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Résumé 

 
Les trois enzymes de la famille PRL (PRL-1,2,3), représentent un groupe de protéines 

tyrosine phosphatases intrigantes, impliquées dans un très grand nombre de maladies. Elles ont 

gagné beaucoup d'attention ces dernières années dans le contexte tumoral puisqu’elles sont 

très fréquemment associées à la formation de métastases, la prolifération cellulaire, l'invasion 

et la migration cellulaire. Bien que les propriétés oncogéniques des PRLs ne fassent plus de 

doute, ces phosphatases sont très peu caractérisées dans un contexte physiologique. Ainsi, 

aucun substrat biologique n’a été clairement identifié à ce jour et très peu de fonctions 

biologiques leurs sont associées, malgré un très haut degré de conservation inter-espèce 

suggérant un rôle critique de ces protéines dans les fonctions cellulaires. 

La caractérisation de la souris déficiente pour PRL-2 indique que cette phosphatase est 

probablement impliquée tout au long du développement. La phosphorylation des protéines est 

un phénomène important pour la régulation de l'angiogenèse en jouant des fonctions critiques 

et réversibles sur les voies de signalisation cellulaire. Cela nous a incités, dans le cadre de cette 

thèse, à étudier le rôle de PRL-2 dans la morphogenèse vasculaire en utilisant à la fois des 

modèles in vitro et un modèle de souris déficientes pour PRL-2.  

Dans le modèle murin de l'angiogenèse rétinienne, nous avons trouvé que la délétion de 

PRL-2 entraîne un retard dans la formation du plexus vasculaire avec une réduction de la 

vascularisation. De plus, on observe une angiogenèse et une ramification excessive au niveau 

du front vasculaire chez les souriceaux. En effet, le front de croissance des rétines de souris 

PRL-2 KO présente une densité vasculaire plus élevée associée à un bourgeonnement 

endothélial actif et multidirectionnel. Ces données présentent PRL-2 comme un composant 

potentiel du réseau de signalisation complexe qui orchestre la néo-angiogenèse. 

Nous avons ensuite examiné les conséquences de la perte de PRL-2 sur le 

comportement des cellules endothéliales in vitro. Nous avons observé des modifications de 

migration et d’invasion dans différents modèles. En particulier, l’absence de PRL-2 accroît 

le bourgeonnement de capillaires dans des tests d'angiogenèse in vitro, ce qui est en accord 

avec les données in vivo. En utilisant plusieurs siRNA, nous avons montré que la voie de 

signalisation de PRL-2 est liée à la signalisation VEGF/VEGFR. En effet, la stimulation des cellules 

endothéliales par le VEGF dépend de la présence ou de l'absence de PRL-2. En outre, une autre 

voie altérée par la régulation négative de PRL-2, est celle de Notch ainsi que celle du facteur de 

transcription Hey2. Ceci est cohérent avec les données in vivo où nous avons démontré un effet 

important sur la différenciation artérioveineuse. 

Ces données introduisent PRL-2 en tant que composant novateur du réseau de 

signalisation complexe qui orchestre l'angiogenèse développementale et, éventuellement, 

pathologique. 

 

Mots clef: PRL-2, Angiogenèse, Migration, Invasion, VEGF-A 



4 
 

 

Abstract 
 

The three Phosphatase of Regenerative Liver (PRL-1, -2, -3) represent an intriguing 

group of protein tyrosine phosphatases that has been implicated in a number of diseases.  They 

have gained much attention in the context of cancer. Indeed, they have been constantly 

associated with metastasis, cell proliferation, cell invasion and migration. To date, however, 

little is known about their physiological function and no biological substrates have been clearly 

identified. All three PRLs are highly conserved among mammals, underscoring the idea that 

they might have important roles in cellular functions. 

Characterization of the PRL-2 knockout mouse indicates that this phosphatase is likely 

involved throughout development. Protein phosphorylation is implicated in angiogenesis by 

playing critical and reversible functions in cell signaling pathways. This prompted us, in the 

frame of this thesis, to investigate the role of PRL-2 in vascular morphogenesis using both in 

vitro models and genetic loss-of-function mouse models.  

In the retinal angiogenesis mouse model, we found that PRL-2 deletion leads to delay in 

the formation of the retinal vascular plexus with a reduction of the advancing vasculature 

across the vitreal surface. Furthermore, excessive angiogenesis and branching at the leading 

edge in 6 day old pups is observed. Indeed, the growing front of PRL-2 KO mouse retinas 

showed a higher vascular density due to active, multidirectional hypersprouting of the 

vasculature. This data introduces PRL-2 as a potential component of the complex signaling 

network that orchestrates neo-angiogenesis. 

Based on these findings, we have examined whether the absence of PRL-2 can modify 

the behavior of endothelial cells in vitro. We showed an altered migration in various assays. In 

particular, sprouting in in vitro angiogenesis assays is altered, which is in agreement with the in 

vivo data. By using several siRNA, we showed that the signaling pathway of PRL-2 is dependent 

to VEGF/VEGFR signaling. Indeed, the stimulation of endothelial cells by VEGF is dependant of 

the presence or absence of PRL-2. Furthermore, other targets altered by PRL-2 downregulation, 

are Notch and the Hey2 transcription factor, which is consistent with in vivo data as we showed 

a strikingly effect on arteriovenous differentiation. Taken together, these data introduce PRL-2 

as a novel component of the complex signaling network that orchestrates developmental and, 

possibly, pathological angiogenesis. 

 

 

Key words: PRL-2, Angiogenesis, Migration, Invasion, VEGFA 
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PARTIE 1 : LE SYSTÈME VASCULAIRE 

I. PRÉSENTATION GÉNÉRALE 

I.1. Structure et fonction des vaisseaux sanguins  

Tout organisme, qu’il soit unicellulaire ou multicellulaire doit s’alimenter, s’oxygéner et 

éliminer les déchets provenant de son métabolisme. Chez les organismes multicellulaires 

simples comme les plathelminthes (vers plats) l’oxygène et les nutriments parviennent aux 

cellules par simple diffusion. Cependant, la diffusion est un processus efficace seulement pour 

des faibles distances (100–200 μm) ne pouvant plus suffire aux organismes plus complexes1. 

Afin de surmonter cette contrainte de distance de diffusion, la réponse adaptative lors de 

l’évolution, a été d’augmenter la surface d’échange par constitution d’un système circulatoire 

interne. Ce système de transport et d’échange permet d’augmenter la surface d’échange 

lorsque la taille d’un organisme devient plus conséquente. L’importance capitale de ce système 

circulatoire est mise en lumière de par son émergence dès les tout premiers stades du 

développement embryonnaire avant même le début du modelage embryonnaire aboutissant à 

la formation d'organes2. Son rôle primordial de transport d’oxygène vers les tissus en 

développement explique que ce soit le premier système fonctionnel formé chez les vertébrés3,4.  

Chez les vertébrés, le système vasculaire se subdivise en artères et en veines qui sont de 

structures et de fonction différentes. On peut également subdiviser l’arbre vasculaire en 

fonction de la taille des vaisseaux (figure 1). On distingue ainsi les gros vaisseaux (artères, 

veines) des vaisseaux de plus petit calibre (artériole, veinule), et les vaisseaux les plus fins, les 

capillaires. C’est spécifiquement au niveau de ces capillaires, organisés en réseau, que 

s’effectuent les échanges entre le sang et les tissus environnants (filtration, réabsorption). 

Ainsi, la distance du tissu ou de l’organe par rapport au cœur n’est pas limitante à la 

distribution, et ceci est le principe de base des systèmes vasculaires sanguins fermés que l’on 

retrouve chez tous les vertébrés. 

Ce système vasculaire complexe et ramifié permet un grand nombre de processus 

physiologiques vitaux en plus du transport d’éléments nutritifs et de l’oxygène. En effet, il 

participe à l’élimination des métabolites toxiques, permet la communication hormonale entre 

des tissus éloignés, le transport rapide des cellules immunitaires vers un site inflammatoire lors 

de la réponse immunitaire ou le maintien de la pression artérielle. Il faut garder en mémoire 

que les vaisseaux sanguins sont loin d’être des tubes fermés inertes mais sont dotés d’une 

extrême plasticité et ce durant toute la vie adulte.  

Afin d’assurer une bonne compréhension du processus angiogénique nous allons 

débuter cette introduction par une description de l’organisation des vaisseaux sanguins. 
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FIGURE 1.  Subdivision de l’arbre vasculaire en fonction du calibre des vaisseaux. 

Figure modifiée de Potente et al, 2017 5  

 

I.1.1 Focus sur l’endothélium 

Tous les vaisseaux du corps humain quelles que soient leurs tailles ou leurs fonctions 

sont tapissés sur leurs faces internes par une fine couche mono basale de cellules 

endothéliales. Ces dernières forment une surface continue et lisse, directement en contact avec 

le sang circulant6. Cette couche de cellules endothéliales repose sur une lame basale formant 

un ensemble que l’on nomme: endothélium. Avec ses travaux en 1839 et 1847 Théodore 

Schwann a été le premier à décrire cette couche interne de cellules endothéliales. En 1965, 

Wilhelm His nomma cette couche interne, l’endothélium7.  

La lame basale est une structure en feuillet de 50-100 nm d'épaisseur8. Elle est 

principalement constituée de collagène de type IV, de laminine, de protéoglycanes et 

d’héparane-sulfate (HSPG). La composition exacte de la membrane basale varie en fonction du 

tissu. La configuration structurale de la membrane basale peut avoir un effet direct sur le 

comportement des cellules endothéliales9. 

L’endothélium constitue une barrière mécanique dont la perméabilité basale va 

permettre les échanges de petites molécules telles que l’eau, les gaz, et les solutés. Selon les 

types de vaisseaux et leurs localisations, l’endothélium sera plus ou moins perméable, 

modulant ainsi les échanges de macromolécules entre les organes et le réseau sanguin. On 

retrouve ainsi dans les vaisseaux sanguins du corps humain des endothéliums continus, 

pouvant être fenestrés ou non, et discontinus10. Nous les présentons sur la figure 2 suivante. 
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FIGURE 2. Les trois types d’endothéliums 

 

 

 L’endothélium continu, présente des cellules endothéliales jointives qui forment un 

revêtement ininterrompu, et dont la perméabilité est très contrôlée. On le retrouve au niveau 

des vaisseaux de gros calibre et des capillaires du cerveau, du cœur ou des poumons.  

L’endothélium fenêtré, de perméabilité intermédiaire en faveur des molécules 

hydrophiles de bas poids moléculaire est retrouvé au niveau des zones de filtration, de 

sécrétion et d'absorption (glandes exocrines et endocrines, tractus gastro-intestinal). On 

retrouve la présence de pores entre les cellules endothéliales d’environ 70nm de diamètre qui 

permet un échange des molécules circulantes10. La plupart du temps la lame basale de ce type 

d’endothélium est continue. 

Enfin, l’endothélium discontinu le plus perméable, est retrouvé principalement au niveau du 

foie et de la moelle osseuse. Il est caractérisé par la présence de pores trans-cytoplasmiques de 

diamètre pouvant aller jusqu’à 200nm ainsi que par une lame basale discontinue voire même 

absente (comme dans le foie)10. Ainsi, le transfert de molécules de haut poids moléculaire peut 

se faire directement entre les cellules endothéliales11. 

L’endothélium, en plus de permettre les échanges entre les vaisseaux et 

l’environnement, présente d’autres fonctions. Il permet en effet le contrôle de l’hémostase par 

la sécrétion de facteurs pro ou anti coagulants, se trouve impliqué dans les processus 

inflammatoires, contrôle la pression osmotique et la perméabilité dans les artérioles.  

Les cellules endothéliales sont en interaction constante avec la matrice extracellulaire 

de la membrane basale. Cette structure solide se trouvant dans une phase liquide (le plasma), 

empêche les vaisseaux de collapser12. Le contact étroit entre l’endothélium et son 

environnement permet à celui-ci de moduler son phénotype et ses fonctions rapidement en 

réponse à des facteurs chimiques ou mécaniques comme des modifications du débit sanguin.  
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I.1.2 Les cellules murales 

Les cellules murales entourent l’endothélium et assurent une première fonction de 

support et de stabilité. Il existe deux types de cellules murales qui diffèrent en fonction du type 

de vaisseaux qu’elles entourent. On retrouve ainsi les cellules musculaires lisses au niveau des 

vaisseaux de gros calibres (artères, large artérioles, veines) et les péricytes pour les vaisseaux 

les plus fins (capillaires). Les péricytes partagent la même membrane basale que l’endothélium 

tandis que les cellules musculaires lisses sont séparées de celui-ci par l’intima, une couche de 

cellules mésenchymateuses et de matrice extracellulaire13. Les cellules musculaires lisses 

forment une couverture continue organisée en couches concentriques simples ou multiples 

autour de l’endothélium. Par opposition, le recouvrement péricytaire est, quant à lui, 

discontinu et dépendant de la localisation du tissu. Ainsi, certains tissus comme les muscles 

squelettiques présentent un endothélium avec une couverture péricytaire de seulement 10%, 

tandis que pour d’autres, notamment au niveau des tissus neuronaux et plus particulièrement 

la rétine, les péricytes recouvrent jusqu’à 30% de l’endothélium14,15.  

Malgré ces différences phénotypiques et d’organisation entre ces deux types de cellules 

murales, elles présentent un développement embryonnaire commun16. En effet, les cellules 

musculaires lisses et les péricytes du système nerveux central proviennent de la crête 

neurale17,18, tandis que les cellules murales de l’intestin19, des vaisseaux coronaires et des 

poumons20 sont originaires du mésoderme.  

FIGURE 3. Structure histologique des différents types de vaisseaux.  

figure inspirée de Potente et al 2017 5, Adams et al 2007 21, et Jain et al 2003 5,21,22 
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Le rôle des cellules musculaires lisses est essentiellement contractile. Cela explique un 

nombre de couches de cellules musculaires lisses plus élevé autour des artères, plus à même de 

subir de fortes pressions que les veines. Le rôle des péricytes dans les micro-vaisseaux est pour 

sa part plus complexe. Ils sont en effet impliqués aussi dans la stabilité, la maturation et la 

fonction des vaisseaux ainsi que dans la régulation de leur formation (figure 3). 

I.2. Types de vaisseaux 

I.2.1 Les vaisseaux de gros calibre 

Structurellement, plusieurs couches ou «tuniques» composent les gros vaisseaux de 

l’arbre vasculaire: l’intima, la media et l’adventice (figure 4). Les capillaires quant à eux 

arborent une structure plus simple facilitant les échanges que nous détaillerons dans la partie 

suivante.  

L’intima, la couche la plus interne, est constituée de l’endothélium, c’est-à-dire des 

cellules endothéliales reposant sur la lame basale. Cette dernière étant composée 

classiquement de collagène IV, d’héparane-sulphate protéoglycanes HSPGs, de laminine, 

d’entactine et de fibronectine23. Sa composition varie en fonction des tissus. 

La Média est l’élément principal des artères. Elle est constituée essentiellement de 

cellules musculaires lisses entourées de leur matrice extracellulaire. Celle-ci est composée de 

protéines fibreuses et élastiques (élastine), de faisceaux de collagène, et de protéoglycanes. La 

Média diffère grandement selon les différents territoires vasculaires. En effet, la présence, la 

proportion et l’organisation des fibres élastiques comme celles des cellules musculaires lisses 

varient selon la fonction des vaisseaux.  

 

FIGURE 4. Structure histologique générale des gros vaisseaux.  

Images provenant de: Servier medical art  
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L’adventice, la couche la plus externe, est constituée principalement de cellules 

appelées fibroblastes entourées par du tissu conjonctif. Les fibroblastes ont la capacité de 

produire un grand nombre de protéines matricielles (collagène, fibronectine), l’ensemble 

formant le stroma.  L’adventice contient également des fibres nerveuses et des macrophages24. 

Cette couche est peu ou très présente dépendamment du type de vaisseaux.  

I.2.2 Les capillaires 

Les capillaires sont les vaisseaux les plus fins de l’organisme avec un diamètre compris 

entre 5 et 10um25. La densité des capillaires varie considérablement selon les besoins des 

tissus. Elle est en effet de 2500-3000 mm3 dans le cerveau, le foie ou le myocarde et se trouve 

inférieure à 100mm3 aux niveaux des os, ou des tissus conjonctifs chez l’homme26.   

Les capillaires permettent les échanges entre le sang et les tissus vascularisés. De cette 

fonction découle une structure simple facilitant ces échanges. En effet, on retrouve dans ces 

vaisseaux, l’endothélium entouré par quelques fibres de collagène IV. L’interaction entre les 

péricytes et les cellules endothéliales est nécessaire pour la stabilisation des capillaires ainsi 

que leur maturation. L'étendue de la couverture péricytaire est ainsi un marqueur important de 

la maturation des vaisseaux27. Les péricytes ont également un rôle très important pour le 

processus que nous allons décrire dans les parties suivantes; l’angiogenèse, qu’elle soit 

physiologique ou pathologique.  

I.3. Processus mis en place lors de la morphogenèse vasculaire  

I.3.1 Vasculogenèse et angiogenèse 

La génération de l’arbre vasculaire fait intervenir deux processus majeurs distincts, la 

vasculogenèse, et l’angiogenèse (figure 5). Le processus de vasculogenèse permet la formation 

de novo de vaisseaux sanguins lors de l’embryogenèse. 

FIGURE 5. Processus mis en place lors de la morphogenèse vasculaire embryonnaire  

Figure modifiée de Yancopoulos et al, 2000 28 

 

Ce processus permet la mise en place d’un réseau endothélial dit primitif, qui débute 

alors que le cœur ne bat pas encore. Le réseau primitif assemblé par vasculogenèse est 

relativement instable. Il va progressivement être remodelé et s’étendre par division, migration 
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et assemblage des cellules endothéliales issues des vaisseaux préexistants. Ce processus 

fondamental s’établit par un mécanisme appelé angiogenèse29.  

La première description de la croissance in vivo de vaisseaux sanguins a été faite par le 

chirurgien écossais John Hunter. En 1785, il ligatura l’artère indispensable à l’irrigation des bois 

de daim. Il nota qu’après une première phase caractéristique d’une déficience sanguine (bois 

froid), le bois redevenait chaud, et il observa de nouveaux vaisseaux qui irriguaient le bois.  

De nombreux auteurs lui attribuent l’invention du terme «angiogenèse»30 qui décrit 

l’ensemble des processus conduisant à la formation (-genèse) de nouveaux capillaires sanguins 

(-angio) par bourgeonnement de vaisseaux préexistants. C’est un phénomène très actif au 

cours du développement embryonnaire (figure5), mais c’est un évènement rare chez l’adulte en 

bonne santé. Par contre, il est important que le corps conserve une capacité de réduction ou 

d’augmentation du nombre de vaisseaux sanguins face à certaines situations. En cas 

d’incapacité dans un sens ou dans l’autre, on parle de déséquilibre de l’angiogenèse. Une 

angiogenèse excessive est fréquemment associée au développement tumoral, et aux maladies 

néovasculaires de l’œil. On la retrouve également dans un large éventail de pathologies comme 

l’Alzheimer, l’arthrite et la mucoviscidose. À l’inverse, une angiogenèse insuffisante est 

observée au niveau des ulcères diabétiques ou des maladies coronariennes. En réalité, un 

dérèglement de l’angiogenèse participe, à un degré plus ou moins variable, à la 

physiopathologie de plus d’une soixantaine de maladies. 

Il est ainsi important de se concentrer sur l’étude de ce mécanisme en conditions 

normales afin d’être à même de comprendre les processus de dérèglement et d’affiner et 

d’améliorer les thérapies ciblant cet évènement. 

I.3.2 Modèle d’étude de l’angiogenèse 

Les méthodes et modèles classiques de la biologie du développement ainsi que de la 

biologie cellulaire et moléculaire sont utilisés dans le domaine de l’angiogenèse. Cependant, ils 

sont relativement incomplets et d’autres modèles ont été mis en place pour étudier 

spécifiquement la formation des néo-vaisseaux. Parmi les modèles in vivo spécifiques au 

domaine de l’angiogenèse on retrouve par exemple celui de la membrane chorioallantoïdienne 

du poulet (CAM) et celui de la vascularisation rétinienne de souris. Le modèle de la CAM va être 

développé plus tard dans ce manuscrit, tandis que le développement vasculaire rétinien chez la 

souris, que nous avons utilisé durant cette thèse, va être présenté dans la partie suivante. Nous 

présenterons ensuite les grandes étapes qui régissent l’angiogenèse et les mécanismes 

moléculaires qui la gouvernent. 
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II. LA RÉTINE, MODÈLE DE CHOIX POUR L’ÉTUDE DE L’ANGIOGENÈSE 

II.1. Caractéristiques anatomiques de l’œil 

L’œil se compose de trois différentes enveloppes, et de milieux transparents. Le 

contenu de l'œil est constitué par l'humeur aqueuse, liquide nourricier transparent, situé dans 

l’espace entre le cristallin et la cornée et le corps vitré, gel également transparent, qui remplit 

l’espace entre le cristallin et la rétine, et qui assure le maintien du volume de l'œil.  

FIGURE 6. Coupe histologique d’un œil humain  

Figure modifiée de Forrester et al, 2016 31 

 

L’enveloppe la plus externe, en violet sur la figure 6, la sclérotique, devient transparente 

sur la partie antérieure de l’œil pour former la cornée. La cornée et la sclérotique forment 

ensemble une enveloppe fibreuse dure qui protège les tissus oculaires. De plus, ces membranes 

offrent un soutien structurel important et permettent de contenir la pression interne de l’œil32.  

Plus interne que ces enveloppes principalement protectrices, se trouve l’uvée en vert 

sur la figure 6. C’est la tunique vasculaire composée de la choroïde en arrière et qui se prolonge 

en avant par le corps ciliaire et l’iris. L’iris est la structure la plus antérieure, c’est un disque 

circulaire mince, fortement pigmenté qui est composé de muscles lisses. Ces muscles, en 

contrôlant la forme et le diamètre de la pupille, jouent le rôle de diaphragme.  
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Dans la continuité de l’iris se trouve le corps ciliaire, sur lequel est maintenu le cristallin 

par un ensemble de fibres élastiques, la zonule. La tension ou le relâchement de la zonule par 

les muscles lisses du corps ciliaire modifient la courbure du cristallin, permettant 

l’accommodation. D’autre part, les cellules épithéliales du corps ciliaire sécrètent des 

composants de l'humeur aqueuse.  

Enfin, la partie postérieure de l’uvée, la choroïde, est une membrane mince de tissu 

conjonctif lâche, hautement vascularisée et pigmentée. La choroïde entoure la rétine et 

approvisionne en nutriments la couche pigmentaire de cette dernière33. De plus, les pigments 

choroïdes qui tapissent cette membrane et l’assombrissent aident à la vision car cela empêche 

une réflexion de la lumière indésirable à travers l’enveloppe la plus interne, la rétine.  

II.2. Tunique profonde : la rétine 

La rétine est la seule membrane sensible aux rayons lumineux; elle est représentée en 

rouge sur la figure 6. Cette couche, située dans le plan focal du système optique de l’œil, 

permet la conversion de l'énergie lumineuse de l'environnement en potentiel d'action, qui sera 

acheminée au cerveau pour être traitée par l’intermédiaire du nerf optique. La rétine tapisse 

l’arrière de l’œil, recouvrant une surface d’environ 1250 mm2 31. C’est une fine couche dont 

l’épaisseur varie selon les espèces34 et en fonction de la distance avec le nerf optique (environ 

100 µm en périphérie contre 230 µm proche du nerf optique)31. L’extérieur de la rétine se 

rapporte à la sclérotique tandis que l’intérieur se réfère à la zone proche du corps vitré. 

La rétine fait partie du système nerveux central, elle présente ainsi des structures 

typiques de celui-ci, notamment des cellules neuronales; les neurones bipolaires, amacrine et 

ganglionnaires. Toutefois comme chaque organe sensoriel, elle arbore des cellules 

supplémentaires spécialisées. Les récepteurs sensoriels de la vision sont: les photorécepteurs35.  

L’étude embryologique permet de subdiviser la rétine en deux couches primaires issues 

de la couche interne et externe de la vésicule optique comme nous allons le présenter dans la 

partie II.3. Ainsi, on différencie l’épithélium pigmentaire, de la couche interne neurosensorielle 

contenant les photorécepteurs (neuro-épithélium). 

II.2.1 L’épithélium pigmentaire (RPE) 

L‘épithélium pigmentaire est une couche simple et continue de cellules épithéliales. De 

par son origine embryonnaire, le pôle basal de ces cellules est en contact avec la membrane 

choroïde, tandis que la surface apicale fait face au neuro-épithélium. 

L’épithélium pigmentaire ne participe pas directement à la détection ou au transfert de 

l'information visuelle, mais présente de nombreuses fonctions critiques pour la maintenance de 

la vision. En effet, l’épithélium pigmentaire permet l’adhésion de la couche neurosensorielle de 

la rétine tout en assurant un rôle de barrière sélective entre la choroïde et celle-ci. Du côté 

apical, les nombreuses microvillosités de cet épithélium assurent la phagocytose des 

photorécepteurs, ainsi que de nombreux échanges et stockages de métabolites, d’ions et de 

vitamines. De plus, l’épithélium pigmentaire permet également la synthèse de la matrice 
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présente entre les photorécepteurs. Finalement, l’épithélium pigmentaire permet, à l’aide de 

granulés de mélanine, l'absorption de l’excès d'énergie lumineuse ainsi qu’une diminution de la 

dispersion de la lumière36. 

II.2.2 La couche neuro-sensorielle rétinienne  

On retrouve principalement des cellules nerveuses au sein de cette couche. Parmi 

celles-ci, on distingue six classes majeures. Il faut toutefois se souvenir qu’au sein de chacune 

de ces classes il y a une grande variété de sous-types amenant jusqu’à 65 le nombre de 

neurones différents34. La distribution verticale de ces cellules s’effectue de manière ordonnée 

et non aléatoire, il en est de même pour l’organisation horizontale37.  

En se basant cette fois-ci sur des caractéristiques histologiques, la rétine peut être 

subdivisée en huit couches distinctes (figure 7). La couche comprenant les photorécepteurs est 

une des plus profondes de la rétine. La lumière doit donc traverser tous les autres types 

cellulaires avant de l'atteindre.  

FIGURE 7. Les différentes couche de la rétine 

Figure modifiée de Lamb et al, 2007 38 

 

Parmi les huit couches de la subdivision de la rétine, on retrouve trois couches 

principales (couche nucléaire externe, interne et ganglionnaire) dans lesquelles s’organisent les 

corps cellulaires neuronaux. Elles sont séparées par deux couches intermédiaires (couche 

plexiforme externe et interne) où se font les connexions par l’intermédiaire des synapses entre 

les différents neurones. En plus de ces cinq couches, on retrouve la couche de segment externe, 

l’épithélium pigmentaire dont nous avons parlé dans la section précédente, et complètement 
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interne, la couche des fibres nerveuses. Cette organisation en couches bien distinctes 

histologiquement et visible sans marquage est connue depuis 1866 avec les travaux de 

l’anatomiste Heinrich  Muller (1857), du biologiste Max Johann Sigismund  Schultze (1866) et de 

l’anthropologue Gustav Albert Schwalbe (1874)37.  

La propagation du signal électrophysiologique est initiée par les photorécepteurs, puis 

se poursuit vers les cellules bipolaires. Enfin, le signal atteint les cellules ganglionnaires et se 

poursuit vers le nerf optique. En plus de cette transmission verticale du signal, il y a dans la 

rétine, des connexions horizontales permettant de moduler cette transmission. Les cellules 

impliquées dans cette connexion horizontale sont les neurones horizontaux et amacrines. 

Les photorécepteurs permettent la traduction des influx lumineux en signaux 

électrochimiques. Leurs noyaux sont localisés au sein de la couche nucléaire externe et font 

synapses à la couche plexiforme externe avec les neurones bipolaires et horizontaux. Chez 

l’homme, il existe deux types différents de photorécepteurs, les cônes et les bâtonnets. On 

dénombre approximativement 6.5 millions de cônes, contre 115 millions de bâtonnets31. Les 

cônes, particulièrement concentrés dans la partie centrale de la rétine, ont une faible sensibilité 

à la lumière, mais sont les seuls photorécepteurs à être sensibles aux différentes longueurs 

d’onde permettant la vision en couleur, ils permettent une très bonne résolution et acuité au 

détriment de la sensibilité. Les bâtonnets quant à eux ont une très forte sensibilité à la lumière, 

permettant ainsi la vision lors d’une faible luminosité, mais ils ne permettent pas la vision en 

couleur. Les neurones bipolaires font le lien entre les photorécepteurs et les cellules 

ganglionnaires et s’étendent de la couche plexiforme externe à la couche plexiforme interne. 

Les neurones ganglionnaires font synapse à la couche plexiforme interne avec les cellules 

bipolaires et les neurones amacrines. Les cellules ganglionnaires étendent leurs axones jusqu’à 

la couche des cellules nerveuses contenant également les fibres de Müller. 

La rétine présente le taux de consommation d'oxygène par gramme le plus élevé du 

corps humain39. En effet, l’intense activité électrique des différents neurones est extrêmement 

demandante en oxygène et nutriments. Cet apport est assuré par deux réseaux vasculaires qui 

subissent d’importants remaniements et réorganisations au cours du développement rétinien.     

II.3. Développement du réseau vasculaire rétinien 

II.3.1 Chez l’homme 

II.3.1.1 La rétine, une extension du tube neural (embryologie humaine) 
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FIGURE 8. Formation du tube neural 

Images provenant de: Servier medical art et Forrester et al. 2016 40 

 

 

Durant la phase de gastrulation chez l'homme, il y a invagination d’un troisième feuillet 

embryonnaire primitif, le mésoderme, entre deux déjà existants, l’ectoderme et l’endoderme. 

Durant cette phase, le futur système nerveux n’est alors qu’une petite couche de cellules 

aplaties de l’ectoderme, la plaque neurale. Pendant le processus de neurulation représenté 

schématiquement sur la figure 8, la plaque neurale va se replier vers l’intérieur, s’amincir, et 

finir par se refermer complètement formant ainsi un tube, le tube neural.  

C'est à partir de ce tube que se formeront toutes les structures du système nerveux41. 

Vers la quatrième semaine de gestation, la partie antérieure du tube neural s'épaissit 

localement et forme trois vésicules primaires, qui se subdiviseront en cinq vésicules 

secondaires: télencéphale, diencéphale, mésencéphale, métencéphale et myélencéphale. Nous 

les présentons sur la figure 9 ci-dessous. 

FIGURE 9: Subdivision du tube neural 42,31 
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 Dès le 22ème jour de gestation alors que l’embryon ne mesure que 2-3 mm et avant 

même que la fermeture du tube neural ne soit complète, les vésicules optiques émergent de 

part et d’autre du diencéphale en direction de la surface ectodermique43. À la fin de la 

quatrième semaine, comme nous pouvons le voir sur le schéma de la figure 10 ci-dessous44 38 
31,  l’ectoderme qui entoure ces expansions s’épaissit au contact de cette vésicule, forme la 

placode cristalline puis s’invagine en fossette cristalline. Parallèlement, la partie distale de la 

vésicule optique va s'incurver et prendre la forme d'une cupule optique. Au début de la 

cinquième semaine de gestation, la cupule optique continue à s'incurver et accueille la fossette 

cristalline. Entre les deux, il y a présence d’un tissu qui, en se différenciant, deviendra le corps 

vitré primitif. 

L’ectoderme, la fossette cristalline et la cupule optique contiennent les cellules 

progénitrices qui vont permettre la formation de quasiment toutes les structures oculaires chez 

les vertébrés45. La partie antérieure de la cupule optique sera ainsi à l’origine de la couche 

neuro sensorielle de la rétine contenant les photorécepteurs tandis que la partie postérieure se 

développera en épithélium pigmentaire et nerf optique. La fossette cristallinienne deviendra le 

cristallin, et l’ectoderme non neural en durcissant sera quant à lui à l’origine de la cornée42.  La 

figure 10 ci-dessous illustre les différentes étapes. 

FIGURE 10. La rétine: une extension du tube neural. 

Figure modifiée de Park et al. 2010 44 

 

II.3.1.2 Développement du réseau vasculaire rétinien chez l’homme 

Chez l'homme, la vascularisation de la rétine débute in utero. Comme nous pouvons voir 

sur la figure 11, lors de la formation de la vésicule optique, il y a incorporation d’une branche de 

l’artère ophtalmique, l’artère hyaloïdienne dans la fissure choroïdienne, emplacement du futur 

nerf optique. Avec la croissance de la cupule optique, cette artère s’allonge traverse le corps 

vitré primitif en empruntant le canal hyaloïdien jusqu’à atteindre l’arrière du cristallin et 
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permettre son irrigation. Le système hyaloïdien ne présente pas de veine et le drainage veineux 

se fait par l’avant de l’œil par les vaisseaux de l’uvée. 

Durant le quatrième mois de gestation, ce réseau primitif hyaloïdien va régresser au fur 

et à mesure que se développe le système vasculaire de la rétine. Contrairement à la 

vascularisation hyaloïdienne, ce réseau contient à la fois des artères et des veines qui entrent et 

sortent à travers le nerf optique. Ce nouveau réseau se propage dans la couche des fibres 

nerveuses de la rétine neuro sensorielle, du centre vers la périphérie46. Les astrocytes rétiniens 

jouent un rôle important dans cette propagation superficielle. 

 

FIGURE 11. Le réseau hyaloïdien et la formation du réseau vasculaire. 

Images provenant de: Forrester et al, 2016 40 Yoshikawa et al, 2016 47 

 

Lorsque le réseau capillaire recouvre l’ensemble de la rétine interne, celui-ci commence 

à coloniser les couches inférieures d’une manière spatialement et temporellement contrôlée48.  

Les vaisseaux s’organisent ainsi en trois plexus parallèles interconnectés. Ce réseau 

permet l’irrigation des deux tiers internes de la rétine tandis que les couches externes 

(photorécepteurs) sont irriguées par les capillaires choroïdiens31. La maturation des vaisseaux 

choroïdiens est complète autour de 22 semaines tandis que ceux de la rétine maturent à 40 

semaines, c’est-à-dire à terme49. Au moment de la naissance, un nouveau-né à terme présente 

ainsi une vasculature rétinienne entièrement développée en absence de réseau vasculaire 

hyaloïdien. 

II.3.2 La souris : modèle pour l’étude de l’angiogenèse 

Anatomiquement, la rétine est séparée du cerveau mais comme nous l’avons présenté 

dans la partie embryologie, la rétine est embryologiquement issue de la plaque neurale, elle fait 

ainsi partie du système nerveux central. Étant la zone du système nerveux central la plus 
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accessible, elle est devenue un modèle répandu pour l’étude de l’angiogenèse physiologique et 

pathologique. La figure 12 illustre les étapes de dissection de la rétine de souris. 

 

 

FIGURE 12. Schéma récapitulant les différentes étapes de dissection de la rétine de souris  
Images provenant de Milde et al, 2013 50 et Servier medical art 

 

Le réseau vasculaire de la rétine chez l’homme et la souris se développe dans l’ensemble 

selon le même processus. Mais, alors que la vascularisation rétinienne humaine se développe 

avant la naissance, la vascularisation de la rétine de la souris se développe par voie postnatale 

et offre donc un avantage unique à la manipulation expérimentale. Les premières études de la 

vascularisation rétinienne chez la souris remontent à 1948 avec les travaux de l’ophtalmologiste 

Isaac Michaelson. Par injection d’un colorant dans le système artériel il a en effet permis la 

première visualisation des vaisseaux sanguins de la rétine7. 

La vascularisation rétinienne de la souris est immature à la naissance avec présence d’un 

réseau hyaloïdien persistant51. Le développement des vaisseaux hyaloïdiens s’arrête à partir de 

3 jours après la naissance (P3), régressent jusqu’à disparition complète avant 12 jours52. Les 

neurones, ainsi que la lumière extérieure ont été montrés comme moteur pour cette régression 

hyaloïdienne47,52. Au cours de la première semaine de vie chez les rongeurs, la vascularisation 

rétinienne se développe à partir du nerf optique et s’étend le long de la couche de cellules 

ganglionnaires (GCL), formant le plexus vasculaire superficiel. Dès trois jours après la naissance, 

les vaisseaux centraux non matures vont se différencier en artérioles et veinules, entraînant des 

modifications morphologiques et l’expression de marqueurs spécifiques. Cette différenciation 

artério/veineuse s’effectue auprès des vaisseaux centraux tandis que les vaisseaux 

périphériques restent immatures51.  

Le plexus superficiel horizontal atteint la périphérie de la rétine autour du 7ème jour 

après la naissance (P7) (figure 13). Les vaisseaux vont alors croître verticalement jusqu’à 

atteindre la bordure externe de la couche nucléaire interne où ils établissent un second réseau 

vasculaire entre P7 et P12, dit profond, parallèle au premier mais qui n'est pas associé à celui 

des astrocytes rétiniens53. Un dernier plexus va ensuite être formé, le plexus intermédiaire au 

niveau de la bordure interne de la couche nucléaire interne. Les trois plexus vasculaires 
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rétiniens sont complètements formés 21 jours après la naissance (figure 14) et s’organisent, un 

sur la surface interne de la rétine, et un de part et d’autre de la couche nucléaire interne48,54,55. 

 

FIGURE 13. Développement vasculaire post-natal de la rétine chez la souris  

Images provenant de: the jackson laboratory et Milde et al, 2013 50 photos rétines: données personnelles 

 

 

Le développement de la vascularisation rétinienne chez les souris se déroule ainsi après 

la naissance (facilitant l’accès aux rétines), et de manière extrêmement régulée spatialement et 

hiérarchiquement. Ces caractéristiques en font un modèle de choix pour l’étude de 

l’angiogenèse, la morphogenèse et le remodelage vasculaire. Ce modèle de la rétine a 

largement contribué à la compréhension de la formation et des mécanismes cellulaires et 

moléculaires qui gouvernent l'angiogenèse que nous allons décrire dans la partie suivante. 
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FIGURE 14. Expansion du réseau vasculaire superficiel, intermédiaire et profond 

images provenant de Ye et al, 2010 39 et Servier medical art. 
 
 

III. MÉCANISME DE L’ANGIOGENÈSE  

III.1. Présentation 

 En condition physiologique, l’angiogenèse peut être initiée par deux mécanismes 

différents, par intussusception et par bourgeonnement. Ces deux mécanismes peuvent avoir 

lieu simultanément ou indépendamment. Nous allons brièvement présenter l’angiogenèse par 

intussusception, mais la suite de ce manuscrit se focalisera sur l’angiogenèse par 

bourgeonnement. L’initiation de l’angiogenèse par intussusception a été décrite pour la 

première fois en 1986 par microscopie électronique lors du développement de la 

microvasculature post natale des poumons de rat56. Comme nous pouvons le voir sur la figure 

15, lors de ce processus, c’est la séparation des vaisseaux dans le sens de leur longueur, qui 

permet la création de nouveaux vaisseaux. Il y a en effet invagination des parois endothéliales 

opposées d’un vaisseau vers l’intérieur entraînant la séparation de la lumière vasculaire en 

deux57. Une fois qu’il y a contact entre les deux parois, une section intraluminale est établie, et 

les deux néo vaisseaux vont se séparer. Le réseau capillaire s'est ainsi développé «en interne». 

Ce remodelage de l’arbre vasculaire entraîne la formation de vaisseaux de diamètre plus petit 

que le vaisseau parental, et permet de fortement augmenter les ramifications du plexus 

vasculaire préexistant.  
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Ce type d’angiogenèse est mis en jeu dans de nombreux organes (poumon, rein,  

endomètre, cerveau) ainsi que dans l’angiogenèse tumorale58,59. Contrairement au processus 

par bourgeonnement que nous allons présenter en détail, le processus par intussusception est 

très rapide et « économique » car il n’implique pas forcément de prolifération des cellules 

endothéliales.  

FIGURE 15. Angiogenèse par intussusception  

Figure modifiée de De Spiegelaere et al, 2012 60 

 

III.2. Angiogenèse par bourgeonnement 

L’angiogenèse par bourgeonnement est caractérisée par l’émergence d’une cellule de 

front (cellule tip) à partir d’un vaisseau existant qui initiera la formation de nouveaux capillaires 

(figure 16). Ce processus s’effectue en réponse à un gradient d’un facteur de croissance des 

cellules endothéliales vasculaires (VEGF), déclenché par une situation d’hypoxie (niveau réduit 

en oxygène).  

FIGURE 16. Angiogenèse par bourgeonnement  

Figure modifiée de De Spiegelaere et al, 2012 60 
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On distingue plusieurs phases lors du processus angiogénique représenté sur le schéma 

de la figure 17 ci-dessous. Il y a d’abord une augmentation de la perméabilité des vaisseaux 

ainsi que la dégradation de la membrane basale qui l’entoure. Une cellule endothéliale 

bourgeonne et migre ensuite vers la source de signal pro-angiogénique, tandis qu’en arrière les 

cellules prolifèrent et s’organisent en tubes en formant des lumières. Ces tubes sont ensuite 

stabilisés par recrutement de cellules murales et formation d’une nouvelle lame basale. Les 

tubes vont former des boucles dans lesquelles la circulation sanguine pourra s’établir. 

 Nous allons présenter ici les grandes étapes et les principaux facteurs qui régissent ce 

phénomène d’angiogenèse par bourgeonnement en détail.  

 

 

 

FIGURE 17. Récapitulatif des différentes étapes de l’angiogenèse par bourgeonnement  

Figure inspirée de Geudens et al, 2011 61 

 

III.2.1 De la quiescence à l’activation 

En condition physiologique on retrouve le processus d’angiogenèse lors du mécanisme 

de cicatrisation62, lors du cycle menstruel féminin63, de la grossesse64, ou encore dans des 

situations de besoin particulier en oxygène comme au sein des muscles squelettiques en 

réponse à une activité physique65. Hormis ces situations, les vaisseaux sanguins restent 

quiescents avec un faible renouvellement des cellules endothéliales. En effet, à l’état 

physiologique chez l’adulte en bonne santé, plus de 99% des cellules endothéliales du corps 

humain sont maintenues en état de quiescence66,67. Ceci protège les tissus d’une 
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vascularisation anormale, excessive et aléatoire68. Les cellules endothéliales conservent malgré 

tout une extrême plasticité qui leur permet de réagir rapidement en réponse à des facteurs 

environnementaux. L’équilibre entre les signaux pro- et anti-angiogéniques est, à ce niveau-là, 

déterminant. En effet, les périodes d'angiogenèse active se produisent lorsque les cellules 

endothéliales détectent un changement dans l'équilibre de ces médiateurs. En l’occurrence, 

dans le cas d’angiogenèse active, ce déséquilibre est en faveur des signaux pro-angiogéniques. 

Ce phénomène, appelé le switch angiogénique, a été proposé par, Judas Folkman et Douglas 

Hanahan en 1989 lors de leurs études sur l’angiogenèse tumorale69,70. Il faut savoir que la 

recherche moderne sur l’angiogenèse a pris son envol avec les travaux de Judas Folkman sur 

l’angiogenèse tumorale dès 197171,72.  Par ses travaux pionniers, il a en effet apporté la preuve 

in vivo que l’angiogenèse est un processus crucial pour le développement tumoral et qu’un 

facteur de croissance diffusible avait la capacité d’attirer les vaisseaux sanguins en formation. 

Ce facteur est le VEGF que nous présenterons plus tard. 

Pendant longtemps le maintien de l’état de quiescence des vaisseaux sanguins a été peu 

étudié car il était considéré comme un processus passif dépendant uniquement de la présence 

du flux sanguin. Bien que le débit sanguin soit effectivement important, on sait dorénavant que 

l’état de quiescence est maintenu par un grand nombre de mécanismes actifs à différents 

niveaux des vaisseaux sanguins73,74. Cela inclut, les cellules endothéliales, les péricytes, les 

cellules gliales, les fibroblastes, les cellules inflammatoires, et la matrice extracellulaire68. Au 

niveau des cellules endothéliales, cette stabilité est maintenue par des jonctions serrées et des 

jonctions adhérentes (impliquant majoritairement les protéines VE-cadhérine et PECAM-1) 

entre les cellules endothéliales75.  

 Lorsque des cellules sont trop éloignées des vaisseaux sanguins, et se trouvent de ce fait 

en hypoxie, elles secrètent du monoxyde d’azote (NO) qui induit fortement la transcription du 

gène Vegf29. Ceci entraîne l’augmentation de la perméabilité vasculaire par déstabilisation des 

jonctions serrées inter-endothéliales. Cette augmentation est dépendante de la redistribution 

de VE-cadhérine et PECAM-128. Il s’en suivra la déstabilisation du vaisseau mature par perte de 

contacts entre les cellules endothéliales et les cellules murales, qui se détachent de la paroi 

vasculaire sous l’influence de l’angiopoïétine-2 et de son récepteur Tie276.  

La présence de VEGF permet également la sécrétion d’enzymes qui vont dégrader 

localement la membrane basale et la matrice extracellulaire, facilitant d’une part la migration 

des cellules endothéliales hors de la paroi vasculaire, mais également la libération d’autres 

facteurs pro-angiogéniques tels que VEGF, FGF-2, TGF et de cytokines prisonnières de la 

matrice extracellulaire29,77. Cette dégradation est effectuée par les métalloprotéases 

matricielles (MMP) et notamment, MT1-MMP, MMP2 ou MMP977. Les collagénases ou encore 

par l’activateur de plasminogène de type urokinase (uPA) et l’activateur de plasminogène de 

type tissulaire (tPA) participent également à cette dégradation de la lame basale78,79. 

Ainsi, pour que l’initiation de l’angiogenèse par bourgeonnement puisse avoir lieu les 

vaisseaux matures doivent premièrement être déstabilisés. Ceci s’effectue par le relâchement 

du contact inter-endothélial, le détachement des cellules de support et la dégradation de la 

matrice extracellulaire.  
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III.2.2 La sélection 

III.2.2.1 Les cellules tip, les cellules stalk 

L’avancée des travaux de ces dernières années sur l’angiogenèse a permis de mieux 

appréhender la formation des bourgeons endothéliaux à partir des vaisseaux pré-existants. 

L’initiation, l’élongation et l’orientation des bourgeons à l’origine des futurs capillaires sont des 

processus très finement régulés. A chaque bourgeonnement se trouvent en effet deux types de 

cellules qui diffèrent au niveau de leurs morphologies, de leurs réponses au VEGF, ainsi que 

dans leurs expressions géniques80. 

On distingue ainsi les cellules de front, ou cellulea tip et les cellules de soutien, les 

cellules stalk. La cellule tip est située à l’extrémité du néo-vaisseau et permet de guider le 

bourgeon vasculaire via l’extension de nombreux filopodes et lamellipodes vers la source du 

signal angiogénique. Les filopodes sont des extensions cytoplasmiques dynamiques formées par 

des faisceaux parallèles serrés d’actine fibrillaire et qui permet à la cellule tip d’acquérir un 

phénotype exploratoire et d’activer un processus de motilité cellulaire54,81. Par opposition les 

cellules endothéliales adjacentes, ou cellules stalk sont très prolifératives, ce qui garantit 

l’élongation du bourgeon vasculaire en arrière 21,54,82. C’est sous le contrôle de la signalisation 

du VEGF et de la voie Delta like-4 (Dll4) /Notch que s’effectue cette spécification endothéliale. 

III.2.2.2 VEGF/VEGFR-2 

La famille des: «facteurs de croissance des cellules endothéliales vasculaires» comprend 

plusieurs membres de glycoprotéines de 40 kDa: le VEGF-A, B, C et D et le PlGF pour Placental 

Growth Factor (cf partie II). Le médiateur principal de l’angiogenèse est le VEGF-A nommé 

simplement VEGF, par la suite.  

Le VEGF et son récepteur principal, VEGFR-2, sont exprimés en association spatiale et 

temporelle avec la plupart des évènements physiologiques qui régissent la formation d’un 

réseau vasculaire puis ceux associés à son remodelage. L’importance du VEGF dans le 

développement est telle que l’invalidation d’un seul de ses allèles chez la souris provoque une 

létalité embryonnaire, à 8.5 jours de gestation (E8.5). Aucune vascularisation organisée est 

observée pour ces embryons à ce stade 83,84. Les souris déficientes pour VEGFR-2 meurent in 

utero au même stade embryonnaire, et les embryons présentent un phénotype similaire85.  

Les voies de signalisation de VEGFR-2 impliquées au sein des cellules endothéliales au 

cours de l’angiogenèse, ainsi que les mécanismes de régulation de ces voies seront abordés 

dans la partie «système VEGF/VEGFR-2: acteurs de l’angiogenèse» de cette introduction. Il faut 

savoir toutefois qu’il existe d’autres récepteurs au VEGF, notamment VEGFR-1 et VEGFR-3. Leur 

délétion globale chez la souris est également létale à des stades embryonnaires précoces, E8.5 

pour VEGFR-186 et E9.5/10.5 pour VEGFR-387. L’étude des phénotypes des embryons de ces 

souris a permis de montrer des anomalies sévères de remodelage du plexus vasculaire, 

illustrant l’implication de ces récepteurs dans le processus de mise en place du réseau 

vasculaire86,87.  
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III.2.2.3 La famille Notch 

La signalisation Notch est conservée dans l’évolution et joue un rôle central dans la 

spécification des cellules, leur différenciation et a également des effets pléiotropiques durant le 

développement embryonnaire et dans la vie adulte88. La voie de signalisation Notch est 

essentielle au développement du réseau vasculaire ainsi qu’à son intégrité. L’importance de 

cette signalisation est mise en évidence par la sévérité des phénotypes résultant de la délétion 

des différents acteurs de cette voie (récepteurs, ligands, molécule régulatrice, gène cible) que 

nous allons brièvement résumer89.  

Il existe quatre récepteurs de la famille Notch chez l’homme, Notch1-490. Les récepteurs 

Notch1 et Notch4 sont principalement exprimés au niveau des cellules endothéliales, et ce sont 

donc eux que nous allons présenter91. Chez la souris, la délétion homozygote de Notch1 résulte 

en une létalité embryonnaire à 9.5 jours de gestation avec de sévères anomalies 

cardiovasculaires et des anomalies majeures de réorganisation  du plexus primaire en réseau 

vasculaire (élargissement des vaisseaux, formation de capillaire, artères, veines)91 92 93. La 

délétion de Notch1 au niveau de l’endothélium entraîne également la létalité embryonnaire 

(Notch1flox/flox/Tie2-Càe), et ceci à un stade similaire (E9.5)94. Le phénotype vasculaire de ces 

souris récapitule celui des mutants globaux Notch1 -/-. La délétion de Notch 4 chez la souris 

n’entraîne pas d’anomalie de viabilité et les souris ne présentent pas d’anomalies majeures95. 

Toutefois, la double délétion de Notch1 et Notch4 provoque une létalité embyonnaire associée 

à des malformations vasculaires plus sévères que lorsque Notch1 est délété seul, suggérant une 

compensation de Notch4 lors de la délétion de Notch195. Chez l’homme, des mutations au 

niveau de Notch1 ont été retrouvées chez les patients souffrant du syndrome d’Adams-Oliver, 

pathologie associée à de nombreuses anomalies vasculaires et malformations cardiaques96-98.  

Les voies de signalisation permettant l’activation de Notch, et plus particulièrement de 

Notch1 sont cruciales dans l’organisation adéquate du réseau vasculaire. Il est donc important 

d’approfondir nos connaissances sur ces voies. L’activation de la signalisation Notch requiert le 

contact entre deux cellules voisines et se fait par liaison avec leur ligand. Chez les mammifères, 

les plus étudiés sont les protéines transmembranaires de la famille Delta-like (Dll1,Dll3,Dll4) ou 

Jagged (Jag1,Jag2)99. Les cellules endothéliales expriment tous ces ligands à l’exception de 

Dll3100.  

Dll4 est le premier transcrit à être exprimé durant le développement; il est 

principalement exprimé au niveau des artères et des capillaires en formations101. La perte d’un 

seul allèle du gène Dll4 est létale au stade embryonnaire pour la majorité des souris. Ces souris 

présentent des anomalies dans le remodelage vasculaire et la différenciation artério-veineuse 
102,103. Ceci illustre le rôle primordial de Dll4 dans le développement et l’angiogenèse. La 

délétion de Jagged1 spécifiquement au niveau des cellules endothéliales chez la souris cause 

principalement un défaut dans le recrutement des cellules murales par activation de Notch3 à 

leur surface104 105.  
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FIGURE 18. Mécanisme d’activation de la voie de signalisation notch 

Figure inspirée de Phng et al, 2009 99 et Yavropoulou et al, 2014 106 

 

 

Comme nous le présentons sur la figure 18, la liaison du ligand exprimé par une cellule 

avoisinante entraîne l’activation de Notch par clivage en deux étapes. D’abord, un clivage au 

niveau du site S2 par les métalloprotéases ADAM, et en particulier ADAM10. S’ensuit un second 

clivage critique pour l’activation de Notch107. Il s’effectue par le complexe γ-sécrétase entre la 

gly1743 et val1744 (site 3, ou S3) entraînant la libération du domaine intracellulaire de Notch, 

sa forme active (NICD)108. Le NICD va ensuite être transloqué dans le noyau où il va agir en tant 

que co-facteur transcriptionnel en s’associant au complexe RBP-J (CSL chez l’homme). Il faut 

savoir qu’il n’y a pas d’intermédiaire entre la membrane et le noyau, ainsi il n’y a pas 

d’amplification du signal, et seul NICD est responsable de l’activation du programme 

transcriptionnel que nous allons décrire. Lorsque NICD s’associe au complexe transcriptionnel 

RBP-J dans le noyau, des co-répresseurs (CoR) sont libérés, et il y a recrutement du co-

activateur MAML (MAML, MAsterMind-Like protein). Ceci active la transcription des gènes 

cibles de Notch, comprenant les facteurs de transcription de la famille HEY, HES, NRAP109,110. 

III.2.2.4 Le modèle de communication « tip to stalk » 

La présence de VEGF dans l’environnement induit l’activation de VEGFR-2 exprimé par 

une cellule endothéliale (figure 19). Cette activation lui assure le phénotype de cellule tip et 

mène à l’expression de Dll4 à sa surface. Le Dll4 nouvellement exprimé par cette cellule 

provoque une inhibition latérale en interagissant avec le récepteur Notch1 d’une cellule 
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voisine. En effet, après translocation dans le noyau, le NICD induit un programme 

transcriptionnel inhibant l’expression de VEGFR-2111-116, et favorisant l’expression du VEGFR-1, 

récepteur impliqué dans la séquestration du VEGF disponible111. De plus, l’activation de Notch 

dans les cellules stalk aboutit à l’inhibition de DLL4 dans ces cellules54,113,117,118. 

 De cette façon, les cellules stalk présentant une activité Notch deviennent moins 

sensibles à une stimulation au VEGF, on parle d’inhibition latérale. Cela inhibe le processus de 

bourgeonnement dans les cellules stalk, condition nécessaire au bon déroulement de 

l’élongation du capillaire109,113. Cette inhibition latérale permet également d’intensifier les 

petites différences initiales dans la production de DLL4111,113,119. Ainsi, les cellules endothéliales 

présentant un niveau plus élevé en VEGFR-2 ou DLL4 ont un avantage dans l’acquisition d’un 

phénotype de cellules tip.  

 

FIGURE 19. Modèle de communication tip to stalk 

 

 

Les cellules tip expriment des niveaux élevés en DLL4113 et VEGFR-2, mais également en 

(PDGF)-BB54, UNC5B120, Neuropilin-1121 et MT1-MMP122 tandis que les cellules stalk expriment 

préférentiellement VEGFR-1123, Jagged1, Dll1124, VCAM1112, et les gènes cibles de Notch. Au 

niveau des cellules endothéliales, on retrouve HES1, HEY1 et HEY289,109,125. Des analyses 

transcriptomiques de cellules endothéliales provenant des souris dll4+/-, considérées comme 

enrichies en cellules tips, et des micro-array de cellules endothéliales isolées par 

microdissection au laser ont également montré que les cellules tip et stalk différent dans 

l’expression de gènes impliqués dans la dégradation de la matrice extracellulaire, et de celle de 

facteurs de transcription80,126.  

In vivo, l’inactivation de presenilin1 (PS1), la sous-unité catalytique du complexe -

sécrétase, est létale embryonnairement, mais à un stade plus tardif que lorsque Notch1 est 

délété127. Par contre, la double délétion de PS1 et son homologue PS2, ainsi que la délétion 

spécifique de RBP-J au niveau des cellules endothéliales est létale au même stade 
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embryonnaire que Notch1, Notch1/Notch4 ou DLL4(E9.5)127,128. Ces souris présentent une 

absence de remodelage vasculaire ainsi que des malformations artério-veineuses.  

La délétion de HEY1 n’est pas délétère pour les animaux (pas de défaut de viabilité, de 

fertilité ou de phénotype particulier)129,130, en revanche la délétion spécifique de Hey2 entraîne 

des retards de croissance et des malformations cardiaques (hypertrophie massive) associés à 

une mortalité autour des 10 premiers jours principalement par arrêt cardiaque131-134. La 

combinaison HEY1/HEY2129 est quant à elle létale entre le stade E9.5 et E11.5 et s’accompagne 

de sévères défauts dans le remodelage vasculaire similaire à ceux présentés par les souris 

Notch1-/-129,135. On retrouve en effet dans ces embryons, des malformations cardiaques, des 

hémorragies massives, une absence de remodelage du plexus primaire et de différenciation 

artério-veineuse136.  

III.2.2.5 Les limites du modèle  

Avec l’avancée des études sur l’angiogenèse le modèle de communication 

communément admis « tip to stalk » que nous venons de décrire présente certaines limites.  

Les différences de signalisation entre DLL4 et le VEGF entraînent une compétition pour 

la fonction de tip ou de stalk. Il faut savoir qu’il a été montré que ce processus est dynamique 

durant toute l’élongation du capillaire. Ainsi, chaque cellule a le potentiel d’adopter chacun des 

phénotypes et peut le présenter à différents moments. Cela entraîne un remplacement rapide 

de la cellule tip. Les cellules tip et stalk échangent ainsi continuellement et dynamiquement 

leur position111,137,138. Le système s’en trouve alors plus complexe que ce qui était initialement 

mis en évidence. Ainsi, la cellule tip correspond plutôt à la cellule transitoirement à la pointe du 

bourgeonnement à un moment donné137. De plus, il a récemment été montré par une approche 

mathématique couplée à de l’imagerie en temps réel, que le taux de cellules tip semble 

déterminer la longueur des capillaires, ajoutant un rôle supplémentaire à la cellule tip autre 

que celui de guidage139. 

L’activation de Notch a été largement montrée comme étant un régulateur négatif de 

l’expression de VEGFR-2. Toutefois, en recoupant les informations de certaines études publiées, 

on retrouve des inconsistances. Par exemple, le traitement de cellules endothéliales humaines 

par un inhibiteur de Notch (DAPT, inhibiteur de la-sécrétase) n’entraîne pas de modification 

de l’expression de VEGFR-2 alors que la sur-expression de NICD ou Dll4 la réprime112,140,141. 

D’autre part, seule une faible augmentation de VEGFR-2 a été rapportée dans les rétines de 

souris Dll4+/-, ou après administration d’un inhibiteur de la signalisation Notch (DAPT)113,142,143.  

Il faut savoir que Notch régule également l’expression d’autres récepteurs au VEGFs. En 

effet, VEGFR-1 comme VEGFR-3, exprimés respectivement par les cellules stalk et tip, sont 

modulés par la signalisation Notch ce qui complexifie le schéma linéaire tip to stalk présenté ci-

dessus. Il a été montré que VEGFR-1 et sa forme soluble sVEGFR-1 sont induits par l’activation 

de la voie Notch112,113,142,144, ce qui entraîne la séquestration du VEGF. Pour ce qui est de  

VEGFR-3, il semblerait que les voies Notch et VEGFR-2 modulent toutes les deux 

indépendamment et dans des directions opposées, son expression et son activation142. 
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Siekmann et al. ont montré in vivo chez le poisson zèbre, que l’inhibition génétique de la 

signalisation Notch conduit à une augmentation de l’expression de VEGFR-3145. Chez la souris 

cette répression de VEGFR-3 par la signalisation Notch a également été démontrée142,146. De 

plus, la combinaison de modèles transgéniques de souris a permis de montrer que la perte de 

VEGFR-3 entraîne un phénotype hypervasculaire, accompagné de la perte de la signalisation 

Notch146. Il faut savoir toutefois que certaines études in vitro ont montré que VEGFR-3 est 

régulé à la hausse par Notch114. Ceci illustre l’importance du contexte dans lequel la 

signalisation Notch est étudiée. 

D’autre part, de récentes études se basant sur le modèle du poisson zèbre par l’équipe 

d’Arndt Siekmann147 ou de la rétine du souriceau par l’équipe de Ralf Adams148 ont permis de 

montrer que les processus de signalisation associés à la formation de bourgeons endothéliaux 

semblent directement couplés et modulés par la formation d’artères. Ce processus impliquant 

le VEGF endothélial et CXCR4 est induit par l’activation de Notch dans les cellules tip et non plus 

dans les cellules stalk. Ces études permettent également d’apporter des informations sur le fait 

que la plupart des gènes enrichis au niveau des cellules tip (Dll4109/apelin80/Cxcr4126) sont 

retrouvés spécifiquement au niveau des artères, apportant une information sur la dualité de la 

voie de signalisation Notch (contrôle de la spécification cellule tip et de la formation d’artères). 

III.2.3 L’élongation 

Après son activation, la cellule tip va bourgeonner à partir du vaisseau pré-existant et 

présenter de nombreux filopodes très dynamiques149. L’utilisation du modèle du poisson zèbre 

a permis de montrer le rôle crucial des filopodes, non pas dans la sélection de la cellules tip ou 

dans le guidage des néo-vaisseaux, mais dans la migration des cellules endothéliales150.  

De plus, de récentes études ont permis d’illustrer l’importance du métabolisme 

énergétique dans la migration de la cellule tip. Au niveau des filopodes de ces cellules, la 

glycolyse est la principale source d’ATP151,152. L’inactivation au niveau des cellules endothéliales 

de souris d’une phosphatase clé de la glycolyse, PFKFB3 (phosphofructokinase-2/fructose-2,6-

bisphosphatase), a permis de montrer un défaut dans l’élongation des néo-vaisseaux. In vitro, 

cette inactivation entraîne également des problèmes au niveau de la migration et de la 

formation de lamellipodes153. La protéine PFKFB3 est cruciale pour la balance entre le 

comportement tip ou stalk, soulignant le rôle primordial des phosphatases dans la migration et 

l’élongation des tubes vasculaires. 

La déstabilisation temporaire des liaisons entre les cellules endothéliales tout en 

maintenant l’intégrité du vaisseau est nécessaire à la bonne élongation du néo-vaisseau. Ceci 

s’effectue par internalisation d’une protéine spécialisée dans les jonctions intercellulaires 

endothéliales, la VE-cadhérine. Cette internalisation est gouvernée par des taux élevés de VEGF 

autour de la cellule tip154. L’activation de la voie Notch permet quant à elle d’inhiber le 

processus de bourgeonnement au niveau des cellules stalk109,113. 

 



44 
 

III.2.4 La formation de la lumière 

La formation de la lumière à l’intérieur du nouveau vaisseau est essentielle car ceci va 

permettre le raccord du néo-vaisseau, et la fonctionnalisation du vaisseau sanguin. Ce 

processus reste peu étudié. Il a toutefois été rapporté qu’il existe divers mécanismes distincts 

aboutissant à la formation de la lumière qui diffèrent selon les types de vaisseaux, la 

localisation vasculaire, ou le stade de développement. Parmi ceux-ci on retrouve, la cavitation 

tubulaire (chord hollowing), la cavitation cellulaire (cell hollowing), et l’invagination de la 

membrane plasmique155 (figure 20). Le bon réarrangement des jonctions intercellulaires, 

l’établissement d’une polarité cellulaire, et la modification de la forme des cellules par 

réarrangement du cytosquelette sont cruciales au bon déroulement de ce phénomène156.           

La cavitation cellulaire met en jeu des vacuoles intracellulaires formées par pinocytose, 

c’est-à-dire par invagination de la membrane plasmique à l’intérieur de la cellule, ou 

directement générées à l’intérieur de la cellule. Ces vacuoles vont ensuite fusionner entre elles 

puis s’interconnecter avec les vacuoles des cellules endothéliales voisines, ceci permettant la 

formation de la lumière156-158. Ce mécanisme est régulé par cdc42, connu pour son rôle crucial 

dans la polarité cellulaire, et rac1 GTPase, en réponse à des interactions avec la matrice 

extracellulaire159.  

 

 

FIGURE 20. Différents mécanismes de formation de la lumière.  

Figure inspirée de Geudens et al, 2011 61, et Sigurbjornsdottir et al, 2014 155 

 

Dans le cas de la cavitation tubulaire, la lumière se forme au niveau du point de contact 

entre deux cellules endothéliales. Des facteurs tels que CD34 ou le complexe ERM (Ezrine, 

Radixine, Moesine) vont entraîner cette rupture entre les cellules et impliquer la redistribution 

des molécules d’adhésion telles que la VE-cadhérine au niveau de la membrane apicale de la 
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cellule endothéliale156,160,161. Ensuite, les surfaces apicales vont se repousser, et la contractilité 

de la myosine induit des changements de formes qui étendent le diamètre de la lumière.  

D’autres études dans les vaisseaux plus larges ont montré un mécanisme de formation 

de lumière, par «creusement » ou invagination. Dans cette situation, c’est l’invagination de la 

membrane apicale déjà existante, qui va permettre l’extension de la lumière et la formation 

d’un tube unicellulaire creux. 

III.2.5 Maturation  

L'établissement d'un réseau vasculaire stable, imperméable et fonctionnel nécessite une étape 

supplémentaire, la maturation des néo-vaisseaux12. Ce processus nécessite la prolifération et le 

recrutement des cellules murales (figure 21). Ces cellules libèrent des composants de la matrice 

extracellulaire (collagène I et élastine) fournissant aux vaisseaux force et élasticité, nécessaires 

pour répondre aux besoins changeants de la perfusion tissulaire22,29. L’arrêt de la migration et 

de la prolifération des cellules endothéliales, l’induction de la différenciation des cellules 

musculaires, la stimulation de la production de la matrice extracellulaire ainsi que le 

renforcement des liens entre les cellules endothéliales et les cellules murales sont des étapes 

importantes pour la stabilité et la perfusion des néo-vaisseaux. 

 
FIGURE 21. Maturation et stabilisation des néo-vaisseaux par recrutement de cellules murales 

Figure modifiée de Fischer et al, 2006 12 

 

D’un point de vue moléculaire, le recrutement des péricytes est contrôlé par PDGFB et 

son récepteur PDGFR-162. Les cellules endothéliales expriment PDGFB activant le récepteur 

PDGFR- exprimé par les cellules murales. Ceci entraîne le recrutement des péricytes sur les 

cellules endothéliales tout en stimulant leur prolifération et migration. Pour que le recrutement 

soit correct, il est nécessaire d’avoir une expression adéquate ainsi qu’une présentation spatiale 

correcte de PDGFB et PDGFR-. L’inactivation de l’une ou de l’autre de ces protéines induit un 

défaut majeur dans le recouvrement péricytaire, des dysfonctions vasculaires et des 

hémorragies induites par l’absence de stabilisation du vaisseau162. Il a été montré également 
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que l’intégrine α4β1 et son ligand VCAM-1 exprimés respectivement par les cellules 

endothéliales en prolifération et par les péricytes sont nécessaires à l’interaction physique 

entre les cellules endothéliales et les cellules murales pendant la formation des vaisseaux 

sanguins163. La perte de cette interaction empêche en effet la maturation et la stabilisation du 

vaisseau en formation et induit un processus apoptotique dans les cellules endothéliales et 

murales163. 

 La signalisation de l’angiopoïétine et son récepteur Tie2 contrôlent également le 

recrutement péricytaire. Parmi la famille angiopoïétine, angiopoïétine-1 et -2 ont été 

particulièrement étudiées dans le processus de maturation des vaisseaux. L’angiopoïétine-1 

favorise l’interaction entre les péricytes et le tube endothélial, et donc la quiescence, tandis 

que l’angiopoïétine-2 déstabilise cette interaction, rendant le vaisseau immature. Un vaisseau 

immature sera plus sensible au VEGF, et donc à l’activation de l’angiogenèse. En fait, les 

péricytes sécrètent angiopoïétine-1 qui active de manière paracrine le récepteur Tie2 des 

cellules endothéliales et permet un recrutement efficace des péricytes. Les cellules 

endothéliales, pour leur part, libèrent l’angiopoïétine-2 qui agit de manière autocrine comme 

modulateur de cette signalisation.  

Toutefois, il a très récemment été montré que cette signalisation pouvait dans certaines 

situations être bi-directionnelle entre les péricytes et les cellules endothéliales27. Dans cette 

étude, les auteurs ont montré que les péricytes expriment également un récepteur Tie2 

fonctionnel qui est activé par l’angiopoïétine-1 contribuant au recrutement et à la maturation 

des néo-vaisseaux.  

Enfin, les cellules murales nécessitent la présence de la protéine ephrinB2 pour leur 

association autour des cellules endothéliales. Son absence spécifiquement au sein des cellules 

murales de souris est létale quelques jours après la naissance. Les mutants ephrinB2 présentent 

des hémorragies et des oedèmes, anomalies attribuées, non pas à une diminution du nombre 

de cellules murales, mais à leur organisation autour des vaisseaux causant ainsi des anomalies 

d’intégrité vasculaire164. La signalisation Notch est également importante dans la différenciation 

artérielle des cellules musculaires lisses. Chez l’homme, une mutation au niveau de NOTCH3 a 

été identifiée lors de la maladie génétique CADASIL (artériopathie cérébrale autosomique 

dominante avec infarctus sous-corticaux et leucoencéphalopathie) et associée à la 

dégénération des cellules musculaires lisses165,166. 

III.3. Mécanisme de régulation de l’angiogenèse et implication au niveau du 

développement vasculaire rétinien 

III.3.1 Modèle de la rétine de souris 

La vascularisation de la rétine de souris permet d’étudier en un seul modèle les 

différentes étapes de l’angiogenèse que nous avons décrites dans la partie précédente. Sur la 

figure 22 ci-dessous, les rétines ont été disséquées 6 jours après la naissance des souris, puis les 
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vaisseaux ont été marqués à l’aide de l’anticorps primaire Isolectine-B4 qui reconnait la 

terminaison du résidu α-galactose exprimé par les cellules endothéliales167.   

 

FIGURE 22. Extension du réseau vasculaire dans le modèle de rétine de souris 

Photos rétine: données personelles  

 

  La figure 22 illustre les différents critères qui peuvent être analysés lors de la formation 

du réseau vasculaire rétinien post-natal chez la souris. Juste après la naissance, le réseau 

vasculaire s’étend superficiellement du nerf optique vers la périphérie. Il est ainsi possible 

d’analyser l’extension du réseau vasculaire rétinien à un jour donné, c’est-à-dire l’aire 

recouverte par le réseau vasculaire sur celle de la rétine.  

En observant spécifiquement le front de migration on remarque des cellules qui 

présentent de nombreux filopodes mais n’ont pas de lumière. Ce sont les cellules tip, à la 

pointe des vaisseaux en formation. En analysant précisément cette zone du plexus vasculaire on 

peut étudier différents critères permettant d’appréhender les premières étapes de 

l’angiogenèse, et notamment le bourgeonnement et la communication tip/stalk. On peut 

étudier des critères tels que le nombre, la direction, la longueur des filopodes. On peut 

également déterminer des anomalies d’élongation ou de formation de la lumière du néo-

vaisseau. 

Le remodelage du plexus peut être étudié en analysant la densité vasculaire aux 

alentours des veines et des artères principales du réseau vasculaire en formation. La densité du 

réseau vasculaire global permet également d’avoir une information sur d’éventuelles anomalies 

de remodelage et d’extension du plexus primaire. 

La maturation des vaisseaux peut également être analysée dans ce modèle. En effet, au 

fur et à mesure que s’étend le réseau vasculaire rétinien, le plexus est remodelé à l’arrière. En 

temps normal, 4 artères et 4 veines principales sont façonnées avant même que le réseau 

vasculaire atteigne la périphérie. Le recrutement correct des cellules murales sur ces gros 
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vaisseaux peut être visualisé par co-marquage entre l’Isolectine B4 et -SMA qui marque 

spécifiquement les cellules musculaires lisses. Nous montrons sur la figure 23 ci-dessous un 

exemple de co-marquage effectué sur une souris contrôle de 21 jours. Il est intéressant de 

noter que, comme nous avons présenté dans l’introduction, les cellules musculaires lisses 

recouvrent préférentiellement les artères plus que les veines, car celles-ci sont plus à même de 

subir de fortes pressions. 

 

FIGURE 23. Recouvrement par les cellules murales des artères et veines principales du réseau vasculaire de rétine 

de souris de 21 jours. Photos : données personelles  

 

D’autre part, en quantifiant les artères et les veines principales et en analysant leur 

ségrégation on obtient des informations sur le processus de différenciation artério-veineuse. 

Un nombre plus faible ou plus élevé d’artères ou de veines ou une superposition entre celles ci 

(shunt) sont par exemple des phénomènes observés lorsqu’il y a des anomalies de 

différenciation artério-veineuse. 

III.3.2 Participation cellulaire à la vascularisation rétinienne chez la souris 

III.3.2.1 Astrocyte et neurones ganglionnaires 

Les astrocytes migrent et prolifèrent radialement et antérieurement à la formation des 

vaisseaux du centre vers la périphérie de la rétine168,169 sous l’influence du PDGFA sécrété par 

les neurones ganglionnaires170. Les astrocytes forment un maillage riche en fibronectine qui 

sert de support à l’expansion vasculaire du plexus superficiel51,171. Les astrocytes non innervés, 

soumis à une hypoxie importante, secrètent du VEGF172,173. Il a été ainsi proposé qu’un gradient 

de VEGF se crée entre le centre et la périphérie de la rétine qui stimule et guide la 

vascularisation rétinienne54,173. Toutefois, une ablation génétique ou pharmacologique des 

astrocytes ne cause pas de modification majeure dans la formation du réseau vasculaire 174-176. 

Ceci sous-entend que d’autres mécanismes entrent en jeu dans cette régulation vasculaire.  

Récemment, l’équipe d’Yoshiaki Kubota a montré que les neurones ganglionnaires ont 

une expression plus élevée en VEGFR-2, le récepteur principal du VEGF, que les cellules 

endothéliales elles-mêmes. A l’aide de souris inactivées spécifiquement pour VEGFR-2 au 

niveau des cellules neuronales (Vegfr2Δneuro), ils ont montré une augmentation du VEGF 
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extracellulaire ainsi qu’un défaut dans son internalisation et sa dégradation. Ainsi, les cellules 

ganglionnaires ont un rôle crucial dans le développement vasculaire rétinien en séquestrant le 

VEGF, et en régulant sa distribution spatio-temporelle au sein de la rétine. Ceci permet de 

guider l’expansion vasculaire et empêche le bourgeonnement vertical prématuré du plexus 

superficiel174.  

III.3.2.2 Les péricytes et cellules musculaires lisses 

L’initiation de l’angiogenèse par bourgeonnement nécessite le détachement des 

péricytes pour permettre la migration des cellules endothéliales. Plus tardivement, le 

recrutement des péricytes et des cellules musculaires lisses par les néo-vaisseaux est essentiel 

au processus de maturation et de stabilisation du réseau vasculaire. Ceci illustre le rôle central 

de la communication entre les cellules murales et les cellules endothéliales. 

Au niveau de la rétine, l’injection intra oculaire de PDGF-B, le facteur important dans le 

recrutement péricytaire dont nous avons parlé dans la partie précédente, entraîne le 

détachement des cellules murales177. En contrepartie, l’administration d’un anticorps bloquant 

anti-PDGFR-β induit des anomalies de remodelage vasculaire rétinien en plus d’un mauvais 

recrutement péricytaire. 

III.3.2.3 Les macrophages/ la microglie 

Les macrophages, dont le rôle est largement connu dans la réponse immunitaire et 

inflammatoire, ont progressivement été décrits comme impliqués dans la régulation de 

l’angiogenèse, qu’elle soit positive ou négative178-180. Ils l’induisent par la sécrétion de facteurs 

pro-angiogéniques ainsi que par dégradation de la membrane basale et de la matrice 

extracellulaire. Les macrophages sont retrouvés au niveau de la rétine de souris avant même le 

début de la vascularisation181.  

La délétion pharmacologique des macrophages a pour conséquence, une diminution de 

la densité du réseau vasculaire rétinien chez le rat. Cette délétion des macrophages résidents 

(présents en permanence dans les tissus), ou systémiques est effectuée respectivement, par 

injection intravitréenne ou intrapéritonéale de liposomes contenant du clodronate182.  

Ce même phénotype, avec diminution du nombre de branchement dans le réseau 

vasculaire est retrouvé dans les rétines de souris dépourvues de macrophages (csf-1op/op). 

Dans ces souris, l’équipe de Yoshiaki Kubota a montré une diminution dans l’expression des 

métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9, protéases qui agissent par dégradation de la membrane 

basale183. De plus, il a été montré dans ces souris délétées en macrophages une diminution du 

nombre de filopodes181. Des études complémentaires ont permis de montrer qu’il existe une 

interaction étroite entre les macrophages et les cellules endothéliales, qui faciliterait la liaison 

entre deux bourgeons voisins neo-formés permettant la formation de branchements par effet 

paracrine et ou juxtacrine (pruning)184. Les macrophages interagissent également avec les 

péricytes185. 

https://keio.pure.elsevier.com/en/persons/yoshiaki-kubota
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Une équipe a montré à l’aide de souris LysMcre;Notch1flox/flox, dépourvues de Notch1 

dans les macrophages, que l’activation de la signalisation Notch au sein des macrophages est 

nécessaire pour leur recrutement et leur localisation au niveau des cellules tip et des points de 

branchement vasculaire rétinien. Les vaisseaux rétiniens de ces souris sont en effet caractérisés 

par de longs filopodes qui ne se connectent pas entre eux et par l’absence de macrophages au 

niveau des cellules tip186. Il semblerait ainsi que les cellules tip expriment du Dll4 qui activerait 

la voie Notch des macrophages environnant leur donnant ainsi un rôle de connecteur entre 

deux cellules endothéliales186. 

En 2011, d’autres travaux ont montré l’implication des macrophages dans 

l’angiogenèse, mais cette fois-ci par une action d’inhibition. Cette inhibition s’effectue par 

l’intermédiaire de la voie Wnt-Flt1187, et prend place au niveau des zones de changement de 

direction nécessaire à la formation des couches profondes du réseau rétinien. Selon ces 

auteurs, les macrophages sécrètent le récepteur sFlt1, en réponse aux Wnt. sFlt1 est un 

récepteur soluble du VEGF, et semble piéger le VEGF environnemental. Il empêche ainsi son 

action angiogénique sur les cellules endothéliales voisines. 

III.3.1 Participation moléculaire à la vascularisation rétinienne chez la souris 

III.3.1.1 VEGF 

Au niveau des rétines, le VEGF est produit et sécrété par les cellules de Müller, les 

cellules de l’épithélium pigmentaire, ainsi que les astrocytes188. 

Il est important de noter que le VEGF est sujet à un épissage alternatif générant 

différents isoformes (cf partieII). Les formes majoritaires sont le VEGF121, 165 et 189 chez 

l’homme, et respectivement VEGF120, 164 et 188 chez la souris. Ces différents isoformes vont 

contenir ou non un domaine de liaison aux héparanes sulfate protéoglycanes de la matrice 

extracellulaire les rendant plus ou moins solubles et diffusibles189. Ceci permet la formation 

d’un gradient spatial de VEGF dans la rétine nécessaire à la régulation de l’élongation des 

vaisseaux ainsi qu’à la densité des capillaires189.  

Le VEGF121 diffuse librement et peut agir sur de longues distances. Le VEGF165 peut 

médier ces effets sur des distances courtes, comme sur des cellules distantes. Le VEGF189 lié à 

la matrice extracellulaire permet la mise en place de signaux uniquement à courte distance.  

L’isoforme 165 est la plus abondante et est essentielle au processus d’angiogenèse. En 

effet, sa seule réactivation chez les souris KO VEGF-/- suffit à rétablir la viabilité des souris, et 

permet un développement vasculaire rétinien similaire aux souris contrôle83,84,190. L’expression 

exclusive de VEGF 120 entraîne la formation de vaisseaux très larges mais qui ne parviennent 

pas à former de branchements189,190. Le phénotype inverse est retrouvé dans les souris 

exprimant exclusivement le VEGF 188, c’est à dire une profusion de vaisseaux très fins, associé 

à un excès de ramifications190. 

L’absence de VEGFR-2 chez la souris entraîne la mort embryonnaire, mais sa délétion 

spécifique et conditionnée au niveau des cellules endothéliales après la naissance, a permis 
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d’étudier le réseau vasculaire de ces souris (Vegfr2floxed/floxed/VEcad-CreERT2T/+). En 

absence de VEGFR-2, les auteurs ont rapporté une diminution du processus de 

bourgeonnement, du nombre de filopodes ainsi que de la densité vasculaire, illustrant la perte 

de sensibilité au VEGF des cellules endothéliales142. Le phénotype inverse a été reporté dans les 

souris délétées spécifiquement au niveau des cellules endothéliales et conditionnellement pour 

VEGFR-1 (Vegf-1flox/flox/Rosa26CreERT2/+)191. 

III.3.1.2 Conséquences d’anomalies de la signalisation Notch dans la 

vascularisation rétinienne 

Comme nous avons vu précédemment, la voie de signalisation Notch est essentielle à 

l’inhibition latérale entre la cellule tip et stalk. La liaison de Notch avec son ligand Dll4 exprimé 

par la cellule tip entraîne son activation par la -sécrétase au niveau des cellules stalk (cf figure 

18). Ceci va entraîner un programme transcriptionnel aboutissant à l’inhibition des récepteurs 

au VEGFs (VEGFR-2/R-3192) dans ces cellules. Par conséquent, elles seront moins sensibles au 

VEGF environnant et arboreront ainsi un phénotype de cellules stalk. Compte tenu de 

l’importance de la voie Notch dans la limitation d’un comportement tip, son inhibition 

pharmacologique par le DAPT qui inhibe  la -sécrétase, ou génétique (souris dll4+/-)102 conduit 

en une réponse accrue au VEGF caractérisée par la formation d’un réseau vasculaire 

extrêmement dense et ramifié, associé à une production anarchique et excessive de filopodes 

par les cellules endothéliales109,113,115,117,145,193,194 (figure 24). 

FIGURE 24. Schéma simplifié illustrant les conséquences de l’inactivation de notch sur l’angiogenèse.  

 

Les structures vasculaires formées par ces cellules endothéliales n’ont généralement pas 

de lumière, générant des structures excessives mais peu fonctionnelles117,194,195. Les souris 
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délétées spécifiquement pour DLL4 au niveau des cellules endothéliales présentent elles aussi 

un réseau vasculaire très dense et anormalement riche en cellule tip. 

Jagged1 est un autre substrat de Notch. Contrairement à Dll4, il est préférentiellement 

exprimé au niveau des cellules stalk des vaisseaux en formation. Il a été montré que Jagged1 

présente une fonction opposée à celle de Dll4 sur la vascularisation des rétines de souris. 

Jagged1 favorise la formation de cellules tip en empêchant l’activation de Notch par DLL4. Il a 

en effet été montré que la délétion de jagged1 au niveau des cellules endothéliales, entraîne 

une augmentation de l’activité de Notch, et conduit à un nombre réduit de protrusions et de 

cellules présentant un comportement de tip196. Comme nous pouvons le voir dans le tableau ci-

dessous, la surexpression de Jagged1 conduit à l’inverse en une augmentation de protrusions, 

et de filopodes196,197.  

 

III.3.1.3 Autres facteurs et interactions impliqués dans l’angiogenèse 

Les voies de signalisation VEGF et Notch, bien qu’essentielles, ne sont évidemment pas 

les seules à gouverner le processus de formation de nouveaux vaisseaux sanguins. D’autres 

familles de molécules et interactions cellulaires sont impliquées dans ce processus. Nous allons 

brièvement en présenter quelques unes ici. 

Comme nous avons vu, les angiopoïétines sont impliquées dans le recrutement des 

cellules murales lors de la maturation des vaisseaux sanguins198. Au niveau de la rétine, il a été 
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montré qu’une délétion de l’angiopoïétine-2 chez les souris entraîne des altérations du plexus 

superficiel et une absence de plexus vasculaire profond, ainsi qu’une persistance anormale du 

réseau hyaloïdien199. 

Les membres de la famille FGFs sont des facteurs de croissance également impliqués 

dans l’angiogenèse. Ces facteurs ont été les premiers « stimulateur de l’angiogenèse » à avoir 

été découverts 200-203. Les FGFs ont toutefois été délaissés avec l’avènement des recherches sur 

le VEGF. Ceci en partie, car l’ablation génétique de certains membres de cette famille (FGF-1 et 

-2), n’entraîne pas de phénotype vasculaire particulier. Il faut savoir que cette famille comprend 

23 membres (FGF-1 à FGF-23) et 4 récepteurs pouvant entraîner une compensation 

fonctionnelle expliquant cette absence de phénotype. Il a été montré que le blocage 

fonctionnel des FGFs dans l’épithélium pigmentaire rétinien entraîne une diminution des 

vaisseaux choroïdiens, et de la vascularisation rétinienne204. D’autres études ont montré 

l’implication des FGFs dans le maintien de l’intégrité vasculaire205. 

La délétion d’Alk1, un récepteur de la famille TGF-β exprimé par les cellules 

endothéliales impliqué dans l’angiogenèse, entraîne la mort embryonnaire chez la souris, à 11 

jours de gestation et est associée à de sévères anomalies vasculaires. On retrouve dans ces 

embryons de sévères altérations morphologiques des veines et des artères principales 206. 

BMP9 est un substrat d’Alk1 impliqué dans le remodelage vasculaire207,208. Une étude de 

l’équipe de Sandrine Bailly a permis de montrer que l’inhibition de BMP9 par injection d’un 

anticorps monoclonal entraîne une augmentation de la densité vasculaire rétinienne207. Les 

auteurs ont montré également que les souris délétées pour BMP9 (BMP9-/-) ne présentent pas 

de phénotype vasculaire rétinien particulier. L’injection dans ces souris du domaine 

extracellulaire du récepteur Alk1 entraîne toutefois une augmentation de la densité vasculaire 

et une diminution de l’expansion radiale du réseau vasculaire. Ceci suggère une compensation 

par la souris en réaction à la perte chronique de BMP9. Les auteurs ont montré que le blocage 

de BMP10 dans les souris BMP9 -/- entraîne la formation d’un réseau vasculaire très dense, 

mais avec une expansion radiale sévèrement diminuée 207. Ainsi BMP10 compense l’activité de 

BMP9. Enfin, Larrivée et al. et Ricard et al ont montré que Alk1 via sa liaison avec ses ligands 

BMP9 et BMP10 contrôle l’angiogenèse par augmentation de la signalisation Notch209.  

Les voies de signalisation wingless(WNT) / Frizzled (FZD) sont impliquées dans de 

nombreux processus cellulaires tels que la prolifération, la différenciation, la migration et 

jouent un rôle crucial lors de la morphogenèse au cours du développement des vertébrés187. Il a 

été montré que ces voies sont également impliquées dans le développement du réseau 

vasculaire rétinien et interviennent notamment au cours de la régression du réseau hyaloïde 

primitif 210-212.  

Il a été montré que de nombreuses molécules de guidage axonal sont également 

impliquées dans le processus d’angiogenèse. Parmi celles-ci, on retrouve les ligands PlexinD1, 

Robo1/4 ou Unc5B, ainsi que les récepteurs de ces ligands, à savoir Sema3E, Slit1/2 et Netrin1. 

Ces molécules sont impliquées dans la vascularisation post-natale de la rétine en régulant 

notamment, le processus de bourgeonnement et le remodelage vasculaire213-217. 
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D’autre part, il a été montré qu’il existe des facteurs stimulateurs d’angiogenèse «non 

classiques» tel que l'érythropoïétine (EPO), l'angiotensine II (ANGII) et les endothélines (ET)218. 

Enfin, Il faut savoir que certains miRNA sont spécifiquement exprimés dans les cellules 

endothéliales et jouent un rôle clé dans le développement vasculaire219 

IV. DIFFÉRENCIATION ARTÉRIO-VEINEUSE 

IV.1. Une distinction génétique précoce lors du développement embryonnaire 

La différenciation entre les artères et les veines, ou différenciation artério-veineuse se 

produit tôt lors du développement embryonnaire et a longtemps été présentée comme 

uniquement contrôlée par le débit sanguin. Les travaux de Thomas Addison en 1860 dans un 

modèle d’embryons de poulet complété par des travaux plus récents ont permis d’illustrer le 

rôle important du débit dans la spécification des artères ou des veines220,221. Grâce à ces 

travaux, nous savons que les cellules endothéliales conservent une plasticité vis-à-vis de leur 

différenciation artérielle ou veineuse, et ce en relation avec le flux sanguin.  

Cependant, les travaux de ces dernières années ont permis de montrer l’existence de 

marqueurs moléculaires spécifiques pour les cellules endothéliales artérielles ou 

veineuses3,222,223. Ces marqueurs sont exprimés par les cellules endothéliales dès les touts 

premiers stades du développement, avant même les premiers battements du cœur 

embryonnaire, et donc avant même la mise en place du flux sanguin3,222,223. Ainsi, la force de 

pression exercée par la circulation sanguine ne peut pas à elle seule expliquer le façonnage des 

artères et des veines.  

Ceci illustre la complexité de cette spécification, régie à la fois par des facteurs 

génétiques, des signalisations spécifiques, et des facteurs mécano-dynamiques. Les 

mécanismes régulant la différenciation artério-veineuse font ainsi toujours à ce jour l’objet de 

nombreuses études. 

On retrouve le ligand membranaire ephrinB2 spécifiquement au niveau des cellules 

endothéliales artérielles alors que son récepteur EphB4 est exprimé par l'endothélium 

veineux224. Leur expression complémentaire et mutuellement exclusive permet la ségrégation 

correcte entre les veines et les artères en formation225. La délétion d’ephrinB2 chez la souris 

provoque une mort embryonnaire (E9.5) associée à de graves défauts angiogéniques ainsi 

qu’un manque général de remodelage vasculaire. Ceci illustre le rôle indispensable de la 

signalisation réciproque ephrinB2-EphB4 dans l'établissement d’un phénotype artériel ou 

veineux224,226,227. En plus du marqueur ephrineB2, la Neuropiline1 et Notch3 sont retrouvés 

spécifiquement au niveau des cellules endothéliales artérielles de la souris, du poisson zèbre et 

du poulet224,228. Les cellules endothéliales veineuses expriment quant à elles EphB4, la 

Neuropiline2, et COUP-TFII224,226,229. 
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IV.2. Implication de VEGF et Notch dans le processus de différenciation 

artérioveineuse  

Nous avons présenté la voie de signalisation Notch et VEGF dans la partie précédente en 

illustrant leurs rôles essentiels dans la communication tip/stalk. Il faut toutefois savoir que 

VEGF 83-86 et Notch 124,145,222 sont également impliqués dans la différenciation artério-veineuse 

(A/V) 

IV.2.1 Implication de la signalisation VEGF dans la différenciation A/V 

L’équipe de David J. Anderson a montré que la délétion des nerfs périphériques, ou des 

cellules de Schwann chez la souris conduit à de graves défauts dans la formation d’artères. En 

complétant cette observation avec des études in vitro, les auteurs ont démontré que le VEGF 

est à la fois sécrété par les neurones et est suffisant pour induire l’expression de gènes 

spécifiques d’un programme artériel sur des cellules embryonnaires230. En parallèle, l’équipe de 

Thomas N. Sato a remarqué que la surexpression de VEGF dans le cœur des souris provoque 

une augmentation du nombre de vaisseaux artériels cardiaques231. Ces études illustrent le rôle 

indispensable de VEGF dans la formation d’artères; ceci a également été démontré chez le 

poisson zèbre. De plus, le blocage de sa traduction par injection d’oligonucléotides antisens 

modifiés (morpholino) provoque la perte d'expression des marqueurs artériels de l'aorte 

dorsale, une expansion des marqueurs veineux et des défauts morphologiques dans l'aorte 

embryonaire232.  

Au niveau moléculaire, il est important de noter que l’activation de ERK par VEGF est 

critique dans le processus de formation d’artères233. Les mutants de souris portant des 

mutations qui réduisent l'activation par VEGF de la signalisation MAPK/ERK présentent en effet 

une diminution de la vascularisation artérielle mais non veineuse. On peut citer par exemple les 

souris  À l’inverse, la stimulation de cette activation entraîne une angiogenèse excessive233,234.  

IV.2.1.1 Implication de la signalisation Notch dans la différentiation A/V 

Les embryons mutants pour la signalisation de Notch, comme par exemple Dll4,  

présentent de sévères malformations artério-veineuses, ainsi que des superpositions anormales 

entre les artères et les veines102,232,235,236. La perte d’un seul allèle de Dll4 résulte en une 

déficience dans l’expression des marqueurs spécifiques aux artères et des malformations 

artérielles103,236.  

Chez la souris, la délétion spécifiquement au niveau des cellules endothéliales et 

combinée de HEY1 et HEY2, les gènes cibles de la signalisation Notch entraîne l’absence totale 

de remodelage du plexus primitif, et des hémorragies129 qui provoquent une mort in utero au 

stade E9.5. Il faut savoir que l’expression des marqueurs artériels comme ephrin-B2 sont 
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réduits dans ces souris, illustrant une implication de ces facteurs dans l’acquisition d’un 

phénotype artériel129. La délétion de l’homologue de HEY2 (grl) chez le poisson zèbre a permis 

de montrer que la signalisation Notch est nécessaire et suffisante pour induire l’expression de 

marqueurs artériels235.  

D’autre part, des microarray sur des cellules endothéliales en culture provenant de 

différents vaisseaux sanguins et de différents tissus, ont permis de montrer qu’elles ont des 

profils d'expression génique distincts et caractéristiques. HEY2 a été spécifiquement retrouvé 

dans les cellules endothéliales artérielles237. Les auteurs ont également montré que l’activation 

de l’expression de HEY2 est suffisante pour conférer des caractéristiques d’expression 

artérielle, et diminuer l’expression de marqueurs veineux à des cellules endothéliales 

provenant de veines237.  

Toutefois, les cellules endothéliales artérielles ou veineuses humaines ont tendance à 

perdre leurs marqueurs moléculaires spécifiques associés lorsqu’elles sont mises en culture, 

rendant difficile leur étude. Ainsi, une étude génomique complémentaire sur des cellules 

endothéliales artérielles et veineuses fraîchement isolées a permis d’apporter des informations 

supplémentaires sur l’expression des marqueurs spécifiques aux veines ou aux artères238. De 

nouveau, HEY2 a été identifié parmi les 64 gènes artériels déterminés par cette technique. Les 

auteurs sont allés plus loin, puisqu’ils ont montré que HEY2 associé à 7 autres facteurs de 

transcription était capable de restaurer robustement le profil génétique artériel à des cellules 

endothéliales en culture238. HEY2 est ainsi considéré comme marqueur essentiel à la 

spécification artérielle.  

IV.2.2 La spécialisation des cellules endothéliales 

Il a été montré chez la souris et le poisson zèbre que VEGF agit en amont de Notch. En 

effet, l’injection de VEGF dans des poissons zèbres déficients pour Notch n’induit pas 

l’expression de marqueurs artériels147, tandis que l’activation de Notch dans des poissons 

zèbres, dans lesquels la traduction de l’ARNm de VEGF est bloquée, restaure une correcte 

différenciation artérielle232.  

Lors de la différenciation artério-veineuse, le VEGF se lie au VEGFR-2 et à son co-

récepteur la Neuropiline-1 ce qui conduit à l’activation de la signalisation Notch. Ceci induit 

l’expression de marqueurs artériels tel qu’ephrinB2 et bloque celle d’EphB4239,240. La 

signalisation Wnt est également impliquée dans la spécification artérielle des cellules 

endothéliales. La β-catenin, un co-activateur transcriptionnel de la signalisation canonique de 

Wnt, induit en effet l’expression de Dll4 et amplifie la signalisation Notch en formant un 

complexe avec NICD. Ce complexe induit l’expression de marqueurs artériels par les cellules 

endothéliales tells que EphrinB2, Dll4 ou CXCR4241,242 (figure 25). 

L’induction d’une spécification veineuse est quant à elle gouvernée par le facteur de 

transcription II du promoteur de l'ovalbumine de poulet (COUP-TFII). Sa délétion 

spécifiquement au niveau des cellules endothéliales entraîne l’artérialisation des veines,  tandis 

que sa surexpression conduit à la formation de vaisseaux larges, qui fusionnent entre eux sans 
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distinction artério-veineuse229. Dans les deux cas il y a mort embryonnaire des souris 

transgéniques respectivement à (E12), et  (E10.5/11.5)229.  

Plus spécifiquement, COUP-TFII induit l’acquisition d’un phénotype veineux par 

régulation négative de Notch1 et HEY1/2229,236,243. De plus, Il a été montré que COUP-TFII peut 

directement inhiber l’expression des facteurs de transcription FOXC1, 2 (Forkhead box C1 et 

C2), et de la Neuropiline1243. FOXC1 et 2 agissent en amont de la signalisation Notch, tandis que 

la Neuropiline1 module la voie de signalisation VEGF3,232. Les souris déficientes pour FOXC1 et 

FOXC2 ont une diminution de leur vascularisation artérielle, mais pas d’anomalies dans 

l’expression des marqueurs veineux illustrant ainsi leur implication dans l’acquisition d’un 

phénotype artériel244.  

FIGURE 25. Facteurs majeurs impliqués dans la régulation de la spécificité artérielle ou veineuse 

Figure inspirée de Adams et al, 2007 21 et Davis et al, 2013  245 

 

La délétion globale ou spécifiquement au niveau des cellules endothéliales de la 

Neuropiline-1 chez les souris est létale (E12.5) et est associée à de sévères défauts de 

remodelage vasculaire246. Les souris n’exprimant plus la partie cytoplasmique de la Neuropiline-

1 sont quant à elles viables mais présentent un grand nombre de superpositions entre les 

artères et les veines illustrant le rôle critique de ce domaine dans la séparation des artères et 

des veines, mais pas dans le processus d’angiogenèse247.  
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PARTIE 2 : SYSTÈME VEGF/VEGFR: ACTEURS DE L’ANGIOGENÈSE  

I. PRÉSENTATION 

I.1. Historique de la découverte du VEGF 

 La découverte du VEGF est associée aux études de l’angiogenèse anormale, excessive et 

dérégulée retrouvée au sein des tumeurs. Judah Folkman postula en effet dès les années 1970 

l’existence de facteurs diffusibles ayant la capacité de stimuler l’angiogenèse tumorale, les TAF 

(tumor angiogenic factors)72. Ceci conduisit en 1989 à l’identification et l’isolation d’un facteur 

mitogénique soluble, le VEGF par l’équipe de Napoleone Ferrara248. Ces travaux ont été 

effectués à partir du milieu conditionné de cellules folliculaires pituitaires bovines248. La même 

année deux autres équipes ont montré que le VEGF avait des propriétés angiogéniques dans le 

modèle de la membrane chorioallantoïdienne de l’embryon de poulet (CAM)249,250. L’équipe 

d’Harold  Dvorak quelques années avant, en 1983, avait anticipé cette découverte en décrivant 

un facteur inducteur de la perméabilité vasculaire tumorale, nommé à l’époque le VPF251, qui 

était en fait la première description du VEGF252.  

I.2. Les différents membres de la famille VEGF 

Lors de toute cette introduction nous avons parlé du VEGF, mais il ne faut pas oublier 

que ce VEGF fait partie d’une famille de glycoprotéines secrétées comprenant d’autres 

membres le VEGF-B, C, D, E et le PIGF (Placental Growth Factor)253 

 

L’invalidation de PIGF chez la souris n’induit pas d’anomalie au niveau du 

développement vasculaire. Toutefois, il a été montré qu’il était impliqué dans l’angiogenèse 

tumorale. Il semble qu’il augmente la disponibilité du VEGF en favorisant la liaison de celui-ci 

avec VEGFR-1 plutôt que VEGFR-2254. Son absence diminue en effet la réponse des cellules 

endothéliales au VEGF. Le PIGF peut se lier avec VEGFR-1 et la Neuropiline-1 255. Des études ont 

permis de montrer la présence d’un isoforme alternatif de PIGF, PIGF-1, qui présente une 

action anti-angiogénique dans des conditions tumorales256. 

 

L’activité du VEGF-B dépend de sa liaison avec le récepteur VEGFR-1. Les souris 

invalidées pour VEGF-B sont viables et fertiles et n’ont pas d’anomalies au niveau de leur 

réseau vasculaire rétinien257. Elles présentent toutefois des anomalies de développement 

cardiaque et pulmonaire 258-260. L’implication de VEGF-B dans l’angiogenèse est encore 

débattue 257,261-264. Cette forme serait impliquée dans la survie des cellules endothéliales 261. 

 

La double délétion de VEGF-C et VEGF-D entraîne une altération du réseau lymphatique 

illustrant leur implication dans la lymphangiogenèse, la formation de vaisseaux 

lymphatiques265. VEGF-C et -D interagissent principalement avec VEGFR-3, récepteur exprimé 
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au niveau des cellules de ces vaisseaux265. Néanmoins, VEGF-C est synthétisé sous forme de 

précurseur qui va ensuite être maturé en plusieurs formes par clivage protéolytique. La forme 

courte de VEGF peut se lier avec le VEGFR-3 mais également avec VEGFR-2266. Ceci suggère un 

rôle double de VEGF-C dans l’angiogenèse et la lymphangiogenèse. D’autre part, VEGF-D est 

impliqué dans le développement du réseau vasculaire chez le poisson zèbre267,  et sa 

surexpression dans les tumeurs induit une augmentation de l’angiogenèse et de la 

lymphangiogenèse268. D’autre part, il existe un phénomène compensatoire entre VEGF-C et -D 

lors de la mise en place du réseau lymphatique embryonnaire265. 

 

Pour finir, le VEGF-A (VEGF), est la forme majeure dont nous avons parlé durant la 

première partie de cette introduction. Le VEGF est essentiel à la mise en place du réseau 

vasculaire 84, et la délétion d’un seul de ces allèles entraîne la mort embryonnaire dès le stade 

E8.5 associée à une absence totale de vasculature que ce soit au niveau de l’embryon ou extra 

embryonnairement 83,84.  

Bien que principalement connu pour agir au niveau du système vasculaire, il régule 

également d’autres évènements par exemple au niveau du système nerveux central, du foie, 

des poumons ou dans le système reproducteur 269-271.  

Chez l’adulte beaucoup de cellules produisent du VEGF, les fibroblates272, les cellules 

hématopoïetiques273, les myofibroblastes cardiaques274, les cellules neurales275, les 

macrophages276, les neutrophiles277, les cellules T278, ainsi que les cellules endothéliales279.  

Un des inducteurs de l’expression du VEGF est l’hypoxie via le facteur de transcription 

HIF-1. Celui-ci se lie en effet au promoteur du vegf et induit son expression chez la souris, et 

l’humain280,281. L’expression de vegf est également contrôlée par certains facteurs de 

croissance, des cytokines et des oncogènes tels que p53, Src, c-Myc, Fos and Bcl-2282. Ainsi, le 

VEGF est aussi associé à l’angiogenèse pathologique et notamment à la croissance tumorale283. 

La prolifération démesurée des cellules tumorales induit une très forte demande énergétique 

qui ne peut être comblée localement par le réseau vasculaire existant. Certaines cellules 

tumorales se retrouvant ainsi dans un environnement faible en oxygène, vont voir leur 

programme transcriptionnel lié à l’hypoxie enclenché, conduisant à la libération du VEGF. Ceci 

stimule de manière excessive et dérégulée la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, dit 

vaisseaux tumoraux. 
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I.3. Les différentes isoformes du VEGF 

Comme nous avons vu brièvement dans la partie I, le transcrit de vegf est sujet à un 

épissage alternatif conduisant à la formation de différentes isoformes 284-286. Ceci entraîne une 

protéine de taille variant entre 34 à 46 kDa. On distingue chez l’homme quatre isoformes 

principales comprenant 121, 165, 189 et 206 acides aminés, d’autres isoformes plus rares ont 

également été reportées (VEGF145 148 et VEGF183)253 (figure 26,). Au cours du développement 

embryonnaire le ratio de ces isoformes varie287. 

FIGURE 26. Épissage alternatif du pré-arnm du vegf conduisant à ces isoformes pro-angiogéniques 

Figure modifiée de Hilmi et al, 2012 288, et Ruiz de Almodovar, 2009 289 

 

Au sein du gène vegf, l’exon 1 code pour une séquence de clivage nécessaire à la 

sécrétion de la protéine, les exons 2 à 5 codent pour les domaines de liaison au récepteur et 

sont partagés par toutes les isoformes. La région codée par les exons 6 et 7 est riche en acides 

aminés basiques ce qui permet la fixation à des polysaccharides aux héparanes sulfates 

localisées sur les surfaces cellulaires et dans la matrice extracellulaire. C’est cette région qui est 

soumise à l’épissage alternatif aboutissant à des formes qui se diffusent plus ou moins bien car 

elles sont plus ou moins freinées par liaison à la matrice extracellulaire. Le VEGF120/1 ne 

possédant pas cette séquence basique est ainsi l’isoforme la plus diffusible. Au contraire, le 

VEGF188/9 est pour sa part fortement lié aux héparanes sulfates et est ainsi séquestré par la 

matrice extracellulaire (cf partie I). 

L’expression exclusive de VEGF120 chez la souris entraîne une mortalité à la naissance 

d’environ 50% des souriceaux avec de graves hémorragies, tandis que les autres meurent dans 

les 15 jours suivant la naissance par insuffisance cardiaque. L’expression exclusive de VEGF-

A188 entraîne des anomalies globales de vascularisation. Le VEGF165 quant à lui est l’isoforme 

prédominante et présente l’activité angiogénique la plus importante290. Il faut savoir qu’il existe 
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également des formes découvertes plus récemment qui sont anti-angiogéniques et contiennent 

l'exon 8b comme dernier exon291 292,293. 

I.4. Les VEGFR 

I.4.1 Les VEGFRs : structure et fonctions   

Il existe chez l’humain trois récepteurs sur lesquels peuvent se lier les ligands de la 

famille du VEGF: le VEGFR-1 ou Flt1 (Fms-like tyrosine kinase 1), le VEGFR-2 ou Kdr ou Flk1 

(Fetal Liver Kinase 1) et le VEGFR-3 ou Flt4 (Fms-like tyrosine kinase 4)253.  

Structurellement les récepteurs au VEGF comprennent un domaine extracellulaire 

organisé en sept domaines apparentés aux immunoglobulines (Imunoglobuline-like), un 

segment transmembranaire et un domaine intracellulaire qui leur permettent d’exercer leur 

activité catalytique. Ce sont en effet des récepteurs tyrosine kinase, ils peuvent ainsi   

phosphoryler certains résidus tyrosine intracellulaires, et induire l’activation de voies de 

signalisation spécifiques.  

Ces récepteurs présentent des mécanismes de régulation similaires à d’autres 

récepteurs tyrosine-kinases impliqués dans l’angiogenèse, comme le PDGFR et l’EGFR. En fait le 

processus d’activation est le même pour tous ces récepteurs. Il y a tout d’abord liaison du 

ligand sur la partie extracellulaire, suivit d’une dimérisation des récepteurs (homo- ou hétéro- 

dimère). Ceci entraîne l’auto- ou la trans-phosphorylation qui permet le recrutement des 

acteurs indispensables à la transduction du signal. Cette cascade de signalisation, que nous 

détaillerons plus tard, entraîne divers processus tels que la prolifération, la migration ou la 

survie cellulaire. Il faut savoir que l’activité du VEGF est régulé très finement et à différents 

niveaux. Ceci inclut classiquement, son expression génique, la stabilité et la traduction de son 

ARNm, ainsi que l’interaction ligand/récepteur, le recyclage, et la signalisation intracellulaire 

induite294. 

I.4.2 Expression 

VEGFR-1-2 et -3 ne sont pas retrouvés au niveau des mêmes tissus. On retrouve, le 
VEGFR-1 et VEGFR-2 au niveau de l’endothélium mais l’expression de VEGFR-1 est plus forte au 
niveau des cellules stalk tandis que celle de VEGFR-2 est essentiellement au niveau des 
filopodes des cellules tip54. Le VEGFR-2 est également exprimé au niveau des cellules 
hématopoïétiques295,296, et des plaquettes297. On le retrouve également au niveau des neurones 
du système nerveux central et périphérique où il joue un rôle neuroprotecteur298, et permet de 
moduler  VEGF biodisponible174. Le VEGFR-3 quant à lui est principalement exprimé par les 
vaisseaux lymphatiques chez l’adulte mais son expression est retrouvée également dans tous 
les vaisseaux sanguins durant le développement embryonnaire. Son expression est augmentée 
au niveau des bourgeons endothéliaux en formation chez l’adulte143, et plus précisément au 
niveau des filopodes des cellules tip143. On note que son expression est également augmentée 
dans la vascularisation tumorale 299,300, mais aussi induite par le VEGF299,301. 
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I.4.3 Rôle 

I.4.3.1 VEGFR-1 

Le VEGFR-1 a un rôle essentiel dans l’organisation et dans le maintien de l’intégrité des 

vaisseaux sanguins. Il est également impliqué dans l’angiogènese tumorale302 et dans 

l’activation des macrophages303. Les souris déficientes pour VEGFR-1 (Vegfr-1-/-) présentent une 

désorganisation du réseau vasculaire primitif et des anomalie d’hématopoïèse menant à la 

mort in utero au jour E8.5-985. L’expression d’une forme mutante où seul le domaine kinase de 

VEGFR-1 est délété résulte quant à elle en une angiogenèse normale, suggérant que le rôle du 

VEGFR-1 dans l’angiogenèse est controlé par sa capacité d’interaction avec ses ligands plutôt 

que par son activité catalytique304. De plus, La délétion de vegfr1 spécifiquement au niveau des 

cellules endothéliales chez les souris entraine quant à elle une létalité embryonnaire associée à 

une angiogenèse excessive et anarchique86. 

Le VEGFR-1 lie le VEGF-A avec une affinité très forte (Kd ≈ 10-20 pmol/L) dix fois 

supérieure à celle du VEGFR-2 (Kd ≈ 75-125 pmol/L) mais présente une activité kinase dix fois 

plus faible305-307. Ceci permet au VEGFR-1 de s’opposer à la signalisation induite par VEGFR-2 

par séquestration, et donc par modulation de la biodisponibilité du VEGF environnemental. 

Cette atténuation de la signalisation VEGFR-2 est confirmée par l’augmentation de sa 

phosphorylation, et donc, de son activation retrouvée lors de  la délétion du gène VEGFR-1 chez 

les souris308.  

VEGFR-1 est également retrouvé sous une forme soluble, sFlt1. Ce variant plus court et 

soluble est issu d’un épissage alternatif. sFLt1 agit également en séquestrant le VEGF et est 

nécessaire à la guidance des néo-vaisseaux lors de l’angiogenèse rétinienne309. 

I.4.3.2 VEGFR-2 

VEGFR-2 est une glycoprotéine transmembranaire de 200kDA connue également sous le 
nom de Fetal Liver Kinase-1 (Flk1) chez la souris et KDR chez l’humain309. Le VEGF-A est le 
principal ligand du VEGFR-2, mais VEGFR-2 peut également lier le VEGF-C et –D. 

C’est le principal effecteur de la voie VEGF. Son rôle est si important que sa délétion 
chez la souris entraîne une mort embyonnaire précoce (E8.5) et est associée à une absence 
totale de vaisseaux sanguins embryonnaires ainsi qu’un défaut d’hématopoïèse85,310,311. Il est en 
effet essentiel à la différenciation des cellules endothéliales, leur survie, leur prolifération, leur 
migration, ainsi qu’à la régulation de la perméabilité vasculaire309.  

L’expression de VEGFR-2 est détectable très tôt durant le développement87,312, puis 

celle-ci diminue  dans les vaisseaux matures313.Il restera toujours dans ces vaisseaux un niveau 

basal de la signalisation VEGF/VEGFR-2 indispensable au maintien de l’homéostasie des cellules 

endothéliales314,315. L’expression de VEGFR-2 est fortement augmentée en condition 

angiogénique et son rôle est critique dans la vascularisation tumorale316. Comme pour le 

VEGFR-1, il existe une forme soluble de VEGFR-2 qui pourrait avoir un rôle négatif sur 

l’angiogenèse317. 
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I.4.3.3 VEGFR-3 

Structurellement, le VEGFR-3 diffère de VEGFR-1 et -2. Il présente toujours les 7 

domaines extra-cellulaires apparentés aux immunoglobulines, mais le cinquième est clivé de 

manière protéolytique et les sous-unités sont maintenues entre elles par des liaisons disulfures 

(-S-S-). Le VEGFR-3 possède deux ligands, VEGF-C et-D, et il a été rapporté que la stimulation 

par ces ligands est capable d’induire la formation d’hétérodimères VEGFR-2 /R-3318,319. 

Le rôle de VEGFR-3 a tout d’abord été décrit lors de la lymphangiogenèse320-322. 

Cependant, on lui connaît également un rôle dans l’angiogenèse142,192. En effet, sa délétion 

globale chez la souris (vegfr3-/-) conduit à la mort in utero au stade E10-12.5, avant l’émergence 

des vaisseaux lymphatiques, et est associée à une faible vascularisation, des malformations 

cardiaques, et des anomalies de différenciation artério-veineuse87. Curieusement, la délétion 

des deux ligands du VEGFR-3 (VEGF-C and VEGF-D) n’entraîne pas d’anomalie vasculaire265. Ceci 

suggère un rôle du VEGFR-3 indépendamment de son ligand. 

Les travaux de Ralf Adams ont permis de montrer que VEGFR-3 est exprimé au niveau 

des cellules tip des vaisseaux en formation142. Toutefois son rôle dans l’angiogenèse est encore 

débattu. En effet, alors que Ralf Adams a proposé que le récepteur VEGFR-3 est essentiel à 

l’angiogenèse, et jouerait même un rôle plus important que VEGFR-2142, l’équipe de Kari Alitalo 

a démontré par la suite l’inverse à l’aide de modèles d’invalidation conditionnelle chez la 

souris146.  

I.4.4 Les différents complexes avec VEGFR-2 

I.4.4.1 Homo/hétérodimérisation de VEGFR-2 

La liaison du ligand sur le domaine extracellulaire du récepteur VEGFR-2 induit sa 

dimérisation ce qui permet la transphosphorylation et l’activation de sa signalisation. Cette 

dimérisation peut s’effectuer entre deux récepteurs VEGFR-2, on parle alors 

d’homodimérisation, mais il existe également des possibilités de combinaison entre les 

différents récepteurs au VEGF, les hétérodimères VEGFR-1-VEGFR-2323 et VEGFR-2-VEGFR-3. Le 

complexe VEGFR-1-VEGFR-2 est le moins connu mais a été identifié dans des lignées de cellules 

endothéliales323. Le dimère VEGFR2-VEGFR3 est pour sa part induit par VEGF-C et VEGF-D au 

niveau des cellules lymphatiques in vitro et in vivo319. VEGF peut également entraîner la 

formation de l’hétérodimère VEGFR-2-VEGFR-3 sans pour autant avoir de capacité de liaison sur 

VEGFR-3 seul318. La présence d’un ligand capable d’association avec les deux membres du 

dimère n’est ainsi pas essentielle à la formation d’un hétérodimère (Figure 27). 
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FIGURE 27. Les récepteurs VEGFRs et leur ligands 

Figure inspirée de Koch et al, 2012 324 et Koch et al, 2011 309 

I.4.4.2 Les Neuropilines  

Les neuropilines sont des protéines transmembranaires ne présentant pas de fonction 

catalytique. Il existe deux types de neuropilines Nrp1 et Nrp2. Comme nous avons vu dans la 

première partie, lors du développement embryonnaire, Nrp1 est préférentiellement exprimée 

au niveau de l’endothélium artériel, tandis que Nrp2 est plus représentée au niveau veineux et 

lymphatique228,325.  

Les neuropilines ont été identifiées initialement comme récepteurs des sémaphorines 

de classe III jouant un rôle dans la modulation du signal de croissance axonal Raper 2000, ce 

n’est que plus tard qu’il a été montré que les neuropilines peuvent former des complexes avec 

VEGFR-2. Nrp1 est le co-récepteur de VEGFR-2 et entraîne une augmentation de son activité en 

présence de VEGF165 326,327. Par contre, la formation de dimères en trans c’est à dire entre 

deux cellules adjacentes Nrp1/VEGFR2 a un effet inhibiteur sur l’angiogenèse et favorise la 

quiescence des cellules endothéliales328. Nrp1 a également la capacité de former des complexes 

avec VEGFR-1326 et VEGFR-3329. D’autre part, Nrp1 peut lier le VEGF, PLIGF, VEGF-B, -C et -

D,329,330 tandis que Nrp2 interagit préférentiellement avec VEGFR-3 et peut lier le VEGF, VEGF-C 

et -D329.  

La délétion des deux formes de Neuropilines chez la souris entraîne une létalité 

embryonnaire précoce (E8.5) associée à des anomalies de formation du plexus primaire plus 

sévère que lors de simple délétion, et ressemblant à celles retrouvées lors de la perte d’un seul 

allèle du VEGF83,84,331. Ceci suggère que les deux membres de neuropilines sont requis au bon 

déroulement du développement vasculaire embryonnaire, et que les fonctions de Nrp1 sont 

sûrement partagées au moins en partie avec Nrp2. 
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I.4.4.3 Les intégrines 

Les intégrines constituent une famille de récepteurs transmembranaires qui permettent 

la liaison entre les protéines de la matrice extracellulaire, comme le collagène la fibronectine, et 

la laminine 332, et le cytosquelette d’actine à l’intérieur des cellules. Les intégrines présentent 

une structure hétérodimérique associant, une chaîne alpha et une chaîne béta. Les intégrines 

β1 et β3 s’associent au VEGFR-2 après stimulation au VEGF. Cette association est cruciale pour 

l’activité de VEGFR-2, et notamment pour l’induction de la migration cellulaire333,334 335 336,337. 

I.4.4.4 VE-Cadhérine  

La VE-cadhérine (« Vascular Endothelial-Cadherin ») est une protéine majoritairement 

exprimée par l’endothélium qui est localisée au niveau des jonctions entre deux cellules 

endothéliales adjacentes. Elle a un rôle essentiel dans l’organisation, l’adhésion et la 

perméabilité de l’endothélium338. L’invalidation génétique de la VE-cadhérine chez la souris 

entraîne une létalité à mi-gestation associée à des malformations vasculaires, et une absence 

de bourgeonnement. Lorsque le domaine vasculaire est muté, les souris présentent un 

phénotype similaire339 340. De plus, la VE-cadhérine est essentielle dans la régulation de 

l’internalisation de VEGFR-2, comme nous allons le voir dans le chapitre III de cette partie.  

 

II. LES MÉCANISMES D’ACTIVATION DU VEGFR-2  

II.1. Description 

Le VEGF se lie au VEGFR-2 par l’intermédiaire de ses domaines apparentés aux 

immunoglobulines 2 et 3. Cette liaison entraîne la dimérisation du récepteur induisant un 

changement conformationnel341.  

Ceci entraîne l’autophosphorylation de VEGFR-2 par l’intermédiaire de son activité 

tyrosine kinase. Les sites de phosphorylations principaux sont, chez l’humain, les résidus Y801 

dans la partie juxta membranaire, Y951 et Y996 dans le domaine kinase, Y1054 et Y1059 au 

niveau de la boucle d’auto-activation, et les Y1175 et Y1214, au niveau du domaine carboxy-

terminal309. Ces sites phosphorylés permettent l’interaction entre le VEGFR-2 et ses 

partenaires, induisant ainsi des voies de signalisation diverses. Ceci inclut, la voie PI3K–AKT–

mTOR, impliquée dans la survie cellulaire et la régulation de la fonction de barrière 

endothéliale, la voie phospholipase Cγ (PLCγ)-ERK1/2 qui est cruciale lors du développement 

vasculaire et la formation des artères. Enfin, la voie SRC est également une voie de signalisation 

activée par la phosphorylation de VEGFR-2. Cette dernière est impliquée dans la structure des 

cellules, leur migration et leur polarisation ainsi que dans les jonctions intercellulaires309. La 

migration des cellules endothéliales en réponse au VEGF, critique pour l’angiogenèse implique 

des transducteurs de signaux se liant aux tyrosines phosphorylées Y951 et Y1175. Certaines de 
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ces voies utilisent des effecteurs communs, permettant une redondance dans l’activation des 

voies de signalisation.  

Il existe également des voies qui permettent d’activer le récepteur VEGFR-2 mais 

indépendamment du VEGF. Les forces mécaniques et le stress de cisaillement peuvent par 

exemple induire la phosphorylation de VEGFR-2, notamment, à l’aide de la VE-cadhérine ou 

d’autres protéines des jonctions cellulaires comme PECAM1342. Dans cette thèse nous allons 

nous concentrer sur la signalisation induite par liaison du VEGF, la voie canonique (Figure 28).  

 

 
FIGURE 28. Signalisation du vegfr-2 induite par le vegf 

Figure inspirée de Koch et al, 2011 309, et Patel-Hett et al, 2011 343 
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II.2. Phosphorylation de la tyrosine 1175 (1173 chez la souris) 

L’action du VEGF est principalement gouvernée par la tyrosine 1175, ou 1173 chez la 

souris. La phosphorylation de ce site régule la prolifération, la migration, et la spécification 

artérielle des cellules endothéliales et participe à l’homéostasie233,344-346.  

Plusieurs effecteurs peuvent se lier à ce résidu: PLCet les protéines adaptatrices Shb 

(«SH2-domain-containing 49adaptator protein B») et SCK (SHC («Src homology and collagen 

homology-related adaptor protein»). 

Une mutation au niveau du résidu Y1173 empêchant la phosphorylation de ce site 

(Y1173F) provoque une mort précoce chez l’embryon de souris (E8.5 à E9.5), associée à des 

anomalies de vascularisation similaires à celles retrouvées chez les souris déficientes pour 

VEGFR-2345. La délétion de l’enzyme PLC-347, ou une mutation au niveau de son site de liaison 

au Y1173, induit également chez la souris des anomalies de vasculogenèse et la mort 

embryonnaire à 10 jours illustrant l’importance cruciale de cette enzyme347,348.  

La phosphorylation du site 1175 du VEGFR-2 entraîne la phosphorylation et l’activation 

de la PLC-.Cette dernière entraîne la formation d’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et de 

diacylglycerol (DAG) par hydrolyse du PIP2 (phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate) 

membranaire. L’induction d’IP3 augmente le niveau de calcium intracellulaire, ce qui va 

permettre l’activation de la protéine kinase C (PKC) 349,350. La PKC une fois active, va induire la 

cascade de signalisation MEK-ERK1/2. La voie de signalisation PLC-PKC régule des processus 

essentiel à la biologie des cellules endothéliales. Par exemple, leur spécification artérielle351, 

leur prolifération, et leur migration352. Ceci en partie par activation de facteurs de transcriptions 

de la famille E26 transformation-specific (ETS)353. D’autre part, des équipes ont montré que 

l’activation de la voie PLC-PKC par VEGF, module la migration des cellules endothéliales par 

l’intermédiaire de la phosphorylation de l’histone deacetylase HDAC7. Cette enzyme est un 

régulateurs essentiel de a structure de la chromatine et donc, favorise l’expression de gènes 

impliqués dans l’angiogenèse354,355. 

 La phosphorylation de la tyrosine 1175 permet également la liaison de la protéine 

adaptatrice SHB et SCK, ceci permet la régulation de la migration cellulaire induite par le 

VEGF346,356. SHB en effet interagit avec la protéine tyrosine kinase FAK in vitro346. La 

signalisation impliquant FAK et son substrat paxilline agit au niveau de la migration des cellules 

endothéliales357. La perte de Shb chez la souris provoque des malformations de l’embryon qui 

conduisent à une létalité embryonnaire avant E8.5358. La signalisation induite par SCK et SHB 

n’est pas encore comprise entièrement. 

 

II.3. Phosphorylation de la tyrosine 951 (949 chez la souris) 

Après liaison du VEGF sur VEGFR-2, la protéine adaptatrice TSAd (« T-cell specific 

adaptator ») vient se fixer transitoirement au niveau de la tyrosine 951 phosphorylée, ceci 

induit le recrutement et l’activation de c-Src (« cellular SRC kinase ») par phosphorylation de sa 
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tyrosine Y418 et déphosphorylation de Y527359,360. Cette activation est essentielle à la 

formation de fibres de stress en réponse au VEGF, et participe à la régulation de la perméabilité 

vasculaire.  

Parmi les substrats de c-Src on retrouve en effet des composés du cytosquelette, 

comme l’actine, des composés impliqués dans l’interaction cellules/cellules régulant la 

perméabilité vasculaire, mais aussi les interactions cellules/matrice extracellulaire régulant 

l’adhésion cellulaire. Ainsi, ce n’est pas surprenant qu’une mutation au niveau de la tyrosine 

951 (Y951F), ou le blocage de TSAd entraîne des anomalies de migration et de réorganisation 

du cytosquelette d’actine après induction au VEGF in vitro.  

La délétion de TSAd chez la souris entraîne une diminution de la perméabilité vasculaire 

en réponse au VEGF associée à des perturbations des jonctions cellulaires gouvernée par la VE-

Cadhérine359. En fait, c-Src, phosphoryle la VE-Cadhérine après induction du VEGF361, ce qui 

entraîne son internalisation. Ceci conduit à une rupture des jonctions adhérentes et donc, une 

augmentation de la perméabilité vasculaire362.  

L’activation de c-Src entraîne également la phosphorylation sur des sites de la protéine 

tyrosine kinase FAK, qui siège au niveau des plaques d’adhérence, zone qui assure l’accrochage 

des filaments d’actine à la membrane cellulaire. L’activation de FAK par c-Src est essentielle à la 

régulation de la forme des cellules, de l’adhésion cellulaire363, ainsi que de la perméabilité364 en 

réponse au VEGF-A.  

II.4. Phosphorylation de la tyrosine 1214 (1212 chez la souris) 

La phosphorylation de VEGFR-2 sur la tyrosine 1214 entraîne le recrutement de la 

protéine adaptatrice NCK365 et la tyrosine kinase cytoplasmique FYN. Ce complexe NCK/FYN 

induit la phosphorylation de PAK-2 et activation de CDC42 puis p38-MAPK. Ceci induit le 

remodelage de l’actine intracellulaire nécessaire à la migration endothéliale sous l’effet du 

VEGF. Une substitution de la tyrosine 1212 par une phénylalanine (Y1212F) chez la souris 

n’entraîne pas d’anomalie majeure chez les souris qui sont viables et fertiles345. 

 

III. RÉGULATION DE LA SIGNALISATION  

III.1. Description générale 

La régulation des signalisations gouvernées par des facteurs extracellulaires sur leur 

récepteur, tel que celle du VEGF et VEGFR-2, s’effectue à différents niveaux. Le contrôle strict 

de la quantité de récepteurs présents à la surface cellulaire permet par exemple la modulation 

de la sensibilité cellulaire au facteur extracellulaire. A court terme, ce contrôle est dépendant 

du phénomène de trafic intracellulaire des récepteurs membranaires, aussi appelé : 

« endocytose ». C’est un processus physiologique d'internalisation des récepteurs à l’intérieur 

des cellules par bourgeonnement de vésicule d’endocytose puis adressage à différents 

compartiments endosomaux. Initialement l’unique rôle attribué au phénomène d’endocytose 
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était l’atténuation du signal comme nous venons de le présenter, mais, il est clair maintenant 

que la signalisation se poursuit dans divers compartiments endosomaux. Le trafic d'endosomes 

contenant des récepteurs activés (Récepteurs Tyrosine Kinase et GPCR) sert de moyen majeur 

pour réguler la signalisation des récepteurs. La perte ou l’enrichissement des substrats et le 

recrutement d’effecteurs variables selon les compartiments vont ainsi permettre de moduler la 

force et la durée du signal.  

Grâce à ce phénomène, l’ensemble de signaux très similaires entraînant l’activation des 

récepteurs tyrosine kinase et permettant de réguler la prolifération, la survie, ou la migration 

cellulaire, et peut également entraîner des conséquences biologiques très variables. Par 

exemple, l’activation de la voie ERK1/2 par VEGF, fortement modulée par le trafic intracellulaire 

du VEGFR-2, est essentielle pour le contrôle de la spécification du devenir artériel351, mais 

l’activation de cette même voie ERK1/2 spécifiquement par FGF ne présente pas cet effet.  

III.2. Trafic vésiculaire de VEGFR-2  

Le récepteur principal au VEGF, VEGFR-2 voit son internalisation stimulée par liaison au 

VEGF, mais le récepteur inactif est également recyclé constitutivement 366. La formation de la 

vésicule d’endocytose s’effectue à l’aide de molécules qui vont déformer la membrane 

plasmique dans le domaine intracellulaire, aboutissant au bourgeonnement de la vésicule vers 

le cytosol. Il existe différents mécanismes d’endocytose reposant sur des composantes 

protéiques différentes. En condition normale, la voie prédominante pour VEGFR-2 est celle 

dépendante de la clathrine 367. On observe également une possibilité d’internalisation de 

VEGFR-2 par la voie cavéoline-dépendante ou par macropinocytose368. 

Une fois internalisées, les vésicules vont perdre leur manteau de clathrine et fusionnent 

avec les endosomes précoces 367. Ces endosomes sont caractérisés par la présence des GTPases 

Rab5 et de EEA1. Une fois au niveau des endosomes précoces, deux devenirs sont possibles : le 

recyclage lent ou rapide des récepteurs à la membrane plasmique via les endosomes de 

recyclage, ou leur dégradation par un adressage aux endosomes tardifs. Ces derniers sont 

formés par invagination de petites vésicules intraluminales369. Une fois au niveau de ces 

endosomes multivésiculaires, les récepteurs seront adressés vers les lysosomes où ils seront 

dégradés. 

Comme nous avons vu dans la partie précédente, VEGFR-2 est souvent sous forme de 

complexe au niveau de la membrane plasmique, avec VEGFR-1 et VEGFR-3309 mais également 

Nrp1326, VE-Cadhérine370 des intégrines et Ephrin B-2371. À l’intérieur de la cellule, VEGFR-2 est 

également impliqué avec de nombreux partenaires, et notamment des protéines tyrosine 

phosphatases tel que PTP1B, VE-PTP372, DEP1, ou TC PTP373. Ces protéines sont impliquées dans 

la régulation de l’endocytose de VEGFR-2.  

La délétion d’Ephrin B-2 dans les cellules endothéliales par exemple inhibe l’endocytose 

de VEGFR-2 et ceci malgré des stimulations au VEGF. In vivo une mutation dans le domaine 

cytoplasmique d’EphrinB2 entraîne une diminution du nombre de filopodes ainsi que de la 

densité vasculaire des rétines de souris. Ceci illustre qu’en absence d’endocytose du récepteur 
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au niveau de la cellule tip, la signalisation de celui-ci ne s’effectue pas efficacement et entraîne 

des anomalies de bourgeonnement et de formation de filopodes371.  

La VE-Cadhérine est également impliquée dans ce contrôle de l’internalisation de 

VEGFR-2, mais en le maintenant à la membrane plasmique. Elle forme en effet un complexe 

avec VEGFR-2 au niveau des jonctions cellulaire et maintient VEGFR-2 en état inactif par liaison 

avec les complexes comprenant les protéines tyrosine phosphatases VE-PTP et DEP-1. La perte 

de la VE-cadherine in vitro entraîne ainsi une augmentation de l’endocytose de VEGFR-2 et de 

la signalisation ERK. 
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PARTIE 3 : LES PROTÉINES TYROSINES PHOSPHATASES 

I. PRÉSENTATION GÉNÉRALE DES PHOSPHATASES  

I.1. Phosphatases et Kinases 

 Le processus de phosphorylation est effectué par les protéines kinases et consiste en 
l’ajout d’un groupement phosphate sur une protéine. À l’inverse, la déphosphorylation permet 
l’hydrolyse de ce groupement et est catalysée par les protéines phosphatases. Ces dernières 
ont longtemps été perçues comme des enzymes servant uniquement à contrecarrer 
passivement les activités des kinases. Il est clair maintenant que les activités des phosphatases 
sont spécifiques et finement régulées et que la coordination avec celles des kinases est 
essentielle à une régulation adéquate des événements de signalisation intracellulaire en 
réponse à des stimuli.  

Le processus de phosphorylation et de déphosphorylation est une modification post-

traductionnelle très rapide, ne nécessitant pas la synthèse ou la dégradation de nouvelles 

protéines. Cet équilibre gouverne la propagation d’un signal permettant de contrôler des 

processus biologiques aussi variés que le métabolisme, la transmission des signaux 

extracellulaires, l'expression génétique ou encore les différentes étapes du cycle cellulaire. 

Ainsi, il n’est pas surprenant qu’une activité aberrante des phosphatases ait été rapportée dans 

la pathogenèse de nombreuses pathologies allant du cancer aux maladies 

d’immunodéficiences.  

 

FIGURE 29. Réaction enzymatique de phosphorylation et déphosphorylation  

 

 

Il est estimé qu’environ 30% des protéines codées par le génome humain sont 

phosphorylables374 et il existe 538 protéines kinases et 150 protéines phosphatases 

connues375,376.  Chacun de ces deux groupes, kinase et phosphatase ont historiquement été 

subdivisés en fonction des acides aminés sur lesquels le groupement phosphate est ajouté ou 
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enlevé. Parmi ces acides aminés, on retrouve majoritairement les sérines, thréonine et tyrosine. 

On parle ainsi de: protéine Sérine/Théonine kinase ou phosphatase ainsi que de: protéine 

tyrosine kinase ou phosphatase. Il faut savoir cependant qu’il existe également des 

phosphorylations sur des résidus cystéines, glutamate, aspartate, arginine et histidine377,378.  

Une étude protéomique sur des cellules eucaryotes a permis de montrer que les 

phosphorylations sur les résidus sérine (pSer) représentent environ 86% des phosphorylations 

totales, celles sur les résidus thréonine (pThre) 12%, et celles sur les tyrosines (pTyr) 2% 

environ379.  

Ainsi la phosphorylation des résidus sérine/thréonine est plus abondante dans les 

cellules eucaryotes. Cependant, la régulation de la phosphorylation des résidus tyrosine est un 

mécanisme clé dans l’activation de voies de signalisation essentielles pour un très large panel 

d’activités cellulaires primordiales à la physiologie des eucaryotes380. Il est intéressant d’ajouter 

également, que la phosphorylation régulée des résidus de sérine (pSer) et de thréonine (pThr) 

est apparue avec les tous premiers organismes unicellulaires, tandis que la transduction des 

signaux par phosphorylation de résidus tyrosines a émergé plus tard dans évolution, coïncidant 

avec l'évolution des animaux multicellulaires. Il a ainsi été proposé que l’émergence des 

mécanismes permettant la phosphorylation des tyrosines auraient eu un rôle essentiel à 

l’apparition des métazoaire multicellulaires381,382. 

Les protéines tyrosine phosphatases (PTPs) sont des régulateurs essentiels qui modulent 

la transduction des signaux à différents niveaux. Les cibles des PTPs peuvent être, par exemple 

des récepteurs membranaires tels que les protéines tyrosine kinases (PTK), des canaux 

ioniques, des molécules adaptatrices, des kinases intracellulaires ou des facteurs de 

transcription.  

I.2. Historique  

La première description de l’activité de phosphorylation remonte aux années 1950 avec 

les travaux de Burnett et Kennedy sur la caséine kinase383. Peu de temps après, l’implication de 

ce processus dans la régulation de la signalisation protéique a été  mise en lumière par E.H. 

Fisher et E.G. Krebbs384. Ils ont démontré que la forme B de la phosphorylase pouvait être 

convertie en forme A en présence de Mg-ATP et d'une enzyme appelée: la phosphorylase 

kinase385. Ce fut la première sérine/thréonine kinase identifiée. Leurs travaux ont été 

récompensés par le prix Nobel de physiologie et de médecine en 1992386,387. 

 En 1978, il a été rapporté pour la première fois une phosphorylation sur un résidu 

tyrosine en même temps que l’identification de la première tyrosine kinase, SRC388,389. Bien que 

quelques groupes aient identifié des PTPs au début des années 1980390, ce n’est que dix ans 

plus tard qu’a lieu la purification par l’équipe de Nick Tonks391,392 puis, le clonage par l’équipe 

de Jack Dixon393 de la première protéine tyrosine phosphatase, PTP1b. S’en est suivie une phase 

d’identification d’un très grand nombre de PTPs, et la mise en place de méthodes 

d’identification de leurs substrats. 
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I.1. Les Protéines Tyrosines Phosphatases  

I.1.1 Classification 

Chez l’homme, la famille des PTPs comprend une centaine (107) de gènes très divers qui 

rend difficile leur classification. Les membres de cette famille présentent tous une séquence 

consensus caractéristique, C(x)5R. Nous allons décrire ici la classification des principales 107 

PTPs, mais, il faut savoir que de récentes classifications se basant sur des études géniques 

associées à des critères de fonction et de structures comptabilisent un plus grand nombre de 

phosphatases avérées ou prédites (189) parlant de PTPome étendu376,394. 

Généralement la famille PTPs, est répartie en quatre groupes selon leur séquence en 

acides aminés de leur domaine catalytique395. Le groupe I, II et III, partagent la même séquence 

HC-X5-R au niveau de leur domaine catalytique contenant un acide aminé clef, une cystéine qui 

initie l’attaque nucléophile nécessaire à la déphosphorylation de leur cible. Le groupe IV pour sa 

part utilise un mécanisme catalytique dépendant non plus d’une cystéine mais d'un acide 

aspartique394. 

La majorité des PTPs, soit environ 99 membres est classée dans le groupe I. Ce groupe 

est subdivisé en PTP classiques comprenant des PTP transmembranaires (PTPRs) et non 

transmembranaires (PTPNs), et en PTPs à double spécificitées (DSP∼65 membres) qui ont la 

capacité de déphosphoryler leur substrat à la fois sur des résidus tyrosine mais également sur 

des sérines/thréonines)396. Cette dernière catégorie est également nommée VH1-like 

phosphatase (Vaccinia H1-like phosphatases). Les PTPs à double spécificités présentent une 

grande variabilité et sont subdivisées en 7 groupes. La famille PRL, constitue un de ces groupes. 

FIGURE 30. Classification de la superfamille des ptps 

 

 Parmi les PTP classiques, les PTPRs sont ancrés dans la membrane plasmique et 

possèdent un domaine extracellulaire leur permettant de lier des substrats solubles ou 

d’interagir avec la matrice extracellulaire. Le domaine catalytique des PTPRs est localisé dans la 
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partie cytosolique de ces PTPs. Les PTPNs sont quant à elles retrouvées dans le cytosol et 

peuvent être localisées dans différents compartiments intracellulaires. La plupart du temps les 

PTPNs présentent des domaines supplémentaires permettant l’association avec différents 

régulateurs (domaines riches en prolines, FERM, PDZ). Le groupe II consiste en une seule 

phosphatase de faible poids moléculaire (LMW-PTP)397 (18kDa) alors que les régulateurs du 

cycle cellulaire et de l’apoptose398 cdc25a, cdc25b et cdc25c sont répartis dans le groupe III399.  

I.1.2 Caractéristiques structurales des protéines tyrosine phosphatase type 

I (classique et DSPs) 

La première structure  résolue par cristallographie d’une PTPs fut celle de PTP1B en 

1994400. Depuis lors, de nombreuses autres structures des PTP humaines ont été résolues401. La 

comparaison du domaine catalytique de ces différentes PTP a permis l’identification de dix 

domaines caractéristiques extrêmement conservés396,401-404. Certains de ces domaines sont 

essentiels à la réaction de catalyse, tandis que d’autres ne sont partagés que par certaines 

PTPs405. La figure 31 ci-dessous souligne la grande conservation de structure des domaines 

catalytiques de différentes PTPs.  

FIGURE 31. Structure du domaine catalytique de différentes protéines tyrosine phosphatase de type I. 

Figure provenant de Tautz et al, 2013 380 

 

Tous les membres de la famille PTP sont caractérisés par la présence du motif signature, 

HC-(X5)-R (motif M9) sur une boucle nommée boucle P au creux de la poche catalytique (figure 

32). Cette séquence contient la cystéine catalytique (C), ainsi qu’une arginine (R) qui stabilise 

les différentes étapes intermédiaires de la réaction. Ces deux résidus sont essentiels à l’activité 
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catalytique de l’enzyme. La boucle P est l’unique domaine commun à toutes les PTPs. Il faut 

noter la présence d’un résidu sérine ou thréonine proche de l’arginine qui est retrouvé dans la 

plupart des PTPs classiques et DSPs et dont le groupement hydroxyle (-OH) aide à la réaction de 

catalyse406,407. 

La liaison du substrat au niveau de la boucle P favorise la fermeture d'une boucle 

flexible conservée entre les différentes PTPs portant la séquence WPD (tryptophane, proline, 

acide aspartique) (Motif M8). L’acide aspartique de cette boucle est critique au bon 

fonctionnement de la catalyse du substrat. En fait, cette boucle, nommée WPD existe sous deux 

conformations distinctes, une "ouverte" permettant une interaction faible avec la boucle P, et 

une "fermée", où la boucle WPD est repliée sur le site actif, amenant le résidu Acide aspartique 

conservé au plus près du substrat400,408. En absence de substrat cette boucle fluctue entre une 

conformation fermée et ouverte, par contre, seule la conformation ouverte permet la fixation 

d’un substrat. Cette boucle WPD est localisée approximativement de 30 à 40 résidus avant le 

motif signature des PTPs de la boucle P dans la structure primaire. La boucle WPD est très 

conservée entre les PTPs de la classe I (classique et DSP), mais n’est pas retrouvée au niveau 

des CDC25 par exemple. 

Les PTPs classiques  présentent une boucle particulière, la boucle de reconnaissance 

pTyr, qui entraîne la formation d’une poche catalytique profonde permettant uniquement 

l’insertion des résidus pTyr. Cette boucle permet en effet de discriminer entre les résidus pTyr 

plus longs et les pSer et pThr plus courts, seuls les résidus pTyr seront capables d’atteindre le 

fond de la poche catalytique. Les DSPs, ne présentant pas cette boucle de reconnaissance, ont 

une poche catalytique moins profonde de 3 Ångstroms qui permet à la fois l’insertion des 

résidus pThr et pSer et celle des pTyr409,410.  

 
FIGURE 32. Éléments structuraux clés des PTPs 

d’après Barr et al, 2009 401 et Andersen et al, 2001 403 
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La boucle Q est retrouvée au niveau des PTPs classiques uniquement. Cette boucle est 

nommée ainsi car elle contient des résidus glutamine (Q) conservés à 97%. Il existe une boucle 

similaire au niveau des DSPs mais qui ne contient pas de résidus glutamine ni d’acide aminé 

fortement conservé.  

I.2. Le processus de déphosphorylation gouvernés par les PTPs (Cys) 

Des études cinétiques411-413 associées à des informations structurales400,408,409,413 ont 

permis d’élucider le mécanisme de catalyse effectué par des PTPs. En fait, la déphosphorylation 

des protéines par les PTP implique tout d’abord l'insertion du phosphoamino-acide du substrat 

dans la poche catalytique de la phosphatase, où il se trouve alors à proximité de la cystéine 

catalytique de la boucle P. Le mécanisme s’effectue par la suite en deux étapes chimiques 

successives, présentées sur la figure 33 ci-dessous. 

Dans un premier temps, l’acide aminé catalytique de l’enzyme (la cystéine) initie une 

attaque nucléophile sur le groupement phosphate du substrat. En effet, la cystéine catalytique 

des phosphatases, enfouie dans la poche catalytique qui lui crée un microenvironnement 

chargé positivement, présente un pKa≈5. Ceci la rend extrêmement réactive à des pH 

physiologiques414. Cette attaque nucléophile conduit à la formation d'un intermédiaire 

phosphocystéine415 et est couplée à la protonation de l’oxygène du groupement phénol du 

substrat. Ceci entraîne la libération du substrat déphosphorylé416. Le proton nécessaire à cette 

étape est fourni par l’acide aspartique situé sur la boucle WPD se trouvant à proximité du 

substrat grâce à la conformation fermée de celle-ci. Le résidu arginine de la boucle P forme des 

liaisons faibles avec les deux atomes d’oxygène libre du groupement phosphate et permet à la 

fois, la reconnaissance du substrat mais également la stabilisation de celui-ci ainsi que de 

l’intermédiaire thiophosphate dans la poche catalytique de l’enzyme417.  

Enfin, dans une seconde étape le phosphate du complexe phosphocystéine est transféré 

à une molécule d’eau aidé de nouveau par l’acide aspartique de la boucle WPD. Ceci permet la 

restauration de l’enzyme initiale, et le retour à une conformation ouverte de la boucle WPD. La 

stabilisation de la molécule d’eau nécessaire à cette dernière étape est effectuée par une 

glutamine de la boucle Q des PTPs classiques. D’autre part, le groupement hydroxyle d’une 

sérine ou thréonine avoisinant l’arginine de la boucle P est importante pour la séparation du 

complexe intermédiaire et pour la stabilisation du groupement thiol (-S) de la cystéine 

catalytique406,407. La mutation S131A dans la DSPs VHR a dramatiquement affecté la capacité de 

VHR d’hydrolyser le complexe intermédiaire407,418. 
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FIGURE 33. Réaction enzymatique des PTPs.  

figure provenant de Brandao et al, 2012 419 

 

Il est très difficile d’isoler des PTPs en association stable avec leurs substrats en raison 

de la nature transitoire de ce complexe403.  Par contre, une mutation du résidu cystéine de la 

boucle catalytique (C) pour une sérine (S)420 ou une alanine (A)421,422 abroge toute activité 

enzymatique tout en conservant une affinité pour les substrats in vitro. Cette caractéristique a 

été utilisée pour isoler des complexes stables formés de la phosphatase liée à ses substrats409. 

C’est grâce à ces mutants, nommé C/S, que de nombreux substrats physiologiques pour 

plusieurs PTPs ont été identifiés409,420,423,424.  

Une autre stratégie pour piéger les substrats consiste à muter l’acide aspartique (D) de 

la boucle WPD.  En effet, comme nous venons de voir, cet acide aspartique est également un 

résidu critique pour la fonction enzymatique des PTPs puisqu’il fournit au substrat un atome 

d’hydrogène, lui permettant de se libérer de son groupement phosphate et de se détacher de la 

phosphatase. Il est également essentiel à la deuxième étape de catalyse, celle de 

renouvellement au statut initial de l’enzyme. La mutation de ce résidu pour une alanine génère 

un mutant que l’on appelle D/A. Il possède une très grande capacité de rétention de manière 

stable du substrat423,425,426.  

II. PTP ET ANGIOGENÈSE: RÉGULATION DES ACTIVITÉS DU RÉCEPTEUR VEGFR2 PAR 

LES PTPS  

II.1. Vue d’ensemble des phosphatases connues pour agir sur la signalisation 

VEGFR-2 directement ou indirectement 

Les PTPs sont impliquées dans une très grande variété de processus biologiques, ainsi ce 

n’est pas surprenant qu’un certain nombre de PTPs favorisant ou réprimant l’angiogenèse ait 

été identifié.  

Parmi les PTPs impliquées dans le système vasculaire, certaines agissent par 

déphosphorylation du récepteur clef VEGFR-2, tandis que d’autres modulent sa signalisation. 

Parmi les phosphatases connues pour déphosphoryler des sites de VEGFR-2, on retrouve, VE-

PTP372 et DEP-1427 qui sont des PTPs transmembranaires, ainsi que PTP1B428, TC-PTP373, Shp1429, 

Shp2430, PTP-MEG2431 et LMW-PTP432. Toutes ces phosphatases modulent négativement la 

signalisation de VEGFR-2 par déphosphorylation du récepteur au VEGF. D’autres phosphatases 

ont été montrées comme régulant positivement la signalisation de VEGFR-2, mais ceci a été 
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reporté en aval de VEGFR-2. Nous allons présenter ici quelques unes des PTPs connues pour 

agir directement sur VEGFR-2.  

II.2. VE-PTP  

La VE-PTP, ou PTPRB chez l’homme, est un exemple de phosphatase impliquée dans le 

processus d’angiogenèse. C’est une PTP de type récepteur dont l’expression est restreinte chez 

l’adulte aux cellules endothéliales, et particulièrement au niveau de l’endothélium artériel433. 

Sa délétion globale chez la souris entraîne la mort embryonnaire au stade E9.5-10 associée à 

des anomalies majeures de remodelage du plexus vasculaire primitif en un réseau fonctionnel 
433,434. Dans l’endothélium adulte, VE-PTP s’associe et déphosphoryle des substrats situés au 

niveau des jonctions cellulaires, comme le récepteur de l’angiopoiétine Tie2, et un des 

composants des jonctions adhérentes, VE cadherine, ainsi que le VEGFR-2372,435,436. En fait, VE-

PTP permet le maintien de la VE-cadherine dans un état déphosphorylé, entraînant une 

stabilisation du vaisseau mature et une diminution de la perméabilité vasculaire435. Lorsque 

VEGFR-2 est activé par le VEGF, il y a dissociation du complexe entraînant une augmentation de 

la perméabilité vasculaire essentielle à l’initiation de l’angiogenèse437. De ce fait, les souris 

mutées dans lesquelles le complexe VE-PTP/VE-cadherine est impossible à dissocier ont une 

diminution de la perméabilité vasculaire induite par le VEGF438.  

Des études in vitro à l’aide de la méthode de ‘trapping’ effectuées à l’aide de mutant D/A de VE-

PTP ont permis de montrer que cette phosphatase nécessite Tie2 pour se lier au VEGFR-2439. La 

diminution de VE-PTP dans les cellules endothéliales entraîne une augmentation de la 

signalisation en réponse au VEGF372. On retrouve ainsi, une persistance de la phosphorylation 

des sites Y951 et Y1175 de VEGFR-2, ainsi qu’une augmentation de la prolifération. D’autre 

part, le modèle de corps embryonnaire a permis de montrer qu’en l’absence de VE-PTP le 

bourgeonnement est excessif et le nombre de filopodes augmente en réponse au VEGF439. 

VE-PTP permet l’orchestration de la maturation des jonctions cellulaires, de la polarisation de la 

CE et de la formation de la lumière lors de l'angiogenèse en réponse au VEGF.  

II.3. PTP1B 

PTP1B est une phosphatase intracellulaire exprimée ubiquitairement. Structurellement 

cette phosphatase possède en plus de son domaine catalytique, un domaine d’ancrage au 

réticulum endoplasmique qui lui permet de s’orienter vers le cytoplasme et de déphosphoryler 

des cibles intracellulaires440,441, ou membranaires lorsque le RE se trouve intimement en 

contact avec la membrane plasmique442. De plus sa position ancrée au RE lui permet d’agir 

également sur des protéines nouvellement synthétisées.  

Parmi les nombreux substrats connus de PTP1B, on retrouve le récepteur à l’insuline443,444 et 

VEGFR-2428. La délétion de PTP1B chez les souris n’affecte ni leur viabilité, ni leur fertilité, mais 

entraîne une hypersensitivité à l’insuline apportant une résistance à l’obésité444. La délétion 

spécifique de PTP1B au niveau des cellules endothéliales est associée à une augmentation de la 

densité vasculaire, du nombre de branchement et du nombre de filopodes du réseau vasculaire 
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rétinien sans affecter la vitesse de recouvrement. Les souris présentent également une 

augmentation de l’angiogenèse en réponse au VEGF entraînant une accélération du processus 

de cicatrisation après blessure445. 

Au niveau des cellules endothéliales, la diminution de PTP1B entraîne une persistance 

de la phosphorylation du site 1175 de VEGFR-2, entraînant une persistance de la voie RAF–

MEK–ERK ce qui aboutit à une augmentation de la prolifération cellulaire428. Par contre, la 

migration induite par le VEGF n’est pas affectée428. 

 PTP1B pourrait agir sur VEGFR-2 lorsqu’il est encore à la membrane plasmique mais le 

mécanisme n’est pas encore connu. Par contre il est établi maintenant que PTP1B agit sur 

VEGFR2 une fois internalisé351,446. PTP1B déphosphoryle VEGFR-2 sur le site Y1175 

préférentiellement lorsque VEGFR-2 se trouve dans les endosomes précoces exprimant EEA1446.  

II.4. DEP-1 

DEP-1, une phosphatase de type récepteur, est exprimée par plusieurs types cellulaires 

dont les cellules endothéliales447, épithéliales et hématopoïétiques448. L’expression de cette 

phosphatase augmente avec la confluence cellulaire449, et il a été montré que DEP-1 contribue 

à l’inhibition de contact, un  processus permettant aux cellules confluentes de cesser de 

proliférer.  

Parmi les différents substrats de DEP-1 on retrouve, VEGFR-2450 et Src451. En fait, DEP-1 

s’associe directement au VEGFR2 et semble le déphosphoryler préférentiellement sur les 

résidus Y1054 et Y1059, essentiels à l’autoactivation du récepteur. Ainsi,  la déphosphorylation 

de ces résidus par DEP-1 se traduit par une baisse de la phosphorylation globale de VEGFR2 sur 

les sites majeurs de phosphorylation450. Ainsi, la diminution de DEP1 in vitro, se traduit par une 

augmentation de la phosphorylation globale de VEGFR-2 après induction au VEGF450. 

Parallèlement à cet effet inhibiteur sur VEGFR-2, il a été démontré que DEP-1 va activer src en 

déphosphorylant son site inhibiteur Y527. Ceci entraîne l’activation de plusieurs fonctions 

biologiques qui dépendent de la signalisation induite par src, telles que la survie cellulaire, la 

perméabilité vasculaire et l’invasion450,452,453. La déplétion de DEP-1 dans les cellules 

endothéliales humaines entraîne en effet une anomalie dans la perméabilité induite par le 

VEGF, celle ci est plus faible qu’en condition normale453. Afin d’illustrer la perméabilité 

vasculaire in vivo, du bleu evans est injecté dans le système vasculaire de la souris puis une 

injection locale de VEGF est effectuée en intra-dermique. En condition normale, la perméabilité 

est augmentée localement et se traduit par dispersion du bleu evans dans le tissu environnant, 

qui peut être quantifiée par extraction. Cette méthode a permis de démontrer que des souris 

délétées globalement pour DEP-1 ont une diminution de la perméabilité  induite 

spécifiquement par VEGF454. 

Malgré ce défaut de perméabilité, les souris délétées pour DEP-1 sont viables, fertiles, et ne 

présentent pas d’anomalie de croissance455,456. Par contre, il existe un autre modèle de souris 

dans lesquelles la partie intracellulaire de DEP-1 a été remplacée par eGFP. Cette mutation est 

létale embryonnairement pour les souris au stade E10.5/E11.5. L’analyse des embryons a 
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permis de révéler des anomalies majeures du système vasculaire associées à une 

désorganisation des vaisseaux périphériques ainsi qu’une augmentation de la prolifération des 

cellules endothéliales457. Les raisons de ces différences phénotypique ainsi que le rôle de DEP-1 

dans la vascularisation adulte sont encore à éclaircir. En effet, DEP-1 de par son action négative 

sur VEGFR-2 et activatrice sur la signalisation Src est complexe et son rôle semble être 

dépendant à la fois de son niveau d’expression mais également du contexte.   

II.5. PRL-3: une phosphatase mystérieuse 

PRL-3 est une protéine tyrosine phosphatase à double spécificité, faisant partie de la 

sous famille PRL contenant deux autres membres PRL-1 et PRL-2. Nous allons présenter dans la 

partie suivante cette famille, mais il faut savoir que globalement très peu de choses sont 

connues sur les rôles et les mécanismes d’action de ces 3 PTPs en conditions physiologiques. 

Contre toute attente cette PTPs semble réguler positivement la signalisation VEGF en modulant 

directement le niveau de phosporylation de VEGFR-2.  

III. LA FAMILLE PRL (PHOSPHATASES OF REGENERATING LIVER) 

III.1. Identification et caractérisation 

III.1.1 Historique 

La famille PRL est composée de trois membres PRL-1 PRL-2 PRL-3, et forme un sous-

groupe des protéines tyrosine phosphatase à double spécificité, les PRL-PTPs. Le premier 

membre de cette famille à avoir été découvert, PRL-1, a été initialement identifié en 1991 

comme un gène précoce dont l’expression est très fortement augmentée lors du processus de 

régénération du foie chez le rat, et dans les cellules stimulées par des mitogènes458. 

C’est l’équipe de Diamond et al. qui caractérisa en 1994 cette protéine et la nomma, 

Phosphatase of Regenerative Liver en référence à cette découverte (littéralement : la 

phosphatase de la régénération du foie). Ils ont montré également que la séquence en acides 

aminés de cette nouvelle protéine comprenait la séquence consensus de 8 acides aminés 

caractéristiques des PTPs459. Subséquemment, PRL-2 a été identifiée chez l’homme par analyse 

génétique460,461. Enfin, PRL-1,2 et 3 de souris ont été clonées et analysées461-463. Ces trois 

protéines sont codées respectivement pas les gènes PTP4A1, PTP4A2 et PTP4A3. 

Les trois PRLs sont parmi les plus petites phosphatases dans la famille des PTPs avec une 

taille d’environ 20kDa, et leur locus est situé sur trois chromosomes différents chez l'homme 

(6,1 et 8) au niveau des régions suivantes: 6q12 pour PRL-1, 1p35 pour PRL-2 8q24.3 pour PRL-

3395. Les trois protéines PRL partagent une faible similarité de séquence avec d'autres 

phosphatases à double spécificité (<20%)464-467, mais sont hautement conservées entre elles464. 

Chez l’homme PRL-1 et PRL-2 partagent en effet 87% d’homologie, tandis que PRL-3 présente 

respectivement 79% et 76% d'identité avec PRL-1 et 2460,467,468. D’autre part, les PRLs 

présentent un très haut degré de conservation entre espèces suggérant un rôle critique de ces 
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protéines dans les fonctions cellulaires. Par exemple, les séquences protéiques de PRL-1 et 2 

humain et de souris sont complètement identiques tandis que PRL-3 est à 96% identique462,469. 

Malgré cette très forte homologie, les trois enzymes de la famille présentent une 

expression tissulaire distincte suggérant un rôle indépendant de ses membres. 

Mystérieusement, aucun substrat physiologique ne leur a été clairement associé à ce jour, et 

leur activité de phosphatase sur des substrats non naturels est extrêmement faible. Cela rend 

cette famille très intrigante et suggère un rôle complexe, d’autant plus qu’une surrexpression 

de ces différents membres est  hautement corrélée à la progression tumorale. De nombreuses 

études se sont ainsi focalisées sur l’implication de ces phosphatases dans un contexte tumoral. 

Ce n’est que très récemment que les premières études pointent un rôle essentiel de ces 

phosphatases dans des processus physiologiques tels que le contrôle de la régulation du 

magnésium intra-cellulaire470.  

III.1.2 Distribution tissulaire 

Initialement des Northern blot ont montré une expression très forte de PRL-2 au niveau 

des muscles squelettiques462. Des études complémentaires d'hybridation in situ ont montré une 

expression élevée de l'ARNm de PRL-2 dans presque tous les tissus humains, suggérant un rôle 

fondamental de PRL-2 dans des fonctions physiologiques471. PRL-1 a une distribution tissulaire 

plus variable, généralement moins forte que PRL-2 dans les mêmes tissus471. PRL-1 est à peine 

détectable au niveau du foie humain ou des muscles squelettiques et totalement indétectable 

dans le cœur humain et dans l’artère coronaire. Au niveau de la rétine de souris, l’expression de 

PRL-2 est la plus forte au niveau de la couche nucléaire externe et interne et de la couche des 

ganglions472. PRL-1 et PRL-2 sont aussi fortement exprimées au niveau du système nerveux lors 

du développement des drosophiles et des poissons zèbres473. PRL-3 présente quant à elle chez 

l’homme une expression restreinte au niveau du cœur et des muscles squelettiques en 

condition physiologique462. Ainsi les trois PRLs présentent une distribution tissulaire ainsi que 

des niveaux d’expression variables. 

III.1.3 Phénotype associé aux souris déficientes pour chacun des membres 

de la famille PRLs 

Dans le tableau ci-dessous nous présentons les différents phénotypes qui ont été 

reportés dans la littérature pour les différents modèles génétiques de souris. Certaines études 

(en gris dans le tableau) ont été effectuées sur des fonds génétiques mix 

(129P2/OlaHsd:C57BL/6N) ou sur un nombre de rétrocroisement inférieur à 6 générations. Il est 

connu qu’un fond génétique « non pur » peut entraîner une atténuation des phénotypes 

observés, ou carrément des conséquences non relatives aux gènes étudiés. Une étude récente 

par Noriko Uetani a par exemple montré, que la fréquence des homozygotes pour PRL-2 à la 

naissance était différente entre un fond génétique mix et rétrocroisé pour plus de 6 

générations474.  
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Il est intéressant de noter que même si les souris délétées pour chacune des PRLs sont viables à 

la naissance, la fréquence des homozygotes est plus faible que celle attendue475.  D’autre part, 

la délétion de PRL-2 entraîne une mortalité précoce dans les 5 jours après la naissance 

suggérant un désavantage fort pour ces souris474. Enfin, la double délétion de PRL-1 et PRL-2 

provoque la mort embryonnaire avant le stade E9.5 illustrant une possible compensation entre 

les membres de la famille PRLs. 

 

 
 Phénotype référence 

PRL-1 -/- - Similaire au wt 

- Fréquence des homozygotes légèrement plus faible que 

celle attendue 

475 

PRL-2 -/- - Environ 80% des femelles mortes dans les 3 jours après la 

naissance 

- Retard de croissance 

- Poids et taille plus faible que wt 

- Poids de la rate plus faible 

- altérations sex-dépendantes de la thermogenèse, du poids 

des tissus adipeux brun/blanc, des poumons, et de la taille 

des fibres musculaires 

- hématopoïèse inefficace et altération de la capacité de 

repeuplement à long terme des cellules souches 

hématopoïétiques  

- Niveau de  magnésium dans le sérum plus élevé que la 

normale 

- Hypotrophie des testicules  

- Anomalie du développement du placenta 

474 
475  
470 
476 
477 

 

PRL-3 -/-  - Fréquence des homozygotes plus faible que celle attendue 

- Poids légèrement plus faible 

- Perméabilité induite par VEGF diminuée 

- réponse anormale des souris à une 

injection intrapéritonéale de glucose (IPGTT)  

478 
479 

PRL-1 -/- 

/PRL-2 -/- 

double 

délétion 

- mortalité embryonnaire < E9.5 475 
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III.2. Caractéristiques structurales des PRLs 

III.2.1 Caractéristiques communes aux autres PTPs 

La structure de PRL-3 chez l’homme a été élucidée en 2004 par RMN464. Peu de temps 

après la structure cristallographique de PRL-1 a été publiée466. Comme les autres protéines 

tyrosine phosphatases, les PRL-PTP contiennent le site actif CX5R dans la boucle catalytique, le 

motif WPD contenant le résidu acide aspartique qui aide à la formation et à l'hydrolyse de la 

phosphoenzyme intermédiaire (figure 34). Des alignements de séquences avec les autres DSPs 

montrent un pourcentage d’homologie inférieur à 20%, ce qui est typique dans cette classe 

d'enzymes relativement divergentes464,466. Les PRLs présentent ainsi également des différences 

structurales qui affectent leur activité et spécificité. 

FIGURE 34. Alignement des séquences entre les différents membres de la famille prls 

modifiée de Stephens et al, 2005 480 

III.2.2 Motif de prénylation, une caractéristique unique  

Une caractéristique unique qui différencie les PRLs de toutes les autres PTPs est la 

présence d’un motif de prénylation CAAX à côté d'une région polybasique dans son domaine C-

terminal, respectivement en violet et vert dans la figure 34462,481. Ce motif peut être modifié 

post traditionnellement par ajout de lipide isoprénoide farnesyl (15 carbones) 

ou géranylgéranyl (20 carbones), via une liaison thioether, sur la cystéine.  

Ce phénomène est connu pour augmenter l’hydrophobicité des protéines facilitant ainsi 

leur localisation vers la membrane plasmique. Il a été démontré que ceci était vrai également 

pour les PRLs. En effet, la séquence CAAX des PRLs peut être farnésylée in vivo482,483, et 

géranylgéranylée in vitro461,483,484, même si ce phénomène semble plus controversé pour PRL-

3483,484. D’autre part, la prénylation des PRLs entraîne leur relocalisation au niveau de la 

membrane plasmique et dans des structures intracellulaires similaires à des endosomes 

précoces481,482,485. Une mutation de la séquence CAAX481 ou le traitement de cellules avec des 

inhibiteurs de l’enzyme farnésyl transférase (FTI-277) qui ajoute les groupements farnesyl sur 

ces substrats483, empêche en effet cet adressage membranaire et redirige les PRLs vers le 
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noyau. Une région polybasique adjacente au motif CAAX, semble impliquée dans cet adressage 

membranaire464,465,481, toutefois, elle pourrait également être impliquée dans l’adressage 

nucléaire des PRLs en absence de prénylation sur le motif CAAX482. En effet, la mutation de 

cette région pour des alanines non chargées entraine une localisation uniquement cytosolique 

des PRLs et non plus nucléaire. 

Le motif de prénylation est également critique pour l’activité biologique des PRLs. Ceci a 

été démontré la première fois par une mutation de la cystéine du motif CAAX de PRL-1 et 3 

dans des cellules d’adénocarcinome du colon SW480 entraînant des mutants non prénylés 

incapables de favoriser la migration et l’invasion de ces cellules. D’autres études ont par la suite 

confirmé ces observations pour PRL-1 et 3 dans d’autres types cellulaires414,424,481. Enfin, ceci a 

également été démontré pour PRL-2 dans des cellules cancéreuses des poumons (A549) dans 

lesquelles la surexpression d’un mutant délété au niveau C-terminal entraîne un défaut de 

migration et d’invasion cellulaire486. 

III.2.3 Deux caractéristiques uniques au sein de la boucle P 

III.2.3.1 Une boucle P très hydrophobe 

La présence de la cystéine catalytique et du résidu aspartique au niveau de la boucle P, 

est la signature principale de toutes les PTPs, y compris les PRLs (Cys104/101
 et Arg110/107 

respectivement pour PRL-1,-3 et PRL-2). La séquence située entre ces deux acides aminés, qui 

aide à la reconnaissance des substrats, est extrêmement conservée entre les PRLs,  mais n’est 

partagée avec aucune autre DSPs ou PTPs classique487,488. Cette séquence, Val-Ala-Gly-Leu-

Gly apporte un caractère très hydrophobe unique à la poche catalytique des PRLs. Ceci pourrait 

sous-entendre une préférence par les PRLs, pour des substrats hydrophobes. 

III.2.3.2 Séquence C-terminal de la boucle P contenant une alanine 

inhabituelle 

Une autre caractéristique structurale qui différencie les PRLs de pratiquement toutes les 

autres PTPs classiques et DSPs, à l’exception de CDC25464 est l’absence de groupement 

hydroxyle porté normalement par un acide aminé sérine ou thréonine au niveau de la séquence 

C-terminal de la boucle P. Ce groupement hydroxyle facilite normalement la dégradation de 

l'intermédiaire phosphoenzyme dans la catalyse gouvernée par des PTPs406,407. Au niveau des 

PRLs, ce groupement est remplacé par une alanine selon la séquence Ala-Pro-Val464 (souligné en 

rouge sur la figure 34). Ce résidu Proline est commun aux trois PRLs et fournit probablement 

une restriction conformationnelle unique des PRLs.  
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III.2.4 Une cystéine catalytique très sensible à l’oxydation  

L'environnement du site actif des phosphatases confère un pKa anormalement bas à la 

cystéine catalytique, elle se trouve ainsi sous forme d’anion thiolate (Cys-S). Cette forme est 

essentielle à l’initiation efficace de l’attaque nucléophile sur le groupement phosphate du 

substrat par la cystéine. Cependant, cette valeur faible de pKa rend cette cystéine très sensible 

à l’oxydation489. La cystéine oxydée ne peut plus fonctionner comme un nucléophile, ainsi, 

l’activité enzymatique des phosphatases s’en trouve généralement diminuée490. Les anions 

thiolates de la cystéine peuvent être facilement oxydés en acides sulféniques (Cys-SOH), même 

dans des conditions d'oxydation modérée491. Les groupements Cys-SOH, sont cependant très 

réactifs et donc, très sensibles à une oxydation rapide et irréversible en sulfure oxydé (Cys-SO2) 

et sulfonique (Cys-SO3)491-494 (figure 35). Des études biochimiques et cristallographiques 

indiquent que les PTPs ont développé une variété de mécanismes pour stabiliser leur cystéine 

catalytique sous forme oxydée de manière réversible et ainsi, les protéger d’une oxydation 

irréversible très dommageable 489-491. Un moyen de défense est de stabiliser soit le groupement 

Cys-SOH, soit directement la cystéine, interne à la structure protéique.  

Ainsi, l’oxydation de la cystéine catalytique des PTPs LMW, cdc25 ou PTEN, entraîne la 

formation d’un pont disulfure réversible, ce qui la protège d’une oxydation terminale495,496. Sur 

d’autres PTPs tel que PTP1B, l’oxydation va entraîner la formation réversible d’un intermédiaire 

sulfénamide491. 

FIGURE 35. Réversible et irréversible oxydation de la cystéine catalytique 

Figure inspirée de Funato et al, 2014 496 

 

La structure tridimensionnelle de PRL-3 et PRL-1 a permis de montrer la présence d’une 

cystéine (en orange sur la figure 34) qui se retrouve très proche spatialement de la cystéine 

catalytique (Cys101/104)464. Cette cystéine est conservée entre les trois PRLs (Cys49/46 
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respectivement pour PRL-1,-3 et PRL-2). PRL-1 a été cristallisée avec la cystéine catalytique 104 

à la fois sous forme réduite et oxydée, où elle forme un pont disulfure avec la Cys49
464-466. Des 

études complémentaires ont confirmé in vivo et in vitro que l’oxydation de la cystéine 104 de 

PRL-1 conduit à la formation d’un pont disulfure avec la cystéine conservée Cys49, et que ce 

mécanisme peut être contrecarré par des agents réducteurs414,497. Le cristal de PRL-2 a permis 

de montrer que la Cys101 de PRL-2 peut également être oxydée en formant un pont disulfure 

avec la Cys46 avoisinante498. Différentes études montrent que le statut redox du site catalytique 

et la formation des ponts disulfures intra-moléculaire pourraient, en plus de protéger la 

cystéine catalytique, permettre de réguler l’activité des PRLs414,497,499.  

La plupart du temps les PTPase isolées in vitro sont sous leur forme active, mais afin 

d’éviter d’isoler une forme oxydée une précaution supplémentaire est généralement d’ajouter 

des fortes concentrations d’agents réducteurs. Ce qui est très curieux pour PRL-1, c’est que 

malgré ces agents réducteurs, une forme oxydée a été isolée suggérant que PRL-1 pourrait être 

plus sujette à l'oxydation que les autres PTPase414. En fait les PRLs en général requièrent un très 

haut niveau d’agent réducteur pour maintenir leur cystéine catalytique sous forme anion 

thiolate498. 

III.2.1 Motif WPFDD des PRL 

Les PRLs arborent une boucle WPD distincte de celles des PTPs classiques. Ceci est 

relativement fréquent dans la famille DSPs. Les PRLs ont ainsi un motif WFPDD plutôt que 

WPD500. Le rôle des acides aminés supplémentaires de cette boucle reste encore à définir. Des 

mutations au niveau des deux résidus acide aspartique (D) de la boucle WPFDD ont permis de 

montrer que le deuxième était catalytiquement actif pour PRL-1 et PRL-3464,482. Une mutation 

de cet acide aspartique pour une alanine (D92A) dans la boucle WPD de PRL-3 entraîne un 

mutant structurellement stable qui ne déphosphoryle plus le substrat non naturel 3- O-

methylfluorescein phosphate (OMFP)501. 

III.2.2 Une capacité d’oligomérisation pour PRL-1 et -3 

Une autre caractéristique structurelle, révélée par la structure de PRL-1 est sa capacité à 

former des trimères464-466. L’équipe de Jeong et al a montré que l’oligomérisation de PRL-1 est 

un processus dépendant de la prénylation et qu’elle semble impliquée dans sa localisation 

membranaire466. Un autre équipe a montré que le mutant tronqué pour la séquence CAAX C-

terminal de PRL-1 présente un taux d’oligomérisation très faible481. La trimérisation de PRL-1 ne 

module pas son activité catalytique envers des substrats non naturels (pNPP)481. Par contre, les 

mutants (Gly97Arg et Thr-13) qui affichent une faible tendance à l’association oligomérique ont 

été utilisés pour montrer le rôle probable de cette trimérisation de PRL-1 dans la migration et la 

prolifération cellulaire481. D'autre part, les structures de RMN de PRL-3 montrent une protéine 

monomérique464,502, mais il a également été montré oligomérisé dans les cellules481,503. La 

farnélysation de PRL-3 pourrait aussi contribuer à son oligomérisation503, mais, cette 

oligomérisation de PRL-3 in vitro inhiberait son activité catalytique envers des substrats non 
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naturels503. La plupart des résidus permettant la trimérisation de PRL-1 sont conservés dans 

PRL-2, ainsi il serait possible que PRL-2 soit également sujet à une trimérisation, cependant PRL-

2 n’a pas été observée à ce jour sous forme de trimère498. 

III.3. Les PRLs, des phosphatases peu conventionnelles 

III.3.1.1 Pas de substrat biologique direct clairement identifié à ce jour 

Comme les autres DSPs, le site actif de PRL-1 et 3 est très peu profond et présente la 

cystéine catalytique à la base de la poche catalytique. Ceci permet la reconnaissance et la 

fixation à la fois des résidus tyrosine, mais également sérine et thréonine409,465,466,502. 

Cependant, la poche catalytique des PRLs est encore plus large et peu profonde que les autres 

DSPs. De ce fait, on s’attendait à une spécificité élargie et donc à découvrir une grande variété 

de substrats pour PRLs467. Or, aucun substrat biologique n’a pour le moment été clairement 

identifié pour aucune des trois PRLs. Quelques substrats ont été toutefois proposés notamment 

pour PRL-3. Pour ce dernier, les protéines cibles potentielles qui ont été reportées sont pour la 

plupart reliées à la membrane plasmique (ezrin504,505, integrine 506,507 ou paxiline508) ou le 

cytosquelette (la keratine 8509). Il semblerait également que PRL-3 ait la capacité de 

déphosphoryler le PI(4.5)2P dans un essai de chromatographie sur couche mince in vitro501. Par 

contre, la déphosphorylation directe a été démontrée uniquement pour PI(4,5)2P et ezrin, les 

autres ont été déterminées indirectement car leur niveau de phosphorylation est abaissé 

lorsque PRL-3 est délétée in vivo. Des études indépendantes dans d’autres lignées cellulaires 

n’ont pas permis de confirmer l'influence de la surexpression de PRL-3 sur la phosphorylation 

de l'ezrin ou de paxilline510.  

Tout cela illustre qu’à l’heure actuelle les substrats proposés dans la littérature pour 

être directement déphosphorylés par les PRLs nécessitent des études complémentaires pour 

être suffisamment robustes.  

Par contre, il existe des partenaires se liant aux PRLs qui sont maintenant bien connus. 

Par exemple, Hardy et al. ont montré pour la première fois en 2014 la formation d’un 

hétérodimère fonctionnel entre PRL-2 et le transporteur de magnésium CNNM3470. Ils ont 

également montré qu’une déplétion de magnésium in vitro entraînait une augmentation de la 

formation du complexe et que le niveau de magnésium du sérum des souris KO PRL-2 était plus 

élevé que celui des souris Wt. L’implication de ce complexe dans la promotion tumorale in vivo 

et in vitro a ensuite été reportée511,512. Par la suite, des études complémentaires ont permis de 

montrer que les membres de la famille CNNM pouvaient également se lier à PRL-1 et 3513,514.  

Cette découverte est extrêmement intéressante car le magnésium est un cofacteur 

essentiel pour des centaines d’enzymes dans le corps humain. Ces études sont les premières 

qui ouvrent la voie de la compréhension du rôle de ces enzymes dans des conditions 

physiologiques. Elles pourraient expliquer la sévérité du phénotype associé à la délétion de ces 

protéines chez les souris.  
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III.3.1.2 Une capacité catalytique très limitée in vitro 

Comme mentionné dans le paragraphe I.2, l’étape de catalyse s’effectue en deux 

étapes, une première où il y a attaque nucléophile de la cystéine catalytique sur le phosphate 

du substrat. Le résidu d'acide aspartique conservé dans la boucle WPD agit comme un donneur 

de proton. Puis vient une seconde étape ou le phosphate du complexe phosphocystéine est 

transféré à une molécule d’eau aidé de nouveau par l’acide aspartique de la boucle WPD. Ceci 

permet la restauration de la cystéine catalytique sous sa forme réduite. Ainsi, l’enzyme se 

retrouve dans son état d'origine et est disponible pour un nouveau cycle de catalyse (Cf fig)  

Une méthode largement répandue afin de déterminer l'activité enzymatique des PTPs in 

vitro est de mesurer la déphosphorylation du substrat synthétique chromogène, le p-

Nitrophenyl Phosphate (pNPP)515. Un autre substrat non naturel et plus réactif est utilisé 

également pour mesurer cette activité, en particulier pour les DSPs, le 3-O-methylfluorescein 

phosphate (OMFP)516. Ces études de cinétique enzymatique ont permis d’appréhender cette 

réaction de catalyse pour les PRLs. Il se trouve qu’une extrêmement faible activité catalytique a 

été reportée pour les 3 membres des PRLs481,498. La réaction de catalyse en général est très 

lente en comparaison à d’autre PTPs, et c’est l’étape de restauration de l’enzyme qui est 

limitante pour les PRLs. Pour les autres PTPs la réaction de catalyse est rapide et c’est la liaison 

au substrat qui est généralement limitante407.  

La valeur de la constante catalytique pour PRL-3 est si faible qu’elle n’a pas pu être 

mesurée avec le substrat pNPP503 tandis qu’elle est d’environ 10-4 s-1 pour OMFP ce qui est 

grandement inférieure aux valeurs retrouvées pour les PTPs. Pour comparaison, la PTPs cdc25 a 

une valeur de constante catalytique déterminée avec ce même substrat de 1.2s-1 517. 

Certaines différences structurelles des PRLs par rapport aux autres PTPs que nous avons 

décrites dans la partie III.2 peuvent expliquer cette très faible vitesse de catalyse.  

Tout d’abord, la présence du résidu alanine à la place du résidu portant un groupement 

hydroxyle (ser ou Thr) au niveau de la boucle P. En effet, nous savons grâce à des études 

structurelles et cinétiques que ce résidu est nécessaire à l’étape de régénération de l’enzyme. 

Cependant, même si une mutation de cette alanine pour une serine (A111S) au niveau de PRL-1 

et PRL-3 augmente sa capacité de dissociation avec le complexe intermédiaire464,481,501, cette 

étape reste malgré tout très lente supposant que cette alanine n’est pas seule à expliquer la 

lenteur de cette étape (kcat PRL-3wt=2.5x10-4 vs kcat PRL-3(A111S)=7.1x10-3)464. D’autre part, une 

autre étude a montré que la délétion du motif de prénylation CAAX de PRL-3 entraînait une 

augmentation légère de son activité catalytique (kcatPRL-3wt=2.3 x10-4s-1 vs kcatPRL-3(ΔC4)=2.7 

x10-4 s-1)503. Ceci suggère un probable effet inhibiteur de ce motif de prénylation sur la réaction 

enzymatique controlée par PRL-3. Il a été montré également que la formation de pont disulfure 

intramoléculaire ne peut expliquer cette faible vitesse enzymatique. En effet, lorsque cette 

formation de pont disulfure est empêchée par mutation de la Cys49 (C49A) l’activité catalytique 

de PRL-3 n’est pas affectée464. 
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III.4. Propriété oncogénique des PRLs 

Une activité aberrante de phosphorylation a été reportée dans la pathogenèse de 

nombreuses pathologies humaines incluant le cancer. Les PTPs jouant un rôle important dans 

l'inhibition ou le contrôle de la croissance étaient pressenties comme suppresseur de tumeur. 

Ceci est en effet vrai pour une grande partie des PTPs, cependant de nombreuses études ont 

permis de montrer que certaines d’entre elles exercent des fonctions pro-tumorales410. Parmi la 

vingtaine de PTPs reportées comme oncogéniques on retrouve les trois membres de la famille 

PRLs. 

En effet, une régulation positive des PRLs a été observée dans de nombreux types de 

tumeurs de stade avancé ainsi que dans des lésions métastatiques. La surexpression des PRLs 

est fréquemment retrouvée dans de nombreuses lignées cellulaires tumorales, et les cellules 

exprimant des niveaux élevés de PRL présentent une prolifération, une migration et une 

invasion augmentée459,461,518-520.  

Ce sont les travaux du groupe de Vogelstein en 2001 qui ont pour la première fois établi 

un lien entre une PRL, PRL-3 et des métastases hépatique de cancer colorectal521. Dans cette 

étude pionnière, ils ont trouvé que parmi les 144 gènes régulés à la hausse, seulement PRL-3 

était constitutivement surexprimée dans des échantillons de foie colorectal métastatique. Ils 

ont également montré que le niveau d'expression de PRL-3 dans les tumeurs primaires du 

cancer colorectal était beaucoup plus faible que dans les lésions métastatiques hépatiques 

correspondantes suggérant que PRL-3 pourrait jouer un rôle important dans les métastases521. 

De plus, dans le cancer colorectal, la surexpression de PRL-3 est retrouvée au niveau des 

métastases du foie, mais également des poumons, du cerveau, des ovaires, du péritoine et des 

ganglions lymphatiques521-523. Cette surexpression de PRL-3 a ensuite été retrouvée dans 

beaucoup d'autres types de cancer comme par exemple celui de l’estomac524-527, des ovaires 
528,529, du sein530,531, de la vessie532, des poumons533, les gliomes534, les mélanomes535,536, ou de 

l’oesophage537. PRL-3 a également été retrouvée surexprimée dans les tumeurs malignes 

hématologiques, comprenant par exemple la leucémie myéloïde aigue538, ou des myélomes 

multiples539. Ces études ont montré que la surexpression de PRL-3 est fréquemment associée à 

l’acquisition d’un potentiel métastatique395,540. Cette surexpression est très largement associée 

à un taux de survie faible, en faisant un facteur de mauvais pronostic pour de nombreux types 

de cancer541.  

PRL-1 est exprimé à des niveaux élevés dans les métastases ganglionnaires des 

adénocarcinomes542. Son expression est également élevée dans les cancers du colon542, du 

pancréas469 et de l’œsophage543. Des études in vitro sur diverses cellules cancéreuses, ont 

permis de montrer que PRL-1 confère une motilité cellulaire et des propriétés invasives accrues 

qui peuvent être inversées lorsque l'expression de PRL-1 est diminuée544,545.  

Une expression différente de PRL-2 entre tumeur primaire et métastatique a quant à 

elle été montrée dans l’adénocarcinome du colon542 et de le cancer de la prostate469,519. Les 

propriétés oncogéniques de PRL-2 dans le cancer du sein ont été ensuite démontrées par Hardy 

et al. Leurs travaux ont permis de montrer que le niveau d’ARNm de PRL-2 est d’une part, 
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significativement élevé dans les tumeurs du sein primaires par rapport au tissu environnant, et 

est également augmentée dans les ganglions lymphatiques métastatiques par rapport aux 

tumeurs primaires546. Cette étude a été complétée in vivo par l’intermédiaire de trois types de 

souris transgéniques, l’une exprimant une version oncogénique de ErbB2, l’une co-exprimant 

ErbB2 et PRL-2(wt), et la dernière co-exprimant ErbB2 et PRL-2(C101S). Ils ont montré que la co-

expression ErbB2/PRL2(wt) conduisait plus rapidement à la formation de tumeur du sein en 

comparaison aux souris contrôle et délétées pour le domaine catalytique de PRL-2546, prouvant 

ainsi l’implication de PRL-2 dans la progression tumorale. PRL-2 est également fortement 

exprimée dans les hémopathies malignes, par exemple, dans la leucémie myéloïde aiguë (LMA), 

la leucémie myéloïde chronique (LMC) ou le myélome multiple (MM)547-549. De plus, il a été 

reporté une surexpression de PRL-2 dans les tumeurs pancréatiques469 et du poumon486.  

Une étude d’hybridation in situ réalisée par l’équipe de Dumaual et al. a montré que 

l’ARNm de PRL-2 est également fortement augmentée dans les carcinomes hépatocellulaires 

(cancer primitif du foie)550. Curieusement, les auteurs ont également montré que l'ARNm de 

PRL-1 et -2 était le plus souvent détecté à des niveaux plus élevés que la protéine 

correspondante. Cela pourrait indiquer un contrôle post-transcriptionnel de ces molécules. Il 

faut savoir qu’une répression traductionnelle par la protéine liant PolyC-RNA 1 (PCBP1) a été 

proposée par une équipe pour PRL-3551. 

IV. IMPLICATION DES DIFFÉRENTES PRLs DANS DES VOIES DE SIGNALISATION ET 

CONSÉQUENCES  BIOLOGIQUES CONNUES À CE JOUR 

Bien que les fonctions biologiques exactes de ces trois phosphatases restent floues, 

mécaniquement les PRLs ont été liées à plusieurs voies de signalisation impliquées dans 

l'invasion et la motilité cellulaire. Dans différentes études PRL-3 a par exemple été identifiée 

comme activateur de la voie de la famille Rho GTPases468, la voie MAPK/ERK552, la voie de 

signalisation du récepteur du facteur de croissance épidermique EGFR553, la voie mTORC554, et 

la voie PI3K / AKT510 et de la tyrosine protéine kinase Src518. Nous allons présenter l’implication 

connue des PRLs dans ces différentes voies, mais il faut savoir que PRL-2 et PRL-1 ont largement 

moins été étudiées que PRL-3. D’autre part, depuis la découverte du potentiel oncogénique de 

PRL-3, la plupart des études sur les PRLs se placent dans un contexte tumoral, et certaines 

études présentées ici n’ont pas été confirmées par d’autres équipes indépendantes.  

IV.1. PRLs et migration cellulaire / invasion  

IV.1.1 PRL-1 et -3 et transition épithélium-mésenchyme (EMT)  

Plusieurs études ont démontré le rôle promoteur de PRL-3 dans la transition épithélio 

mésenchymateuse508,555. La transition épithélio mésemchymateuse, ou EMT entraîne la perte 

des propriétés épithéliales, comme par exemple, l'adhésion cellule-cellule et la polarité baso-

apicale, associée au gain des propriétés mésenchymateuses, ce qui facilite la motilité cellulaire 

et l'invasion. C’est un processus retrouvé dans divers contextes physiologiques, mais il a 
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également été montré que ce phénomène est moteur de la progression tumorale. En effet, 

c’est par le processus d’EMT que les cellules tumorales d’origine épithéliale (carcinome) 

deviennent invasives, étape essentielle à la formation des métastases556.  

L’induction de l’EMT par PRL-3 semble être effectuée par régulation négative de la 

phosphatase et de l'homologue de la tensine (PTEN)508 ou de la famille des cadhérines555,557. 

Une étude publiée dans le journal cancer research a permis de montrer que l’expression 

stable de PRL-3 catalytiquement active dans des lignées de cancer colorectal (DLD-1) présente 

un niveau d’expression de PTEN plus faible que lorsque son domaine est inactif (mutation 

C/S)508. Une autre équipe a observé cela également dans des cellules de cancer gastrique558. 

PTEN étant un régulateur négatif de la voie de signalisation intracellulaire PI3K / AKT il n’est pas 

étonnant que le taux de phosphorylation d’AKT soit également affecté par cette expression 

stable de PRL-3 ou de son mutant C/S. La voie PI3K/AKT est centrale dans la promotion 

tumorale et l’induction de la transition épithélio-mésemchymateuse559.  

La diminution de l'expression du marqueur épithélial E-cadhérine est caractéristique de 

l’EMT, et la perte de cette protéine est corrélée avec la progression tumorale et les métastases 

dans divers cancers humains. Il a été montré que la surexpression de PRL-1 dans des cellules de 

cancer pulmonaire et hépatocellulaire est associée à la diminution de l’expression de E-

Cadherine545,560. Cette diminution est également retrouvée lorsque PRL-3 est exprimée de 

manière stable dans des cellules du cancer colorectal508. L’expression de PRL-3 est également 

associée à l’augmentation du marqueur mésenchymateux, snail508. 

IV.1.2 PRL-1, -2, -3 et motilité cellulaire 

Les trois membres de la famille PRL ont été associés à la motilité et l’invasion cellulaire 

in vivo et in vitro414,424,461,481,486,546. Toutefois les mécanismes sous-jacents ne semblent pas être 

les mêmes pour les trois phosphatases. 

IV.1.2.1 PRLs et plaques d’adhérence focale 

Les plaques d’adhérence focale sont des zones riches en complexe protéique dynamique 

permettant la connexion entre le cytosquelette d’une cellule et la matrice extracellulaire. La 

motilité cellulaire est dépendante de la formation et la déstabilisation de ces plaques 

d’adhérence. La protéine centrale de ces plaques d’adhérence est la kinase des 

adhésions focale (FAK) qui, à l’aide de connexions moléculaires diverses peut influencer la 

stabilité des sites d'adhésion cellulaire, le cytosquelette, et la formation de protrusions 

membranaires nécessaires à la motilité cellulaire561. Le recrutement de Src au niveau des 

plaques d’adhérence562, permet la formation d’un complexe de signalisation FAK-Src qui facilite 

la phosphorylation de diverses protéines associées à FAK comme par exemple la protéine 

adaptatrice p130CAS et paxilline. La kinase c-Src est sur-activée dans un très grand nombre de 

cancers et de métastases563,564. FAK régule également les facteurs d'échange guanine (GEF) et 

les protéines activant la GTPase (GAP) qui agissent sur les Rho-GTPases. Ceci conduit au 

renouvellement de la plaque d'adhésion focale et à la motilité cellulaire565. 
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Il a été montré que PRL-3 est impliquée dans la migration et l’invasion cellulaire par 

déstabilisation des plaques d'adhérence. La formation d'adhérence focale dans les cellules 

exprimant PRL-3 est défectueuse. En effet, ces cellules contiennent significativement moins 

d'adhérence focale que les contrôles468,508. D’autre part, la diminution de l’expression de PRL-1 

entraîne une phosphorylation anormalement maintenue de FAK lorsque les cellules sont 

stimulées par de la fibronectine566. Ceci suggère également une anormalité au niveau des 

plaques d’adhésion focale qui peut s’expliquer par déstabilisation et désassemblage de celles-

ci, ou par un turnover défectueux566.  

Une équipe a montré in vitro sur des cellules non tumorales (HEK293), que la kinase Src 

semble être activée par PRL-3, mais de manière indirecte. Selon cette équipe, PRL-3 inhibe la 

traduction de la protéine Csk (C-terminal-Src Kinase). Cette protéine est une kinase qui inactive 

le domaine catalytique de Src par phosphorylation de sa tyrosine 527518,567. De la même 

manière que PRL-3, PRL-1 semble impliquée dans la voie de signalisation intégrine/src. 

Toutefois, le mécanisme de régulation semble être différent de celui décrit pour PRL-3. Deux 

groupes ont en effet montré que PRL-1 favorise, respectivement l’autophosphorylation de 

Src544 ou son niveau d’expression dans des cellules tumorales566. Enfin une étude très récente a 

montré dans des fibroblastes humains que PRL-1 interagit avec SRC et inhibe son activation 

basale568. Par contre, aucune modification du niveau d’expression, ou de la phosphorylation de 

Src n’a été décrite dans des cellules tumorales par modulation de l’expression de PRL-2486,568.  

D’autre part, l’activation indirecte de Src par PRL-3 entraînerait la phosphorylation et 

l’activation du facteur de transcription STAT3 et p130CAS ainsi que ERK1/2518. De la même 

manière, la modulation de l’expression de PRL-1 entraîne des répercussions sur le niveau de 

phosphorylation de p130CAS dans des cellules non tumorales (HeLa)569. 

Le niveau d’expression de PRL-3 et PRL-1 influence également l’activité des protéines de 

la famille Rho (RhoA, RhoC). Ces protéines ainsi que Rac et Cdc42 régulent la polymérisation de 

l'actine l'assemblage des fibres de stress, la formation des plaques d'adhérence focale ainsi que  

les structures cellulaires mobiles telles que les lamellipodes et les filopodes, ce qui permet la 

mobilité cellulaire485,508. Toutefois cette modulation de l’activité de la famille Rho GTPase 

semble dépendante du type cellulaire. Ainsi l’équipe de James Fiordalisi a montré dans les 

cellules du cancer colorectal SW480 que PRL-3 et PRL-1 induisent une augmentation de 

l’activité de RhoA et RhoC. Tandis que l’inverse a été reporté par l’équipe de Wang pour PRL-3 

dans les cellules colorectales DLD1 et les cellules non tumorales CHO.  

IV.1.2.2 PRL-1 -3 et production/activation de MMP  

Les MMPs sont des protéines secrétées qui dégradent la matrice extracellulaire, et ainsi 

facilite la motilité cellulaire. Ceci est essentiel aux cellules tumorales pour la formation des 

métastases. Une modulation positive de l'activité des MMP dépendantes de PRL-3 a été 

observée dans plusieurs types de cancers, y compris les cellules du cancer du sein570, du 

colon552,554,571, du foie572, et les gliomes534. Toutefois, cet effet semble être spécifique au type 

de cellule et dépendant du contexte. En effet, tandis que l’invasion des cellules du cancer 
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colorectal LOVO est dépendante de la voie de signalisation integin1, de la phosphorylation de 

ERK1/2 et de la production de MMP2552, c’est MMP9, et non MMP2, dans les cellules du cancer 

du sein570. Dans le carcinome hépatique il a été reporté une corrélation positive entre PRL-3 et 

MMP1, MMP2, MMP9 et MMP10572,573. D’autre part, il a été reporté dans une lignée cellulaire 

issue du cancer du colon (HCT116), une augmentation de MMP2 lorsque PRL-3 est surexprimée. 

Cette augmentation semble dépendante de la voie mTOR puisque l’inhibition de cette voie par 

traitement des cellules à la rapamycine inhibe cette production de MMP2 ainsi que la motilité 

cellulaire554. 

PRL-1 a aussi été reportée comme impliquée dans la modulation des MMPs. Sa 

surexpression dans des cellules HEK293 entraîne en effet une augmentation de l’expression et 

de l’activité de MMP2 et MMP9544. De la même manière, un niveau élevé de PRL-1 dans des 

cellules tumorales corrèle avec une augmentation de l’activité de ces deux MMPs544.  

IV.2. PRL-1,-2,-3 et cycle cellulaire 

Une étude de 2008 par l’équipe de Basak et al. a permis de démontrer que le facteur de 

transcription oncogénique p53 facilite de manière directe la transcription du gène de PRL-3574. 

Cette étude ainsi que d’autres en contexte tumoral positionne PRL-3 comme régulateur du 

cycle cellulaire574. En condition non tumorale, les auteurs ont observé un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G1 après surexpression de PRL-3. Ils ont montré que cet arrêt s’effectue par 

boucle de régulation rétro-négative impliquant la voie PI3K/AKT. Curieusement cet arrêt du 

cycle cellulaire en phase G1 a également été démontré par ces mêmes auteurs lorsque PRL-3 

était diminué. Ceci suggère une implication dose dépendante de PRL-3 dans la promotion du 

cycle cellulaire.  

PRL-1 et PRL-2 sont également impliquées dans la régulation du cycle cellulaire en 

favorisant le passage en phase S575. 

V. PRL-3 ET SYSTÈME VASCULAIRE 

V.1. Expression de PRL-3 lors de la morphogenèse vasculaire   

L’expression de PRL3 est détectable dès les tous premiers stades du développement au 

niveau du tissu cardiaque ainsi que des petits vaisseaux en formation chez l’humain et le 

rat478,576. Cependant cette expression n’est pas maintenue dans leur forme mature, ceci 

suggère un rôle potentiel de PRL-3 dans le développement du système cardiovasculaire.  
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V.2. Importance de PRL-3 dans les cellules tumorales pour l’induction d’une 

angiogenèse pathologique 

Comme nous avons vu dans la partie III.5.2.3, il a été décrit que PRL-3 contribue a 

l’invasion tumorale et que son expression est corrélée positivement à celle des 

métalloprotéinases matricielles (MMP-2, MMP-9). Or, des études ont montré qu’à la fois MMP-

2577,578 et MMP-9579 jouent un rôle actif dans l’angiogenèse tumorale. Leur absence réduisant 

en effet la dégradation de la matrice extracellulaire, et donc le recrutement des cellules 

endothéliales par les cellules tumorales est diminué. Le processus angiogénique ainsi que la 

progression tumorale est ainsi diminué.  

D’autre part, le traitement des cellules tumorales A549 par un anticorps bloquant de 

PRL-3 entraîne une diminution de l’expression de VEGF580.  

De plus, l’équipe de Qi Zeng a montré que les cellules tumorales surexprimant PRL-3 ont 

la capacité de recruter les cellules endothéliales in vivo. Pour ce faire, ils ont effectué des 

injections intra-veineuse (veine de la queue de souris) de cellules tumorales colorectal sur-

exprimant PRL-3 dans des souris immunodéficientes et ont analysé la vascularisation 

environnant les métastases au poumon581. Les auteurs ont également démontré cette capacité 

in vitro dans des expériences de co-cultures avec des cellules endothéliales humaines (HUVEC). 

De plus, le domaine catalytique de PRL-3 est essentiel à la réponse angiogénique des cellules 

endothéliales. En effet, ils ont observé que la surexpression de PRL-3 dans les cellules 

tumorales, mais pas son mutant C/S, induit la réorganisation des cellules endothéliales en tubes 

vasculaires in vitro576. 

Une étude supplémentaire par l’équipe de John S. Lazon a montré également 

l’implication de PRL-3 dans la formation de micro-vaisseaux tumoraux. Ils ont utilisé 

l’Azoxymethane (AOM) en combinaison avec du dextran sodium sulfate (DSS) des agents 

carcinogènes pour entraîner le développement de tumeurs colorectales dans des souris 

délétées pour PRL-3.  

Ces études soulignent l’implication probable de PRL-3 exprimée par les cellules 

tumorales dans l'angiogenèse pathologique requise pour la progression tumorale ainsi que 

pour la colonisation métastatique. 

V.3. Expression de PRL-3 dans le réseau vasculaire tumoral humain 

L’étude spécifique de la vascularisation tumorale a ajouté des informations au sujet de 

l’implication de PRL-3 dans l’angiogenèse. En effet, PRL-3 a été trouvé dans les cellules 

endothéliales en plus des cellules malignes, ce qui suggère que PRL-3 peut jouer un rôle 

fonctionnel dans le compartiment endothélial des tumeurs, comme la promotion de 

l'angiogenèse540,582-585.  

L’équipe de Parker et al. a réalisé une analyse d’expression génique (SAGE Serial 

Analysis of Gene Expression586) de cellules endothéliales immunopurifiées à partir de tissus 

provenant de cancers du sein et de tissus normaux issus de mamoplasties. Cette méthode leur 
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a permis d’identifier PTP4A3 parmi les gènes principalement enrichis dans le système vasculaire 

du cancer du sein invasif 584,585.  

PLR-3 a été montrée par hybrydation in situ, exprimée au niveau du système vasculaire 

des tissus métastatiques dérivés du cancer colorectal (foie, poumons, cerveau, ovaires). Cette 

expression n’a pas été retrouvée dans le système vasculaire des tumeurs primaires ni des tissus 

normaux540. Enfin, son ARNm a été retrouvé plus fortement exprimé au niveau des cellules 

endothéliales isolées de tissus provenant de tumeur du colon par rapport à celles isolées de 

tissus non tumoraux582,584,587.  

Une autre équipe a également montré cette localisation de PRL-3 au niveau du réseau 

vasculaire tumoral531, par co-marquages sur des échantillons de patients atteints de cancer du 

sein invasif. 

Une corrélation positive entre PRL-3 et l’expression des facteurs pro-agiogéniques, VEGF 

et ETAR a été décrite dans des échantillons de cancer du sein531,588. Cette association entre PRL-

3 et l'expression de VEGF, a également été décrite par analyse d’immunohistochimie dans des 

échantillons de tumeur de cancer du poumon non à petites cellules580. De plus cette dernière 

étude ainsi que celle de Zhao et al a établi une corrélation positive entre la densité 

microvasculaire et l’expression de PRL-3 dans le cancer du poumon non à petites cellules580, et 

le carcinome hépatocellulaire573.  

En condition non tumorale l’expression de PRL-3 dans des cellules endothéliales 

humaines est relativement faible. Toutefois, une exposition de ces cellules à un promoteur 

tumoral, le PMA (phorbol ester phorbol 12-myristate 13-acetate) entraîne une augmentation 

conséquente de l’expression de PRL-3583. 

V.4. Première piste illustrant un rôle potentiel de PRL-3 dans l’angiogenèse 

physiologique 

Une première étude a montré l’implication de PRL-3 exprimée par les cellules 

endothéliales dans le processus d’angiogenèse. Pour cela, les auteurs ont utilisé trois stratégies 

différentes478.  

Dans un premier temps, ils ont effectué une analyse ex vivo de l’invasion des cellules 

endothéliales. Pour ce faire, ils ont inclus des échantillons de muscle squelettique dans une 

matrice de collagène contenant un milieu de croissance endothélial microvasculaire. Ceci leur a 

permis d’étudier l’invasion des cellules, majoritairement endothéliales, dans cette matrice. Ils 

ont observé une diminution de l’invasion en l’absence de PRL-3. 

 Les auteurs ont également effectué un test de perméabilité vasculaire induite sur les 

souris délétées pour PRL-3. Cette méthode est basée sur l'injection intraveineuse de bleu Evans 

dans des souris. Le bleu Evans est un colorant qui se lie à l’albumine, une protéine présente 

dans le plasma. Dans des conditions physiologiques l'endothélium est imperméable à 

l'albumine, ainsi, le bleu Evans reste limité aux vaisseaux sanguins. Cependant, il est possible 

d’étudier la perméabilité induite par le VEGF en l’injectant localement dans les souris. Ceci 

entraîne dans les souris contrôles une augmentation de la perméabilité vasculaire, et donc de la 
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quantité de colorant par milligrame de tissu. Les auteurs ont montré qu’en absence de PRL-3 la 

perméabilité vasculaire induite par le VEGF est plus faible que dans les souris contrôles. 

 Enfin, les auteurs ont isolé des cellules endothéliales à partir de ces souris délétées pour 

PRL-3 et ont complété ces analyses par des stimulations au VEGF in vitro. Ils ont montré que 

cette stimulation entraînait une augmentation de la phosphorylation de ERK identique à celle 

des cellules endothéliales contrôles. Par contre, ils ont observé un niveau de phosphorylation 

de la protéine SRC, FAK et paxilline qui n’est pas augmenté par stimulation au VEGF 

contrairement aux cellules contrôles. Pour finir, ils ont analysé le niveau de phosphorylation des 

différentes tyrosines de VEGFR-2, et ont trouvé un niveau plus faible de phosphorylation des 

sites Y951 et Y1054 en absence de PRL-3. Ils n’ont pas trouvé d’autres différences pour les 

autres sites de phosphorylation de VEGR-2478.  

Cette étude est la première et la seule à l’heure actuelle qui illustre une potentielle fonction de 

PRL-3 dans des cellules endothéliales de souris comme régulateur positif de VEGFR-2 par 

modulation des sites de phosporylation Y951 et Y1054.  

In vitro la modulation de l’expression de PRL-3 dans des cellules endothéliales humaines 

a des conséquences sur la formation des tubes endothéliaux583,589. En effet, alors que sa 

surexpression accroît le nombre de tubes endothéliaux, son inhibition les diminue. Toujours 

dans des cellules endothéliales humaines, une étude a montré que VEGF pouvait promouvoir 

l’expression de PRL-3 via le facteur de transcription «myocyte enhancer factor2 » MEF2C589. 

MEF2C est impliqué dans la régulation des gènes nécessaires au processus de bourgeonnement 

lors de l’angiogenèse590. 
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CHAPITRE I,  

PRL-2, un nouveau composant de l’angiogenèse et de la différenciation artério-

veineuse 

 
Ce chapitre a fait l’objet d’un article finalisé et actuellement en cours de soumission comme 

l’atteste la première partie de chapitre 

 

 

I. Objectifs de l‘étude 

Comme présenté en introduction, les phosphatases PRLs représentent une famille dont 

l’implication dans le développement vasculaire est encore très peu connue. Certaines études 

émergent sur un potentiel rôle de PRL-3 dans ce phénomène, mais rien n’est encore connu 

pour PRL-2. Mon principal travail de thèse s’est articulé autour de l’étude des mécanismes 

d’action de PRL-2, ainsi que de son rôle dans l’angiogenèse physiologique. Ainsi, l’objectif de ce 

chapitre a été de définir et de comprendre l’implication de PRL-2 dans la régulation du 

développement vasculaire. 

 

II. Article I: «New Insights into PRL-2 function in angiogenesis and arteriovenous 

differentiation » 
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III. Résultats complémentaires 

III.1. Matériel et méthode complémentaires 

III.1.1 Optimisation et validation de la méthode de transfection des HUVECs  

Préliminairement à l’étude présentée dans l’article, nous avons optimisé le protocole de 

transfection transitoire des cellules HUVECs dans notre laboratoire. Sur la figure 36 ci-dessous 

on peut en effet voir l’effet de différentes concentrations, différents milieux, et de la présence 

ou non d’un coating de collagène type I. Le milieu est laissé toute la nuit sur les cellules avant 

d’être remplacé par du milieu complet (ECGM), les cellules ont été lysées 48h après 

transfection. Nous avons gardé les conditions de transfection numéro 3, qui permettent 

l’obtention d’une très forte diminution de PRL-2 sans augmentation de PRL-1. En effet, ce 

phénomène de compensation pourrait atténuer nos résultats. Il est toutefois intéressant de 

noter que l’Opti-MEM entraîne une forte augmentation du niveau de PRL-1. Il serait ainsi 

intéressant de creuser ce résultat. Cela pourrait en effet apporter des informations sur la 

régulation de la compensation entre les protéines PRLs. 

FIGURE 36. Optimisation de la transfection transitoire des cellules HUVECs 

 

La transfection à l’aide de siARN est transitoire. Nous avons utilisé cette stratégie car les cellules 

HUVECs sont des cellules primaires que nous ne cultivons que pour quelques passages (<5). 

Toutefois afin d’être dans les conditions d’extinction les plus fortes, nous avons étudié cette 

extinction dans le temps. Sur la figure 37 ci-dessous, nous pouvons observer que c’est 48h 

après transfection que l’extinction est la plus forte. C’est donc en sachant cela que nous avons 

articulé nos expériences par la suite. Par exemple, les études de stimulation pendant des temps 

court au VEGF ou FGF-2 ont été effectuées 48h après transfection.  
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FIGURE 37. Analyse de l’extinction transitoire de PRL-2 par des si-ARN en fonction du temps 

III.1.2 Zymographie sur gel de gélatine 

Après extraction protéique des tumeurs, l'étude des MMPs a été réalisée par 

zymographie sur gel. Pour visualiser les MMPs gélatinases (MMP2 et 9), nous avons réalisé une 

électrophorèse sur gel d'acrylamide classique supplémenté de 1% de gélatine. 100µl de chaque 

échantillon ont été repris au 1/4 dans une solution tampon (250mM Tris-HCl pH6.8, 40% 

glycérol, 8% SDS, 0.01% bleu de bromophénol), puis déposés dans les gels de zymographie. 

Après électrophorèse, les gels ont été récupérés et incubés 30 min à température ambiante 

dans 100ml de solution de renaturation (2.5% Triton X-100). Après 3 lavages à l'eau, les gels ont 

été incubés 30min à température ambiante, puis 16 heures à 37°C, dans 100ml de solution 

d’activation des MMPs renaturées (500mM Tris-HCl pH7,8, 2M NaCl, 50mM CaCl2, 0,2% Brij35). 

Le lendemain, une coloration des gels a été réalisée pendant 1h à température ambiante au 

bleu de coomassie (0.5w/v bleu de coomassie R-250, 10% acide acétique, 5% méthanol). Enfin, 

les gels ont été décolorés avec de l'eau, le temps que les bandes de dégradation de la gélatine 

apparaissent. 

III.1.3 Détermination du niveau de Magnesium cellulaire 

Nous avons utilisé une technique d'analyse multi-élémentaire : la spectroscopie 

d’émission atomique avec plasma couplé par induction (ICP-AES).  Cette méthode permet de 

mesurer les radiations émises par les atomes excités ou ionisés. Le rayonnement émis est 

spécifique d’un élément donné et son intensité est proportionnelle à sa concentration. 

Brièvement, le principe repose sur une lyse atomique des échantillons avec d’une part de 

l’acide Nitrique qui permet de charger les éléments puis du peroxyde d’Hydrogène. Afin de 

faciliter la solubilisation, les échantillons sont portés à 100 degrés Celsius. Les éléments vont 

ensuite être excités du stade liquide au stade plasma, et la machine va mesurer la longueur 

d’onde de photons émis quand les éléments retournent à leur stade d’origine. Les résultats 

sont exprimés en partie par millions de particules (ppm), et sont reportés à la quantité 

protéique en μg. Cette quantité protéique est déterminée par dosage BCA pour chaque 

échantillon en interne.  
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III.1.4 Design d’un plasmide lentiviral résistant au siRNA: système de 

clonage Gateway® 

La technologie Gateway® utilise le système de recombinaison lambda pour faciliter le 

transfert de séquences d'ADN hétérologues (flanquées par des sites att modifiés) entre 

vecteurs 591. Nous avons utilisé la séquence murine de PRL-2 dans laquelle nous avons inséré 

des mutations silencieuse aux endroits ciblés par les siRNA. Ce fragment d’ADN flanqué avec les 

sites attb a été commandé en tant que gblocks (IDT). Nous avons choisi d’insérer la séquence 

GFP et d’ajouter le peptide T2A entre les deux séquences. Ceci va permettre la séparation de la 

GFP et de PRL-2 par clivage. Par cette stratégie, nous allons pouvoir visualiser l’efficacité de 

l’infection par microscopie, sans que GFP reste associé à la protéine PTL-2. Afin d’avoir le 

contrôle adéquat, nous avons généré par PCR la séquence GFP seul contenant les sites attb. 

Nous avons utilisé comme modèle pour la PCR un vecteur GFP validé du laboratoire. La figure 

39 ci-dessous présente les séquences ciblées par le pool de siARN, et les séquences résistantes 

correspondantes dans les constructions.   

 

FIGURE 38. Séquences ciblées par le pool de si-ARN utilisé dans cette étude et séquences correspondantes dans les 

construction si-ARN 

 

Nous avons ensuite transféré par réaction de recombinaison BP les fragments, AttB1-GFP-T2A-

mPRL2mut-AttB2, et AttB1-GFP-AttB2 dans les plasmides donneurs pDONR™ 

(pLenti6,Invitrogen) contenant les sites attP. C’est sur le plasmide d’intérêt résultant dit : 

« d’entrée » que nous avons induit les mutations C101S et D69A dans la séquence PRL-2 par 

mutagenèse dirigée. Après transformation, et purification nous avons vérifié les constructions 

par séquençage.  

Ces plasmides d’entrée contenant les sites attL ont ensuite été transférés dans un vecteur 

lentiviral avec des sites attR par réaction de recombinaison effectué par la clonase LR. 
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III.1.5 Mutagenèse dirigée 

Afin d’introduire les mutations spécifiquement au niveau de la cystéine catalytique de PRL-2, 

nous avons conçu une amorce couvrant le site de la mutation. Nous avons pris soin d’avoir une 

homologie d’environ 18-20 pb de chaque côté de la mutation. La séquence de l’amorce 

désignée pour chacune des mutations est présentée sur la figure 39 ci-dessous. 

 
FIGURE 39. Séquence des amorces utilisées pour introduire des mutations par mutagenèse dirigée 

III.1. Influence d’une stimulation VEGF ou Dll4 sur l’expression de PRL-2 

Comme nous avons vu lors de l’introduction, une étude a montré que l’expression de PRL-3 est 

modulée par le VEGF dans des cellules endothéliales589. Nous avons voulu vérifier si cela était 

également vrai pour PRL-2. Pour cela nous avons stimulé les cellules HUVECs pendant une 

durée de 20h et analysé le niveau de protéines (figure 40. A) ainsi que le niveau d’expression de 

PRL-2 (figure 40.B). Comme nous pouvons observer sur la figure 40, la stimulation des cellules 

endothéliales par VEGF n’influence pas l’expression de PRL-2. 

 

 FIGURE 40. Influence de la stimulation VEGF sur l’expression de PRL-2 

 

D’autre part, nous avons montré dans le papier I (fig5.A), que la diminution de PRL-2 

entraîne une diminution de l’expression de Dll4. Ainsi, nous avons voulu voir si une stimulation 

au Dll4 pouvait influencer l’expression de PRL-2 par un possible phénomène de boucle retro-

négative. Pour ce faire, nous avons ensemencé les cellules HUVECs préalablement transfectées 

sur un coating Dll4 pendant 24h, avant d’extraire les ARNs des différentes conditions. Comme 

nous pouvons le voir sur la figure 41.A, l’expression de PRL-2 n’est pas influencée par la 

stimulation de Dll4, que ce soit dans la condition contrôle, siPRL-2 ou siNotch-1.  
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Afin de s’assurer que la diminution de PRL-2 n’entraîne pas des anomalies au niveau de 

PRL-3 pouvant expliquer notre phénotype, nous avons complété notre étude en étudiant 

l’influence d’une stimulation au Dll4 sur l’expression de PRL-3. Pour ce faire nous avons 

ensemencé les cellules endothéliales dans des 6 puits avec ou sans coating Dll4 à 10 μg/ml. 

Nous observons une augmentation de l’expression de PRL-3 après stimulation par du Dll4 

(figure41.B). Toutefois, cette augmentation est similaire entre les conditions siCT et si-PRL-2.  

FIGURE 41. Analyse de l’expression de PRL-2 et PRL-3 après transfection avec 

 les si-ARN correspondant et encondition plus ou moins stimulée par DLL4 

 

Ces analyses nous apportent les informations suivantes : l’expression de PRL-2 n’est pas 

modulée par une stimulation au VEGF (figure 40), une stimulation au Dll4 (figure 41), ni par une 

diminution de Notch-1 (figure S2 papier I.). D’autre part, la diminution de PRL-2 ne bloque pas 

la signalisation à l’origine de l’augmentation de l’expression de PRL-3. 

III.2. Conséquences de la modulation de PRL-2 sur l’expression de gènes 

impliqués dans l’angiogenèse 

Nous avons également déterminé les conséquences de la diminution de l’expression de 

PRL-2 sur l’expression de certains gènes impliqués dans le processus angiogènique.  

Nous avons montré que l’expression de Dll4 est diminuée lors d’une diminution de PRL-

2 (fig 5. A papier I). Grace à cette étude complémentaire nous montrons que VEGFR-2 n’est pas 

affectée par une diminution de PRL-2. Son corécepteur Nrp-1 non plus, ni esm1, une molécule 

spécifiquement exprimée au niveau des cellules endothéliales est impliquée dans le processus 

de bourgeonnement (figure 42). Ceci montre que la diminution de Dll4 observée en condition 

faible en PRL-2 semble être régulée et spécifique, et n’est pas due à un phénomène de 

diminution globale de l’expression génique comme on aurait pu trouver dans le cas d’une 

diminution de magnésium par exemple592.  
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FIGURE 42. Influence de la diminution de PRL-2 sur le niveau d’expression de  

VEGFR-2, NRP1, ESM1, et DLL4 

III.3. Implication du niveau de magnésium intracellulaire 

Une étude de notre laboratoire (McGill Goodman Cancer Center) en 2014 a mis en 

évidence l’implication de PRL-2 dans la régulation du magnésium intracellulaire par formation 

d’un complexe fonctionnel entre PRL-2 et le transporteur CNNM3470. Bien qu’aucun substrat 

n’ait pu, pour le moment, être clairement établi pour PRL-2, cette étude apporte d’importants 

résultats sur la biologie de PRL-2. En effet, comme expliqué en introduction, la formation de ce 

complexe est impliquée dans la promotion tumorale, et n’est pas seulement limitée à PRL-2 car 

CNNM3 peut aussi interagir avec les autres membres de la famille PRL, PRL-1 et PRL-3513,514,546. 

Nous avons alors voulu déterminer le niveau de magnésium spécifiquement dans les 

cellules endothéliales en fonction de l’expression de PRL-2. Nous avons premièrement effectué 

un dosage de la teneur en magnésium dans les cellules déficientes ou non pour PRL-2. Nous 

avons pour cela utilisé la technique de l’ICP-AES (« Inductively Coupled Plasma »), une 

technique permettant le dosage de métaux dans des échantillons biologiques. L'ICP-AES  est 

une des techniques quantitatives les plus sensibles pour le dosage d’éléments tels que le 

magnésium cellulaire.  

 

FIGURE 43. influence de PRL-2 sur le taux de magnesium cellulaire détecté par ICP-AES 
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Bien que l’implication de PRL-2 dans la régulation du flux de magnésium des cellules 

cancéreuses a clairement été démontré, nos résultats préliminaires suggèrent que la 

modulation de l’expression de PRL-2 n’influence pas le taux de magnésium dans les cellules 

endothéliales spécifiquement (figure 43). D’autre part, il est connu que PRL-2 module le flux de 

magnésium par l’interaction avec les récepteurs de la famille CNNMs, nous avons également 

voulu regarder l’expression génique de ces transporteurs du magnésium après modulation de 

l’expression de PRL-2. Nous avons pu montrer que la diminution de l’expression de PRL-2 dans 

les cellules endothéliales n’affecte pas l’expression de CNNM2, CNNM3 ni CNNM4 (figure 44). 

 
FIGURE 44. Influence de la diminution de PRL-2 sur le niveau d’expression des  

transporteurs au magnésium de la famille CNNMs 

 

III.4. Implication de PRL-2 dans la dégradation de la matrice extracellulaire et 

la prolifération cellulaire 

Comme brièvement expliqué précédemment, le VEGF permet la sécrétion d’enzymes 

qui vont dégrader localement la membrane basale et la matrice extracellulaire facilitant entre 

autre la migration et l’invasion des cellules endothéliales hors de la paroi vasculaire29,77. Cette 

dégradation est effectuée par différents facteurs, notamment par les métalloprotéases 

matricielles (MMP)77, ainsi que par le système Urokinase/Plasminogene (uPA)78,79. Il existe 8 

grandes familles de MMP, dont 1 famille de MMPs transmembranaires (MT-MMP pour 

«Membrane Type-Matrix Metalloproteinases»). Leurs substrats sont variés, on note par 

exemple des MMPs à activité gélatinase, collagénase, élastase ou encore des stromelysines, et 

permettent ainsi une dégradation de la plupart des composants de la matrice extracellulaire. 

Une dérégulation de l’activité de ces protéases est associée à de nombreuses pathologies telles 

que le cancer. En effet, bien que la protéolyse et la migration à travers différents tissus soient 

des fonctions cellulaires physiologiques, il est clairement établi qu'une caractéristique 

commune aux cellules cancéreuses est leur capacité à sécréter des MMPs lors de l’invasion et 

de l’angiogenèse tumorale593,594. 
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Il a été montré que PRL-3 pouvait moduler positivement l’activité des MMPs dans 

plusieurs types de cancer tel que le cancer du sein570, du colon552,554,571, du foie572, et les 

gliomes534. De la même manière, certaines études montrent que PRL-1 est un inducteur de la 

migration et l’invasion  cellulaire via une augmentation de l’expression et de l’activité de MMP2 

et MMP9544. De manière intéressante, ces études ont aussi démontré l’implication de la voie 

ERK1/2 dans l’augmentation de l’expression des MMPs via PRL-1544.  

FIGURE 45. Analyse par zymographie de l’activité des MMPs sécrétées par des cellules endothéliales  

contrôle ou délétées pour PRL-2  

 

De ce fait, nous avons étudié les capacités protéolytiques des cellules endothéliales 

avant et après diminution de l’expression de PRL-2 par gel de zymographie. Comme nous le 

montrons sur la figure 45, contrairement à PRL-1 et PRL-3, PRL-2 ne semble pas 

affecter l’activité des MMPs de type gélatinases (MMP2 et MMP9). Ainsi, les changements 

phénotypiques détaillés dans l’article I concernant la migration et l’invasion des cellules 

endothéliales via une dérégulation de la voie du VEGFR-2 ne sont pas liés à un changement 

d’activité des MMPs et de dégradation de la matrice extracellulaire. 

Par la suite, nous avons voulu caractériser d’autres potentielles fonctions biologiques de 

PRL-2 dans les cellules endothéliales,  autre que la migration et l’invasion cellulaire. Nous avons 

regardé son rôle dans la prolifération et le cycle cellulaire. En effet, nous avons montré que la 

signalisation ERK était diminuée lors d’une diminution de PRL-2, ceci pourrait impacter la 

prolifération cellulaire. D’autre part, l’expression de PRL-3 est connue pour être régulée par 

p53, un important point de contrôle dans le cycle cellulaire574. Plusieurs études décrivent PRL-3 

comme régulateur du cycle cellulaire574. En effet, la surexpression ainsi que la diminution de 

l’expression de PRL-3 induit un arrêt du cycle cellulaire en phase G1, et donc de la prolifération 

cellulaire, soulignant l’importante régulation de son expression dans la maintenance du cycle 
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cellulaire physiologique. Comme pour les capacités protéolytiques présentées ci-dessus, la 

diminution de l’expression de PRL-2 ne semble pas induire de changement de prolifération 

cellulaire, suggérant un cycle cellulaire non altéré.  

Ainsi, la diminution de l’expression de PRL-2 affecte spécifiquement la migration 

cellulaire, sans modifier la prolifération ni les capacités protéolytiques des cellules 

endothéliales.  

Pour définir plus en détail ces différences de migrations expliquées dans l’article I, nous 

avons effectué des expériences de vidéo-microscopie sur des HUVEC transfectées par des Si-

ARN contrôles ou Si-ARN dirigés contre PRL-2. Nous avons de cette manière pu montrer que les 

cellules déficientes pour PRL-2 avaient un défaut de migration à la fois collective (cf papier I), 

mais également individuelle (figure 46). En effet, nous avons pu mettre en évidence une 

diminution de la vitesse de migration de cellules, ainsi qu’une diminution de la distance totale 

parcourue par les cellules délétées pour PRL-2.  

FIGURE 46. Analyse de l’implication de prl-2 dans la migration individuelle  

des cellules endothéliales. 

III.5. Rôle du domaine catalytique de PRL-2 dans l’activation du VEGFR-2 

Contrairement aux phosphatases classiques, nous avons montré dans l’article I un rôle 

de PRL-2 différent. En effet, malgré son statut de phosphatase, sa présence permet de 

maintenir la phosphorylation du VEGFR-2. De ce fait, PRL-2 pourrait, soit avoir une activité 

catalytique opposée à celles des autres phosphatases, ou alors exercer son action de manière 

indépendante de son domaine catalytique.  

Comme décrit en introduction, les phosphatases PTP présentent certaines 

caractéristiques communes, notamment la présence de cystéines essentielles dans leurs 

domaines catalytiques.  En effet, tous les membres de la famille PTP sont caractérisés par la 

présence du motif signature, HC-(X5)-R (motif M9) sur une boucle nommée boucle P au creux 

de la poche catalytique. Cette séquence contient notamment la cystéine catalytique qui 

stabilise les différentes étapes intermédiaires de la réaction de déphosphorylation. Afin de 

tester l’activité catalytique de PRL-2 sur le VEGFR-2,  j’ai pu élaborer au cours de ma dernière 

année de thèse différentes constructions lentivirales de PRL-2 mutées ou non pour cette 

cystéine. Pour cela, nous avons utilisé le gène PTP4A2 de souris, présentant une séquence 
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différente du gène humain, le rendant donc résistant aux Si-ARN dirigées contre le PRL-2 

humain. La cystéine catalytique a, par la suite, été substituée ou non par une sérine abolissant 

l’activité catalytique de PRL-2.  

Ainsi, nous avons pu générer des constructions lentivirales permettant d’infecter les 

cellules endothéliales avec PTP4A2 murin, résistant aux Si-ARN contre le PRL-2 humain, et 

capable d’exercer ou non son activité catalytique. Nous n’avons pas eu le temps de tester ces 

plasmides sur des cellules HUVECs, mais les constructions sont prêtes pour le projet qui va 

prendre la suite de cette thèse dans le laboratoire. 
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CHAPITRE II 

Implication des phosphatases dans la pathologie 
 

 

 

I. Objectif de l’étude 

Bien que le rôle des phosphatases dans le développement vasculaire soit primordial, ces 

dernières jouent également un rôle décisif dans la mise en place de processus pathologiques 

comme dans le cancer. Au cours de ma thèse, nous nous sommes intéressés à l’implication de 

certaines PTPs dans un type de cancer bien précis : les glioblastomes. L’angiogenèse tumorale 

est décisive dans ces types de tumeurs, qui sont parmi des tumeurs les plus vascularisées. 

Aucun traitement curatif n’existe à ce jour, et la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques 

est essentielle afin d’améliorer la survie, ainsi que la qualité de vie des patients. Au cours de ce 

chapitre, je me suis intéressée aux rôles de PRL-2, mais aussi de PTPRS, dans la progression 

tumorale des glioblastomes et la survie des patients. 
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II. L’angiogenèse pathologique dans les tumeurs : cas des glioblastomes 

Les gliomes sont des tumeurs du système nerveux central qui représentent environ 70% 

des tumeurs primitives du cerveau. Ils dérivent de cellules dites gliales comme les astrocytes ou 

les oligodendrocytes. Les cellules gliales sont l’un des constituants majeur du cerveau, et 

peuvent représenter jusqu'à 90% des cellules du système nerveux central. La première 

classification officielle de l’OMS fut publiée en 1979 et se base principalement sur le type 

histologique des tumeurs. En 2007 l’OMS propose une classification des tumeurs du système 

nerveux central, qui deviendra l’une des références internationales595. Cette classification 

introduit une stadification des différents types de gliomes en 4 grades, les bas grades étant les 

moins agressifs. De plus, les tumeurs gliales sont également différenciées par leur type 

cellulaire d’origine. On parle alors de tumeurs avec un phénotype astrocytaire, ou encore 

oligodendrocytaire.  

 Bien que les glioblastomes (grade 4) soient les gliomes les plus agressifs, ils 

correspondent également aux tumeurs cérébrales les plus fréquentes (53% des gliomes). 

L’évolution d’un glioblastome est en général très rapide (2 à 3 mois) et la survie globale est de 

15 mois. Le taux de survie à 5 ans d’un adulte présentant un glioblastome est inferieur à 5% 596. 

L’âge moyen de découverte d’un glioblastome est de 65 ans. Sa prévalence atteint un maximum 

entre 70 et 80 ans avec environ, pour 100 000 habitants, 30 nouveaux cas par an. En 2015, 

environ 50 % des nouveaux cas de glioblastomes ont été diagnostiqués chez des patients de 

plus de 65 ans.  

Depuis 2005, le traitement des glioblastomes est relativement standardisé, et suit ce 

qu’on appelle le Protocole de Stupp. Brièvement, il s'agit d’effectuer une résection chirurgicale 

la plus optimale possible, et de procéder à une radiothérapie du lit chirurgical. Cette 

radiothérapie est également associée à une chimiothérapie adjuvante systémique par un agent 

alkylant de l‘ADN, le témozolomide (Temodal®)597,598. L'activation de cette molécule  induit la 

méthylation de l’ADN sur des guanines en position O⁶ et N⁷ et des adénines en position O3, 

entrainant un mauvais appariement du double brin de l'ADN599,600. Ceci va entrainer l'activation 

du système de réparation de l'ADN MMR (« mismatch repair ») qui aboutira à des cassures de 

l'ADN et au déclenchement de la mort cellulaire. Les glioblastomes sont des tumeurs 

hautement infiltrantes. De ce fait, l’invasion des cellules tumorales de glioblastome dans le 

parenchyme cérébral, induit une récidive des patients de manière presque inévitable. En 

fonction de l’état général du patient, une chirurgie de seconde ligne n’est pas toujours 

envisageable et différentes options sont alors généralement possibles comme des 

chimiothérapies de seconde ligne, des traitements par thérapies ciblées ou l'inclusion dans 

certaines études cliniques. 

 Le processus physiologique d’angiogenèse peut être détourné par les tumeurs pour 

devenir pathologique, on parle d’angiogenèse tumorale. Inhiber cette formation de vaisseaux 

sanguins tumoraux est, depuis longtemps, un grand axe de recherche dans la progression 
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tumorale72. Ce phénomène est un processus permettant aux tumeurs de se développer via la 

formation de vaisseaux sanguins irriguant la masse cancéreuse et apportant les éléments 

nécessaires à son développement. Les glioblastomes font partie des tumeurs les plus 

vascularisées601, ce qui en fait des cibles de choix pour les traitements anti-angiogéniques. Le 

Bevacuzimab (Avastin®) est un anticorps monoclonal humanisé ciblant et fixant le VEGF-A. 

Cette fixation bloque l'activité du VEGF-A en empêchant sa fixation sur le VEGFR-2. Ceci 

entraine un ralentissement de l'angiogenèse et ainsi de la croissance tumorale. Depuis Mai 

2009, le Bevacizumab est utilisé lors de la récidive tumorale, mais ne possède pas d’autorisation 

dans cette indication en Europe. On note qu’il est autorisé par la FDA (« Food and Drug 

Administration ») aux États-Unis lors de la récidive des glioblastomes, ce qui rentre alors dans le 

cadre du protocole Stupp602,603. Bien que les essais cliniques en phase II soient très 

prometteurs, le manque d'étude clinique de phase III du Bevacuzimab, ainsi que sa réponse 

modeste en comparaison à une radiothérapie classique, en fait un traitement très controversé 

dans le monde604,605. 

L’angiogenèse tumorale est un critère très important pour la progression des 

glioblastomes, mais les traitements anti-angiogèniques, restent à ce jour très controversés. La 

nécessité de trouver de nouveaux biomarqueurs dans les glioblastomes reste cruciale. 

III. Étude bio-informatique 

En parallèle de notre étude sur PRL-2 dans le développement vasculaire présenté dans 

les parties précédentes, nous avons regardé l’implication de cette phosphatase en pathologie. 

Puisque nous avons pu montrer que PRL-2 agissait via le VEGFR-2, nous nous sommes 

intéressés à l’implication de PRL-2 dans les glioblastomes, des tumeurs très hautement 

vascularisées. 

 

FIGURE 47. Analyse de la survie globale des patients en fonction de l’expression de PTP4A2  

dans des gliomes de bas grade. 
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Nous avons pour cela réalisé des analyses de survie en utilisant la base de données 

TCGA (« Cancer Genome Atlas ») dans les différents groupes de gliomes, en fonction de 

l’expression de PRL-2. Nous avons pu voir que la survie des patients est hautement corrélée 

avec l’expression de PRL-2 dans les gliomes de bas grade. En effet, dans les gliomes de grade II 

ou III, la survie des patients est largement augmentée lorsque l’expression de PRL-2 est la plus 

faible (figure 47 et 48). La diminution de PRL-2 dans le développement vasculaire entraine une 

diminution du recouvrement vasculaire rétinien (article I). Il semble de plus désormais que 

cette diminution pourrait également inhiber l’angiogenèse tumorale, induisant une nette 

augmentation de la survie des patients. Nous avons également regardé la survie des patients 

atteints de glioblastomes, mais la différence, bien que significative, reste minime comparée aux 

différences obtenues dans les gliomes de bas grades. 

FIGURE 48. Analyse de survie globale des patients en fonction de l’expression de PTP4A2  

dans des glioblastomes. 

IV. Implication d’autres phosphatases dans la progression des GBM : PTPRS 

IV.1. PTPRS 

PTPRS, ou RPTPσ, est une autre phosphatase de type I dont l’action s’effectue selon une 

cystéine catalytique. Il s’agit d’un récepteur transmembranaire à activité tyrosine phosphatase 

de la sous famille LAR. PTPRS est connue comme étant une phosphatase essentielle, et 

fortement exprimée, lors de l’embryogenèse dans de nombreux organes notamment dans le 

cerveau.  En effet, PTPRS a été décrit comme jouant un rôle essentiel dans le développement 

du système neuroendocrinien606. Elle permet notamment de moduler les interactions 

intercellulaires ainsi que la bonne migration et guidage axonal444. De nombreuses autres 

fonctions de PTPRS dans la biogenèse et l’homéostasie cérébrale ont été découvertes, comme 

dans la neurogenèse ou la synaptogenèse607. La plupart de ses fonctions dans le 

développement neural sont liées à la capacité des phosphatases PTPRS à lier différents 
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protéoglycans comme les chondroitines sulfates ou les héparines sulfates. Ces interactions 

permettent de favoriser les interactions cellulaires ainsi que la formation des synapses608. 

En plus de ce rôle essentiel dans le développement du système nerveux central, PTPRS 

est impliquée dans le cadre de nombreux cancers. En effet, l’expression de cette phosphatase 

est souvent altérée dans le cadre de cancers cérébraux609. De manière intéressante, il a été 

montré que l’expression de PTPRS pouvait contrôler l’invasion des cellules tumorales via le 

contrôle de la transition épithéliaux-mésenchymateuse (EMT), un processus essentiel pour la 

migration et l’invasion tumorale. Cette fonction de PTPRS se ferait via le contrôle de l’activité 

d’un récepteur tyrosine kinase: L’EGFR610. En effet, PTPRS est une phosphatase de l’EGFR, et 

permet donc de contrôler son activité. Comme introduit précédemment, l’expression de PTPRS 

est souvent altérée dans les cancers cérébraux et de ce fait, l’activité de l’EGFR n’est plus 

régulée, et devient oncogénique609,611. L’augmentation de l’activité de l’EGFR est un 

phénomène décrit depuis 1988 dans les gliomes612. Cette amplification se produit dans 15 à 

30% des gliomes de grade III, et dans plus de 50% des glioblastomes613,614. Cette augmentation 

de l’activité s’accompagne de l’amplification d’un variant de l’EGFR, l’EGFR vIII qui induit une 

activation constitutive de la voie oncogénique PI3K615,616, renforçant ses mécanismes pro-

tumoraux. 

Comme pour PRL-2, nous nous sommes intéressés au cours de ma thèse à l’implication 

de cette phosphatase particulière dans le cadre de la progression tumorale des glioblastomes. 

L’analyse bio-informatique de la base de données du TCGA révèle que l’expression de PTPRS est 

un facteur favorable au niveau du pronostique vital des patients atteints de glioblastome. En 

effet, si nous divisons les patients en deux cohortes en fonction de l’expression de PTPRS (Forte 

expression et faible expression), nous voyons que la survie des patients est significativement 

augmentée lorsque PTPRS est fortement exprimée (figure 49). Ceci corrèle avec l’hypothèse 

que PTPRS agirait contre le développement tumoral, probablement via son action sur l’EGFR. 

FIGURE 49. Analyse de la survie globale des patients (courbe kaplan meier) en fonction de l’expression  

de PTPRS dans des glioblastomes 
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IV.2. Choix du modèle cellulaire 

Nous avons analysé l’expression de PTPRS à l’aide de l’anticorps Monoclonal PTPRS Abnova 

(clone 1H6) dans différentes lignées de glioblastome. Comme nous pouvons voir sur la figure 50 

ci-dessous, la lignée U87, n’exprime pas PTPRS, tandis que U373-MG U373vIII, et U251 

l’exprime à un niveau similaire. Il faut savoir que des analyses génétiques, effectuées par le 

fournisseur cellulaire, ATCC, the American Type Culture Collection ont permis de montrer une 

très forte similarité entre les lignées U251 et U373 à tel point qu’ils n’en commercialisent 

dorénavant qu’une seule. La lignée de neuroblaston ST-SY5Y exprime fortement PTPRS, tandis 

qu’une lignée de glioblastome murine GL261 l’exprime faiblement.  

Nous avons continué nos études sur la lignée U373. La forme tronquée de l’EGFR est une 

mutation fréquemment retrouvée dans les glioblastomes, mais elle est perdue en culture. Le 

professeur Janusz Rak, avec qui nous étions en collaboration sur un projet exosomes, nous a 

gentiment donné la lignée U373vIII qui exprime constitutivement la forme tronquée de l’EGFR. 

L’injection intra-cérébrale de ces cellules chez la souris génère des tumeurs beaucoup plus 

agressives en comparaison de celles issues de U373 seule617,618.  

FIGURE 50. Expression de PTPRS dans différentes lignées de glioblastomes humaines et murines. 

 

IV.3. Étude de l’impact de la diminution de PTPRS sur l’invasion in vitro 

Nous avons utilisé des cellules U251 transfectées avec des Sh-ARN contrôles, ou avec des Sh-

ARN dirigés contre PTPRS (Sh3383 et Sh3725). Toutes ces constructions ont été couplées à la 

GFP. Dans un premier temps, nous avons vérifié par western blot la diminution de PTPRS dans 

ces cellules (figure 51). 
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FIGURE 51. Vérification de la diminution de ptprs dans les cellules de glioblastome U251 transfectées avec deux sh 

différents ciblant PTPRS 

 

  Afin d’étudier l’implication de PTPRS dans l’invasion tumorale des glioblastomes, nous 

avons mis en place au laboratoire un modèle de culture en sphéroïde des cellules tumorales. 

Les sphéroïdes sont composés de cellules tumorales organisées en sphère. Ce modèle d’étude a 

l’avantage d’analyser l’invasion tumorale en 3 dimensions dans une matrice. Cela se rapproche 

plus de la réalité qu’une culture en 2 dimensions des cellules tumorales.  En effet, les 

sphéroïdes miment l’architecture d’une masse tumorale in vitro et ceci est renforcé par le fait 

que la pénétration des drogues est très limitée. 

FIGURE 52. Exemple de sphéroïdes à J1. À ce stade, les sphéroïdes de taille aberrantes  

sont exclues de l’analyse 

 

Nous avons pu générer, plusieurs sphéroïdes à partir de la lignée de glioblastome U251. 

Les sphéroïdes sont générés à l’aide de plaques 96 puits particulières. Ces plaques ont des puits 

en forme de U recouverts d’une couche d’hydrogel qui inhibe l’attachement cellulaire (plaques 

U-bottom «Ultra Low Attachment»). Nous avons choisi de faire cette étape de formation de 

sphéroïdes dans de la méthylcellulose. En effet, il a été montré que son utilisation renforce la 

circularité et la compaction des sphéroïdes619. Le lendemain, nous avons sélectionné les 

sphéroïdes de taille similaire, et analysé leur capacité d’invasions (figure 52). De manière 

surprenante, nous avons pu établir que les sphéroïdes Sh-PTPRS présentent une forte 

diminution de l’invasion des cellules tumorales dans la matrice (figure 53). Ce résultat est 
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d’autant plus surprenant que PTPRS agit comme un gène suppresseur de tumeur et donc son 

expression est positive pour la survie des patients atteints de glioblastome.  

 

FIGURE 53. Sphéroïdes composés de cellules U251 transfectées avec un sh contrôles ou les sh ciblant  

PTPRS à J5 (A) ou J7 (B). 

 

 Comme présenté en introduction, les glioblastomes sont des cancers extrêmement 

agressifs. La tumeur n’a en général pas le temps de former de métastases intra ou extra-

cérébrales avant la mort du patient. En effet, de manière quasi systématique, les patients 

atteints de glioblastomes meurent du fait de la masse tumorale qui fait pression sur des zones 

essentielles du cerveau. Cependant, l’invasion des cellules dans le parenchyme cérébral est ce 

qui induit la formation de récidives après chirurgie, et qui entraîne la mort des patients après 

chirurgie et traitement au Temozolomide. Dans les sphéroïdes déficients ou non pour PTPRS, 

nous pouvons voir une inhibition de l’invasion tumorale. Les sphéroïdes ont un phénotype 

dense et compact, en analogie avec les masses tumorales primaires causant le décès des 

patients. De ce fait, la diminution de l’invasion tumorale lors de la diminution de l’expression de 

PTPRS semble s’accompagner d’une augmentation de la densité et de la masse tumorale, ce qui 

est facteur de mauvais pronostic chez les patients, en terme de survie sans traitement. L’étude 

des fonctions biologiques de PTPRS dans les cellules de glioblastomes est toujours en cours, et 

notamment l’examen de la prolifération cellulaire au sein du sphéroïde devrait être un fort 

indicateur de l’agressivité de cette masse tumorale. 

IV.4. Stratégie d’extinction de l’expression de PTPRS par la technologie 

CRISPR/Cas9 

Au vu des résultats prometteurs, de l’expérience préliminaire présentée ci-dessus, nous 

avons voulu trouver une stratégie pour obtenir une extinction plus forte de l’expression de 

PTPRS dans une population globale. Nous avons voulu également pouvoir isoler des clones 

entièrement délétés pour PTPRS. Nous nous sommes tournés vers la stratégie CRISPR/Cas9620.  
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Cette stratégie repose sur l’utilisation d’une endonucléase à ADN, la « CRISPR-associated 

protein-9 nuclease » (Cas9) provenant de la bactérie streptocoque du groupe A. Cette 

endonucléase est guidée sur l’ADN génomique par une séquence d’ARN guide de 20 

nucléotides, le sgRNA. Celui-ci se fixe sur l’ADN en amont d’un motif PAM, 5’NGG. La Cas9 va 

alors cliver l’ADN cible sur les deux brins de l’hélice. Cette coupure a lieu environ 3 paires de 

base en amont du PAM (figure 54). 

FIGURE 54. Schéma illustrant le mécanisme de crispr/cas9 

Figure modifiée de Mali et al, 2013 621 

 

Ainsi, en désignant les séquences guides, il est possible de cibler précisément le lieu de 

coupure, et donc de stopper l’expression du gène d’intérêt. J’ai obtenu quatre sgRNA, 2 ciblant 

l’exon 1 et 2 de la séquence génomique de PTPRS humain et les deux autres ciblant PTPRS 

murin. J’ai utilisé comme contrôle un sgRNA ciblant la séquence lacz(cf figure 55). J’ai ensuite 

cloné ces séquences guides dans deux types de vecteurs. Le premier est un vecteur lentiviral 

lentiCRISPRv2, le second plasmide va nous permettre de faire des transfections et d’isoler des 

clones dont l’expression de PTPRS est complétement délétée. En effet, ce plasmide, 

pSpCas9(BB)-2A-GFP contient la GFP, permettant de faire du tri par Facs (cf figure 55). 
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FIGURE 55. Séquences guides de 20 nucléotides ciblant les premiers exons de PTPRS  

chez l’homme et la souris 

 

Nous avons vérifié par séquençage nos différentes constructions, puis nous les avons 

testées par infection sur différents types de cellules de glioblatomes. Comme nous pouvons le 

voir sur la figure 56, le niveau d’expression global de PTPRS des différentes populations 

tumorales est dramatiquement diminué.  

 

FIGURE 56. Vérification de la diminution de l’expression de PTPRS dans une population globale de différentes 

lignées cellulaires de glioblastome (stratégie CRISPR/CAS9). 
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CHAPITRE III 

Autres modèle d’études pour l’angiogenèse : La membrane chorioallantoïdienne 

de l’embryon de poulet (CAM) 

 
Ce chapitre a fait l’objet d’un article finalisé et actuellement en cours de soumission. 

 

 

 

I. Objectif de l’étude 

Tout au long de cette thèse, nous avons présenté différents modèles in vitro ou in vivo d’études 

de l’angiogenèse comme le modèle des rétines ou encore de sprouting sur billes. Durant cette 

thèse, j’ai eu l’occasion d’étudier l’angiogenèse (physiologique ou tumorale) sur un autre 

modèle in vivo dans notre laboratoire: le modèle de la membrane chorioallantoïdïenne de 

l’embryon de poulet. J’ai également contribué à la mise en place d’un protocole audiovisuel de 

ce modèle, actuellement en soumission dans le journal JoVE. Je vais présenter dans ce chapitre 

la description, les avantages ainsi que les limites de ce modèle.  
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II. Matériel et méthode: la CAM 

Les œufs de poulet ont été livrés à 4°C (Couvoir de Cerveloup, Vourey, France) et ont été 

placés 24h à température ambiante. Nous les avons par la suite lavés avec des cotons 

humidifiés et placés dans un incubateur à 37°C et 65 % d’humidité sur un système rotatif de 25° 

toutes les 4h pendant 72h. Les œufs ont été ouverts 3 jours après incubation (=J3). Afin de 

protéger les embryons et de les décoller de la paroi supérieure de l’œuf, une incision sur sa 

partie latérale a été effectuée, et 5 à 6ml de vitellus ont été retirés. Une seconde incision a par 

la suite été effectuée sur la partie supérieure de l’œuf afin de pouvoir créer une zone de travail, 

et pour visualiser le cœur de l’embryon.  

L’implantation des cellules tumorales a été réalisée 10 jours après incubation (=J10). 

Pour ce faire, un anneau délimitant la zone d’implantation a préalablement été posé sur la 

surface de la membrane chorioallantoidienne (CAM) de l’embryon de poulet. A l’aide d’un 

scalpel, nous effectuons alors une légère abrasion de la CAM afin de faciliter l’implantation des 

cellules tumorales. Un volume maximum de 30 ul contenant 3 millions de cellules a été déposé 

dans l’anneau et le développement tumoral a été suivi pendant 7jours (J17).  

 

III. Description du modèle 

Du fait de l’accessibilité aisée de l’embryon de poulet, le modèle de la CAM est très 

utilisé pour les études concernant le développement embryonnaire. Elle permet la facile 

visualisation du développement. Néanmoins, il s’agit aussi d’un très bon modèle pour l’étude 

de l’angiogenèse tumorale, les processus de migration et d’invasion tumorales622. Le 

développement de l'embryon dure 21 jours avant éclosion. Le système immunitaire n’étant pas 

mature pendant le développement embryonnaire du poulet, les implantations de tumeurs se 

font généralement sans rejet. La CAM se forme dès les premiers jours du développement (jours 

4 à 5) et possède un réseau vasculaire très riche permettant l’irrigation de l’embryon. Les 

cellules sont implantées au 7ème jour du développement, une fois que la CAM s'est totalement 

formée. Le réseau vasculaire de cette dernière entraînera la formation de vaisseaux tumoraux 

autour du 4ème jour après implantation. 

 

IV. Article II: “Investigate tumor development through the chick embryo assay and 

co-culture experiment” 

Cet article est actuellement en cours de soumission dans le journal JoVE « Journal of Visualized 

experiment » 
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Discussion  
 

Comprendre la régulation de l’angiogenèse physiologique est une étape importante 

dans l’optique de trouver des traitements régulant positivement ou négativement 

l’angiogenèse chez les patients atteints de pathologies associées à un dérèglement de ce 

processus, tel que le cancer. Cette thèse avait pour objectif principal d’étudier l’implication de 

PRL-2 à des niveaux physiologiques dans le contexte de l’angiogenèse développementale à 

l’aide des souris PRL-2 KO.  

Les travaux effectués durant cette thèse ont permis de déterminer, pour la première 

fois, que PRL-2 est un médiateur essentiel de l’angiogenèse in vivo et in vitro. De plus, PRL-2 agit 

à différentes étapes du processus d’angiogenèse. Nous avons démontré son implication lors de 

la formation des bourgeons endothéliaux, de l’organisation du réseau vasculaire, ainsi que de la 

différenciation artério-veineuse. 

I. PRL-2, un régulateur du bourgeonnement endothélial et de la voie de 

signalisation Notch lors du développement 

Les travaux présentés dans le chapitre I associent, pour la première fois PRL-2 au 

phénomène de formation de nouveaux vaisseaux sanguins par bourgeonnement via la 

modulation de l’expression du ligand de Notch, Dll4.  En effet, les souris PRL-2 KO arborent un 

réseau vasculaire très dense au niveau de la rétine. Ce phénotype rappelle celui observé lors 

d’une altération de l’interaction entre Dll4 et son récepteur Notch-1, que ce soit par 

modification génétique (délétion de Dll4 ou Notch1) ou pharmacologique par injection d’un 

inhibiteur de la -secretase (inhibant l’activation par clivage de Notch-1), ou d’un anticorps 

bloquant Dll4 ou Notch1. Afin de confirmer in vivo l’implication de Dll4 dans le phénotype 

arboré par les souris PRL-2 KO, plusieurs expériences pourraient être effectuées. Par exemple, 

une injection intravitréenne d’un peptide de Dll4 afin d’observer une éventuelle restauration du 

phénotype. 

Toutefois, les études réalisées in vitro ont montré que la diminution de l’expression de 

PRL-2 a, d’une part, des répercussions sur l’expression de Dll4, mais altère également le clivage, 

et donc l’activation de Notch après stimulation au Dll4. Ceci suggère une dualité découplée de 

l’action de PRL-2 qui agit à la fois sur l’expression du ligand Dll4, et également en aval, sur le 

processus d’activation de Notch1 (cf figure 7 papier I). Ainsi, la restauration in vivo d’un niveau 

physiologique de Dll4 ne devrait pas suffire à la récupération du phénotype sauvage. Il serait 

plus judicieux d’augmenter la forme active de Notch-1 dans les souris PRL-2 KO. Pour cela, une 

stratégie pourrait être de croiser la souris PRL-2 KO avec par exemple une souris qui sur-

exprime la forme active de Notch dans l’endothélium NICDiOEC/OEC 148.  

Au vu des résultats obtenus sur les cellules endothéliales in vitro, il semble clair que le 

phénotype observé chez les souris est, au moins en partie, la conséquence de la perte de PRL-2 
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dans les cellules endothéliales. Il est toutefois nécessaire de s’assurer de cela in vivo. En effet, 

les souris transgéniques de l’étude que nous avons présentée ici sont des souris délétées 

globalement pour PRL-2. Ainsi l’environnement autour des vaisseaux est également déficient 

pour PRL-2. Afin de déterminer l’implication des cellules endothéliales dans ce phénotype, nous 

sommes en train de générer la souris spécifiquement délétée au niveau de l’endothélium pour 

PRL-2. Pour cela, nous avons choisis de croiser la souris PRL-2flox/flox avec la souris VE-Cadherine-

CreERT2. Cette souris transgénique exprime une construction inductible composée du gène 

codant pour la recombinase Cre sous contrôle des séquences régulatrices du gène codant pour 

la VE-cadhérine. Cette dernière est spécifiquement exprimée au niveau des cellules 

endothéliales après la naissance. Il existe d’autres modèles de souris transgéniques, mais notre 

choix s’est porté pour celle-ci qui est inductible. En effet, il a été montré que la VE-Cadhérine 

est exprimée par 50/60% des cellules hématopoïétiques durant le développement, mais cette 

expression est perdue après la naissance623. Le fait d’induire la construction par injection de 

tamoxifen après la naissance porte à 0.4% cette valeur. 

Nous avons commencé les croisements de ces souris, cependant nous n’avons pas pu 

étudier leur réseau vasculaire rétinien suite à un délai de réception des souris. Toutefois, une 

nouvelle thésarde aura la chance d’étudier le réseau vasculaire de ces souris délétées 

spécifiquement pour PRL-2 pour compléter notre étude.  

Mes travaux ont montré in vitro que la prolifération ne semble pas être affectée par la 

modulation de PRL-2. Il serait toutefois intéressant de vérifier cela in vivo. Une méthode 

pourrait être d’injecter du BrdU dans les souris. Le BrdU est un analogue de la thymidine qui est 

incorporé à l’ADN des cellules en réplication. Après marquage avec un anticorps BrdU, il serait 

ainsi possible de quantifier les cellules en prolifération.  

 

II. PRL-2, un modulateur positif de la formation d’un réseau capillaire 

Les travaux présentés ici ont démontré que, lors de la mise en place du réseau 

vasculaire rétinien, les souris PRL-2 KO arborent une densité des capillaires augmentée, ainsi 

qu’un nombre de points de branchement plus élevé. Ceci suggère une altération des voies de 

signalisation orchestrant ce processus. Dans les cellules endothéliales, l’expression de PRL-2 

promeut l’expression de Dll4 (papier I). De ce fait, PRL-2 agirait comme inhibiteur de la 

formation de bourgeons endothéliales et de branchements et modulerait ce processus pour 

empêcher une formation anarchique de vaisseaux sanguins.  

Il est important de noter qu’une augmentation de la densité des capillaires ne corrèle pas 

forcément avec une augmentation de la fonctionnalité des vaisseaux rétiniens. Bien souvent un 

réseau vasculaire dont la densité est augmentée par perte de communication efficace entre les 

cellules tip et stalk est composé de vaisseaux peu perfusés. 

Cette analyse in vivo a été complétée par des études in vitro et notamment par la 

méthode d’invasion de cellules endothéliales avec le modèle des billes. Cette étude nous a 

permis de montrer une augmentation du nombre de structure vasculaire mais une diminution 
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de leurs longueurs. Ceci rappelle le phénotype retrouvé chez les souris, à savoir une 

augmentation de la densité mais une diminution du recouvrement vasculaire. Comme si cette 

formation excessive de vaisseaux n’atteignait pas son objectif, la perfusion de la rétine.  

III. PRL-2 et formation de la lumière 

Les structures vasculaires formées lors du modèle des billes in vitro, (papier I) nous 

apportent également une information complémentaire. En effet, la formation de la lumière de 

ces tubes vasculaires semble altérée. Comme nous avons vu dans l’introduction, cette étape 

s’effectue en arrière des tubes endothéliaux au fur et à mesure que ceux-ci s’allongent.  Il a été 

montré que la phosphorylation des protéines d’un complexes nommé ERM (Ezrin, Radixin et 

Moesin) est nécessaire à la contraction vasculaire et la formation de la lumière156,160,161. L’ERM 

forme des plateformes adaptatrices entre des protéines de la membrane plasmique et le 

cytosquelette intracellulaire.  

Il est intéressant de noter que l’Ezrin a été proposée comme substrat direct de PRL-

3505.En effet, l’équipe du docteur Tomei a montré que PRL-3 pouvait déphosphoryler le site 

Thr567 de l’Ezrin in vitro505. D’autre part, les auteurs ont démontré ce phénomène dans des 

cellules HUVECs. Il serait ainsi intéressant de poursuivre dans cette voie et d’étudier 

l’implication de PRL-2 dans le processus de formation de la lumière. 

IV. Nouveaux concepts de la différenciation artério-veineuse via les phosphatases 

PRL2 

Au cours de cette thèse, nous avons pu établir un phénotype très fort au niveau de la 

différenciation artérioveineuse. En effet, comme présenté dans l’article I, les souris déficientes 

pour PRL-2 présentent un nombre de veines et d’artères plus faible que les souris contrôles 

issues de la même portée. Dans l’angiogenèse développementale, une des voies essentielles 

pour cette différenciation est la voie DLL4/Notch1 et nous avons pu montrer un défaut dans 

l’activation de Notch1 lorsque PRL-2 est inhibée.  

Plusieurs équipes, dont celle de Christer Betsholtz, ont pu montrer que l’activation de 

VEGFR2 dans les cellules tip entraînait l’activation de DLL4 et de Notch dans les cellules 

stalk101,108,109,111,113,186,190. Nous avons alors pensé que le défaut du clivage de Notch dans les 

souris déficientes pour PRL-2 était une conséquence du défaut d’activation du VEGFR2-Y1175. 

Cependant, nous avons pu montrer que ce défaut persistait, même lors d’une activation 

constitutive de DLL4 qui se trouve en aval de l’action de PRL-2 sur le VEGFR2. Ainsi, nous 

pouvons conclure que le rôle de PRL-2 dans le développement vasculaire est double. En plus de 

son action dans l’activation de VEGFR2, il permet la bonne régulation du clivage de Notch1 par 

un mécanisme encore inconnu. Ce clivage, permet la libération du NICD qui après translocation 

dans le noyau favorise l’expression du facteur de transcription HEY2, régulant la différenciation 

artério-veineuse. De manière intéressante, HEY1 n’est pas modifié selon l’expression de PRL-2. 

De nombreuses études présentent des mécanismes de régulation de HEY1 ou de HEY2 de 

manière distinctes237. Dans notre cas, nous proposons un mécanisme spécifique de régulation 
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de HEY2, entraînant des anomalies de différenciation artério-veineuses. Ceci est en accord 

notamment avec l’équipe du docteur Manfred Gessler dont les études sur Notch montrent que 

la famille Hey joue un rôle primordial dans le développement vasculaire et la différenciation 

artérielle131. 

Des études suggèrent que HEY1 serait un senseur bien plus sensible à l’activation 

DLL4/Notch que HEY2. Ceci pourrait expliquer les différences d’activation d’HEY1 et HEY2624. 

Nous avons voulu élucider les mécanismes sous-jacents expliquant ce défaut de l’activation 

de Notch. Nous avons pu montrer que la forme de NCID issue du clivage de Notch était 

fortement diminuée lors d’une diminution de l’expression de PRL-2. Le NCID se forme après 

clivage de l’acide aminé Valine en position 1744, qui s’effectue par une enzyme particulière: la 

-secretase. Une étude du docteur Geneviève Evin démontre que le calcium, ainsi que le 

magnésium, cofacteur essentiel de nombreuses enzymes, pourraient également stabiliser la -

secretase et augmenter son activité625. De plus, comme expliqué dans l’introduction, une 

équipe de mon laboratoire à Montréal a pu récemment montrer que PRL-2 formait un 

hétérodimère fonctionnel avec  le transporteur de magnésium CNNM3470. Une déplétion de 

magnésium in vitro entraîne une augmentation de la formation de ce complexe.  PRL-2, en plus 

de son rôle sur VEGFR2-Y1175, pourrait ainsi réguler le processus d’activation de Notch-1 via un 

changement d’activité du récepteur CNNM3 et une modulation du magnésium intracellulaire. 

Cependant, nos premières expériences in vitro semblent montrer que le magnésium 

intracellulaire n’est pas modulé pas la diminution de PRL-2 dans les cellules endothéliales. 

Enfin, nos résultats in vitro ont montré que 1) le niveau d’expression de Dll4, 2) l’activation 

de Notch en réponse au VEGF, 3) l’induction de la signalisation de ERK via le résidu Y1175 de 

VEGFR-2 sont modulés par PRL-2. Il est connu que la voie Notch est impliquée dans la 

spécification artérielle via l’inhibition de devenir veineux. De la même manière, l’activation de 

ERK par VEGF est critique dans le processus de formation d’artères233. 

Ainsi, lors de l’inhibition de Notch et de la signalisation ERK, on s’attend à une diminution 

du nombre d’artères, mais une augmentation du nombre de veines. Ici, le nombre des veines 

est également diminué lors d’une inhibition de PRL-2, ce qui sous-entend un mécanisme plus 

complexe que le modèle connu sur Notch, pouvant impliquer d’autres acteurs de la 

différenciation artério-veineuse. 

V. Mécanismes sous-jacents pouvant être impliqués dans le phénotype observé lors 

d’une diminution de PRL-2. 

L’étude de PRL-2 a permis de mettre en évidence son rôle dans plusieurs processus du 

développement vasculaire, mais l’étude de certains de ces mécanismes sous-jacents reste 

toutefois encore à approfondir.  

Une caractéristique unique qui différencie les PRLs de toutes les autres PTPs est la 

présence d’un motif de prénylation dans son domaine C-terminal462,481. Ce motif peut être 

modifié post traditionnellement, ce qui augmente l’hydrophobicité de ces protéines et facilite 

leur localisation vers la membrane plasmique. Ainsi, les PRLs pourraient avoir un adressage et 
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un trafic vésiculaire bien spécifique pouvant expliquer leurs activités. La localisation 

membranaire de PRL-2 pourrait avoir un lien avec son effet sur l’activation de VEGFR-2. En 

effet, ce dernier pourrait former un complexe avec PRL-2, ce qui modulerait son activité. De 

telles interactions entre VEGFR-2 et des phosphatases ont été mises en évidence et sont 

primordiales pour certaines phosphatases telles que VE-PTP. Pour vérifier cela, j’ai effectué des 

immunoprécipitations contre VEGFR-2 en condition stimulée ou non par le VEGF, et j’ai analysé 

la présence de PRL-2 dans le complexe de VEGFR-2. Aucune interaction physique n’a pu être 

mise en évidence entre les deux protéines, excluant l’hypothèse selon laquelle PRL-2 pourrait 

« protéger » le site Y1175 du VEGFR-2 de sa déphosphorylation (figure 57). 

 
FIGURE 57. Immunoprécipitation (ip) de VEGFR-2 de cellules HUVECs stimulés ou non par VEGF suivi par un 

Western Blot pour analyser la présence ou non de PRL-2 dans le complexe. 

 

 PRL-2 pourrait cependant influencer le trafic vésiculaire de VEGFR-2. En effet, il a été 

montré que l’internalisation de ce récepteur était essentiel pour l’activation de la signalisation 

de ERK via la phosphorylation de Y1175366. Ainsi, en modulant le trafic de VEGFR-2, l’activation 

de la voie de signalisation ERK se trouve être abrogée, et PRL-2 pourrait être un nouveau 

composant de la machinerie d’internalisation du VEGFR-2.  

VI. Les PTPs dans la régulation de l’angiogenèse et la progression tumorale 

Mon principal travail de thèse a été centré sur le rôle de PRL-2 dans le développement 

vasculaire physiologique. Cependant, j’ai également pu débuter l’étude de certaines PTPs dans 

l’angiogenèse pathologique. Je me suis concentrée sur l’étude des PTPs dans un type de cancer 

primitif du cerveau: le glioblastome. Le concept d’angiogenèse tumorale et d’inhibition 

thérapeutique de cette dernière remonte aux travaux de Judah Folkmann72. Nous avons choisi 

d’étudier spécifiquement les glioblastomes car ils font partie des tumeurs les plus vascularisées 
601.  Ce modèle est de ce fait fréquemment utilisé pour la recherche  de nouveaux 

biomarqueurs permettant de moduler l’angiogenèse. 
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Nous avons pu montrer que l’expression de PRL-2 était un facteur pronostic significatif 

pour la survie des patients atteints de gliomes, principalement de grade II ou III. Ceci est en 

accord avec de nombreuses équipes montrant les propriétés oncogéniques des PRL dans de 

nombreux cancers. En effet, La surexpression des PRLs est fréquemment retrouvée dans de 

nombreuses lignées cellulaires tumorales, et présente une prolifération, une migration et une 

invasion cellulaire augmentée459,461,518-520. Ainsi, en plus du rôle de PRL-2 dans le 

développement vasculaire, il pourrait aussi agir en tant que protéine oncogénique dans de 

nombreux cancers, et ceci via son rôle dans l’angiogenèse, et potentiellement sur l’activation 

du VEGFR2.  

J’ai également pu travailler sur une autre PTPs, PTPRS dans le cadre du glioblastome. 

L’équipe du docteur Angenendt a pu montrer que l’expression de PTPRS était fortement 

diminuée dans les glioblastomes611. De manière intéressante, il a été montré que l’expression 

de PTPRS pouvait contrôler l’activité d’un récepteur tyrosine kinase oncogénique: L’EGFR610. J’ai 

pu montrer, par analyse de la base de données TCGA, que l’expression de PTPRS était un 

facteur pronostic favorable et significatif sur la survie des patients atteints de glioblastomes. 

Cependant, nos expériences in vitro sur la formation et l’invasion de sphéroïdes composés de 

cellules tumorales ont montré que la diminution de PTPRS par différent Sh-ARN, entrainait une 

inhibition de l’invasion des cellules tumorales. Ce résultat qui semble au premier abord 

contradictoire avec les résultats bioinformatiques pourrait s’expliquer par le fait que l’invasion 

des cellules est un mécanisme critique sur l’apparition des récidives, mais que la cause primaire 

de mortalité est la formation d‘une masse tumorale compacte faisant pression sur des zones 

essentielles du cerveau. En effet, cette masse primaire cause de nombreux troubles, tels que 

des troubles cognitifs, des crises d’épilepsies, une apparition d’aphasie, une paralysie motrice, 

des maux de tête ou encore des hémorragies cérébrales. Les symptômes les plus fréquents sont 

les troubles cognitifs et épileptiques 626, et sont présents chez plus de 50% des patients atteints 

d’un gliome. Les glioblastomes sont des cancers très agressifs justement car les patients 

meurent en premier de la masse primaire dense, sans que presque aucune métastase n’ait pu 

encore se développer. Cependant, on rappelle que l’invasion des cellules dans le parenchyme 

cérébral induit, quant à lui, une récidive des patients après chirurgie et traitement. 

Ainsi, la diminution de l’expression de PTPRS, en plus d’induire une hyper-activation de 

l’EGFR oncogénique, semble aussi impliquée dans la prolifération et la progression de la tumeur 

primaire, concourant à une espérance de vie diminuée des patients sans traitement, comme 

nous avons pu le montrer sur les résultats bioinformatiques issus du TCGA. 
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Conclusion générale sur les phosphatases PTP et angiogenèse physiopathologique  

 
Au début de cette thèse, j’ai majoritairement étudié le rôle d’une PTP très particulière, 

PRL-2, dans la morphogenèse vasculaire. En utilisant à la fois plusieurs modèles in vitro et un 

modèle de souris dans laquelle PRL2 est diminué, j’ai pu démontrer le rôle essentiel et 

intriguant de PRL-2 sur l’activation de VEGFR2 ainsi que sur la différenciation artério-veineuse. 

Notre étude décrit pour la première fois, le rôle d’une PTP dans le maintien direct du site de 

phosphorylation Y1175 du VEGFR2. 

Dans un contexte pathologique tumoral, nous avons pu montrer que PRL-2 était un 

facteur pronostic dans la survie des patients atteints d’un glioblastome. De plus, nous avons pu 

étudier l’implication fonctionnelle d’une autre PTP, PTPsigma.  

J’ai pu, tout au long de cette thèse, mener de front de nombreuses expériences sur de 

nombreux modèles in vitro comme in vivo, nous permettant de mieux comprendre la biologie 

et l’implication pathologique de ces PTP. 

Ce projet s’inscrit dans une dynamique globale réalisée par la collaboration 

internationale de deux laboratoires, situés à Bordeaux et Montréal. De nombreux projets ont 

pu émerger suite aux travaux présentés précédemment, et dans lesquels je participe 

pleinement. Une bourse de thèse a pu être obtenue, en co-tutelle entre ces deux laboratoires, 

afin de poursuivre ce projet sur l’implication dans la progression tumorale du glioblastome que 

j’ai pu initier. Continuer et approfondir l’étude de des mécanismes d’actions de PRL-2 et de ses 

partenaires nous permettraient de mieux appréhender la régulation de son activité et de ses 

fonctions biologiques ainsi que pathologiques. 
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