009). Puisque l’inhibition de la nucléoline induit un arrêt du cycle cellulaire 

et un blocage de la prolifération des cellules endothéliales (Article 1, Figure 5A), il est 

possible que la diminution observée de l’expression de l’Ang-2 puisse être expliquée par 

l’inhibition de l’activation endothéliale et le retour des cellules endothéliales vers un 

phénotype quiescent. Au contraire, la nucléoline pourrait directement réguler l’expression 

de l’Ang-2. Il a été montré que la nucléoline régule la durée de vie de nombreux ARNm 

(Abdelmohsen et Gorospe, 2012). Il est envisageable que la nucléoline puisse stabiliser 

l’ARNm de l’Ang-2 et que l’inhibition de la nucléoline favorise une dégradation précoce de 
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l’ARNm de l’Ang-2, expliquant les diminutions observées de la quantité de protéine (Article 

1, Figure 5H) et d’ARNm (Article 1, Figure 5I). 

 

2.3. Les effets du ciblage de la nucléoline sur les cellules endothéliales 

pourraient-ils être liés au VEGF ? 

 

Nous avons montré dans l’Article 1 que le ciblage de la nucléoline inhibe l’activation 

des cellules endothéliales, or l’activation endothéliale est intrinsèquement liée au VEGF. De 

plus, il a été montré que le VEGF favorise la relocalisation de la nucléoline du noyau vers la 

surface cellulaire où elle favorise la migration et la formation de tubes (Huang et al., 2006), 

ce qui suggère une étroite relation entre la nucléoline et le VEGF. Enfin, il a été montré que 

la nucléoline peut se lier aux glycosaminoglycanes (GAGs), des récepteurs de faible affinité 

présents à la surface cellulaire (Liu et Yung, 1999 ; Joo et al., 2005), ce qui suggère que la 

nucléoline à la surface des cellules endothéliales pourrait favoriser la fixation du VEGF sur 

le VEGFR-2 via un complexe avec des GAGs. Par conséquent, il est envisageable que les 

différents effets observés sur les cellules endothéliales puissent être liés à l’inhibition de la 

voie de signalisation du VEGF suite au ciblage de la nucléoline par le N6L. En effet, nous 

avons montré que l’inhibition de la nucléoline par le N6L inhibe la prolifération des cellules 

endothéliales (Article 1, Figure 5A). Or le VEGF favorise la prolifération des cellules 

endothéliales via le VEGFR-2 (Cross et al., 2003). De plus, nous avons montré que le ciblage 

de la nucléoline par le N6L inhibe la sécrétion de l’Ang-2 probablement en inhibant 

l’exocytose des WPBs (Article 1, Figures 5C et Tableau S1). Nous avons montré dans 

l’Article 2 que le VEGF induit l’exocytose des WPBs contenant de l’Ang-2 et que la régulation 

spatio-temporelle de l’exocytose des WPBs au cours du développement pourrait permettre 

une régulation fine de la sécrétion de l’Ang-2 (Article 2, Figure 5). Enfin, nous avons montré 

que l’inhibition de la nucléoline peut diminuer l’expression de l’Ang-2 (Article 1, Figures 5H 

et 5I), par un mécanisme qui reste à déterminer. Toutefois, les mécanismes par lesquels 

l’inhibition de la nucléoline pourrait interférer avec la signalisation du VEGFR-2 ne sont pas 

encore clairs. Il a été montré dans des lignées tumorales que le ciblage de la nucléoline de 

surface par le N6L induit son internalisation (Destouches et al., 2008 ; Destouches et al., 

2011). Ainsi, il est possible que le traitement des cellules endothéliales par le N6L induise 

l’internalisation de la nucléoline et que la disparition de la nucléoline de surface inhibe la 

fixation du VEGF sur le VEGFR-2. Il serait intéressant de vérifier si la nucléoline peut se lier 
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au VEGF et/ou au VEGFR-2 ou si le niveau de phosphorylation du VEGFR-2 est diminué 

dans des cellules endothéliales traitées avec du N6L. 

 

2.4. L’inhibition de l’activation endothéliale favorise la normalisation des 

vaisseaux tumoraux 

 

Les résultats de l’Article 1 montrent que le ciblage de la nucléoline de surface par le 

N6L inhibe l’activation des cellules endothéliales et favorise la normalisation des vaisseaux 

dans les tumeurs PDAC. La normalisation des vaisseaux se traduit par une diminution de 

l’aire vasculaire (Article 1, Figures 3A et 3B), une augmentation du recouvrement des 

vaisseaux par des péricytes (Article 1, Figures 3A, 3D et 3E) et une amélioration des 

fonctions vasculaires comme le montrent la diminution de l’hypoxie (Article 1, Figures 3H 

et 3I) et la distribution plus efficace de la doxorubicine (Article 1, Figure 7A) dans les 

tumeurs traitées au N6L. De plus, le modèle orthotopique réalisé dans les souris KO NCL+/- 

nous a permis de montrer que ces effets vasculaires sont au moins en partie directement 

liés au ciblage de la nucléoline sur les cellules endothéliales puisque l’inhibition spécifique 

de la nucléoline dans le stroma tumoral a également induit une diminution de l’aire 

vasculaire (Article 1, Figures S4D et S4E) et une augmentation du recouvrement des 

vaisseaux tumoraux par des péricytes (Article 1, Figures S4F et S4G). Le ciblage de la 

nucléoline s’accompagnant d’une augmentation du recouvrement des vaisseaux par des 

péricytes, nous proposons que l’inhibition de l’activation endothéliale induite par le ciblage 

de la nucléoline permette le recrutement des péricytes et la normalisation des vaisseaux 

tumoraux via la régulation de la sécrétion de plusieurs cytokines par les cellules 

endothéliales, notamment l’Ang-2. L’Ang-2 est connue pour induire le détachement des 

péricytes des vaisseaux (Hammes et al., 2004) et un ensemble de données présentées ci-

dessus suggèrent que l’Ang-2 pourrait agir directement sur les péricytes via le récepteur 

Tie-2 et des intégrines. De façon cohérente, l’inhibition de la sécrétion de l’Ang-2 par les 

cellules endothéliales, par siRNA ou par traitement avec le N6L, augmente la migration des 

péricytes (Article 1, Figures 6D et 6E). Ces résultats suggèrent que l’inhibition de 

l’activation endothéliale via le ciblage de la nucléoline favorise le recrutement des péricytes 

sur les vaisseaux tumoraux et que cet effet est lié à l’inhibition de la sécrétion de l’Ang-2 par 

les cellules endothéliales. Par ailleurs, nous avons également montré que l’inhibition de 

l’activation endothéliale se traduit par une augmentation de la sécrétion du PDGFB par les 

cellules endothéliales (Article 1, Tableau S1), l’un des facteurs les plus abondamment décrit 
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dans la régulation positive du recrutement des péricytes via le PDGFR-b (Hellström et al., 

2001). Cependant, nous n’avons pas observé d’augmentation de la quantité de PDGFB dans 

le plasma des souris porteuses de tumeurs PDAC et traitées au N6L, ce qui suggère que la 

régulation du recrutement des péricytes par le PDGFB n’est pas systémique mais plutôt 

finement régulée par la sécrétion locale de PDGFB. De plus, ce résultat suggère que 

l’inhibition de la nucléoline pourrait réguler plusieurs voies de sécrétion dans les cellules 

endothéliales, une voie dépendante des WPBs (sécrétion de l’Ang-2) et une voie 

indépendante des WPBs, le PDGFB n’étant pas un facteur contenu dans les WPBs. 

 

Ainsi, l’ensemble de ce travail propose une stratégie d’inhibition de l’activation 

endothéliale via le ciblage de la nucléoline de surface à la surface des cellules endothéliales 

activées (Figure 29). 

 

 
 

Figure 29 : caractéristiques de l’activation endothéliale et stratégie d’inhibition par le 

N6L. Pendant l’angiogenèse, l’activation endothéliale se traduit par la déstabilisation des 

vaisseaux s’accompagnant du détachement des péricytes, par la sécrétion de facteurs, par la 

prolifération des cellules endothéliales et par la relocalisation de protéines nucléaires comme 

la nucléoline à la surface cellulaire. Dans ce travail, nous avons montré que le ciblage de la 

nucléoline par le N6L inhibe l’activation endothéliale et favorise la normalisation des 

vaisseaux tumoraux. Modifié d’après Fagiani et al., 2013. 
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Nous avons montré que le ciblage de la nucléoline à la surface des cellules activées 

diminue la croissance et l’angiogenèse tumorales (Article 1) et que ces effets sont dus à la 

fois au ciblage de la nucléoline sur les cellules tumorales et sur les cellules stromales 

activées - notamment les cellules endothéliales - comme le suggère l’inhibition spécifique de 

la nucléoline dans le stroma des souris KO NCL+/-. Par des mécanismes qui restent à 

explorer, le ciblage de la nucléoline favorise le retour des cellules endothéliales vers un 

phénotype quiescent qui s’accompagne d’une diminution de la sécrétion de l’Ang-2 et d’une 

augmentation de la sécrétion du PDGFB qui favorisent le recrutement des péricytes sur les 

vaisseaux et la normalisation des vaisseaux tumoraux. Ainsi, le ciblage de la nucléoline et 

l’inhibition de l’activation endothéliale semblent être une stratégie prometteuse dans le 

traitement de pathologies associées à une dérégulation de l’angiogenèse. 
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L’activation endothéliale est l’étape la plus précoce de l’angiogenèse dont la 

dérégulation est impliquée dans des pathologies associées à un déficit structural et 

fonctionnel du réseau vasculaire. L’inhibition de l’activation endothéliale lors de 

l’angiogenèse tumorale a été menée dans le modèle de l’adénocarcinome pancréatique 

ductal (PDAC) en ciblant la nucléoline. Deux approches de ciblage de la nucléoline ont été 

évaluées, d’une part en utilisant le peptide antagoniste synthétique N6L et d’autre part en 

induisant un KO hétérozygote de la nucléoline. Dans les deux cas, l’inhibition de la 

nucléoline a montré avoir un effet anti-tumoral et anti-angiogénique lié à un effet direct de 

l’inhibition de la nucléoline sur les cellules tumorales mais aussi à l’effet de l’inhibition de la 

nucléoline sur les cellules endothéliales activées. L’inhibition de l’activation endothéliale 

s’est traduite par une perte du phénotype activé des cellules endothéliales, à savoir (1) une 

inhibition de la prolifération des cellules endothéliales activées traitées avec le N6L in vitro 

et (2) une inhibition de la sécrétion du facteur pro-angiogénique Ang-2 in vitro et in vivo. 

L’inhibition de l’activation endothéliale a permis le recrutement des péricytes et la 

normalisation des vaisseaux tumoraux. Le lien moléculaire entre l’activation endothéliale et 

le recrutement des péricytes a été étudié dans le modèle d’angiogenèse physiologique de la 

rétine. Dans ce modèle, ce travail a permis de montrer que le principal facteur pro-

angiogénique, le VEGF, régule la sécrétion de l’Ang-2 via l’exocytose contrôlée de 

compartiments de stockages spécifiques des cellules endothéliales appelés Corps de Weibel 

et Palade (WPBs). Ce travail a permis de montrer pour la première fois un rôle des WPBs au 

cours de l’angiogenèse. La régulation de l’exocytose des WPBs participe à la régulation de la 

sécrétion de l’Ang-2 qui contrôle à son tour le recrutement des péricytes sur les vaisseaux 

au cours de l’angiogenèse. Ainsi, les cellules endothéliales soumises à de fortes 

concentrations de VEGF sécrètent de l’Ang-2 via l’exocytose des WPBs et l’Ang-2 inhibe le 

recrutement des péricytes en inhibant l’adhérence et la migration. La régulation de 

l’exocytose des WPBs permet de moduler une « fenêtre de plasticité » pendant laquelle 

l’absence des péricytes permet aux cellules endothéliales de remodeler le réseau vasculaire 

grâce à la migration des « tip cells ». 

 

Si les effets de l’inhibition de l’activation endothéliale via le ciblage de la nucléoline 

ont été abondamment étudiés dans ce travail, les effets du ciblage de la nucléoline sont à 

intégrer dans la complexité du microenvironnement tumoral. En effet, il est probable que 

d’autres composants cellulaires du stroma tumoral soient impliqués dans la régulation de la 

croissance et de l’angiogenèse tumorales. Nous avons établi les effets de l’inhibition de la 
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nucléoline dans les cellules cancéreuses et les cellules endothéliales activées dans les 

tumeurs PDAC, mais le rôle des autres composants reste à envisager, notamment les 

cellules immunitaires et les fibroblastes activés. Nous avons commencé à étudier l’effet de 

l’inhibition de la nucléoline sur les cellules immunitaires en collaboration avec Caroline 

PILON et José COHEN de l’équipe « Immunopathologie rénale et immunomodulation en 

transplantation » de l’Institut Mondor de Recherche Biomédicale (IMRB, Créteil). Au-delà de 

l’intérêt que suscitent ces études pour la compréhension des mécanismes fondamentaux, 

ces travaux sont nécessaires en vue de la progression du peptide N6L dans les phases 

d’essais cliniques. Les résultats préliminaires, présentés en annexe 3, indiquent un rôle 

probable des cellules immunitaires dans la régulation de la croissance tumorale des 

tumeurs PDAC. Par ailleurs, d’autres travaux réalisés dans des modèles ectopiques et 

orthotopiques de tumeurs du pancréas ont montré une potentialisation des effets anti-

tumoraux et normalisateurs du N6L formulé en nanoparticules polyplexes. Ces résulats ont 

fait l’objet d’un article accepté tout récemment dans le journal Oncotarget et présenté en 

annexe 2. 

 

Enfin, l’angiogenèse pathologique est également impliquée dans d’autres maladies 

comme les rétinopathies. Ilaria CASCONE a développé un projet collaboratif avec l’équipe de 

Michel PAQUES à l’Institut de la Vision (Paris) pour étudier les effets de l’inhibition de 

l’activation endothéliale par le N6L dans des modèles murins de rétinopathies. Les résultats 

obtenus avec Marie DARCHE ont montré que l’injection intrapéritonéale de N6L inhibe 

l’angiogenèse dans deux modèles d’angiogenèse pathologique de la rétine : le modèle de 

rétinopathie induite par l’oxygène (OIR) et le modèle de l’occlusion veineuse. Ces travaux 

encourageants pour le traitement des rétinopathies font l’objet d’un article en préparation. 
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ANNEXES 

 

Annexe 1 : Matériels et méthodes supplémentaires de l’Article 1 

 

Cell culture 

Human PDAC cells lines were obtained and authenticated by ATCC. PANC-1 and MIA PaCa-2 

cells were obtained in 2011, Capan-2 cells in 2014 and frozen in aliquots. Fresh aliquots 

were used for each experiment of Supplementary Fig. 1. PANC-1, BxPC-3, MIA PaCa-2 and 

PDAC were cultured in DMEM 10% FBS, Capan-2 were cultured in McCoy’s 5A with 10% 

FBS. Murine pancreatic cancer cell line (Panc-02) was kindly provided by R. Ronca 

(University of Brescia) in 2016. Panc-02 cells were injected into the pancreas to generate a 

PDAC orthotopic mouse model as previously described (1) (Supplementary methods) 

showing similar tumor growth and histology. 

 

Antibodies 

Antibodies used in Western-Blotting were directed against nucleolin (rabbit polyclonal, 

Abcam ab22758), Ang-2 (goat polyclonal, R&D Systems AF623), β-tubulin (rabbit 

polyclonal, Abcam ab6046), GAPDH (mouse monoclonal, Invitrogen AM4300, clone 6C5), 

vinculine (mouse monoclonal, Sigma Aldrich V9131, clone hVIN-1) or β-actin (mouse 

monoclonal, Sigma Aldrich A3854, clone AC-15). Antibodies used for immunofluorescence 

were directed against nucleolin (rabbit polyclonal, Abcam ab22758), MECA32 (rat 

monoclonal, BD Pharmingen 550563, clone MECA-32), NG2 (rabbit polyclonal, Chemicon 

AB5320), PDGFR-β (goat polyclonal, R&D Systems AF1042), cleaved-caspase-3 (rabbit 

polyclonal, Cell signaling 9661), Ki67 (Pierce), human Ang-2 (goat polyclonal, R&D Systems 

AF623), mouse Ang-2 (goat polyclonal, Santa Cruz Biotechnology sc-7015), vWF (rabbit 

polyclonal, DAKO A0082), collagen-I (goat polyclonal, Santa Cruz Biotechnology sc-8784) 

and CA9 (Novus biologicals). 

 

siRNA sequences 

Nucleolin siRNA sequence: CCACAAGGAAAGAagacgaag. Ang-2 siRNA sequence: 

ACUGCAAUCUGACAGUUUATT. 
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Peptide constructs 

Synthesis of N6L is described in detail in Supplementary Methods of (2). Briefly, the lysine-

rich template is a 310 helical matrix composed respectively of 6 Lys-Aib-Gly repeats. The 

pseudotripeptide N6L is composed of 6 Lysψ[CH2N]Pro-Arg grafted onto the ε NH2 of the 

matrix Lys residues. 

 

Isolation of murine pancreatic ductal pancreatic cells (mPDAC) 

mPDAC cells were isolated from PDAC tumor-bearing mice. The pancreatic cancer GEMM 

model was from FVB/n background. The combined p53 point mutant and INK4a/Arf floxed 

mice - KIAPp48Cre had the following genetic make-up: p48cre, KrasLSL_G12D, p53R172H/+, 

Ink4a/Arfflox/+. Note that, the wild-type allele of corresponding tumor suppressor gene is 

lost under way to tumor formation. Mice were housed, fed, and treated in accordance with 

protocols approved by the committee for animal research at canton Vaud, Switzerland. 

Tumors were excised, minced and incubated at 37°C in stirring container for 20 minutes in 

5 mL of collagenase cocktail [collagenase cocktail: 25 mg collagenase type II (17101015, 

Gibco), 25 mg collagenase type IV (C5138, Sigma Aldrich), and 5 mg DNAse I (DP, 

Worthington) dissolved in 25 mL of DMEM (41965-039, Gibco)]. At the end of the 

incubation period the cells were filtered over a 70 µm mesh cell strainer (93070, SPL life 

sciences) into DMEM supplemented with 10% FBS. The cells were washed twice in DMEM 

(5 minutes at 300g at room temperature). The supernatant was discarded, the pellet was 

resuspended in DMEM with 10% FBS supplemented with penicillin, streptomycin and 

plated on collagen-coated plates. All cell lines were maintained in DMEM with 10% FBS on 

plastic. 

 

Cell proliferation and tumor cell migration and invasion 

Cells (1x104) treated with N6L or pretreated by 0.2 mM of NUCLEOLIN antibody (MS3 clone 

Santa Cruz) for 30 minutes were analyzed for cell viability (alamar blue, Invitrogen), by 

using the TECAN Infinite M1000 plate reader (Tecan, Durham, NC). For cell cycle analysis, 

cells were labeled with BrdU and processed for Milteny FACScan (FITC-BrdU flow kit, BD 

Bioscience Pharmingen). Cell cycle analysis was made on MACSQuantify ™ software version 

2.4. 
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Tumor cell migration and invasion was performed as previously described (3). For cell 

invasion, the upper chamber was incubated with 1% of Matrigel (BD Biosciences) before 

the experiment. 

ELISA, Western blotting and affinity isolation experiments 

HUVECs (15x104) were seeded in 12-well plate. The day after, cells were stimulated with 

N6L at the indicated concentrations for 5 hours in EGM-2 medium (Lonza). Starving 

medium was then added for 1 hour in presence or absence of N6L and cell supernatants 

were collected and cells were lysed. Ang-2 in cell lysates was analyzed by Western blotting. 

Ang-2 levels in cell supernatants were measured by using DuoSet methodology ELISA (R&D 

Systems DY623) and the TECAN Infinite M1000 plate reader (Tecan, Durham, NC). Ang-2 

amount in cell supernatants was normalized to the total protein amount of cells in each well 

calculated by BCA dosage (Pierce). HUVEC supernatants were also analyzed by Proteome 

Profiler Human Angiogenesis Array Kit (ARY007, R&D Systems). Plasmatic Ang-2 levels 

were analyzed by using Angiopoietin-2 mouse ELISA kit (Abcam) and von Willebrand factor 

as previously described (4). Ang-2 levels were normalized to von Willebrand factor 

plasmatic levels. Plasmatic PDGF-bb levels were measured by using DuoSet methodology 

ELISA (R&D Systems DY8464-05) and normalized to the amount of secreted vWF in the 

corresponding mouse plasma. 

Cell lysates were prepared in RIPA buffer and protein extraction from liver, tumor or 

healthy pancreas was performed with TRIzol. Protein samples were separated by SDS-PAGE 

transferred onto a 0.45 μm Immobilon-P membrane (Millipore) following standard 

protocols. Membranes were blocked with blocking buffer (Thermo scientific) and incubated 

with the indicated antibodies. Immunocomplexes were visualized by using the 

luminescence blotting substrate ECL Pierce or POD kit (Roche Applied Science). 

Chemiluminescence was imaged by an imager system (Biorad). 

For affinity isolation, cells were treated as previously described (Page N 2009). Biotin-

labeled N6L (10 µM) was incubated with HUVECs or PANC-1 cells. The complexes formed 

between biotin-labeled N6L and interacting proteins were isolated by purification of the 

lysates (Pierce, Thermo Fisher Scientific). The purified proteins were subjected to SDS-

PAGE and Western blot analysis by using anti-nucleolin antibody. 

 

CRISPR/Cas9 mediated knockout of Ncl 

To knockout the Ncl gene we used genome editing, one vector system (lentiCRISPRv2) was 

a gift from Feng Zhang (Addgene plasmid # 52961). sgRNAs were designed using the 
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CRISPRtool (http://crispr.mit.edu) to minimize potential off-target effects. sgRNA 

sequences are: sgRNA_1 CCGTTCTTAGCCCCCTTAGC: sgRNA_2 GGGAGCTGCCACTCCAGCTA; 

sgRNA_3 TTGTAGGCTGGCAAAACCCA; sgRNA_4 GAACCTGTTAAAGCAGCACC; sgRNA_5 

GAAAATGGCTCCTCCTCCAA; sgRNA_6 TTCAGGGGCTTCTTTCTGCT. Annealed sgRNA 

oligonucleotides targeting the murine Ncl were cloned into BsmbI (Thermoscientific) 

opened lentiCRISPR-v2 plasmid as described previously in (5). Ligated plasmids were 

transformed into competent Stbl3 cells (Invitrogen). For each construct, 3-5 individual 

colonies were picked grown in LB ampicillin media overnight. Plasmid from each colony 

was then isolated using a DNA minipreparation kit (Qiagen) and sequenced using hU6-

forward primer for validating the right integration. 

PDAC cells were transfected with plasmids at approximately 80 % confluence using 

Lipofectamine® 3000 Reagent (Thermo Fischer Scientific). We used puromycin (P9620 

Sigma Aldrich) treatment to select CRISPR/CAS9 transfected cells. 

 

Conditional Knockout of Ncl 

The conditional Ncl allele was obtained by floxing the third exon of the gene in a C57BL/6 

background. These mice were then crossed with the ubiquitously expressing, inducible Cre 

deleter strain C57BL/6-Gt(ROSA)26Sortm9(Cre/ESR1)Arte (abbreviated as Cre) in order to 

get Nclfl/WT;Cre+/- and Nclfl/fl;Cre+/- mice. NclWT/WT;Cre+/- were used as the controls. To induce 

deletion, mice were injected with 100 µL tamoxifen (10 mg/mL) in canola oil for 5 

consecutive days. 

For genotyping of the mice and to detect the deletion of the floxed exon, we used the 

oligonucleotides Lf 4783 (5’GGAGTAGTACATAGTGAAACCTTGTCT 3’) and Er 4784 (5’ 

TCCTCCTCAGCCACACTCTTGGC 3’) located at the 5’ and 3’ side of the floxed exon 

respectively. Using this pair of oligonucleotides, the wild type allele gives a fragment of 

1226 pb, the floxed allele: 1412 bp and the deleted allele a 402 bp fragment. 

Under these conditions, highly effective deletion is observed at the fifth day of injection and 

the Nclfl/fl;Cre+/- mice do not survive more than a few days, whereas the Nclfl/WT;Cre+/- mice 

do not show any visible changes after a month of observation. 

Ncl wt/wt or Ncl wt/flox mice were all treated by tamoxifen to generate Ncl +/+ or Ncl-/+ mice and 

injected with Panc-02 (105 cells/mouse in 50 µL) into the pancreas. After 3 weeks mice 

were sacrificed and tumors or liver tissues were frozen. 

 

BxPC-3 mouse model 



 

 - 220 - 

Subcutaneous xenograft BxPC-3 mice were generated by subcutaneously injecting BxPC-3 

cells (105 cells/mouse) into the right posterior flanks of 4 week-old nu/nu immunodeficient 

mice. Tumor growth was monitored twice a week, and when reached a volume of 

approximately 150-200 mm3, mice were randomized into the different treatment groups. 

At the end of the treatment the delivery of doxorubicin was performed and analyzed as 

detailed in the methods section. 

 

Measurement of tumor delivery of doxorubicin and vessel perfusion 

To measure the tumor delivery of doxorubicin mice were injected with 10 mg/kg 

doxorubicin hydrochloride (Sigma Aldrich) via the lateral tail vein 4 hours before sacrifice. 

Tumors and kidneys as controls were collected from each mouse and weighted. Samples 

were resuspended in a lysis buffer (0.25 K sucrose, 5 mM TrisHCl pH 7.6, 1 mM MgSO4, 1 

mM CaCl2) and homogenized in an ice-cold Potter homogenizer. 200 μL of each homogenate 

was placed into a new microcentrifuge tube containing 10% Triton X-100 and 1.5 mL 

acidified isopropanol, mixed and kept at –20°C overnight. Samples were centrifuge at 

15,000 g for 20 minutes. Doxorubicin was quantified by spectrophotometric analysis at 590 

nm using TECAN Infinite M1000 plate reader (Tecan, Durham, NC). These values were 

calculated as the fluorescence/weight ratio of the tumor divided by the 

fluorescence/weight ratio of the kidney and expressed as μ equivalents/g tissue of 

doxorubicin. Data are mean ± SD of triplicate aliquots from tumor homogenates. 

 

Tumor hypoxia analysis 

Tumor hypoxic areas were detected as previously described (6). Mice were injected with 60 

mg/kg pimonidazole hydrochloride (HP2-100 Hypoxyprobe Kit-Plus; Natural Pharmacia 

International Inc) 2 hours before sample collection. Pictures were taken with a Leica 

Aristoplan microscope equipped with a CoolSNAP CCD camera. Hypoxic cells were detected 

by performing immunofluorescence staining of frozen sections using an anti-CA9. 

 

RNA extraction and quantification by real-time quantitative PCR 

Total RNA from cells or tumors was extracted using the PureLink RNA Mini Kit (Ambion, 

Carlsbad, CA, USA) following the manufacturer’s instructions. One microgram of total RNA 

was reverse transcribed using the SuperScript III First-Strand Synthesis SuperMix 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Real-time quantitative PCR (qPCR) was performed using 

TaqMan Expression Assays and TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, 



 

 - 221 - 

Alameda, CA, USA) on a AriaMX Real-Time PCR System (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, USA). Data were analyzed using Agilent AriaMX version 1.0 software (Agilent 

Technologies) and normalized to GAPDH or to MECA32 mRNA level. Fold changes were 

calculated using the 2-ΔΔCt method. 

 

Immunofluorescence staining 

Frozen tumor sections were processed for immunofluorescence as previously described 

(Maione F., 2009). Sections were air-dried, fixed in zinc fixative (6.05g Tris, 0.35g Ca 

(C2H3O2)2, 2.5g Zn(C2H3O2)2, 2.5g ZnCl, 3.8 mL HCl 37%) for 10 minutes, saturated with 

BSA 3% for 1 hour at room temperature and incubated in primary antibodies, as indicated 

in figure legends, for 1 hour at room temperature. After washing, sections were incubated 

with secondary anti-rat, anti-rabbit or anti-mouse Alexa Fluor-488 or Alexa Fluor-594 

antibodies (Life technologies). Nuclei were stained with DAPI (Invitrogen). Fibrosis was 

stained as indicated in corresponding figure legend. 

For apoptosis in PDAC cells, cells were seeded on glass coverslips and fixed with 

paraformaldehyde (PAF) 4% 10 minutes and processed for cleaved caspase-3 similarly to 

PDAC tumor sections. For Alexa-546-N6L delivery, PDAC cells were pretreated or not with 

the nucleolin antibody (MS3 clone Santa Cruz), incubated with 1 mM of Alexa-546-N6L for 1 

hours and fixed by PAF 4% before microscope observations. For WPB staining in EC, 

HUVECs were seeded on glass coverslips. After N6L treatment, cells were fixed with 

methanol for 10 minutes (-20°C) and saturated with PBS-BSA 3% for 30 minutes (37°C). 

Anti-Ang-2 and anti-vWF primary antibodies were incubated for 45 minutes (37°C). 

Secondary antibodies were then incubated for 45 minutes (37°C) with 1 µg/mL DAPI to 

stain nuclei. Coverslips were mounted with Prolong (Molecular Probes) for long-term 

storage. 

 

Confocal microscopy quantifications 

Immunofluorescence images of tumor sections and PDAC were captured by using a FV1000 

IX81 laser-scanning confocal microscope (Olympus), with a 10x or 40x oil objective (NA 

1.3). Acquisitions were performed with the same settings on multiple tissue sections (5 

fields per mouse, n= 5 to 7) and included negative controls for determination of background 

staining, which was negligible. 

For pericyte coverage, confocal analysis quantification was performed as follow by a home-

made plugin for the ImageJ software (7). Red and green channels were segmented by using 
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a « Max Entropy » threshold (8). Blue channel corresponding to DAPI staining was 

threshold using the « Triangle » method (9). Overlapping of the binary areas obtained from 

the red and green channels resulted to the yellow area, the apparent collocation of 

juxtaposed red and green area. The yellow area divided by the vessel area (red area) was 

plotted as the percentage of pericyte coverage. ImageJ software was used to obtain the 

binary area of Ki67, cleaved caspase-3 or CA9 staining. 

For vessel branching quantification, tumor frozen sections of 20 mm were immunostained 

for vessel detection as indicated in Figure legends. Images were taken in Z every 0.5 mm and 

3D reconstruction was done by the Olympus software. The number of branches and of 

vessels was counted for each field. 

For the analysis of Ang-2 and Weibel-Palade body staining, images were captured by using a 

DSU IX81 microscope (Olympus) with a 40x oil objective (NA 1.3). vWF or Ang-2 positive 

objects were detected by threshold and quantified as the area of vWF or Ang-2 staining 

normalized to nuclei number. 
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Annexe 2 : Des polyplexes pseudopeptidiques cationiques 

multivalents pour le traitement du cancer (Article 3) 

 

Ce travail a été publié le 30 Septembre 2017 dans le journal Oncotarget. 
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Annexe 3 : Effet du N6L sur les cellules immunitaires dans les 

tumeurs PDAC 

 

Le ciblage de la nucléoline par le N6L dans le modèle murin orthotopique mPDAC 

présente des effets anti-tumoraux, anti-angiogéniques et normalisateurs des vaisseaux 

tumoraux. Dans l’Article 1, nous avons montré que ces effets sont liés à un ciblage des 

cellules tumorales mais aussi des cellules endothéliales, confirmé par le modèle murin 

orthotopique PANC-02 dans les souris KO NCL+/-. Cependant, il reste à envisager l’effet du 

ciblage de la nucléoline par le N6L sur les autres composants cellulaires du 

microenvironnement tumoral comme les cellules immunitaires ou les fibroblastes activés. 

Si nous avons clairement montré l’effet direct du N6L sur les cellules endothéliales, il est 

possible qu’une partie de ces effets vasculaires soit liée à une modification des 

communications intercellulaires. De plus, dans la perspective de l’utilisation du peptide N6L 

dans le traitement de patients atteints de tumeurs PDAC, l’effet du N6L sur la réponse 

immunitaire au sein des tumeurs reste à caractériser. Si le traitement N6L venait à inhiber 

la réponse immunitaire anti-tumorale, il faudrait alors envisager de l’associer à une 

immunothérapie favorisant la réponse immunitaire. 

 

Dans cette optique, Ilaria CASCONE s’est rapprochée de l’équipe « Immunopathologie 

rénale et immunomodulation en transplantation » dirigée par José COHEN (IMRB, France) 

pour adresser la question de l’effet du N6L sur les cellules inflammatoires et plus 

généralement sur la réponse immunitaire dans les tumeurs PDAC. Des expériences in vitro 

réalisées avec Caroline PILON à l’IMRB ont montré par cytométrie de flux que la nucléoline 

est exprimée à la surface des lymphocytes activés par un anticorps anti-CD3 qui stimule la 

prolifération clonale des lymphocytes, alors que la protéine est absente à la surface des 

lymphocytes non activés. De plus, le traitement des lymphocytes activés avec des doses 

croissantes de N6L (10 mM et 50 mM) induit une disparition dose-dépendante de la 

nucléoline de surface. Enfin, le traitement N6L inhibe de façon dose-dépendante la 

prolifération des lymphocytes activés par l’anticorps anti-CD3. Ces résultats ont été 

reproduis dans des lymphocytes murins. 

 

En parallèle, nous avons mis au point une méthode d’extraction et de caractérisation 

des cellules inflammatoires présentes dans les tumeurs orthotopiques mPDAC pour évaluer 

l’effet du traitement N6L sur les populations immunitaires in vivo. Très brièvement, les 
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tumeurs prélevées au terme des 4 semaines sont dissociées mécaniquement puis digérées 

pendant 1 heure dans du RPMI 10% FBS + 1,5 mg/mL de collagènase IV + 0,1 mg/mL de 

DNase I (37°C). La suspension cellulaire obtenue est filtrée par centrifugation dans des 

tamis cellulaires de 70 mm puis les cellules sont purifiées sur un gradient de Ficoll à raison 

de 20 mL de suspension cellulaire déposés sur 15 mL de Ficoll. Après 40 minutes de 

centrifugation à 400g, l’anneau de cellules immunitaires est récupéré, rincé et resuspendu 

dans du RPMI 10% FBS. Les populations immunitaires sont marquées avec des mix 

d’anticorps fluorescents reconnaissant des épitopes caractéristiques de chaque type 

cellulaire. Le marquage des épitopes de surface sont réalisés par incubation des cellules 

vivantes avec les mix d’anticorps pendant 30 minutes (4°C) puis les cellules sont fixées et 

perméabilisées pour procéder au marquage des épitopes intracellulaires. Enfin, les cellules 

marquées sont analysées par cytométrie de flux (MACSQuant, Miltenyi Biotec). Les 

populations de lymphocytes B, de lymphocytes T effecteurs et de lymphocytes T régulateurs 

ont été détectées par le marquage des épitopes suivants : 

 

v Détection des lymphocytes B : CD45, CD19 

v Détection des lymphocytes T totaux : CD45, CD3 

v Détection des lymphocytes T CD8 : CD45, CD3, CD8 

v Détection des lymphocytes T CD4 effecteurs : CD45, CD3, CD4 

v Détection des lymphocytes T CD4 régulateurs : CD45, CD3, CD4, Foxp3, CD25 

 

La Figure 30 montre les proportions des populations de lymphocytes B, de lymphocytes T 

effecteurs et de lymphocytes T régulateurs obtenues dans une expérience représentative. 

Les mêmes analyses ont été réalisées sur trois expériences in vivo indépendantes et les 

résultats présentés dans le Figure 30 ont été reproduits. 
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Figure 30 : détection des cellules immunitaires dans les tumeurs mPDAC. Après 

dissociation des tumeurs témoins injectées avec du PBS (Control) ou traitées avec du N6L 10 

mg/kg, les cellules immunitaires purifiées sont marquées avec des anticorps fluorescents et 

analysées par cytométrie de flux. (A) Proportions de lymphocytes B (LB) et lymphocytes T (LT) 

détectés repectivement avec les marqueurs CD19+CD3- et CD19-CD3+, parmi toutes les cellules 

immunitaires CD45+. (B) Détection des LT CD4+ et CD8+ parmi les lymphocytes T CD3+. (C) 

Détection des LT régulateurs CD25+ Foxp3+ parmi les CT CD4+. Cette figure montre les 

résultats d’une expérience représentative reproduite deux fois. 

 

Les premières analyses des cellules immunitaires dans les tumeurs PDAC montrent 

une modification des populations immunitaires en réponse au traitement N6L. Ces données 

sont à confirmer et font l’objet du travail de thèse de Matteo PONZO dirigé par Ilaria 

CASCONE mais les résultats préliminaires que j’ai pu obtenir pendant ma thèse semblent 

indiquer que l’inhibition de la nucléoline par le N6L induit une diminution des lymphocytes 

B et une augmentation des lymphocytes T. De plus, nous avons observé une augmentation 

des lymphocytes T CD4+ et une diminution des lymphocytes T CD8+, ce qui suggère que 

l’inhibition de la nucléoline par le N6L ne favorise pas la réponse immunitaire anti-tumorale 

exercée par les lymphocytes T CD8+. Enfin, nous avons observé une diminution des 

lymphocytes T régulateurs, probablement corrélée à une augmentation des lymphocytes T 

effecteurs. Ces données restent à confirmer, de même que la polarisation des macrophages 

résidents vers un phénotype anti-tumoral de type M1 ou pro-tumoral de type M2. De même, 

si nous avons montré que l’inhibition de la nucléoline induit une normalisation vasculaire 

efficace s’accompagnant d’une réduction des métastases hépatiques et d’une augmentation 

de la perfusion et de la distribution des chimiothérapeutiques, il reste à vérifier si la 

normalisation induite par l’inhibition de la nucléoline favorise l’infiltration leucocytaire 

dans le modèle de tumeurs PDAC. 

 

 

 

 

 

 

 



 

RESUME 
 

L’angiogenèse est le processus biologique par lequel de nouveaux vaisseaux sanguins 
se forment à partir du réseau vasculaire pré-existant. Sa première étape, l’activation 
endothéliale, est caractérisée par la prolifération des cellules endothéliales, la sécrétion de 

facteurs pro-angiogéniques comme l’Angiopoïétine-2 (Ang-2) et la relocalisation de la 

nucléoline du noyau vers la surface cellulaire. Dans les vaisseaux matures, les cellules 

endothéliales sont quiescentes et l’endothélium est recouvert de péricytes. L’activation 
endothéliale induit un détachement des péricytes favorisant le remodelage du réseau 

vasculaire. L’objectif de cette thèse est d’étudier les mécanismes de l’activation endothéliale 

au cours de l’angiogenèse physiologique et d’évaluer les effets de son inhibition dans un 
contexte d’angiogenèse tumorale. Des études in vivo dans la rétine de souris et in vitro sur 

des cellules endothéliales humaines ont montré que le VEGF régule l’exocytose des Corps de 
Weibel et Palade (WPBs), des compartiments cytoplasmiques spécifiques des cellules 

endothéliales pouvant contenir de l’Ang-2. Ce travail suggère que l’exocytose des WPBs 
induite par le VEGF régule la sécrétion de l’Ang-2 par les cellules endothéliales activées et 

que l’Ang-2 sécrétée régule à son tour le recrutement des péricytes sur les vaisseaux. Le 

ciblage de la nucléoline dans un modèle de cancer du pancréas a inhibé l’activation 
endothéliale et cette inhibition a diminué la croissance et l’angiogenèse tumorales tout en 
favorisant le recrutement des péricytes et la normalisation des vaisseaux tumoraux. La 

normalisation vasculaire induite par l’inhibition de l’activation endothéliale via le ciblage de 

la nucléoline représente une stratégie prometteuse pour le traitement de pathologies 

associées à une dérégulation de l’angiogenèse comme les cancers ou les rétinopathies. 

 

ABSTRACT 
 

Angiogenesis is the biological process of new blood vessel formation from the pre-

existing vascular network. Its first step, endothelial activation, is characterized by 

endothelial cell proliferation, the secretion of pro-angiogenic factors such as Angiopoietin-2 

(Ang-2) and the relocation of nucleolin from the nucleus to the cell surface. In the mature 

vessels, endothelial cells are quiescent and the endothelium is covered by pericytes. 

Endothelial activation induces pericyte detachment which promotes the remodeling of the 

vascular network. The aim of this thesis is to study the mechanisms of endothelial 

activation during physiological angiogenesis and to evaluate the effects of its inhibition in a 

context of tumor angiogenesis. In vivo studies in mouse retina and in vitro studies on human 

endothelial cells showed that VEGF regulates the exocytosis of Weibel-Palade bodies 

(WPB), cytoplasmic compartments specific for endothelial cells that may contain Ang-2. 

This work suggests that the exocytosis of WPBs induced by VEGF regulates the secretion of 

Ang-2 by activated endothelial cells and that secreted Ang-2 regulates the recruitment of 

pericytes on the vessels. Nucleolin targeting in a pancreatic cancer model inhibited 

endothelial activation and this inhibition decreased tumor growth and angiogenesis while 

promoting recruitment of pericytes and normalization of tumor vessels. Vascular 

normalization induced by the inhibition of endothelial activation via nucleolin targeting 

may be a promising strategy for the treatment of pathologies associated with dysregulation 

of angiogenesis, such as cancers or retinopathies. 


